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RESUMO

Celulases sédo essenciais para a hidrélise de materiais lignoceluldsicos visando a
producéo de etanol de segunda geragdo. A fermentagdo em estado solido € um
processo que proporciona altas concentragcdes de enzimas que podem ser aplicadas
nessa hidrélise. O objetivo do presente trabalho foi produzir enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas empregando os fungos Trichoderma reesei e Myceliophthora
thermophila por fermentagdo em estado sdlido em biorreator de leito empacotado e
aplicar essas enzimas, combinadas ou ndo, na sacarificagdo de bagago de cana-de-
agucar. Foram empregados bagaco in natura, bagago pré-tratado com ozbnio e
irradiagao de ultrassom em meio alcalino e bagago com pré-tratamento hidrotérmico.
A producéao de enzimas foi avaliada pelas atividades CMCase, atividade sobre papel
de filtro (FPU), xilanase e B-glicosidase. Para os experimentos de sacarificagdo com
extratos dos fungos nao combinados, foi adotado um planejamento de superficie de
resposta central composto com 5 repeticdes do ponto central, tendo como fatores o
volume de extrato enzimatico e o tempo de hidrélise. Os resultados com os dois
extratos indicaram como 6timos um volume de 7,0 mL e 6 horas de hidrdlise para os
bagacgos in natura, pré-tratado com ozbnio e irradiagcdo de ultrassom em meio
alcalino e com pré-tratamento hidrotérmico, exceto o extrato de M. thermophila que
resultou em 5,0 mL e 6,8 horas para o bagaco hidrotérmico. Os melhores resultados
de conversdao em glicose com os dois extratos foram obtidos com o bagacgo pré-
tratado com ozénio e irradiagao de ultrassom em meio alcalino, tendo sido de 34,0 %
para M. thermophila e de 21,2 % para T. reesei. A partir destes resultados, foi
elaborado um planejamento fatorial completo para os experimentos de hidrolises
empregando coquetéis enzimaticos. Os fatores empregados foram composicao (1:1;
1:3; 3:1) e temperatura (45, 55, 65 °C e alternada). O melhor resultado foi obtido pela
combinagao de 75 % do extrato de T. reesei com 25 % de M. thermophila aplicado a
55 °C no bagaco pré-tratado com ozébnio e irradiagao de ultrassom em meio alcalino,
resultando em 41,6 % de conversao, levando, portanto, a conclusdo de que houve

efeito sinérgico entre as enzimas no processo de sacarificagao.

Palavras-Chave: Celulases. Sacarificagdao. Pré-tratamento. Fermentagdo em
estado sdlido. Bioetanol.
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ABSTRACT

Cellulases are essential for the hydrolysis of lignocellulosic materials aiming to the
production of second generation ethanol. The solid-state fermentation is a process
that allows obtaining high concentrations of enzymes which can be applied in this
hydrolysis. The purpose of the current work was producing cellulolytic and
hemicellulolytic enzymes by employing the fungi Trichoderma reesei and
Myceliophthora thermophila by solid-state fermentation in packed-bed bioreactor and
apply these enzymes, combined or not, in the saccharification of sugarcane
bagasses. Bagasse in natura, bagasse pretreated with ozone and ultrasound
irradiation in alkaline medium and bagasse with hydrothermal pretreatment have
been employed. The enzymes production was evaluated by CMCase, filter paper
activitie (FPU), xylanase and B-glucosidase activities. For the saccharification
experiments with extracts from both fungi no-combined, it has been adopted a
central-composed response surface design with 5 replications of the central point,
having as factors the volume of enzyme extract and the duration of hydrolysis. The
results with both extracts indicated as optimal a volume of 7,0 mL and 6 hours of
hydrolysis for the bagasses in natura, pretreated with ozone and ultrasound
irradiation in alkaline medium and with hydrothermal pretreatment, except the extract
of M. themophila that resulted in 5,0 mL and 6,8 hours for the hydrothermal bagasse.
The best results of conversion in glucoses with both extracts were obtained with the
bagasse pretreated with ozone and ultrasound irradiation in alkaline medium, which
have been 34,0 % for M. themophila and 21,2 % for T. reesei. From these results, it
has been elaborated a full factorial design for the hydrolysis experiments employing
enzymatic cocktails. The factors used were composition (1:1; 1:3; 3:1) and
temperature (45, 55, 65 °C and alternated). The best result was obtained by
combination of 76 % of the extract from T. reesei with 25 % from M. thermophila
applied at 55 °C in the bagasse pretreated with ozone and ultrasound irradiation in
alkaline medium, resulting 41,6 % of conversion, leading, therefore, to the conclusion

that there was synergic effect between the enzymes in the saccharification process.

Keywords: Cellulases. Saccharification. Pretreatment. Solid-state fermentation.
Bioethanol.
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G
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Fermentagao submersa

Farelo de Trigo

Fourier transform infrared spectroscopy - Attenuated Total
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U Unidade de atividade enzimatica
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A% volume por volume

X Porcentagem de glicose convertida na Equacéo (3.3)
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A preocupacao global com o esgotamento das jazidas de combustiveis
fosseis e com o efeito estufa requer busca por alternativas energéticas renovaveis.
Neste contexto, a produgdo de combustiveis limpos, como o bioetanol, em larga
escala € mundialmente interessante. O desenvolvimento tecnoldégico de uma matriz
energética limpa e renovavel é estratégico para o Brasil, bem como para outros
paises, e as enzimas celuloliticas chamam atengdo da comunidade cientifica e
industrial, tendo em vista sua aplicacdo na hidrdlise de materiais lignoceluldsicos,
residuos da agroindustria, na cadeia de produgéo do etanol de segunda geragao.

No Brasil, uma matéria-prima abundante para conversao a etanol de segunda
geragao € o bagago da cana-de-agucar, residuo da producgao do etanol de primeira
geragdo. O bagaco de cana é predominantemente constituido por celulose,
hemicelulose e lignina, sendo assim uma potencial fonte de agucares
fermentesciveis (PANDEY et al., 2000). A producao brasileira de cana-de-agucar foi
de aproximadamente 650 milhdes de toneladas na safra 2013/2014 (UNICA, 2015),
0 que gerou cerca de 160 milhdes de toneladas de bagacgo, o que denota o potencial
de biomassa conversivel a etanol no pais. No entanto, a produg¢ao de alcool a partir
do bagaco de cana tem como fator limitante sua recalcitrancia. Diante disso, pré-
tratamentos quimicos, fisicos e/ou biolégicos tém sido propostos, com o intuito de se
facilitar o acesso das celulases aos seus substratos e obter maiores rendimentos na
sacarificacao enzimatica.

O processo envolvendo a conversao dos materiais lignoceluldsicos a etanol
combustivel consiste basicamente em quatro etapas: pré-tratamento, hidrdlise,
fermentagcdo e destilacdo do produto. O pré-tratamento € essencial para
desestruturar o material lignocelulésico tornando as fibras de celulose e
hemicelulose mais acessiveis as enzimas. Por sua vez, as enzimas sao
responsaveis por hidrolisar as fibras em acucares fermentesciveis, que finalmente
poderao ser utilizados pelas leveduras na etapa de fermentagdo e produgao do
etanol.

Varias tecnologias de pré-tratamento, sozinhas ou em combinagéo, tém sido
propostas na literatura. Pré-tratamentos empregando solugdes diluidas de acidos
e/ou de bases sao recomendados, respectivamente, para solubilizacdo da
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hemicelulose e para deslignificacdo do material, e em geral sdo combinados com
tratamento a quente. O tratamento hidrotérmico € um dos métodos mais comuns de
pré-tratamento da biomassa, o qual pode ser descrito como um processo
termoquimico. Nesse processo a agua, sob temperaturas e pressdes elevadas, é
usada para fracionar a biomassa vegetal em seus constituintes através da clivagem
dos complexos lignina-carboidrato, além de romper as ligagdes glicosidicas dos
polissacarideos. O ozénio, poderoso agente oxidante e soluvel em agua, também
pode ser empregado no pré-tratamento quimico da biomassa lignocelulésica
(CANILHA et al., 2012). A ozondlise é um tipo de processo oxidativo avangado e sua
acao se deve a exposicdo do material a ozbnio. O principal efeito deste pré-
tratamento € a remogdo da lignina e parte das hemiceluloses, favorecendo o
aumento da digestibilidade enzimatica do material pré-tratado (QUESADA; RUBIO;
GOMEZ, 1999; GARCIA-CUBERO et al., 2009). A ozondlise apresenta como
vantagens em relagédo ao tratamento hidrotérmico a auséncia da despolimerizagao
da celulose, a solubilizagédo da lignina em niveis acima de 70 % e a efetiva
deslignificagcdo em condigbes brandas de reagdes (SANTOS, 2013).

Para converter os carboidratos das cadeias de celulose ou hemicelulose do
bagacgo a agucares fermentesciveis, pode-se optar pela rota quimica ou enzimatica.
A via quimica é eficiente e rapida, mas gera residuos toxicos que devem ser
tratados, aumentando o numero de operagdes, consumindo energia e tornando o
processo pouco competitivo. A via enzimatica emprega condi¢gdes amenas na reagao
de hidrdlise e ¢ livre de residuos perigosos, porém é mais lenta e tem como uma das
principais barreiras processos eficientes e viaveis de producédo de enzimas a custo
que nao inviabilize seu uso (MISHIMA et al., 2006).

Sabe se que a degradacido enzimatica completa de moléculas complexas
como hemiceluloses e celuloses, além de pectinas e proteinas presentes na
biomassa nativa do bagag¢o de cana, requer a agao de varias enzimas atuando
sinergicamente. Ademais, fatores como inibigdo enzimatica contribuem para dificultar
o processo de hidrélise. Diante disso, novas estratégias vém surgindo na tentativa
de aumentar o rendimento da hidrolise e uma explorada no presente trabalho é a
consorciacdo de diferentes enzimas atuando de forma sinergistica sobre a
biomassa. Neste sistema dificuldades e barreiras que uma enzima nao vencer serao
contornadas e ou complementada pela agao de outra enzima n&o sujeita a mesma

situagdo, aumentando a eficiéncia global do processo.
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A fermentacdo em estado solido (FES) € um processo eficiente para obtencao
de enzimas hidroliticas, as quais podem ser utilizadas na hidrolise enzimatica, mas
ainda enfrenta dificuldades de aplicacdo em larga escala. Assim, estudos sobre a
producéo de celulases em bioreatores s&o relevantes, englobando isolamento e
identificagdo de microrganismos produtores, analise da produgdo enzimatica,
avaliacdo da eficiéncia na sacarificacdo dos substratos desejaveis e preparagao de

diferentes coquetéis enzimaticos.

O objetivo geral desta dissertacdo foi agrupar os conhecimentos e a
experiéncia do grupo de trabalho na area para produzir enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas empregando os fungos Trichoderma reesei e Myceliophthora
thermophila por fermentagcdo em estado sélido, bem como aplicar essas enzimas,
combinadas ou nao, na sacarificagao do bagaco de cana-de-agucar in natura, pré-
tratado com ozénio e irradiagdo de ultrassom (US) em meio alcalino (NaOH) e com

pré-tratamento hidrotérmico.

Os objetivos especificos do estudo foram os seguintes:

e Produzir as enzimas em biorreator de leito empacotado com 1 m de

comprimento e 7,62 cm de diametro;

e Avaliar a producédo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas pelos fungos

Trichoderma reesei e Myceliophthora thermophila no biorreator;

e Avaliar a eficiéncia destes extratos puros na hidrolise enzimatica do bagaco

de cana in natura e pré-tratados;
e Avaliar a eficiéncia de um combinado enzimatico na sacarificagdo do bagaco
de cana in natura e pré-tratado com ozénio e irradiagao de ultrassom em meio

alcalino;

e Quantificar os acucares redutores liberados no processo de hidrélise.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Bioetanol

O etanol tem sido considerado uma alternativa para diminuir problemas
ambientais e energéticos no mundo em razdo da elevacdo dos pregos dos
combustiveis fosseis e da poluicdo. O etanol € um biocombustivel produzido a partir
de varios tipos de matéria-prima vegetal. Comparado aos combustiveis fésseis, o
etanol apresenta as vantagens de ser uma fonte renovavel de energia e de contribuir
para a reducdo das emissdes gasosas. O Brasil encontra-se em uma posi¢ao
favoravel no que se refere a producado de etanol, sendo o maior produtor de etanol
de cana-de-agucar do mundo e ocupando posigao de lideranga na tecnologia de sua
producédo (PACHECO, 2011). A producgao brasileira de etanol na safra 2013/2014 foi
cerca de 25 bilhdes de litros de etanol total, apresentando um aumento de
aproximadamente 20 % em relacao a safra 2012/2013 (UNICA, 2015).

O etanol convencional, também denominado etanol de primeira geragéo, é
obtido pela fermentacdo de acucares extraidos de plantas alimentares como cana-
de-agucar, milho, trigo e beterraba agucareira, usando um processo de fermentagao
similar ao usado para obter cerveja e vinho, tendo sacarose e amido como fontes de
carbono de partida. O etanol celulésico, ou de segunda geragao, tem como matéria-
prima agucares provenientes da quebra das cadeias de celulose e hemicelulose,
utilizando biomassa residual, ndo alimentar — como caules, folhas e cascas — que
sao sobras, uma vez que o produto de interesse ja tenha sido extraido, assim como
outras culturas que nao sao utilizadas para nutricdo. No Brasil, uma matéria-prima
abundante para conversao a bioetanol de segunda geragao € o bagaco de cana-de-
agucar, que hoje tem parte empregado na geragao de energia elétrica, mas ainda
grande parte permanece na usina causando problema de depdsito pelo grande
volume de area ocupada.

O Brasil iniciou em 2014 a producao de etanol de segunda geragao em escala
industrial, tendo, atualmente, duas usinas em operacao e outra em construcao para
a fabricacdo do biocombustivel. O etanol 2G, como estd sendo chamado, é a
principal aposta nacional para aumentar a oferta do produto sem que seja preciso
elevar a area plantada de cana-de-agucar. Isso porque o etanol 2G brasileiro sera
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produzido da celulose obtida da palha e do bagag¢o da cana-de-agucar, as sobras do
processo atual de produgéo de etanol. Calcula-se que, com essa tecnologia, seja
possivel elevar em até 50 % a producédo atual de 25 bilhdes de litros de alcool
combustivel no pais (INCT, 2013).

A producdo de etanol a partir da biomassa lignocelulésica envolve o pré-
tratamento do bagago, em que ocorre a desestruturagdo do material lignoceluldsico;
a hidrolise dos carboidratos de cadeia longa, em que ocorre a liberagdo dos
acgucares fermentesciveis; a fermentagao dos acgucares por leveduras até o etanol; e
finalmente a destilagdo, em que o etanol é separado do caldo fermentado. Na
hidrélise, as estruturas moleculares da celulose e da hemicelulose sdo quebradas,
liberando carboidratos de cinco (xilose e arabinose, por exemplo) ou seis (glicose,
manose e galactose, dentre outros) carbonos. A hidrolise dos materiais
lignoceluloliticos pode ocorrer por via quimica, principalmente a acida que além de
agressiva, pode gerar subprodutos inibidores de fermentagéo, ou por via enzimatica,
utilizando enzimas em condigbes mais amenas e livres de residuos indesejaveis
(MISHIMA et al., 2006). No entanto, o processo enzimatico ainda nado é
economicamente viavel, pois o custo das enzimas comerciais é alto e a eficiéncia
ainda é baixa. Neste contexto, mostram-se relevantes as pesquisas por mais
enzimas hidroliticas microbianas, além dos estudos dos processos fermentativos

visando a produgcao em maior escala.

2.2 Biomassa vegetal

A biomassa vegetal é geralmente composta por celulose, hemicelulose,
lignina, lipideos, proteinas, extrativos, agucares simples, amido, agua e cinzas,
sendo os trés primeiros os principais constituintes, que pode ser considerada como a
massa organica dos materiais bioldgicos vegetais (MOHAN; PITTMAN; STEELE,
2006). A biomassa fornece aproximadamente 14 % do consumo global de energia
sendo, portanto, a quarta maior fonte de energia do mundo, logo apés do carvao,
petroleo e gas natural (SAXENA; ADHIKARI; GOYAL, 2009).

Para satisfazer diferentes necessidades energéticas, a biomassa é utilizada
para geracao de eletricidade, combustiveis para veiculos e fornecimento de calor
para processos industriais (BRIDGEWATER, 1999). A biomassa é a unica fonte de

carbono, dentre as fontes de energia renovavel, eficiente no armazenamento da
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energia solar e capaz de ser convertida em combustiveis sélidos, liquidos e gasosos
através de diferentes processos (OZBAY el al., 2001).

Uma grande variedade de recursos de biomassa encontra-se disponivel na
Terra para a conversdo em bioprodutos. Dentre esses recursos pode-se incluir a
madeira e seus residuos, os subprodutos das safras agricolas e os residuos
agroindustriais, rejeitos do processamento de alimentos, materiais de origem
marinha (plantas aquaticas e algas) e os dejetos municipais e industriais (BALAT et
al., 2009).

A maior parte da energia produzida a partir de biomassa utiliza a madeira e
seus residuos (64 %), seguida dos rejeitos solidos municipais (24 %), agricolas (5 %)
e gases de aterros sanitarios (5 %) (BALAT, 2008). Entretanto, alguns tipos de
biomassa podem ser cultivados com o propésito especifico de produgao energética,
tais como a cana-de-agucar, milho, beterraba agucareira, graos, algas marinhas,
entre outros (DEMIRBAS, 2005a). Neste caso, é de suma importancia que a colheita
tenha um alto rendimento de material seco por unidade de area plantada
(toneladas/hectares), resultando em uma diminuicdo das areas necessarias ao
plantio, bem como no custo de produgdo da energia a partir desta biomassa
(DEMIRBAS, 2005b).

Para a criagao de novos biomateriais todos os recursos podem ser utilizados
e, para isso, € necessario um entendimento completo da composi¢cdo da matéria-
prima, seja ela a planta inteira ou algum de seus constituintes, de modo que os
elementos funcionais desejados possam ser obtidos e utilizados na produgdo de
bioprodutos (HOWARD et al., 2003).

2.2.1 Biomassa lignocelulolitica

O bagaco de cana-de-agucar € um subproduto fibroso de natureza
lignoceluldsica proveniente dos processos de extracdo do suco pela moagem da
cana-de-agucar, sendo composto por aproximadamente 50 % de celulose, 25 % de
hemicelulose e 25 % de lignina (PANDEY et al., 2000). Trata-se de um tipo de
biomassa vegetal que apresenta grande heterogeneidade morfolégica sendo
constituida principalmente de fibras (fungdo estrutural), vasos (elementos de
conducao) e parénquima (fungcao de armazenamento) (SANJUAN et al., 2001).
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Devido ao baixo teor de cinzas (2,4 %), o bagago de cana apresenta uma
grande vantagem para o processo de bioconversdo por microrganismos quando
comparado com outros residuos, como a palha de arroz e de trigo, que contém
aproximadamente 17,5 e 11 % de cinzas, respectivamente. Além disso, em
comparagao com outros residuos agroindustriais, o bagago de cana pode ser
considerado um rico reservatorio de energia solar devido ao seu alto rendimento
(aproximadamente 80 t/ha, em comparagao com 1, 2 e 20 t/ha para trigo, gramineas
e arvores, respectivamente) e capacidade de regeneragdo anual (PANDEY et al.,
2000).

A parede celular vegetal € uma estrutura biolégica complexa constituida por
polimeros e outras moléculas cujas propor¢des e organizagao estrutural variam de
acordo com o tipo e a idade. Encontra-se dividida em lamela média, parede primaria
e parede secundaria, sendo que esta ultima compreende-se em 3 camadas: S4, S; e

Sz como é possivel observar na Figura 2.1.

Figura 2.1. Estrutura da parede celular vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2003).

A parede celular primaria é constituida basicamente por blocos de celulose,
hemicelulose, pectina e proteinas estruturais. As fortes microfibrilas de celulose
cristalina encapsulam a célula em uma estrutura de malha e a hemicelulose se
associa intimamente com as microfibrilas de celulose, fortalecendo a estabilidade
(TEERI et al., 2007). As pectinas unem-se por ligagdes cruzadas covalentes e
ibnicas para formar redes estruturais independentes, mas com sinergismo com a

rede de celulose/hemicelulose (CHANLIAUD et al., 2002). As propriedades fisicas da
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hemicelulose e pectina sdo largamente determinadas pela natureza e abundancia de
cadeias laterais, e dependem das concentrag¢des locais de sais ligados ionicamente
e covalentemente (como calcio e boro) e potenciais agentes ligantes, como os
acidos ferulico e cumarico (GRABBER et al., 2004). Variando as estruturas ou o
meio quimico desses polimeros, as propriedades mecanicas das paredes celulares
podem ser alteradas durante os estagios de desenvolvimento e em diferentes
tecidos da planta (BURGERT, 2006).

As paredes secundarias contém cadeias poliméricas das paredes primarias e
sdo lignificadas nos estagios posteriores de formacdo do vegetal como mostra a
Figura 2.2. As microfibrilas de celulose sdo depositadas nas paredes secundarias
por um processo altamente organizado, levando a uma estrutura hierarquica com
trés camadas (S+1, Sy e S3). Na camada dominante, S, as microfibrilas de celulose
s&o muito alinhadas, contribuindo para a resisténcia mecéanica do vegetal (TEERI et
al., 2007).

OH
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Figura 2.2. Representacgao estrutural da organizacao da fibra lignoceluldsica
(GRAMINHA et al., 2008).

A lignina é o principal componente n&o-carboidrato da biomassa vegetal. E
depositada na rede de carboidratos da parede celular durante o crescimento da
parede secundaria. Trata-se de uma substéncia complexa formada por polimeros
aromaticos naturais, sendo a fonte mais abundante na natureza (PINTO, 2010).
Encontra-se covalentemente ligada a hemicelulose, através de ligagdes éster com a
xilana, formando uma complexa matriz que envolve as microfibrilas de celulose. A
propriedade fisica mais importante dessa macromolécula organica é a rigidez, que
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nao apenas promove forca aos tecidos da planta, mas também previne o colapso
dos elementos condutores de agua e previne o ataque de microorganismos
celuloliticos a parede celular da planta (SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON,
2005).

Sendo assim, a estrutura basica de toda biomassa lenhosa consiste
essencialmente de trés polimeros: celulose, hemiceluloses e lignina no tronco,
folhagem e casca. A proporgdo entre esses trés constituintes varia entre as
especies, e ainda ha diferencas entre as madeiras duras e moles. As madeiras duras
possuem uma maior proporcao de celulose, hemicelulose e extrativos que madeiras
moles, porém estas possuem uma maior proporgao de lignina. De maneira geral, as
madeiras duras contém aproximadamente 43-47 % de celulose, 25-35 % de
hemicelulose, 16-24 % de lignina e 2-8 % de extrativos, enquanto a proporgéo das
madeiras moles é de 40-44 % de celulose, 25-31 % de lignina, 25-29 % de
hemicelulose e 1-5 % de extrativos (RYDHOLM, 1965).

2.2.2 Celulose

A celulose é o principal componente da biomassa da planta e, como tal, € o
polimero organico mais abundante do planeta. Constitui aproximadamente 50 % da
biomassa vegetal, representando uma das fontes mais importantes para obtencao
de agucares fermentesciveis. Estd amplamente distribuida na natureza, ocorrendo
tanto nas plantas primitivas como nas altamente evoluidas e, geralmente, encontra-
se associada a outras moléculas como hemicelulose e lignina (MACHUCA,1991). E
um homopolissacarideo linear que consiste de unidades de glicose (D-
glucopiranose) unidas entre si por ligagdes glicosidicas -(1,4). O final da cadeia de
glicose com um carbono anomeérico que nao esta ligado a outro residuo de glicose &
conhecido como extremidade redutora do polimero. A outra extremidade do polimero
€ conhecida como néao redutora (SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON; 2005).

As cadeias paralelas unem-se para formar uma estrutura agregada e insoluvel
na maioria dos solventes que varia de comprimento e largura, devido a linearidade
da cadeia de celulose, bem como ao grande numero de grupos hidroxilas e sua
capacidade de formar ligacbes de hidrogénio. Essa fibra de celulose apresenta
regides amorfas, menos regulares e regides cristalinas, altamente ordenadas e de

dificil degradacao, as quais sado formadas pela configuracdo paralela das cadeias
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lineares, o que implica na formagao de ligagdes de hidrogénio intermoleculares,
contribuindo para a insolubilidade da celulose e sua baixa reatividade, tornando-a
mais resistente a hidrolise acida e enzimatica, dificultando a entrada de agua e
modificando a elasticidade das fibras (RAMOS, 2003; DA SILVA; GOMES;
FRANCO, 1997; BOBBIO; BOBBIO, 2003; NELSON; COX, 2004).

2.2.3 Hemicelulose

A hemicelulose é definida como a fracdo da parede celular que pode ser
extraida com alcali (MOHR; SCHOPFER, 1995). As hemiceluloses das plantas sao
polissacarideos cuja natureza quimica varia de tecido para tecido e de espécie para
espécie. Estes polissacarideos sdo formados por diversas pentoses (xilose, ramnose
e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e acidos urénicos (acido 4-O-
metil-glucurénico e acidos galacturdnicos), frequentemente acetilados e formando
cadeias ramificadas (MARTINEZ et al., 2005).

As hemiceluloses estao estruturalmente mais relacionadas com a celulose do
que a lignina e sao depositadas na parede celular nos primeiros estagios da
biosintese. Elas sido derivadas principalmente de cadeias de pentose, e atuam como
um material cimentante, mantendo unidas as micelas e fibras de celulose
(DEMIRBAS, 2008). A xilana é o principal polimero desta fragcdo, e consiste num
polissacarideo composto de residuos de xilose unidos por ligagdes B-1,4-
glicosidicas, contendo ramificacbes de pentoses e hexoses. E o segundo
polissacarideo mais abundante em vegetais e calcula-se que esteja entre as trés
primeiras fontes de carbono orgéanico renovavel (BEG et al., 2001; KATAPODIS;
CHRISTAKOPOULOU; CHRISTAKOPOULOU, 2006).

O aproveitamento eficiente da xilana é imprescindivel quando se deseja
utilizar a biomassa lignocelulésica para processos de bioconversdo, seja nos
processos para a fermentagcdo alcodlica ou para a industria de alimentos na
producao do adocgante xilitol (DA SILVA, 1992).

2.2.4 Lignina

A lignina é o principal componente ndo-carboidrato da biomassa da planta. E
depositada na rede de carboidratos da parede celular durante o crescimento da
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parede secundaria. Trata-se de uma molécula complexa formada por compostos
aromaticos naturais (LORA; GLASSER, 2002; SUHAS; CARROTT; RIBEIRO
CARROTT, 2007).

Essas macromoléculas tridimensionais de origem fenilpropandica sao
constituidas de unidades basicas de p-hidroxifenilpropano (p-H), guaiacilpropano (G)
e siringilpropano (S). A estrutura resultante € uma macromolécula complexa com
uma grande variedade de grupos funcionais como € possivel observar na Figura 2.3.
Devido a essas estruturas complexas, as ligninas formam polimeros com regides
amorfas (TSUJINO; KAWAMOTO; SAKA, 2003; POUTEAU et al., 2003).

HOH, HOH,G,_ HOH,C,_
}Cr\c_i wt— w
H: H: H2
L OCHy  Hed T BeH .
guaiacil siringil p-hidroxifenilpropano
(G) (S) (p-H)

Figura 2.3. Representagao esquematica de unidades estruturais precursoras da
lignina (PINTO 2010).

Sua estrutura principal provém dos precursores primarios: alcool trans
coniferilico, alcool trans-sinapilico e alcool trans-para-cumario (SACON;
WEISSHEIMER, 1996). A complexa matriz formada pelas ligagdes entre esses
precursores resulta em uma grande variedade de grupos funcionais, tais como
hidroxil, metoxil e carbonil, que conferem uma alta polaridade a macromolécula de
lignina (FELDMAN et al., 1991).

A lignina também esta covalentemente ligada a hemicelulose, através de
ligacbes éster com a xilana, formando uma complexa matriz que envolve as
microfibrilas de celulose. A propriedade fisica mais importante dessa macromolécula
organica € a rigidez, que nao apenas promove for¢ca aos tecidos da planta, mas
também previne o colapso dos elementos condutores de agua e previne o ataque de
microorganismos celuloliticos a parede celular da planta (SANDGREN;
STAHLBERG; MITCHINSON, 2005).
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A concentragado de lignina varia entre diferentes espécies de plantas, sendo
gue essa diferenca de concentragao € devido a propor¢ao dos alcoois que formam a
lignina (BAURHOO; RUIZ-FERIA; ZHAO, 2008). O teor de lignina em base seca
varia entre 20 e 40 % do peso nas madeiras duras € moles e de 10 a 40 % para
espécies herbaceas, como o bagago de cana-de-agucar, a espiga de milho, casca

de amendoim, casca de arroz e a palha (YAMAN, 2004).

2.3 Enzimas

A denominagao enzima, proposta pelo fisiologista alemao Wilhelm Kuhne em
1867, deriva da expressao grega en zymg, que significa “em fermentacao” (SPIER,
2005). As enzimas sao substancias organicas especificas constituidas por polimeros
de aminoacidos que atuam como catalisadores no metabolismo dos seres vivos
(FELLOWS, 1994).

Conforme Spier (2005), enzimas s&o majoritariamente biocatalisadores de
estrutura protéica globular terciaria ou quaternaria e termolabeis, responsaveis por
acelerar a velocidade de uma reagcao quimica termodinamicamente possivel, ou
seja, reduzem a barreira energética dessas reacbes e efetuam processos
metabdlicos na célula viva. Ocorrem em todos os organismos vivos, sejam plantas
ou animais, desde os mais simples (unicelulares) aos mais desenvolvidos
(pluricelulares).

As enzimas de origem microbiana possuem muitas vantagens sobre as
equivalentes de origem animal e vegetal como, por exemplo, menor custo e maior
facilidade de producdo em larga escala (OLIVEIRA et al., 2006). Apesar disto,
enzimas com o mesmo perfil de atuagdo sobre um determinado substrato podem
apresentar funcionamento 6timo em pH, temperatura e concentracdo ibnica
diferentes, o que requer a triagem prévia das enzimas adequadas as condigcbes nas
quais serao realizadas. Portanto, a identificacdo de novas fontes microbianas,
principalmente n&o toxicas ao organismo humano, € de grande interesse estratégico,
pois, além de garantir o suprimento de enzimas aos mais variados processos
industriais, tornam possivel o desenvolvimento de novos sistemas enzimaticos que
podem ser obtidos de plantas ou animais (ALVES et al., 2002).

Devido ao seu alto grau de especificidade junto ao substrato, as enzimas sao

largamente utilizadas no setor industrial, destacando-se as industrias de alimentos e
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bebidas, téxtil, papeleira e farmacéutica, bem como para diagnéstico laboratorial
(KAPLAN; PESCE, 1996). Grande parte dessas enzimas extracelulares, de origem
microbiana, é obtida a partir de processos fermentativos, entre eles o cultivo em
estado sdlido (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002). A escolha por um substrato
especifico para o cultivo em estado sdélido leva em consideracdo uma série de
fatores, principalmente relacionados ao custo e a viabilidade.

O cultivo em substratos lignocelulésicos possibilita fornecer elementos a
nutricdo fungica, semelhante ao que ocorre em habitats naturais. Uma das
possibilidades na degradacdo de materiais lignocelulésicos € o wuso de
microrganismos que produzem enzimas especificas que hidrolisam a celulose
(avicelase, carboximetilcelulases e [-glicosidase); enzimas que atuam sobre a
porcao hemiceluldésica (xilanases, mananases, glucanases e galactanases) e
enzimas oxidativas como a lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase,
definidas como fenoloxidases, que atuam sobre a lignina (TUOR; WINTERHALTER;
FIECHTER, 1995). Assim, as enzimas do complexo celulolitico e hemicelulolitico
clivam as ligagées que formam os polimeros de polissacarideos liberando hexoses e
pentoses fermentesciveis a etanol, porém, enzimas acessoérias como as oxidases,

sdo importantes na eficiéncia do processo (ROSA, 2014).

2.3.1 Celulases

As celulases sdo uma classe de enzimas que possuem vasto potencial de
aplicagdes, como aditivos alimentares, hidrélise de biomassa ligninoceluldsica e
tratamento de residuos (YEOMAN et al., 2010), sendo constituidas por
endoglucanases (quebra celulose na regido amorfa e libera celo-oligossacarideos),
exoglucanases (quebra celulose e celo-oligossacarideos maiores e libera celobiose)
e B-glicosidase (libera moléculas de glicose). Portanto, a hidrdlise total da celulose
somente ocorre através da agao sinergistica desses trés tipos de celulases:
endoglucanase, exoglucanase ou celobioidrolase e [-glicosidase ou celobiase
(Figura 2.4).
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Celobioidrolase { J p-glicosidase '
Endoglucanase @il

Figura 2.4. Representacao esquematica da agao das celulases sobre a celulose
(SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON, 2005).

As celulases microbianas sdo enzimas que apresentam potencial para
aplicacao em diversos processos biotecnoldgicos, destacando-se nos ultimos anos a
sacarificagdo enzimatica do bagagco de cana-de-agucar para obtencédo de etanol de
segunda geragao.

A producgao de celulases para a hidrélise dos materiais lignocelulésicos pode
ser feita por fungos e bactérias. Estes microrganismos podem ser aerdbicos ou
anaerobicos, mesofilicos ou termofilicos. Embora muitas bactérias celuloliticas
produzam grandes quantidades de enzimas altamente especificas, como é o caso
dos anaerobios Clostridium thermocellum e Bacteroides cellulosolvens, elas ndo séao
usadas em pesquisas para produgdao comercial de celulases, pois requerem
condi¢gbes de anaerobiose para o seu desenvolvimento e ainda apresentam uma
baixa taxa de crescimento. Desta forma, os fungos filamentosos sdo os principais
organismos pesquisados para a produgao de enzimas hidroliticas de material
lignocelulésico (DUFF; MURRAY, 1996). A utilizacdo dos fungos filamentosos para a
producao de enzimas de interesse comercial € também vantajosa devido ao fato de
estes microrganismos excretarem estas proteinas para o meio de cultura, o que
facilita o processo de obtencao e eventual purificacdo (REIS, 2007).

Varios estudos demonstram a existéncia de microrganismos produtores de

celulase em diversos substratos, como apresentado na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Comparacdo entre varios estudos com microrganismos produtores de
celulase (Fonte: ZANELATO, 2011).

Preferéncia

Microrganismo Substrato . Referéncia
termica
Aspergillus niger 3T5B8 Farelo de trigo Mesofilico Couri et al. (2000)
Aspergillus niger MTCC , o Sukumaran et al.
7056 Farelo de trigo Mesofilico (2009)
Aspergillus niger ATCC Silagem de Mesofilico Castillo (1994)
10864 sorgo
Bacillus sp. Farelo de trigo Mesofilico Gessesse e Mamo
(1999)
Trichoderma citrinoviride Reglduos de Mesofilico Chandra et al.
citronela (2009)
Aspergillus terreus M 11 Palha de milho Termofilico Gao et al. (2008)
Thermoascqs aurantiacus Bagaco de cana Termofilico Silva et al. (2005)
miehe
Thermoascqs aurantiacus Farelo de trigo Termofilico Silva et al. (2005)
miehe
Bagacos de
Thermomucor indicae- cana e de Termofilico Umsza-Guez
seudaticae N31 laranja e farelo (2009)
de trigo
Tr/ghode(ma Farelo de trigo Mesofilico Ridder et al. (1999)
longibrachiatum
. Residuos de o Chandra et al.
Trichoderma spp. citronela Mesofilico (2009)
Trichoderma reesei RUT Farelo de trigo Mesofilico Sukumaran et al.
C30 J (2009)
Trichoderma reesei LM-1 S”i%?é?)de Mesofilico Castillo (1994)

Como se vé na Tabela 2.1 encontram-se na literatura trabalhos com fungos

mesofilicos, mas o uso de fungos termofilicos para a produ¢cdo de metabdlitos por

FES tem crescido recentemente, o que se deve ao fato de esses fungos se

desenvolverem em temperaturas mais elevadas, reduzindo o risco de contaminacao

por microrganismos mesofilicos, e por produzirem enzimas termoestaveis, o que sao

fatores interessantes do ponto de vista da aplicagao industrial destas enzimas
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(GOMES et al., 2007). Além disso, sabe-se que os fungos termofilicos desenvolvem-
se normalmente durante a segunda fase dos processos de compostagem natural,
que é a fase de alta temperatura (acima de 40 °C) que sucede a microflora
mesofilica. Nesta fase, a flora mesofilica ja assimilou previamente as fontes de
carbono prontamente assimilaveis e soluveis (agucares, aminoacidos e acidos
organicos), de modo que promoveu geragdo de calor através das reacodes
metabdlicas exotérmicas, elevando a temperatura até acima de 40 °C, o que
consequentemente inibe o crescimento dos mesofilicos e estimula a germinagéo dos
esporos dos fungos termofilicos. Como nesta segunda etapa as fontes de carbono
mais facilmente assimilaveis ja se encontram praticamente exauridas, restam
apenas o0s polissacarideos constituintes da biomassa, como a celulose e
hemicelulose, cuja degradagao requer intensa liberagao de enzimas extracelulares, o
que justifica a boa produgao destes tipos de enzimas pelos fungos termofilicos na
fermentacdo de rejeitos agroindustriais (MAHESHWARI; BHARADWAJ; BATH,
2000).

2311 Endoglucanases

As enzimas do complexo celulolitico responsaveis por iniciar a hidrolise da
molécula de celulose sao as endoglucanases, que possuem a fung¢ao de hidrolisar
randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra celulésica, clivando
ligacbes [p-1,4 na regido central da molécula e liberando acgucares e
oligossacarideos e, consequentemente, novas extremidades, sendo uma redutora e
uma nao redutora (LYND et al., 2002). As endoglucanases também atuam na rapida
solubilizacdo do polimero celulésico, reduzindo o grau de polimerizagédo da molécula.
Tal fato ocorre devido a fragmentagao da cadeia polimérica em oligossacarideos de
diversos graus de polimerizacdo (DIENES; EGYHAZI; RECZEY, 2004). Para
determinacao da atividade endoglucanase o substrato preferencialmente empregado
€ a carboximetilcelulose (CMC), pois possui alto grau de polimerizagao e baixa
cristalinidade (CAO; TAN, 2002; ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006).
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2.3.1.2 Exoglucanases

As celobiohidrolases e as glucanohidrolases constituem o grupo das enzimas
denominadas exoglucanases. Essas enzimas tém a importante capacidade de
hidrolisar a cadeia celulésica, permitindo a liberagdo de glicose diretamente do
polimero (LYND et al., 2002). As exoglucanases atuam nas extremidades da
molécula de celulose microcristalina, liberando dimeros de glicose (CAO; TAN,
2002). As celobiohidrolases participam da hidrdlise primaria da fibra celulésica e sao
responsaveis pelo fendmeno denominado amorfogénese, que envolve uma ruptura
fisica do substrato, ocasionando a desestratificacdo das fibras em decorréncia do
aumento das regides intersticiais. A amorfogénese promove aumentos na taxa de
hidrolise da celulose, por tornar as regides cristalinas mais expostas as celulases
(ZHANG; LYND, 2004).

As celobiohidrolases sao divididas em dois tipos. As do tipo | possuem a
funcao de hidrolisar as extremidades redutoras e as do tipo |l sdo responsaveis pela
hidrélise dos terminais nao redutores (Figura 2.5). Essas enzimas sofrem inibigdo
pelo seu produto de hidrélise, a celobiose, por isso € de suma importancia a atuagao
de outras enzimas do complexo celulolitico — as celobiases (BON; GIRIO; PEREIRA
JUNIOR, 2008).

Ha{OH

o. cadeia de

H -
OH celulose .

HaCOH

ponta ponta

celobiose
nao-redutora 1.03 nm redutora

Figura 2.5. Representacido das extremidades nao-redutora e redutora da molécula
de celulose (RAMOS, 2003).
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2313 B-glicosidases

As B-glicosidases, também denominadas celobiases, sdo as enzimas
responsaveis por hidrolisar celobiose e alguns oligossacarideos soluveis em glicose
(LYND et al., 2002; LYND; ZHANG, 2002), reduzindo a inibicdo das endoglucanases
e exoglucanases pela presenca dos dimeros de glicose (PETROVA; BAKALOVA;
KOLEV, 2002) e, por sua vez, aumentando o rendimento total dos acucares
fermentesciveis (WILSON, 2008). Assim como as celobiohidrolases, as [3-
glicosidases também s&o reportadas por sofrerem inibicdo pelo seu produto de
hidrélise (AWAFO, 1997).

2.3.2 Enzimas oxidativas na degragao da celulose

Atualmente, é aceita pela comunidade cientifica a existéncia de um sistema
microbiano 6xido-redutor de degradagao da celulose em paralelo com o sistema, ja
elucidado, de celulases hidroliticas. Assim, a degradagao da celulose é realizada por
um complexo de enzimas hidroliticas e oxidativas que agem sinergisticamente na
transformacdo da molécula em monémeros e dimeros de glicose (DIMAROGONA;
TOPAKAS; CHRISTAKOPOULOS, 2012).

Ressalta-se que, ndo ha relagédo antagdnica entre os dois sistemas, uma vez
que as oxidases parecem atacar as regides altamente cristalinas da celulose em
contraste as endoglucanases, que sao ativas nas partes amorfas da fibra celulésica,
e as celobiohidrolases, que atuam nas extremidades da molécula de celulose
microcristalina. No entanto, esse mecanismo de ag¢do ainda nao foi completamente
definido. A hipétese sugerida € que ocorra um rompimento na cadeia de celulose por
acao das oxidases, tornando-as mais acessiveis as celulases hidroliticas
(KOSTYLEV; WILSON, 2012). Os biocatalisadores envolvidos na clivagem oxidativa
da celulose sdo: polissacarideos mono-oxigenases (PMOs), celobiose
desidrogenases (CDHs) e enzimas da familia de enzimas com moddulos de ligacao
ao carboidrato 33 (CBM33) (DIMAROGONA; TOPAKAS; CHRISTAKOPOULOS,
2012).

Desde a metade do século 20, pesquisadores propuseram a presenga de um
fator adicional nao hidrolitico, o qual torna a biomassa menos recalcitrante ao ataque

enzimatico (REESE; SIU; LEVINSON, 1950). De acordo com 0 mecanismo proposto,
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a hidrdlise da celulose é realizada pela atividade sinergistica de dois componentes: o
primeiro (C1), responsavel pelo inchago e ruptura da celulose, e o segundo (Cx), que
apresenta atividade de endoglucanase. Apesar de muitos anos de pesquisa, a
natureza do componente C1, permanece uma questdo ndo esclarecida (ZHANG;
LYND, 2004).

Na literatura, médulos de ligagdo a carboidratos, expansinas e soleninas,
aparecem como potenciais candidatos responsaveis pela ruptura mediada por C1
das matrizes celulosicas altamente ordenadas (ARANTES; SADDLER, 2010).
Também se incluiram nessa lista algumas proteinas fungicas homologas a glicosil
hidrolases (GH), familia 61, exibindo habilidade celulolitica crescente quando
combinadas com celulases comuns (MERINO; CHERRY, 2007). Embora o
mecanismo exato de agdo nao esteja definido, parece que PMOs e CBM33s
realizam a acado do componente C1 sugerido por Reese, Siu e Levinson (1950),
rompendo as cadeias de celulose firmemente empacotadas e tornando-as mais
acessiveis as celulases hidroliticas.

A descoberta dessas enzimas oxidativas, bem como de um novo mecanismo
enzimatico, € de suma importancia dos pontos de vista cientifico e industrial, pois vai
ampliar a compreensao da digestao da celulose na natureza e contribuira para o
desenvolvimento de coquetéis mais eficientes para a conversdo de biomassa
lignocelulésica. Entretanto, ha muitos pontos cientificos e técnicos que precisam ser
abordados para uma introducgao efetiva das oxidases em aplica¢des biotecnoldgicas.

Um esquema simplificado desse novo mecanismo de agdo sobre a
degradacdo enzimatica da celulose € apresentado na Figura 2.6. O processo
envolve celobiohidrolases (CBH), endoglucanases (EG), polissacarideos mono-
oxigenases (PMOs) — tipo1 e tipo 2 — (PMO1 e PMO2, respectivamente) e [3-
glicosidases. A celobiose desidrogenase (CDH) é um potencial doador de elétrons
para PMOs. Nesse mecanismo, endoglucanases e PMOs clivam internamente as
cadeias de celulose, liberando extremidades redutoras que sio direcionados para
CBHs. CBHs geram celobiose ou celobiose oxidada que sao, subsequentemente,
hidrolisados por B-glicosidase (DIMAROGONA; TOPAKAS; CHRISTAKOPOULOQOS,
2012).
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Figura 2.6. Novo mecanismo proposto de degradagao enzimatica da celulose
(DIMAROGONA; TOPAKAS; CHRISTAKOPOULOQS, 2012).

A descoberta do sistema celulolitico O&xido-redutor que age em
complementaridade com o sistema celulolitico ja conhecido, muda drasticamente a
compreensao da degradagado enzimatica da biomassa vegetal. Estudos devem ser
focados em, além de reduzir a quantidade de enzima e o tempo de processamento,
desenvolver novas estratégias baseadas nas propriedades destes biocatalisadores.
Para a aplicagédo dos biocatalisadores oxidativos na produgao industrial do bioetanol,
a quantidade e a natureza dos agentes redutores adicionados, bem como das
razdes enzimaticas (hidroliticas e oxidativas), deveriam ser otimizadas a fim de se
obter a maxima taxa de conversao da celulose, mantendo-se uma carga minima de
enzimas. A composicdo da mistura otima deveria também ser ditada pela
composi¢cao da matéria-prima e pelas caracteristicas do processo (DIMAROGONA;
TOPAKAS; CHRISTAKOPOULOQOS, 2012). Assim, os resultados dessas pesquisas
poderao contribuir de modo efetivo para a producao de bioetanol comercialmente

competitivo, um objetivo almejado da industria de biocombustiveis.
2.3.3 Hemicelulases

As enzimas que hidrolisam a hemicelulose podem ser divididas em enzimas
que degradam a cadeia principal e enzimas que degradam as cadeias laterais
(ERIKSSON; BLANCHETTE; ANDER, 1990; KUHAD; SINGH; ERIKSSON, 1997).

Assim a hidrolise das hemiceluloses ocorre de maneira aleatodria, produzindo

Rriscila Aparecidir Gusciatori



Revisio do Kileratura 21

heteroxilo-oligossacarideos lineares e ramificados contendo cadeias laterais
arabinofuranose, acido glicurbnico ou acido 4-O-metil-glicurbnico. Devido a
complexa estrutura das hemiceluloses, diferentes tipos de enzimas sao requeridos
para sua modificagdo e degradagdo enzimatica. Um sistema enzimatico incluindo
endo e exo-xilanases, manases, [-xilosidase, a-glicuronidase e a-
arabinofuranosidase torna-se necessario para a hidrélise completa desses
heteroxilo-oligossacarideos (BIELY, 1985). As principais enzimas degradadoras da
hemicelulose sdo a endo-1-4-B-D-xilanase e a endo-1-4-B-D-manase (BIELY, 1993).

As xilanases sao enzimas hemiceluloliticas responsaveis pela quebra das
fortes ligacdes cruzadas entre a celulose e a hemicelulose. A atividade das xilanases
€ altamente dependente da presenca de enzimas capazes de clivar as cadeias
laterais. A hidrdlise de diferentes xilanas por xilanases rende variados produtos, os
quais se diferem pelas quantidades de xiloses, xilobioses e Xxilotrioses liberadas,
assim como a natureza dos agucares com acido urdnico substituidos (BIELY, 1985).
Para a completa degradacdo da xilana, principal componente da fragdo de
hemicelulose, sdo necessarias diversas enzimas. As endo-1,4-B-xilanases, clivam as
ligacdes internas da cadeia principal de xilana, resultando em uma redugao no grau
de polimerizacao.

Os xilooligossacarideos sao os principais produtos formados pela agédo desta
enzima. As B-xilosidases atuam sobre a xilobiose e os xilooligossacarideos, a partir
da extremidade ndo redutora, liberando unidades de xilose. E uma enzima
importante no processo por evitar que as endoxilanases sejam inibidas pelos seus
préprios produtos de degradacdo. Ainda existem as exo-B-L-arabinofuranosidase
(hidrolisa as ligagcbes das ramificagbes de arabinoses), endo-1,5-B-L-
arabinofuranosidase (ativa apenas quando proxima as arabinoses lineares), B-D-
glucuronidases, endo-1,4-B-D-mananases, B-manosidases, acetil xilana esterases,
a-glucuronidases, a-galactosidases e esterases acidas ferulicas (POLIZELI et al.,
2005; JORGENSEN; KUTTER; OLSSON, 2003).

24 Fermentagao no estado soélido

A fermentacdo é uma ferramenta importante na obtencdo de diversos

produtos, tais como enzimas, vitaminas, horménios, pigmentos, biosurfactantes,
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biopesticidas, entre outros e trata-se de um processo que acompanha o
desenvolvimento microbiano (SCHMIDELL et al., 2001; PANDEY, 2003).

De acordo com Germano et al. (2003) e Pandey (2003), o sistema de
fermentagdo em estado solido apresenta algumas vantagens em relagdo ao
submerso (FSm), tais como: maior diversidade na utilizacdo de residuos
agroindustriais, como farelo de trigo, soja, arroz, bagaco de laranja, bagaco de cana,
etc.; menor quantidade de agua, o que permite uma produgédo mais concentrada de
metabdlitos, diminuindo a formagao de agua residual e problemas de contaminagao
por bactérias durante o processo; e ainda, na maioria das vezes, apresenta maior
rendimento de produgao de enzimas (DINI, 2010). A sele¢do do substrato adequado
para FES é extremamente importante, pois este material sélido atua como suporte
fisico, além de fornecer nutrientes ao microrganismo (PANDEY, 2003). Outra
vantagem da FES é que pode ser realizada por um processo estacionario, nao
acarretando em custos energéticos adicionais (SANDHYA et al., 2005). Ademais, o
processo de fermentacdo em estado solido permite obter alta concentracdo de
enzimas quando comparada a fermentagdo submersa (ZANELATO, 2011), pois é
capaz de reproduzir o habitat natural de alguns microrganismos, como os fungos
filamentosos (PANDEY, 2003). No entanto, a técnica de producéo de celulases por
FES ainda esta em desenvolvimento, ndo se encontrando biorreatores disponiveis
comercialmente para tal finalidade, sendo este um dos principais entraves para que
esse processo biotecnologico seja pouco aplicado industrialmente.

O tipo de microrganismo que pode crescer e formar produtos na FES é
determinado, principalmente, pela atividade de agua (aw) do meio. De acordo com
Mitchell, Berovic e Krieger (2000), valores de a, entre 0,95 e 0,98 podem ser
considerados tipicos para os meios da fermentagao em estado sdlido. Este intervalo
de atividade de agua é ideal para o crescimento de muitos fungos, principalmente os
filamentosos, os quais geralmente possuem a condigdao 6tima de crescimento em
valores de a, entre 0,96 e 0,98. Consequentemente, a maioria dos processos em
meio soélido sdao conduzidos com fungos filamentosos, sendo mais comumente
utilizados os Phicomycetos (Mucor e Rhyzopus), Ascomicetos (Aspergillus e
Penicillium) e Basiodiomicetos (fungos da podriddo branca) (PANDEY; SOCCOL;
MITCHELL, 2000).

Nigam e Singh (1994) enfatizam que os fungos filamentosos sdo os

microrganismos de maior importancia na FES, pois estes conseguem crescer de
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maneira natural em frutas, grédos e residuos agricolas e florestais, sendo as
condicdes de cultivo deste tipo de processo muito proximas as condigdes naturais de
crescimento dos fungos em seu habitat natural. A facilidade de crescimento em
meios com baixos valores de pH e a capacidade dos fungos filamentosos em
produzir esporos, facilitando o preparo do inéculo e a estocagem das células na
forma vegetativa por longos periodos de tempo, sdo outras caracteristicas que os
tornam mais atrativos para utilizacdo na FES (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER,
2000).

O género Trichoderma possui uma distribuicdo bastante ampla, sendo
observado no mundo inteiro, em quase todos os tipos de solos e outros habitats
naturais, especialmente naqueles compostos por matéria organica. Por se tratar de
um microparasita necrotréfico, apresenta grande eficacia no controle de inumeros
fungos fitopatogénicos (HARMAN et al., 2004). A atividade de biocontrole tem sido
intensamente estudada e deve-se, sobretudo, a producao de enzimas extracelulares
degradadoras da parede celular de diversos fungos, como as celulases, quitinases,
B-1,4-glicosidades e proteases (OLIVEIRA, S., 2010). Do ponto de Vvista
biotecnoldgico, algumas espécies, como o Trichoderma reesei, utilizado neste
trabalho, e o Trichoderma viride, tém sido utilizadas para a producédo de celulases
em escala industrial (CORABI-ADELL; LUCON; KOIKE, 2002).

O fungo termofilico Myceliophthora thermophila é frequentemente isolado do
solo ou de massas de matéria vegetal decomposta (DOMSCH; GAMS; ANDERSON,
1982), em que contribui para a decomposicdo de polissacarideos presentes nas
estruturas das plantas. Os resultados de atividades celuloliticas obtidos por Zanelato
(2011) sdo muito promissores quando comparados aos de outros trabalhos da
literatura que empregaram fungos do mesmo género.

Os microrganismos termofilicos, atualmente, tém recebido consideravel
atencdo devido ao seu potencial de aplicagao industrial. Estes microrganismos
apresentam uma série de vantagens quando comparados com microrganismos
mesofilicos, pois apresentam rapido crescimento, alta estabilidade das enzimas e
auséncia de patogenicidade. Segundo Machuca (1991), o interesse no estudo de
fungos termofilicos baseia-se no fato de que estes apresentam uma elevada
velocidade de crescimento e produgao de celulases, alcangando niveis superiores

aos microrganismos mesofilicos.
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No Grupo de Bioenergia do IBILCE/UNESP, integrante do Centro Paulista de
Pesquisa em Bioenergia, do qual o orientador deste trabalho é membro, tem-se
utilizado o fungo termofilico Myceliophthora thermophila e o mesofilico Trichoderma
reesei para producdo de enzimas celuloliticas. Na Tabela 2.2, observam-se os
resultados de Pinto (2010), que estudou a produgédo de enzimas celuloliticas por
quatro espécies de fungos, dentre os quais Trichoderma reesei, através de
fermentagdo em estado solido em meio composto por bagago de cana e farelo de
trigo. Nota-se que o fungo mesofilico produziu quantidades intermediarias para a
maioria das enzimas, além de requerer maior tempo de fermentagao para produgcao
de enzimas celuloliticas. Os resultados das atividades enzimaticas do extrato
produzido pelo fungo Myceliophthora thermophila obtidos por Zanelato (2011)
também podem ser observados na Tabela 2.2, os quais se mostram muito

promissores.

Tabela 2.2. Produgao de enzimas pelos fungos Trichoderma reesei e Myceliophthora

thermophila por FES.

Atividade (U/gss)*

Enzimas _ _ Myceliophthora
Trichoderma reesei

thermophila
CMCase 54,3 800
B-glicosidase 3,5 NR**
Xilanase 639,8 900
FPU 9,6 8,3
Referéncia Pinto (2010) Zanelato (2011)

*U/gss = Unidades de atividade enzimatica por grama de substrato solido seco

** NR = Nao reportado

2.5 Biorreatores de leito fixo para fermentagao no estado soélido

O biorreator, fermentador, reator bioldgico ou reator quimico é o local onde
ocorre o processo fermentativo, no qual substrato e microrganismo sao colocados
em contato para que a fermentacado ocorra, de modo que se obtenha o bioproduto
de interesse ao final do processo. A fungdo do equipamento €&, portanto, simular as
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condi¢gdes do habitat natural de um microrganismo para que nele se realize a
producéo do composto desejado (MITCHELL; VON MEIEN; KRIEGER, 2003).

Os biorreatores de fermentacdo no estado sélido podem ser classificados de
acordo com os regimes de agitagédo e aeragao, podendo ser de leito empacotado, de
bandeja, de tambor rotativo, de leito fluidizado, entre outros, conforme mostrado na
Figura 2.7 (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2000).

“ Mistura . . . . .
5“ 27 Sem mistura Mistura continua ou intermitente
v Aeragio—.
forcada . o  lxaoe N B :
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A A

Com aeracio

|
forcada | ([EEESE 00 | |REDoE|  lSoTeeeEsl " |
a
‘ p— ..’.
Leito empacotado Leitﬁ fhuidizado Leito agitéldo Tambor balangado

Figura 2.7. Classificagao de biorreatores de FES (MITCHELL; BEROVIC;
KRIEGER, 2000).

O tipo de biorreator de interesse deste trabalho foi o de leito empacotado, o
qual é operado com aeragao forcada e normalmente € composto por trés secoes:
uma secao de entrada (para condicionamento das propriedades do ar); uma segao
térmica (onde ocorre a fermentacdo propriamente dita, devendo ser encamisada
para manutengao da temperatura 6tima do processo) e uma secado de saida (onde
ocorre a exaustdo, evitando contaminagdo do biorreator pelo ambiente e do
ambiente pelo ar que sai do reator).

Em termos de construgcdo e manutencao, os fermentadores de leito fixo séo
mais baratos que os de leito movel. Seu projeto é relativamente simples, de facil
manuseio e baixo requisito operacional, configurando-se como um tubo interno, no
qual é empacotado o substrato inoculado, circundado por uma camisa, pela qual

circula agua na temperatura ideal para a reagédo. Sua caracteristica de leito estatico
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o torna ideal para microrganismos sensiveis as tensdes de cisalhamento, como € o
caso de alguns fungos filamentosos, que podem ter suas hifas rompidas com a
movimentagao do leito, o que prejudicaria o desenvolvimento do microrganismo.

No entanto, as principais desvantagens deste reator sdo a segregacgao de
umidade e a heterogeneidade térmica, que afetam a taxa e a seletividade das
reagdes, com distribuicdo de produtos n&do homogénea no fermentador (ASHLEY;
MITCHELL; HOWES, 1999; MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006; UMSZA-
GUEZ, 2009; ZANELATO, 2011).

2.6 Pré-tratamento do material lignocelulésico

A natureza da matéria presente no bagago de cana-de-agucar evidencia a
importancia da etapa de pré-tratamento do material lignocelulésico, pois o0s
componentes estruturais contidos na parede celular dos lignocelulésicos (celulose,
hemicelulose e lignina) sao fortemente associados, formando um complexo estavel e
recalcitrante. A parede celular da cana-de-acucar € composta por uma malha de
celulose contendo regibes amorfas e cristalinas e hemicelulose ligadas
covalentemente a lignina, o que dificulta a agdo de enzimas que poderiam hidrolisar
esses compostos em acgucares fermentesciveis. A estrutura cristalina da celulose
também representa um obstaculo extra a hidrélise enzimatica. Somente com a
remogao da lignina e a ruptura da celulose cristalina as enzimas teriam acesso aos
polimeros de agucar (PINTO, 2010).

Este processo tem como objetivo aumentar o tamanho dos poros e reduzir a
cristalinidade da celulose, bem como reduzir a estabilidade das fibras, sendo
utilizado com o intuito de reduzir a interagdo entre celulose, hemicelulose e lignina,
solubilizando a hemicelulose e/ou a lignina, e tornando o substrato mais acessivel as
enzimas que convertem os carboidratos em agucares fermentesciveis (CHANG,;
NAGWANI; HOLTZAPPLE, 1998; JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007).
Assim, o pré-tratamento visa fundamentalmente o aumento da acessibilidade das
enzimas a celulose.

De maneira geral, o pré-tratamento deve promover os seguintes requisitos:
aumentar a formagao de acucares ou facilitar a subsequente hidrélise enzimatica;

evitar a degradacdo ou perda de carboidratos; evitar a formacao de subprodutos
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inibitérios para as etapas de hidrélise e fermentacgéo; ser viavel do ponto de vista
econdmico (SUN; CHENG, 2002).

Nesse sentido, diferentes alternativas tecnoldgicas tém sido estudadas para
serem empregadas como pré-tratamentos e esses métodos sao divididos em quatro
categorias basicas: fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biolégicos. Os pré-
tratamentos fisicos aumentam a area superficial das particulas da biomassa
lignocelulésica por reducdo do tamanho de particula, como € o caso da moagem. Os
pré-tratamentos fisico-quimicos consistem de reag¢des quimicas realizadas a altas
temperaturas e pressbes, como é o caso da explosdo a vapor, ja os métodos
quimicos degradam a hemicelulose ou removem a lignina e entdo a rede
lignocelulésica € desestruturada, como é o caso do cozimento com acido ou base
forte e dos processos oxidativos avangados. Por fim, os pré-tratamentos biolégicos
sdo métodos que empregam microrganismos para deslignificagdo do material, para
0s quais pode ocorrer perda consideravel de carboidratos devido ao longo tempo
requerido (CANILHA et al., 2012). A combinagdo de métodos distintos € comum na
conversdao de diferentes materiais lignocelulésicos em diferentes produtos
(TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

2.6.1 Processos oxidativos avangados

Os processos oxidativos avangados (POAs) surgiram inicialmente para tratar
efluentes ricos em compostos bioldgicos recalcitrantes, como pesticidas, compostos
toxicos, inibidores microbioldgicos e outros, os quais nao podiam ser tratados por
métodos biolégicos convencionais de tratamento. Os POAs sao caracterizados pela
formacéao de radicais hidroxila em meio liquido em quantidade suficiente para oxidar
compostos organicos. Sao processos simples, os quais podem ser homogéneos ou
heterogéneos e que utilizam na maioria dos casos a combinacdo de reagentes
comuns, como: H,0,, TiO,, ZnO, Fe?*, Fe*", 0;, O, e em algumas vezes técnicas de
ultrassom, feixe de elétrons e radiagao UV (MEDEIROS, 2008).

Os POAs apresentam caracteristicas bastante interessantes como pré-
tratamento de biomassa, pois a produgdo de grandes quantidades de oxidantes
fortes, principalmente radicais hidroxila, em conjunto com os oxidantes reagentes do

processo permite mineralizar e desestruturar compostos altamente recalcitrantes,
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como a lignina que faz parte do sistema de protecdo mecanica e estrutural da
parede celular da biomassa em geral (TRAVAINI, 2011).

A ozondlise ou oxidagdo por ozbnio € um tipo de processo oxidativo
avangado, que pode ser utilizado no pré-tratamento quimico da biomassa
lignoceluldsica e sua agéo se deve a exposicao do material ao 0zbénio, um poderoso
agente oxidante. A degradagdo promovida pela utilizagdo do ozbnio esta
principalmente relacionada com a lignina, com ligeiro ataque a hemicelulose. A
lignina é, portanto, o material mais provavel de ser oxidado pela agdo do o0zbénio
devido principalmente a estrutura aromatica dos seus precursores e a grande
quantidade de ligagbes duplas entre carbono, uma vez que o ozénio € altamente
reativo com compostos que possuem ligacbes duplas conjugadas e grupos
funcionais com alta densidade de elétrons (CUBERO et al., 2009). A reagédo do
ozbénio com as ligagbes duplas da lignina pode ser observada na Figura 2.8. As
ligagbes duplas da lignina podem pertencer tanto ao anel aromatico quanto a cadeia
alifatica da lignina e sua clivagem normalmente gera grupos carboxilicos, quebrando
a cadeia polimérica da lignina em fragmentos menores, mais oxigenados e mais
soluveis (NASCIMENTO et al., 1998).
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Figura 2.8. Clivagem das ligagdes duplas da lignina pelo ozénio (NASCIMENTO et
al., 1998).
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Algumas particularidades dos processos oxidativos envolvendo ozbnio podem
ser destacadas como: alta seletividade, facil geragdo e auséncia ou baixissima
concentragdo da formagédo de compostos toxicos entre lignina e o oxidante. Além
disso, o processo geralmente € conduzido a temperatura ambiente e n&o leva a
formacdo de compostos inibidores de fermentagcdo microbiana, como furfural e
hidroximetilfurfural. Entretanto, pelas reagbes de degradagdo, o processo de
ozonolise pode gerar acidos organicos, como acido carboxilico e formico (VIDAL,;
MOLINIER, 1988). Quando a ozondlise é associada ao tratamento de ultrassom as
reacdes que ocorrem devido a irradiacdo podem romper as paredes celulares da
fibra, facilitando a penetracdo de solventes no material celulésico e aumentando a
transferéncia de massa (LIU et al., 2007).

Com base nas caracteristicas da ozondlise muitos trabalhos tém sido
desenvolvidos e apontam resultados bastante promissores no uso de ozénio na
degradagcdo de compostos recalcitrantes, corantes téxteis, compostos altamente
toxicos, no aumento da biodegradabilidade de efluentes industriais e no
branqueamento de polpa celuldsica, onde o objetivo € muito similar ao dos pré-
tratamentos, ou seja, a remocéao ou solubilizagao da lignina (TRAVAINI, 2011).

Puri (1983), por meio da ozondlise de diversos materiais lignoceluldsicos,
entre eles bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo, obteve aumento na hidrélise
enzimatica que passaram de 1 a 30 % para 80 a 90 %. Garcia-Cubero e
colaboradores (2009) obtiveram aumentos de 29 % e 16 % para 88,6 % e 57 % na

hidrélise enzimatica pos ozondlise, para farelo de trigo e centeio, respectivamente.

2.6.2 Pré-tratamento hidrotérmico

O tratamento hidrotérmico, também denominado auto-hidrdlise, fracionamento
aquoso ou fracionamento a vapor, € um dos métodos mais comuns de pré-
tratamento da biomassa. Esta metodologia pode ser descrita como um processo
termoquimico, no qual o material lignocelulésico € exposto ao vapor de agua
(CANILHA et al., 2012).

Atualmente, ha um grande interesse cientifico no uso da agua, submetida a
elevadas temperaturas e pressao, no pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos.
Geralmente, sdo empregadas temperaturas entre 160 e 240 °C e pressao entre 0,7 e
4,8 MPa por 1 a 20 minutos (CANILHA et al., 2012; YUAN et al., 2011). Neste
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método, a biomassa € tratada com vapor saturado a alta pressao e temperatura e,
em seguida, a presséo é rapidamente reduzida, o que faz com que o material sofra
uma descompressao.

O processo causa a degradacdo da hemicelulose e a transformagao da
lignina devido as altas temperaturas (KUMAR et al., 2009). O acido acético formado
a partir da desacetilacdo parcial da fracdo hemiceluldsica atua como catalisador da
reacdo de hidrdlise da biomassa promovendo a despolimerizagdo da hemicelulose
(OLIVEIRA, F., 2010). Em temperaturas na faixa entre 180 e 200 °C e em curtos
periodos de reacao, diferentes quantidades de lignina podem ser extraidas com
agua e pode ocorrer reducdo do grau de polimerizagéo da celulose (GOMEZ, 1985;
ALLEN et al., 2001; SILVA, 2009). O efeito desse tratamento sobre a organizagao
estrutural da celulose aumenta consideravelmente sua area superficial e, por
conseguinte, sua susceptibilidade a hidrolise acida e/ou enzimatica (OHGREN et al.,
2007).

Esse método tem sido amplamente utilizado em escala piloto, por exemplo,
no National Renewable Energy Laboratory — NREL em Golden Co (EUA), na Sekab
em Ornskoldsvik (Suécia), na logen em Otawa (Canada) e no Laboratério Nacional
de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol — CTBE em Campinas (Brasil), sendo
considerado promissor para conversao do material lignocelulésico a etanol, com
possibilidade de comercializagdao (GALBE e ZACCHI, 2010; SANTOS, 2013). Na
literatura existem varios trabalhos utilizando esse pré-tratamento em diferentes
biomassas: palha de trigo (KABEL et al., 2007), palha de milho (OHGREN et al.,
2007), bagaco de cana (LASER et al., 2002) e madeira (SODERSTROM; GALBE;
ZACCHI, 2004).

As razdes que justificam o interesse cientifico nesse pré-tratamento estao
relacionadas com o fato de que o processo nao faz uso de reagentes quimicos e néo
exige reatores altamente resistentes a corrosdo, o que € interessante do ponto de
vista ambiental e econémico. Ademais, o processo hidrolisa grande parte da fracao
hemicelulésica e provoca alteragbes fisico-quimicas na celulose e lignina,
favorecendo a maior eficiéncia na sacarificagdo enzimatica (GARROTE;
DOMINGUEZ; PARAJO, 1999). No entanto, uma das limitacdes do pré-tratamento
hidrotérmico € a geragédo de produtos inibitérios da hidrélise enzimatica, tais como
furfural e hidroximetilfurfural. Devido a formacao desses produtos, a biomassa pré-

tratada precisa ser lavada com agua para remocgao dos inibidores juntamente com a
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hemicelulose soluvel (AFONSO, 2012), o que resulta em diminuigdo do rendimento
da sacarificagdo global através da remogao de agucares soluveis (KUMAR et al.,
2009).

2.7 Sacarificagao enzimatica

O aproveitamento do bagago da cana-de-agucar s € possivel se houver a
sacarificagao (ou hidrélise) do material lignocelulésico em agucares fermentesciveis
utilizados pela levedura. Esse processo pode ser realizado por via quimica ou
enzimatica. Entretanto, essas ultimas apresentam vantagens em relagdo ao uso dos
acidos, pois a hidrélise enzimatica € conduzida sob condi¢gdes brandas, atingindo
aproximadamente 100 % de degradacédo da celulose, enquanto a hidrolise acida
requer altas temperaturas e baixo pH, resultando em condi¢cbes corrosivas, além de
nao alcangcar um rendimento tdo elevado (OGIER et al., 1999). Ademais, a
conversao enzimatica é especifica pelo substrato, evitando a geragao de compostos
secundarios que poderiam inibir a etapa de fermentacdo (HAHN-HAGERDAL et al.,
2006).

Por outro lado, a hidrdlise enzimatica também tem sua limitagdo quando
comparada a hidrélise acida. O uso de enzimas requer um tempo maior (dias) para
que ocorra a hidrolise (TENGBORG; GALBE; ZACCHI, 2001), enquanto apenas
alguns minutos s&o necessarios para a agao do acido (TAHERZADEH et al., 1997).
Além deste fator, € necessario levar em consideragcdo o pregco das enzimas,
usualmente mais caras que os acidos empregados na hidrdlise.

Os fatores que afetam a hidrdlise enzimatica incluem o tipo de substrato, a
atividade celulolitica e as condi¢gdes de reacao (temperatura, pH, entre outros
parametros). Para melhorar o rendimento e a taxa de hidrdlise enzimatica, as
pesquisas focam na otimizagcdo do processo hidrolitico e no aumento da atividade
celulolitica (CANTWELL et al., 1988).

A hidrdlise enzimatica dos materiais lignoceluldsicos é limitada por diversos
fatores, como a cristalinidade da celulose, grau de polimerizagdo, umidade, area
superficial disponivel e o conteudo de lignina (LAUREANO-PEREZ et al., 2005).
Outros autores como Grous; Converse; Grethlein (1986) e Thompson; Chen;
Grethlein (1992) concluiram que o tamanho dos poros do substrato em relacéo ao

tamanho das enzimas é o principal fator limitante da hidrélise enzimatica da
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biomassa lignoceluldsica. A retirada da fracdo de hemicelulose aumenta o tamanho
médio dos poros do substrato, aumentando a probabilidade de hidrélise da celulose
(PALONEN et al., 2004). A lignina e a secagem do material lignocelulésico pré-
tratado também limitam a taxa e extensao da sacarificagdo enzimatica: a lignina por
atuar como um escudo, prevenindo que partes susceptiveis do substrato possam ser
hidrolisadas, e a secagem por provocar um colapso na estrutura dos poros (GROUS;
CONVERSE; GRETHLEIN, 1986; CHANG; HOLTZAPPLE, 2000).

2.71 Interacao sinergistica e os coquetéis enzimaticos

A producdo de enzimas celuloliticas e sua aplicacdo na sacarificacdo de
materiais lignoceluldsicos para produgao de etanol celulésico sdo tecnologias em
fase de desenvolvimento, para as quais determinadas ferramentas e estratégias
podem ser aplicadas visando aumento de produtividade e redugao dos custos.
Portanto, existem dois principais gargalos no processo de obtencéo biotecnolégica
de etanol celuldsico: os métodos de pré-tratamento impostos a biomassa e os altos
custos de producido de celulases, os quais poderiam ser reduzidos por meio da
utilizacdo de preparados enzimaticos com elevadas atividades especificas
(SINGHANIA et al., 2010). Para aperfeicoar a utilizagcdo das enzimas celuloliticas
nos processos de sacarificagdo da biomassa diversas alternativas tém sido
estudadas e dentre as possibilidades, algumas s&o apontadas com elevado
potencial de sucesso (CASTRO; PEREIRA JR., 2010).

O conceito de engenharia de produto pode ser aplicado em processos de
producdo de celulases, visando a obtencdo de preparados enzimaticos com
proporgdes ideais entre as diversas enzimas do complexo celulolitico, em particular
endoglucanase e B-glicosidase. O formulado ideal pode ser obtido pelo cocultivo de
linhagens superprodutoras dos principais tipos de celulases (WEN; LIAO; CHEN,
2005); pela produgao em separado das celulases e posterior mistura dos extratos,
em proporcdes pré-otimizadas (KADAR; SZENGYEL; RECZEY, 2004; XIAO et al.,
2004; IMAI; IKARI; SUZUKI, 2004); ou ainda pela incorporagéo controlada de genes
de celulases em organismos hospedeiros, de forma que a célula modificada ja
excrete as enzimas em proporgdes ideais (SRIVASTAVA; VERMA; SRIVASTAVA,
1999).
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As enzimas celuloliticas sdo produzidas por diferentes microrganismos, que
em sua maioria apresenta grandes restricdes que dificultam ou geram custos
adicionais ao processo de produgdo de celulases. A biologia molecular é uma
ferramenta que pode ser utilizada como alternativa para superar as restricdes e
dificuldades na produgdo enzimatica, possibilitando a expressdo somente das
enzimas desejaveis, reduzindo ou anulando a produgéo de proteinas interferentes;
aumentando a velocidade de crescimento, minimizando o tempo de producgao;
aprimorando a produtividade enzimatica e as propriedades cinéticas e fisico-
quimicas da enzima; e facilitando as etapas de downstream, sobretudo quando ha
secrecao da proteina para o meio de cultivo (FERREIRA, 2010).

Sabe-se que o substrato é atacado pelas enzimas do complexo celulolitico de
modo sinergistico, resultando num aumento da eficiéncia pela agado conjunta dos
componentes de um sistema quando comparado a atuacao isolada dos mesmos.
Assim, o sinergismo observado nas enzimas celuloliticas provoca um aumento
significativo na velocidade de formacédo de produtos soluveis em comparagao a
velocidade de atuagdo isolada das celulases (SANDGREN; STAHLBERG,;
MITCHINSON, 2005).

Essa interagdo sinergistica pode ocorrer entre uma endoglucanase de
determinada espécie de microrganismos e uma celobiohidrolase de outra espécie.
As celobiohidrolases possuem a capacidade de atuar de modo acelerado na
extremidade gerada pela agdo das endoglucanases na cadeia do polissacarideo,
evidenciando que as enzimas encontram-se distribuidas ao longo da fibra de
celulose. Além disso, € possivel que ocorra sinergismo entre os diversos subtipos de
celobiohidrolases, pois existem enzimas que atuam nas extremidades redutoras
(celobiohidrolases do tipo | — CBHI) e enzimas que atuam nas extremidades nao-
redutoras (celobiohidrolases do tipo || — CBHIl) das fibras de celulose (LYND et al.,
2002). O grau de sinergismo varia de acordo com o tipo de celulose empregada
como substrato, uma vez que na presenca de celulose cristalina o sinergismo do tipo
endo-exo é elevado, diminuindo na celulose amorfa e tornando-se muito baixo ou
ausente em derivados soluveis da celulose como, por exemplo, a
carboximetilcelulose (CMC) (BHAT; BHAT, 1997).

Atualmente existem no mercado diversos consorcios enzimaticos comerciais,
0s quais sao constituidos pelos trés grupos de celulases: Endoglucanases,
Celobiohidrolases e [B-glicosidases. No entanto, esses preparados enzimaticos

Rriscila Aparecidir Gusciatori



Revisio do Kileratura 34

possuem baixa atividade B-glucosidica, o que faz necessaria a suplementacao desta
enzima para efetiva atuagao na hidrélise enzimatica da biomassa.

As enzimas comerciais sdo uma mistura de enzimas obtidas de diferentes
microrganismos com a finalidade de formar um coquetel enzimatico com altas
concentragbes das principais fracdes enzimaticas que compdem as celulases
(AFONSO, 2012). Essas enzimas sdo produzidas por empresas internacionais e os
principais preparados enzimaticos disponiveis no mercado utilizam, em sua maioria,
fungos filamentosos como fonte para o pool enzimatico (FERREIRA, 2010). Entre os
microrganismos mais empregados pelas empresas produtoras destacam-se os
preparados enzimaticos constituidos por celulases secretadas por Trichoderma
longibrachiatum, Aspergillus niger, Trichoderma reesei e Trichoderma viride, 0s
quais podem ser empregados isoladamente ou pela consorciagao de enzimas de
outro microrganismo para suplementacgao das celulases.

A Novozymes e a Genencor Danisco sao industrias renomadas na produgéo
comercial de enzimas, as quais se destacam pela producdo de celulases para
conversao de biomassa. Novas tecnologias tém sido adotadas por essas empresas
com o objetivo de reduzir o custo de produgdo dos preparados celulasicos
(SINGHANIA et al., 2010). A empresa Genencor Danisco langou recentemente um
complexo enzimatico denominado Accelerase® 1500 destinado especificamente para
industrias de processamento da biomassa lignocelulésica. Esse complexo é
produzido com uma linhagem geneticamente modificada de Trichoderma reesei e
contém niveis mais elevados de atividade B-glucosidasica, de modo a assegurar
quase a conversdo completa de celobiose a glicose (FERREIRA, 2010; DUPONT,
2013).

Apesar da interagao sinergistica ja mencionada, a impressionante eficiéncia
de degradagao da biomassa demonstrada por varios microrganismos na natureza
nao podem ser atribuidas isoladamente a este mecanismo endo-exo hidrolitico.
Extrair e processar uma unica cadeia de celulose a partir de seu ambiente compacto
e recalcitrante demanda energia, considerando a alta cristalinidade da celulose e
sua forte associacdo a outros polissacarideos da parede celular. Sistemas de
liberacdo de oxidantes de baixo peso molecular tais como o radical livre hidroxila,
que ataca aleatoriamente o substrato por reagdes quimicas do tipo Fenton, tem sido
supostos a atuar em conjunto com celulases na degradagao da lignocelulose. Estes

incluem: celobiose desidrogenase, quinona ciclica redox e reagdo Fenton
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glicopeptidica (MARTINEZ et al., 2009; BALDRIAN; VALASKOVA, 2008). Maiores
detalhes a respeito das enzimas auxiliares foram apresentados na se¢ao 2.3.2 desta
Reviséo da Literatura.

Além das enzimas que atuam diretamente sobre as ligagdes covalentes em
polissacarideos da parede celular de plantas, enzimas que atuam indiretamente,
também podem ser importantes na degradacgéo da lignocelulose. Ha trés categorias
de tais enzimas. O primeiro grupo € composto pelas proteinas ndo-enzimaticas, que
contribuem para afrouxamento da parede, tais como expansina e seus homdlogos
fungicos e bacterianos. Um segundo grupo é constituido por enzimas que podem ser
indiretamente criticas, sendo as que degradam os componentes nao-glicosidicos de
parede, tais como a lignina e proteinas, facilitando deste modo o acesso das glicosil-
hidrolases. Um terceiro grupo potencialmente importante de enzimas auxiliares pode
ser aquele que degrada moléculas pequenas, liberadas pelos pré-tratamentos, que
inibem as enzimas degradativas centrais ou os passos posteriores de fermentagao
(BANERJEE; SCOTT-CRAIG; WALTON, 2010).

Uma maior eficiéncia dos coquetéis enzimaticos aplicados na hidrélise dos
materiais lignoceluldsicos provavelmente pode ser obtida por misturas ndo somente
focadas nas enzimas principais da degradagcdo da celulose (endoglucanase,
celobiohidrolase, B-glicosidase, endoxilanase e B-glicosidase), mas sim em inumeras
outras denominadas acessoérias que atuam sobre as ligagdes menos abundantes
encontradas na parede celular vegetal. Entre as enzimas acessoérias de maior
importancia podem ser citadas: arabinases, glucanases, liases, pectinases e varios
tipos de esterases (BERLIN et al., 2007). Assim, os coquetéis enzimaticos a partir da
mistura de extratos de fungos distintos sido alternativas futuras para elevar a
eficiéncia do processo de sacarificagdo enzimatica, permitindo a agao sinergistica de
diferentes enzimas sobre a biomassa (SYRENSEN et al., 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

A parte experimental deste trabalho foi desenvolvida no Laboratério de
Engenharia de Processos e Biorreatores e no Laboratério de Bioquimica e
Microbiologia Aplicada do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de S&o
José do Rio Preto (IBILCE/ UNESP).

3.1 Microrganismos e substratos

Foram empregados os fungos Myceliophthora thermophila 1-1D3b (termofilico)
e Trichoderma reesei QM9414 (mesofilico). O primeiro foi isolado pela Prof® Dr?
Daniela Alonso Bocchini (IQ/UNESP) a partir de pilhas de bagago de cana-de-agucar
da Usina Guarani, de Olimpia-SP, e fora utilizado por Zanelato et al. (2012), que
obteve resultados promissores de producao de celulase em escalas de frascos e de
reator de leito fixo de bancada. Ja o fungo mesofilico é bastante comum na literatura
de FES, sobretudo para produgcdo de celulases, sendo considerado um
microrganismo padrao para produg¢ao dessas enzimas.

Os microrganismos pertencem a colegao do Laboratério de Microbiologia e
Bioquimica Aplicada do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus de Sao José do
Rio Preto, e estavam estocados em tubos de ensaio com meio de cultura inclinado,
submerso em 6leo mineral, em camara fria a 5 °C, ou em glicerol a -80 °C. As
solugdes estoque dos fungos foram mantidas em tubos criogénicos em glicerol a 20
% a -20 °C. Para utilizagao, as culturas foram repicadas em tubos e posteriormente
inoculadas em erlenmeyers com meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD) mantida em
camara BOD a 45 °C durante 48 horas para a cultura de Myceliophthora thermophila
e 28 °C por 168 horas para a de Trichoderma reesei no meio de Agar Batata
Dextrose (BDA).

Para inoculagao do substrato, 100 mL de solugao nutriente foram adicionados
aos frascos, que foram agitados em mesa orbital, apds o que a superficie do meio foi
raspada com algca de platina para suspensdo dos esporos do meio de cultura,
obtendo-se a suspensdo de esporos. Uma aliquota de 1 mL foi retirada da

Rriscila Aparecidir Gusciatori



ChMateriais ¢ CMetodos 37

suspensao para contagem de esporos em camara de Neubauer, sendo a
concentracdo final da suspensao ajustada para 10° esporos/mL.

Como substratos, foram empregados bagago de cana-de-agucar e farelo de
trigo. O farelo foi comprado no comércio local e foi utilizado nos ensaios tal como
adquirido. O bagacgo foi doado pela Usina Vale, de Onda Verde-SP, tendo sido
lavado com &agua corrente para remocado de terra e de agucares residuais do
processo de moagem da cana-de-agucar, sendo esses dosados na agua de
lavagem pelo reagente DNS (MILLER, 1959) até ndo ser possivel sua detecgéo,
apés o que foi seco em estufa a 65 °C até peso constante. Para fins de
padronizagéo do tamanho das fibras, o bagacgo foi peneirado em peneiras de 4 e 3
mm, separando-se para uso nos experimentos apenas o bagaco retido na peneira
de 3 mm, separando-se as fibras maiores e 0 excesso de p6 fino. Bagago de cana e
farelo de trigo foram acondicionados em sacos de polietileno de parede espessa em
camara de refrigeragao até utilizagao.

Para os ensaios, o substrato foi previamente esterilizado em autoclave (121
°C, 1,1 atm, 20 minutos), bem como a solugao nutriente, que consiste em uma
solugdo salina contendo: 0,35 % (m/v) de (NH4)2SO4, 0,3 % (m/v) de KH,PO4, 0,05
% (m/v) de MgS04.7H,0, 0,05 % (m/v) de CaCl; e 0,1 % (v/v) de Tween 20 em pH
5,0 (ZANELATO, 2011). Posteriormente, o substrato foi inoculado com a suspensao
de esporos e umidificado com solugao nutriente até atingir a umidade adequada
para a fermentacado por cada fungo, apdés o que foi homogeneizado e empacotado

no leito do reator de leito fixo.

3.2 Fermentacao em reator de leito empacotado

A fermentacédo em reator de leito empacotado foi realizada no mesmo sistema
empregado por Casciatori; Casciatori € Thoméo (2013). Neste sistema, o ar foi
fornecido por compressor e filtrado para retirada de impurezas grosseiras, passando
por medidor de vazao, apés o que foi umidificado em coluna recheada com esferas
de vidro e cheia de agua, imersa em banho termostatico. Antes do fermentador, o ar
ainda passou por filtro de algodao para remocéo de impurezas. A vazao do ar foi
240 L/h para suprimento de oxigénio as células (CASCIATORI; CASCIATORI;
THOMEO, 2013). Para melhorar o controle térmico do biorreator e minimizar as
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possibilidades de contaminag&o microbioldgica, foi construida uma sala fechada com
condicionamento de ar, destinada exclusivamente a operagao do biorreator.

O fermentador foi construido em mddulos encamisados em ago inox, com
7,62 cm de diametro interno e 10 cm de comprimento cada, de modo que seu
comprimento totalizou 1 m por meio da adigdo consecutiva de 10 modulos. A segao
util de fermentacao foi compreendida entre 10 e 90 cm de comprimento. Uma foto do

biorreator com 1 metro de comprimento € mostrada na Figura 3.1.

Figura 3.1. Configuracao do biorreator de leito fixo com 10 médulos de 10 cm de

altura cada, totalizando 1 m de comprimento.

Para o fungo termofilico Myceliophthora thermophila 1-1D3b, os cultivos no
biorreator foram feitos em meio composto por bagaco de cana e farelo de trigo
(BC:FT) 7:3 (m/m). A umidade inicial do substrato foi 75 % (em base umida, b.u.), as
temperaturas do ar e da camisa foram 45 °C, e a duracado da fermentacao foi de 96
horas (ZANELATO, 2011).

Para o fungo mesofilico Trichoderma reesei QM9414, os cultivos no biorreator
foram feitos em meio composto por bagaco de cana e farelo de trigo (BC:FT) 9:1

(m/m) com conteudo de umidade inicial de 70 % (b.u.), as temperaturas do ar e da
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camisa foram de 28 °C, e a duragao da fermentacao foi de 168 horas (CASCIATORI,
2012; PINTO, 2010).

Para realizacdo de cada fermentacdo, o substrato foi pesado e esterilizado
em autoclave (121 °C, 1,1 atm, 20 minutos) em sacos plasticos de polipropileno com
capacidade de 2 litros. A quantidade de substrato por médulo foi calculada de
acordo com os dados de densidade bulk dos materiais (CASCIATORI et al., 2015).
Nestes mesmos sacos plasticos, o substrato foi inoculado, umidificado e
homogeneizado manualmente, apds o que foi empacotado no biorreator, médulo a
mddulo, ja no local de montagem e operagédo do equipamento. Quanto a técnica de
empacotamento, devido a diferenga no formato e granulometria do farelo de trigo e
do bagago de cana, que devem permanecer misturados o mais homogeneamente
possivel, uma por¢cao de material umido e bem misturado foi tomada do saco
plastico e depositada no interior do médulo, apds o que a acomodacéo foi feita com
auxilio de um cilindro, que pressiona as amostras e acomoda-as ao formato do
biorreator sem provocar segregacgao das particulas menores.

Ao final do processo, amostras de meio fermentado foram retiradas
longitudinalmente do fermentador para extracdo das enzimas. Para extragdo, foi
tomado todo o recheio de cada médulo, adicionando-se 20 mL de agua destilada por
grama de substrato solido seco em camara de agitagao orbital, por 30 minutos a 100
rom. O extrato foi filtrado e centrifugado (10000 rpm, 15 min, 5 °C), apds o0 que o

sobrenadante foi empregado como solugao enzimatica bruta no teste de atividade.
3.3 Determinagao da atividade enzimatica

Foram determinadas as atividades endoglucanase (CMCase), papel de filtro
ou FPU (atividade conjunta das trés celulases), betaglicosidase e xilanase
(hemicelulase) dos extratos enzimaticos brutos.

As atividades enzimaticas de CMCase e xilanase foram determinadas
seguindo-se Ghose (1987) e Ghose e Bisaria (1987), respectivamente, com
modificagdes, reagindo-se 0,1 mL de solugdo enzimatica e 0,9 mL de solucdo de
substrato, quais sejam, respectivamente, carboximetilcelulose (CMC, Sigma-
Aldrich®) e xilana (Sigma-Aldrich®). A reagdo se deu em banho termostatico a 60 °C
para os extratos produzidos pelo fungo termofilico e a 45 °C para os produzidos pelo
mesofilico, por 10 minutos, sendo interrompida por adigcdo de 1,0 mL do reagente
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DNS (acido-3,5-dinitrosalicilico). A quantificacdo de agucares redutores liberados da
reacado de analise da atividade foi feita segundo Miller (1959). A soluc¢ao foi mantida
em banho de agua em ebulicdo por 10 minutos, apdés o que foi imediatamente
transferida para banho de gelo. Foram adicionados 8,0 mL de agua destilada, apds o
que foi feita leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 540 nm. Nos tubos
controles, o extrato enzimatico foi adicionado apds paralisacdo da reagdo. Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como sendo a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1,0 umol de glicose por minuto de reagao por mL de enzima.

A atividade de betaglicosidase foi quantificada como descrito por Pinto (2010)
a partir da reacéo de 50 pL de extrato enzimatico bruto, 250 uL de 4-nitrofenol-beta-
D-glicopiranosideo 4 mmol L (PNPG, Sigma-Aldrich®) e 250 pL de solucdo
tamponante acetato de sédio 0,1 mol L' e pH 5,0 por 10 minutos em banho
termostatico a 60 °C para os extratos do fungo termofilico e 45 °C para os do
mesofilico. A reagao foi interrompida pela adicdo de 2 mL de Na,COs 2 mol L™, e o
nitrofenol liberado foi quantificado em espectrofotdmetro a 410 nm. Foi definida uma
unidade enzimatica como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar 1
pmol de nitrofenol por minuto de reagao a partir da curva padrao de nitrofenol.

A atividade papel de filtro ou FPU foi quantificada seguindo-se a metodologia
empregada por Pinto (2010), sendo determinada, conforme Miller (1959), a
concentracdo de acucares redutores liberados da reacdo tendo como substrato
papel de filtro Whatman n°1 cortado em tiras 1 x 6 cm (50 mg), imerso em 0,9 mL de
tamp3o acetato de sédio 0,1 mol L™ pH 5,0 e 0,1 mL de extrato enzimatico bruto. A
reacao se deu em banho termostatico com agitagdo a 60 °C para extratos do fungo
termofilico e 45 °C para os do mesofilico, por 60 minutos, sendo interrompida por 1,0
mL de DNS. O restante do procedimento foi similar ao exposto para a determinagao
de atividades CMCase e xilanase.

Em se tratando de fermentagdo em estado sdélido, com base no volume de
agua utilizado para extragéo das enzimas, os resultados das atividades enzimaticas
foram convertidos para serem expressos em unidades por grama de substrato sélido

(U/gss) segundo a Equacao 3.1.

U _ (Abs + a)

1
gss bT t

1
.5 DF (3.1)
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onde Abs € a absorbancia lida em nm; a € o coeficiente linear da curva padréao; b é o
coeficiente de extincdo em pymol/mL; t € o tempo de reacdo em minutos; V € o
volume da aliquota de enzima em mL; D é a diluigdo do extrato enzimatico e F é a

razao entre o volume de agua utilizado na extragdo e a massa de substrato sélido.
3.4 Pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar

Como matéria prima para a hidrolise enzimatica, o bagago de cana coletado
na Usina Vale de Onda Verde-SP, ja lavado e seco conforme descrito anteriormente
para utilizagdo como substrato na FES, foi nesta etapa triturado e separado em
peneira granulométrica de 0,84 mm para padronizagdo do tamanho da fibra. Foi
aproveitada a porgao que conseguiu atravessar a malha da peneira. Esse material
foi empregado como substrato na etapa de sacarificagdo do bagacgo in natura e no
pré-tratamento com ozo6nio e irradiagdo de ultrassom em meio alcalino do material
lignocelulésico para posterior hidrélise.

No tratamento empregando oz6nio e irradiagao de ultrassom em meio alcalino
(O3 + US + NaOH), o gas oz6nio foi obtido usando o gerador Radast 10C Ozoxi-
Ozbnio e para a irradiagao de ultrassom foi empregada sonda ultrassbnica operante
a 22 kHz e temperatura ambiente. Para o pré-tratamento foram pesados 20 g de
bagaco e umedecidos com 10 mL de solugdo de NaOH 0,1 mol L™, os quais foram
empacotados em coluna de vidro e colocados sob fluxo constante de ozdnio durante
1 hora, em seguida o bagacgo foi desempacotado e homogeneizado. Apds a
homogeneizagao, esse bagaco foi colocado em erlenmeyer, tratado com 400 mL de
solugdo alcalina (NaOH 0,1 mol L") e submetido ao efeito de ultrassom por 5
minutos. Transcorrido o tempo de ultrassom, o bagaco foi mantido em repouso por 2
horas. O material pré-tratado foi lavado com agua destilada, seco a 60 °C até obter
peso constante e armazenado protegido de luz e umidade para posterior utilizagao
na etapa de hidrdlise enzimatica (PERRONE, 2012).

O fluxo de ozénio foi determinado de acordo com o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998), passando-se o gas ozdnio
gerado por dois Traps (Trap A e Trap B) ligados em série por aproximadamente 10
minutos, cada Trap foi preenchido com 200 mL de solugdo 2 % de lodeto de
Potassio. Apds aproximadamente 10 minutos, aliquotas da solugéo do Trap A e B
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foram retiradas e titulados com Tiossulfato de Sodio (0,01 N). A formula para a

determinacao do fluxo de oz6nio € apresentada na Equagao 3.2.

mg _ (A+B). N 24
—= (3.2)
Mmir t

onde A é o Trap A; B é Trap B, N é a normalidade do Na,S;0; e t € tempo da
ozonizagdo em minutos. O valor obtido e empregado foi de 1,9 + 0,2 g de O3 / min
(PERRONE, 2012).

O bagago de cana submetido ao pré-tratamento hidrotérmico foi doado pelo
Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol — CTBE, localizado em
Campinas — SP. As condigdes de processo empregadas no pré-tratamento foram
190 °C por 15 minutos.

3.5 Hidrélise enzimatica

As hidrdlises enzimaticas foram realizadas em erlenmeyer, contendo 0,2 g de
bagacgo de cana in natura e pré-tratado. Foram adicionados diferentes volumes de
extrato enzimatico bruto em cada erlenmeyer, de modo a completar o volume final
para 10 mL com tampao acetato de sédio 0,2 mol L™ pH 5,0. Os erlenmeyers foram
colocados em agitador orbital a 150 rpm. Os ensaios foram conduzidos nas
temperaturas 6timas de atividade enzimatica do extrato produzido pelos fungos, ja
determinadas por Machado (2012), quais sejam 65 °C para M. thermophila e 45 °C
para T. reesei.

O planejamento experimental adotado para avaliagdo da eficiéncia de
sacarificagdo foi um planejamento central composto rotacional com analise por
superficie de resposta, com 5 repeticdes do ponto central. Os fatores adotados
foram dois, quais sejam volume de extrato enzimatico aplicado e tempo de hidrdlise,
totalizando 13 ensaios para cada extrato enzimatico e para cada estado do bagaco
de cana (in natura e pré-tratado), sendo 9 tratamentos e 4 testes no ponto central.
Na escolha dos fatores adotados considerou-se que, no admbito da producéo de
etanol a partir de materiais lignocelulésicos, as celulases sao insumos que impactam
significativamente o processo, representando um elevado custo operacional. O

tempo é outro parametro importante, estando relacionado com a velocidade da
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reacdo, pois quanto mais rapida a reagdo, maior a produtividade do processo e
menor o tempo gasto para a obtengao dos agucares fermentesciveis.

O planejamento experimental é apresentado na Tabela 3.1, tendo sido
elaborado com auxilio do software Minitab® 15.1. Os fungos empregados neste
trabalho e os dois pré-tratamentos do bagago de cana foram tratados como blocos
do planejamento experimental. A variavel de resposta dos ensaios foi a quantidade
de acgucares redutores liberados na sacarificagdo, obtida pelo reagente DNS
(MILLER, 1959).

Tabela 3.1. Planejamento experimental central composto dos ensaios de hidrdlise

enzimatica.
Variaveis codificadas Variaveis decodificadas
Ensaio | Volume de extrato Tempo de hidrolise Volume de extrato Tempo de hidrdlise
enzimatico (mL) (horas) enzimatico (mL) (horas)
1 -1 -1 3 2
2 1 -1 7 2
3 -1 1 3 6
4 1 1 7 6
5 -1,41 0 2,2 4
6 1,41 0 7,8 4
7 0 -1,41 5 1,2
8 0 1,41 5 6,8
9 0 0 5 4
10 0 0 5 4
11 0 0 5 4
12 0 0 5 4
13 0 0 5 4

Tendo em vista que os pré-tratamentos empregando-se processos oxidativos
avangados, tais como os baseados em 0z6nio, sdo meétodos alternativos e ainda em
estudo, buscou-se para efeito de comparacao a aplicacdo dos extratos enzimaticos
no bagaco de cana com pré-tratamento hidrotérmico, o qual € um método de
tratamento da biomassa bastante empregado na literatura. O planejamento
experimental descrito na Tabela 3.1 também foi empregado para esse material.

Com base nos resultados dos ensaios empregando-se os extratos individuais,
foram realizadas hidrélises do bagaco de cana in natura e pré-tratado com ozénio e
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irradiagdo de ultrassom em meio alcalino aplicando-se uma mistura dos extratos
enzimaticos produzidos pelos fungos Trichoderma reesei e Myceliophthora
thermophila, constituindo um coquetel enzimatico. O procedimento foi realizado em
erlenmeyers de 125 mL, pesando-se 0,5 g de bagaco e adicionando-se 17,5 mL da
mistura dos extratos enzimaticos em diferentes composi¢des. As hidrélises foram
realizadas em ftriplicata em quatro condi¢cbes térmicas. O volume adicionado foi
determinado em funcdo dos testes anteriormente descritos, completando-se o
volume final para 25 mL com tamp3o acetato de sédio 0,2 mol L™ pH 5,0 (PINTO,
2010).

O sofwtare Minitab® 15.1 também foi empregado para o delineamento e
analises estatisticas da aplicagdo dos coquetéis enzimaticos, nas quais a variavel
resposta dos ensaios foi a quantidade de agucares redutores liberados na
sacarificagdo, obtida pelo reagente DNS (MILLER, 1959). O planejamento
experimental adotado foi um delineamento fatorial completo, tendo como fatores a
composi¢ao do coquetel enzimatico, cujos niveis foram de 1:1, 1:3 e 3:1 do extrato
produzido por T. reesei e M. thermophila, respectivamente, e temperatura de
hidrdlise, cujos niveis foram de 45, 55, 65 °C e com alternancia de temperatura entre
45 e 65 °C, variando-se a cada uma hora, com duragao total de 6 horas. Foram
feitas analises de variancia e comparagcao de médias através de testes de Tukey,
visando avaliar o efeito das variaveis independentes sobre a variavel resposta e
encontrar as melhores condi¢gdes de sacarificagdo do bagagco de cana in natura e

pré-tratado com ozénio e irradiagao de ultrassom em meio alcalino

3.6 Determinagao quantitativa de agucares redutores

Os acucares redutores do hidrolisado foram determinados pelo método de
Miller (1959). A reacéo foi conduzida adicionando-se, em tubos de ensaio, 1,0 mL da
amostra filtrada, juntamente com 1,0 mL do reagente DNS e levados para o banho
de ebulicdo por 10 minutos. Durante a ebulicdo, o reagente DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico), ao reagir com acucares redutores presentes no meio, altera sua
coloragao inicialmente amarela para tons castanhos. A intensidade de cor é
diretamente proporcional a concentracdo de acucares no meio, e a reagao de
coloracao ¢ interrompida quando as amostras sao transferidas para o banho de gelo.
Foram adicionados 8,0 mL de agua destilada, apés o que foi feita leitura da
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absorbancia em espectrofotometro a 540 nm. Uma curva de calibragao utilizando-se
glicose como padrdo foi tragada e os resultados foram expressos em mg de
agucares redutores / g de bagacgo de cana.

O calculo de conversao de celulose em glicose foi feito a partir da equacao

3.3 descrita de acordo com Afonso (2012).

X = Cyjcpse - ————+. FE 100 (3.3)

Mpidrolisdvel

onde X (%) é a porcentagem de glicose convertida; Cygiicose (3/L) € a concentragdo de
glicose obtida na hidrdlise enzimatica, determinada pelo método de dosagem de
acgucar redutor (MILLER, 1959); v (L) é o volume total da solugdo adicionada a
hidrdlise, a qual no presente trabalho foi igual a 10 mL; Mpigroiisavel (g) € @ Massa de
material hidrolisavel utilizada descontando-se o teor de umidade presente no bagacgo
de cana (massa de agua), determinado por peso seco; f (Jceluose/hidrolisavel) € @ fragao
de celulose no material hidrolisavel utilizado, o qual foi tomado como sendo igual a
48,9 % do bagaco pré-tratado com O3 + US + NaOH (PERRONE, 2012) e 40 % do
bagacgo de cana in natura e com pré-tratamento hidrotérmico, valor tedrico da fragéo
de celulose presente no bagaco de cana (AGUILAR et al., 2002) e FE é o fator

estequiométrico da relagao de celulose a glicose, que € igual a 0,9 (AFONSO, 2012).

3.7 Quantificagdo, por HPAEC-PAD, dos teores de agucares liberados pela

acao enzimatica

A quantificagdo dos teores de acgucares foi realizada por HPAEC-PAD
(Thermo Scientific (Dionex) ICS-5000) com coluna de troca anidnica CarboPac® PA -
1 a 25 °C e compartimento a 30 °C, com diluentes preparados com agua deionizada
ultra pura 18 MQ e desgaseificada com N, o fluxo utilizado foi de 1 mL/min com os
solventes, A (200 mmol L' de NaOH), B (agua ultra pura) e C (500 mmol L™ de
NaOH), utilizou-se eluicao isocratica de 0 a 12 minutos com 6 % de A, 94 % de B, e
0 % de C, de 12 minutos a 16 minutos foi utilizado 100 % de C para a limpeza da
coluna, e por fim dos 16 minutos aos 30 minutos 6 % de A, 94 % de B, e 0 % de C
para o condicionamento da coluna (PERRONE, 2012). A curva de calibragéo foi

construida utilizando padrdes de glicose, xilose e celobiose (Sigma-Aldrich®).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Producgao de enzimas celuloliticas em reator de leito empacotado

411 Produgao de enzimas celuloliticas pelo fungo Myceliophthora
thermophila I-1D3b

Na Figura 4.1 apresenta-se o substrato colonizado pelo fungo Myceliophthora
thermophila ao final do ensaio fermentativo, verificando-se 0 mesmo aspecto branco
e cotonoso do seu desenvolvimento em meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD), o
que demonstra o bom desenvolvimento do fungo no processo realizado. Nas Figuras
4.2a a 4.2d sao apresentados os resultados das atividades CMCase, xilanase, FPU
e B-glicosidase, respectivamente, em fungdo do comprimento do biorreator. As
atividades estdo expressas em unidade de atividade enzimatica (U) por grama de

substrato sélido seco (gss).

Figura 4.1. Substrato colonizado por Myceliophthora thermophila no biorreator

Nas Figuras 4.2a e 4.2b é possivel notar que as atividades CMCase e
xilanase foram baixas somente no modulo do topo do fermentador (80 a 90 cm),
apresentando resultados iguais a 281,8 e 1321,9 U/gss, respectivamente. As
maiores atividades CMCase (1134,5 U/gss) e xilanase (2885,1 U/gss) foram obtidas
no modulo 2 (10 a 20 cm), proximo a base do reator. No entanto, entre 10 e 80 cm
de comprimento, as atividades enzimaticas mantiveram-se elevadas e praticamente
constantes, com resultados concordantes com os obtidos por Zanelato (2011) em

seus ensaios no biorreator com comprimento total 50 cm.
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Figura 4.2. Atividades celuloliticas em fungdo do comprimento do biorreator (1 m de
comprimento total, fungo Myceliophthora thermophila, 240 L/h): (a) CMCase; (b)
xilanase; (c) FPU; (d) B-glicosidase.

As atividades FPU e B-glicosidase mostraram tendéncia semelhante em
funcdo do comprimento do reator, apresentando pico de atividade no mdédulo 5
(entre 40 e 50 cm), com resultados iguais a 14,8 e 52,6 U/gss, respectivamente. As
minimas atividades FPU (10,5 U/gss) e B-glicosidase (24,5 U/gss) foram obtidas,
respectivamente, nos médulos 8 e 3 do fermentador (Figura 4.2c e 4.2d). Uma vez
que a atividade FPU € um indicativo da atividade conjunta das trés celulases
contidas no extrato bruto (endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase), é coerente

que as atividades FPU e B-glicosidase dos extratos obtidos de diferentes fragdes
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longitudinais do biorreator sejam similares, tendo em vista que a B-glicosidase é
geralmente a enzima limitante na hidrdlise da celulose, pois é responsavel por fazer
o rompimento final dos dimeros em moléculas de glicose, importante por evitar que
os dimeros se acumulem, o que inibiria a cadeia de degradacdo da celulose como
um todo (SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON, 2005).

No Grupo de Bioenergia do IBILCE/UNESP tem-se utilizado duas linhagens
do fungo termofilico Myceliophthora thermophila, quais sejam as linhagens 1-1D3
(empregada no presente trabalho) e M.7.7, ambas isoladas no proprio Instituto, para
obtencao de celulases por FES em reator de bancada em leito fixo e em escala de
frascos. Na Tabela 4.1, observa-se que os resultados obtidos no presente estudo
sao muito promissores quando comparados aos de outros trabalhos da literatura que
empregaram fungos do mesmo género visando a produgdo de enzimas celuloliticas
em diferentes substratos, reiterando que a linhagem isolada no Instituto tem

potencial para aplicagdo na hidrélise do bagago de cana-de-agucar.

Tabela 4.1. Producgao de enzimas fibroliticas por linhagens do fungo Myceliophthora.

CMCase xilanase FPU Tipo de

Microrganismo Substrato (Ulgss)  (Ulgss) (Ulgss) reator Referéncia
Myceliophthora sp.
PA 31,3 590,2 0,6
(V2A2) ’ ’ ’
Myceliophthora Soni et al.,
fergusii (TA1) PA 36,7 884.,7 2,3 Frascos (2008)
Myceliophthora sp.
(MYC) PA 35,0 900,2 24
M ass00e) . BC 662 6201 07 gt
Myceliophthora sp. al., (2007)
(IMI 389099) FT 26,6 128,9 0,7
Myceliophthora sp. Sacos de Moretti
M.7.7 BC+FT 537 10446 20 ioropileno  (2010)
Myceliophthora Leito Zanelato

BC+FT 800,0 900,0 8,3

thermophila 1-1D3 empacotado (2011)

Myceliophthora
thermophila Leito Presente
I-1D3b (preparado BC+FT 849.9 22536 12,1 empacotado Estudo
enzimatico)

* PA: Palha de arroz; BC: Bagacgo de cana; FT: Farelo de trigo (Modificado de
ZANELATO, 2011).

Nota-se que a producdo de CMCase, xilanase e FPU no presente estudo foi

muito superior as producdes obtidas em outros estudos (Tabela 4.1), evidenciando o
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bom potencial tecnolégico do fungo em questdo na producdo destas enzimas por
FES para aplicagdo na sacarificagdo do bagaco de cana. Assim, a produgédo de
enzimas celuloliticas pelo fungo termofilico Myceliophthora thermophila no biorreator,
nas condi¢des operacionais adotadas no presente trabalho, pode ser considerada
satisfatéria, dado que o perfil de atividade enzimatica foi relativamente homogéneo,
com alguma heterogeneidade sendo justificada por limitagdes intrinsecas do
processo, ja reportadas por Zanelato et al. (2012) e Casciatori; Casciatori e Thoméo.
(2013).

41.2 Producdao de enzimas celuloliticas pelo fungo Trichoderma reesei
QM9414

Na Figura 4.3, apresenta-se o substrato colonizado pelo fungo Trichoderma
reesei ao final do ensaio fermentativo, verificando-se o mesmo aspecto esverdeado
e granulado do seu desenvolvimento em meio Agar Batata Dextrose, o que
demonstra o bom desenvolvimento do fungo no processo de produgao de celulases.
Nas Figuras 4.4a a 4.4d sao apresentados o perfil das atividades CMCase, xilanase,
FPU e B-glicosidase do extrato enzimatico produzido em fungédo do comprimento do
biorreator. As atividades estdo expressas em unidade de atividade enzimatica (U)

por grama de substrato sdlido seco (gss).

Figura 4.3. Substrato colonizado por Trichoderma reesei no biorreator.

A Figura 4.4 permite observar que a mimina atividade CMCase do extrato
enzimatico produzido pelo fungo mesofilico Trichoderma reesei foi obtida no médulo
9 do biorreator (6,0 U/gss), enquanto a maxima atividade foi obtida no mdédulo 4
(39,0 U/gss), ou seja, entre 30 e 40 cm de comprimento. Para a atividade xilanase a
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minima atividade observada corresponde ao modulo 6 (42,4 U/gss) e a maxima
atividade ao médulo 2 (135,1 U/gss). A minima atividade FPU do extrato produzido
no biorreator foi obtida no médulo 7 (1,6 U/gss) e a maxima no médulo 4 (6,0 U/gss).
Por fim, nota-se que a minima atividade [B-glicosidase (1,9 U/gss) foi obtida no

modulo 5, bem como que a maxima atividade sobre beta foi obtida no mdédulo 2

(16,9 U/gss).
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Figura 4.4. Atividades celuloliticas em fungdo do comprimento do biorreator (1 m de
comprimento total, fungo Trichoderma reesei, 240 L/h): (a) CMCase; (b) xilanase; (c)
FPU; (d) B-glicosidase.

Nota-se que as maximas atividades CMCase e FPU foram obtidas entre 40 e
50 cm do biorreator (Figura 4.4a e 4.4c) e entre 10 e 20 cm para xilanase e [3-
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glicosidase (Figura 4.4b e 4.4d), permitindo inferir que os melhores resultados de
atividade enzimatica correspondem aos modulos mais proximos a base do reator.

Fungos do género Trichoderma sao potenciais produtores de enzimas
celuloliticas no processo da FES (FLORENCIO, 2011). A espécie Trichoderma
reesei € a melhor caracterizada e a mais empregada industrialmente para a
produgao de celulases e hemicelulases (BEGUIN; AUBERT, 1994; KING et al., 2009;
ROCHA, 2010). Atualmente, as pesquisas com fungos do género Trichoderma s&o
focadas particularmente no aumento da eficiéncia na producdo do extrato
celulolitico, com a finalidade de reduzir os custos da cadeia de produc¢do do etanol
celulésico, empregando residuos agroindustriais (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

A Tabela 4.2 compara dados de producdo de enzimas celuloliticas e

hemiceluloliticas, pelo processo de FES, por fungos do género Trichoderma.

Tabela 4.2. Producéo de enzimas fibroliticas por linhagens do fungo Trichoderma.

CMCase xilanase FPU Tipo de

Microrganismo Substrato (Ulgss) (Ulgss) (Ulgss) reator Referéncia
Basso;
Trichoderma reesei . Gallo;
QM9414 BC 57 NR 4,0 Frascos Basso
(2010)
Zhao;
Trichoderma sp. Zhou;
32942 FT+CA 13,9 NR 7,7 Frascos Zheng
(2010)
Trichoderma reesei Gutierrez-
LM-UC4 BC 188 NR 53 Frascos Correa e
Trichoderma reesei BC Tengerdy
LM-UC4E1 BC+Fs 226 19680  NR (1998)
Trichoderma reesei . Placas de King et al.,
RUT C30 Avicel 557 NR 5.9 Petri (2000)
Trichoderma reesei Deshpande
QM9414 FT NR 165,5 NR Frascos etal.,
(2008)
Trichoderma reesei Sacos de Pinto

BC+FT 54,3 639,8 9,6

QM9414 polipropileno (2010)

Trichoderma reesei
QM9414 (preparado BC+FT 28,6 117,2 45
enzimatico)

Leito Presente
empacotado Estudo

* NR: Nao reportado; CA: Casca de arroz; FA: Farelo de arroz; BC: Bagago de cana;
FS: Farelo de soja; FT: Farelo de trigo (Modificado de FLORENCIO, 2011).

As atividades enzimaticas obtidas para o extrato produzido pelo fungo
Trichoderma reesei QM9414 por fermentacdo em estado soélido no reator de leito
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empacotado sdo comparaveis a literatura, tendo em vista que os resultados do

presente estudo foram semelhantes aos reportados na Tabela 4.2.

4.1.3 Comparagao da producao de enzimas celuloliticas pelos fungos

Myceliophthora thermophila I-1D3b e Trichoderma reesei QM9414

Na Figura 4.5 é apresentada uma comparacdo das atividades enzimaticas
(CMCase, xilanase, FPU e [-glicosidase) obtidas pelos extratos celuloliticos

produzidos pelos fungos Myceliophthora thermophila e Trichoderma reesei.
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Figura 4.5. Comparacgao das enzimas celuloliticas produzidas pelo fungo termofilico
M. thermophila (—%—) e pelo fungo mesofilico T. reesei (— ® ): (a) CMCase; (b)

xilanase; (c¢) FPU; (d) B-glicosidase.
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Observa-se que as atividades obtidas para o extrato do fungo mesofilico
foram muito inferiores as obtidas pelo fungo termofilico com a mesma taxa de
aeragdo, o que é justificavel, tendo em vista que, normalmente, os fungos
termofilicos secretam naturalmente enzimas mais ativas para substratos complexos
(MAHESHWARI; BHARADWAJ; BATH, 2000). As atividades CMCase, xilanase,
FPU e B-glicosidase do extrato produzido pelo fungo mesofilico T. reesei representa,
em média, 3, 4, 27 e 12 %, respectivamente, das atividades obtidas para o extrato
produzido pelo fungo termofilico M. thermophila.

O emprego de fungos com preferéncias térmicas distintas prestou-se a
comparar o efeito da temperatura sobre as atividades enzimaticas e a adaptacao dos
microrganismos ao processo de fermentagdo sodlida, bem como a eficiéncia de
aplicacao do extrato enzimatico na sacarificagdo do bagago de cana, uma vez que
fungos diferentes respondem de forma distinta aos estimulos do meio.

Pinto (2010) avaliou a produgdo de enzimas celulolitica pelos fungos
termofilicos Thermoascus aurantiacus e Thermomyces laguginosus e pelos
mesofilicos Trichoderma reesei e Penicillium viridicatum em substrato composto por
bagaco de cana e farelo de trigo na proporgcdo 1:1 e 80 % de umidade. Em seus
ensaios de atividade enzimatica o autor também observou que os microrganismos
termofilicos apresentaram, em sua maioria, melhores resultados de atividade

celulasica e xilanasica quando comparado com os fungos mesofilicos.

4.2 Hidrélise enzimatica do bagaco de cana in natura e pré-tratado

Para aplicagcao dos extratos na sacarificacdo do bagaco de cana in natura e
pré-tratado foi feito um preparado enzimatico para cada fungo, proveniente da
mistura de 50 mL do extrato produzido em cada modulo do biorreator de leito
empacotado, com o intuito de homogeneizar as atividades enzimaticas obtidas em
funcdo do comprimento do reator. Ensaios de determinacéo da atividade enzimatica

foram novamente realizados e os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Atividades dos preparados enzimaticos provenientes da mistura dos

extratos obtidos dos diferentes médulos do biorreator.

Atividade Enzimatica Myceliophthora _ ]
_ Trichoderma reesei
(U/gss) thermophila
CMCase 849,9 + 60,4 28,6 +0,6
Xilanase 22536 +24 117,2+ 0,6
FPU 121+15 4,5+0,03
B-glicosidase 41,1+£0,7 2,7+0,03

Com base nos resultados apresentados na Tabela 4.3, é possivel afirmar que
os preparados enzimaticos de ambos os fungos apresentaram altas atividades
celuloliticas, de forma que podem ser considerados de bom potencial para aplicagao

na sacarificagdo do bagaco de cana.

4.2.1 Hidrélise empregando o extrato enzimatico produzido por

Myceliophthora thermophila I-1D3b

Os teores de acucares redutores totais liberados da hidrdlise enzimatica do
bagaco de cana in natura e pré-tratados, expressos em mg de agucares redutores
por grama de bagacgo de cana, e a porcentagem de conversao de celulose a glicose,
obtida pela Equacao 3.3, sado apresentados na Tabela 4 .4.

Na Tabela 4.4 observa-se que, para os trés tipos de bagaco utilizados, os
maiores teores de ART foram obtidos empregando-se um tempo mais longo, o que
pode estar associado ao fato de que, em um tempo mais curto, provavelmente as
enzimas ainda nao tinham atacado completamente o substrato. Desta forma, o
tempo esta correlacionado a cinética de catalise, pois quanto maior o tempo de
hidrélise, maior a probabilidade de ocorrerem encontros produtivos entre a enzima e
0 substrato, sendo limitado pelo tempo reacional em que a hidrélise enzimatica €
cessada. Contudo, deve-se atentar para o fato de que altos tempos de reacéao
podem provocar a inativagdo do complexo enzimatico, devido ao longo tempo de

exposigao as altas temperaturas de hidrolise.
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Tabela 4.4. Teores de agucares redutores e glicose (obtida por conversdo) dos
hidrolisados enzimaticos. Os bagacos de cana in natura e pré-tratados foram

hidrolisados com o extrato produzido pelo fungo Myceliophthora thermophila.

Bagaco pré-tratado Bagaco com pré-
Bagaco in natura com O3 + US + tratamento
Ensaios volume Tempo NaOH hidrotérmico
(mL) (horas)
ART Glicose ART Glicose ART Glicose
(mg/g) (%) (mg/g) (%) (mg/g) (%)
1 3 2 22,4 54 75,3 14,7 23,5 5,6
2 7 2 40,4 9,7 99,7 19,4 34,3 8,2
3 3 6 28,5 6,8 126,9 24,8 36,4 8,7
4 7 6 56,5 13,5 174,6 34,0 449 10,7
5 2,2 4 22,2 53 98,2 19,2 30,0 7,2
6 7,8 4 43,8 10,5 162,6 31,7 44,8 10,7
7 5 1,2 30,2 7,2 89,0 17,4 24,2 5,8
8 5 6,8 34,4 8,3 146,9 28,7 51,7 12,4
9 5 4 34,0 8,2 133,3 26,0 45,9 10,9
10 5 4 36,7 8,8 152,8 29,8 45,9 11,0
11 5 4 36,0 8,6 1241 242 411 9,8
12 5 4 47,5 11,4 130,5 25,5 43,7 10,4
13 5 4 42,3 10,1 131,3 25,6 43,2 10,3

A Tabela 4.4 também permite observar que para a hidrélise do bagaco de
cana pré-tratado com O3 + US + NaOH obteve-se uma maior liberacdo de ART do
que para o bagaco de cana in natura e com pré-tratamento hidrotérmico. Para esse
bagaco obteve-se uma quantificagdo maxima de ART igual a 174,6 mg de agucar
redutor / g de bagaco tratado empregando-se 7 mL de extrato enzimatico e 6 horas
de hidrdlise (ensaio 4), enquanto para o bagaco de cana in natura a maior
quantificacao foi igual a 56,5 mg de ART / g de bagaco utilizando-se as mesmas
condigdes de volume e tempo de hidrdlise.

Para o bagago com pré-tratamento hidrotérmico, bastante comum na
literatura, os melhores resultados foram obtidos empregando-se 5 mL de extrato
enzimatico e 6,8 horas de hidrdlise, resultando em uma liberagdo maxima de ART
igual a 51,7 mg de ART / g de bagaco tratado. Foi feita uma analise de variancia
entre os teores de ART liberados na hidrélise do bagaco de cana in natura e com

pré-tratamento hidrotérmico, utilizando-se somente os pontos centrais, e a analise
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estatistica de comparagdo das médias mostrou que ndo ha diferenga significativa
entre os resultados de hidrolise dos dois tipos de bagaco (p > 0,05).

A Figura 4.6 apresenta a superficie de resposta dos resultados obtidos com o
Myceliophthora thermophila. A taxa de hidrélise foi avaliada pela quantificacdo de
agucares redutores em fungdo do tempo de hidrélise e do volume de extrato
enzimatico aplicado para os trés tipos de bagaco. Nota-se que empregando um
maior volume de extrato enzimatico obteve-se uma maior quantidade de ART para o
bagacgo de cana in natura e pré-tratado com O; + US + NaOH, pois com volumes
menores possivelmente as enzimas ficaram saturadas e ndo sobraram sitios ativos
para a hidrélise. Sendo assim, para a faixa de volumes testados nesses substratos,
quanto maior o volume de extrato enzimatico utilizado na hidrdlise, maior a eficiéncia
da sacarificacdo enzimatica. No entanto, testes com volumes maiores podem ser
realizados até se encontrar o ponto a partir do qual a liberacdo de acgucares
redutores torne-se constante.

Os dados da Figura 4.6a permitem observar que nao ocorreu a saturagao das
enzimas pelo substrato, uma vez que, pela proje¢ao da superficie de resposta, ainda
deveria ocorrer crescente liberacdo de ART em funcao do tempo de hidrdlise e do
volume de extrato enzimatico aplicado na sacarificagado do bagacgo de cana in natura.

Similarmente ao bagacgo nédo tratado, o aumento do volume de extrato e do
tempo de hidrélise aumentaram a liberagdo de agucares redutores para o bagago
pré-tratado com ozo6nio e irradiagdo de ultrassom em meio alcalino conforme é
possivel observar na Figura 4.6b. Em geral, para os ensaios com o bagago pré-
tratado com O3 + US + NaOH, a quantidade de ART liberados na sacarificagéo e,
consequentemente, os valores de conversdo de celulose a glicose foi cerca de 3
vezes a observada para o bagaco de cana in natura e com pré-tratamento
hidrotérmico. Desta forma, a ozonodlise associada a irradiagdo de ultrassom e
tratamento alcalino pode ser considerada um pré-tratamento eficiente para facilitar a
hidrélise enzimatica do bagago de cana, permitindo maior conversao de celulose em
glicose.

Por outro lado, na Figura 4.6¢c observa-se que o bagago com pré-tratamento
hidrotérmico ndo manteve a mesma relacdo dos demais substratos, pois com
volumes maiores ocorreu uma reducdo na quantidade de acucares redutores
liberados, estando os teores mais associados ao tempo de hidrdlise do que ao

volume de extrato enzimatico aplicado.
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Figura 4.6. Superficie de resposta dos resultados obtidos com o Myceliophthora
thermophila. Hidrolise expressa em ART em fungao do tempo de hidrélise e volume
de extrato enzimatico empregado: (a) para o bagago in natura; (b) para o bagago
pré-tratado com O3 + US + NaOH; (c) para o bagago com pré-tratamento

hidrotérmico.

De acordo com as analises estatisticas realizadas com auxilio do software de
andlise estatistica Minitab® 15.1, observou-se que, para aplicacdo do extrato
produzido pelo fungo M. thermophila na sacarificagdo enzimatica do bagago de cana
in natura, a quantidade de ART liberados sofre efeito significativo apenas da variavel

volume (valor p = 0,002), sendo significativamente crescente com o aumento do

Rriscila Aparecidir Gusciatori



Resuliadss ¢ Disoussées 58

volume, enquanto o fator tempo de hidrdlise ndo tem efeito significativo (valor p >
0,05). Em termos da quantidade de acgucares redutores liberados, a hidrolise do
bagacgo de cana pré-tratado com O3 + US + NaOH sofre efeito significativo de ambas
as variaveis: volume de extrato enzimatico (p = 0,001) e tempo de hidrdlise (p =
0,000), sendo neste caso significativamente crescente com o aumento tanto do
volume e quanto do tempo. Na sacarificagdo do bagago com pré-tratamento
hidrotérmico observou-se efeito significativo de ambas variaveis (p = 0,005), bem
como efeito de interagdo quadratico do fator volume (p = 0,010) e do fator tempo de
hidrodlise (p = 0,014).

Os fungos termofilicos apresentam a vantagem de produzir enzimas mais
termoestaveis, uma caracteristica bastante interessante do ponto de vista industrial
da producédo do etanol de segunda geragéo, sobretudo quando pré-tratamentos que
envolvem o uso de calor sdo empregados na etapa anterior a hidrélise enzimatica
(DA SILVA et al., 2005). Como as enzimas produzidas por fungos termofilicos atuam
bem em temperaturas mais elevadas, € possivel gastar uma quantidade de energia
menor para resfriamento do material entre as operagdes de deslignificagdo a quente
e de sacarificacdo, aumentando a viabilidade do processo. Assim, as enzimas
termoestaveis possibilitam a conducdo da reacdo de hidrolise a temperaturas
superiores a 50 °C, o que lhes confere facilidades como maiores velocidades de
hidrdlise; menor viscosidade do meio, a qual facilita opera¢gdes de homogeneizagao;
operagdo em maiores concentragdes de produtos e substratos, além de diminuicao
do risco de contaminagéao por fungos mesofilicos (MORETTI, 2010; AFONSO, 2012).

De acordo com a equacgao bioquimica, representada pela Equacao 4.1, que

expressa a reacao de conversao de glicose em etanol:

CsH1206 2 2 CoHsOH + 2 COs (41)

tem-se que o maximo tedrico de producao de etanol a partir de hexoses € de 510 mg
por grama de glicose fermentada (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).
Com base na densidade do etanol, o volume maximo produzido ¢é igual a 0,65
mL de etanol por grama de glicose fermentada. Desta forma, o maximo de etanol
que teoricamente seria possivel se obter a partir da destilagédo do hidrolisado do
bagaco pré-tratado com O; + US + NaOH para o qual se obtiveram

aproximadamente 174,6 mg de agucar redutor por grama de bagaco, considerando-
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se que os agucares redutores sejam apenas glicose, € igual a 0,1135 mL de etanol
por grama de bagago, equivalente a aproximadamente 113,5 L de etanol por
tonelada de bagacgo tratado. Para os bagacos de cana in natura e com pré-
tratamento hidrotérmico, para os quais se obtiveram 56,5 e 51,7 mg de agucar
redutor por grama de bagago, respectivamente, o maximo de etanol obtido seria,
aproximadamente, 36,7 L por tonelada de bagaco in natura e 33,6 L por tonelada de

bagago com pré-tratamento hidrotérmico.

4.2.2 Hidrélise empregando o extrato enzimatico produzido por Trichoderma
reesei QM9414.

Os teores de acucares redutores totais liberados da hidrdlise enzimatica do
bagacgo de cana in natura e pré-tratados, expressos em mg de agucares redutores
por grama de bagaco de cana, e a porcentagem de conversao de celulose a glicose,

obtida pela Equacao 3.3, sao apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Teores de agucares redutores e glicose (obtida por conversdo) dos
hidrolisados enzimaticos. Os bagacos de cana in natura e pré-tratados foram

hidrolisados com o extrato produzido pelo fungo Trichoderma reesei.

Bagaco pré-tratado Bagago com pré-
Bagaco in natura com O3 + US + tratamento
Ensaios volume Tempo NaOH hidrotérmico
(mL) (horas)
ART Glicose ART Glicose ART Glicose
(mg/g) (%) (mg/g) (%) (mg/g) (%)
1 3 2 20,8 5,0 34,4 6,7 16,2 3,9
2 7 2 35,8 8,6 63,4 12,4 32,7 7.8
3 3 6 19,7 4,6 54,2 10,6 25,8 6,2
4 7 6 45,1 10,8 108,5 21,2 46,0 11,0
5 2,2 4 12,4 3,0 39,0 7,6 16,8 4,0
6 7,8 4 39,7 9,5 101,6 19,8 40,6 9,7
7 5 1,2 23,3 5,6 39,1 7,6 15,8 3,8
8 5 6,8 31,7 7,6 96,6 18,9 38,2 9,1
9 5 4 25,5 6,1 71,5 13,9 31,0 7.4
10 5 4 24,4 5,9 66,7 13,0 33,0 7.9
11 5 4 27,6 6,6 72,1 14,0 31,6 7.5
12 5 4 26,7 6,4 78,1 15,2 36,9 8,8
13 5 4 26,8 6,4 74,7 14,6 31,9 7.6
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De modo similar ao observado pela aplicagao do extrato enzimatico produzido
pelo fungo termofilico Myceliophthora thermophila, os resultados apresentados na
Tabela 4.5 permitem notar que, o0 aumento do volume de extrato enzimatico aplicado
e do tempo de hidrélise resultou em maior quantificacdo dos acgucares redutores
liberados na sacarificacdo dos trés tipos de bagagos de cana empregando-se o
extrato produzido pelo fungo mesofilico Trichoderma reesei.

De acordo com a Tabela 4.5, para a hidrélise do bagag¢o de cana pré-tratado
com O3 + US + NAOH, utilizando-se o extrato enzimatico produzido pelo fungo T.
reesei, obteve-se maior liberacdo de ART e, consequentemente, maior conversao de
celulose a glicose do que para o bagago de cana in natura e com pré-tratamento
hidrotérmico. Para a hidrélise do bagacgo pré-tratado com ozénio e irradiagédo de
ultrassom em meio alcalino obteve-se uma quantificagdo maxima de ART igual a
108,5 mg de acgucar redutor / g de bagacgo tratado empregando-se 7 mL de extrato
enzimatico e 6 horas de hidrélise (ensaio 4), enquanto para o bagago de cana in
natura e com pré-tratamento hidrotérmico a maior quantificacéo foi igual a 45,1 e
46,0 mg de ART / g de bagaco, respectivamente, utilizando-se as mesmas
condicbes de volume e tempo de hidrélise. Em média, para os ensaios com o
bagago pré-tratado com O; + US + NaOH a quantidade de ART foi
aproximadamente 2,5 vezes a quantidade de ART liberados para o bagago de cana
in natura e com pré-tratamento hidrotérmico.

A Figura 4.7 apresenta a superficie de resposta dos resultados obtidos com o
Trichoderma reesei. A taxa de hidrélise foi avaliada pela quantificagdo de agucares
redutores em fungdo do tempo de hidrélise e do volume de extrato enzimatico
aplicado para os trés tipos de bagaco.

Na figura 4.7 observa-se que ndo ocorreu a saturagdao das enzimas pelo
substrato e nem a desnaturagao térmica do extrato celulolitico, uma vez que, pela
projecao da superficie de resposta, ainda deveria ocorrer um aumento na liberagao
de acgucares redutores em funcdo do tempo de hidrolise e do volume de extrato

enzimatico aplicado na sacarificagdo do bagaco de cana in natura e pré-tratados.
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Figura 4.7. Superficie de resposta dos resultados obtidos com o Trichoderma reesei.

Hidrdlise expressa em ART em fungao do tempo de hidrdlise e volume de extrato
enzimatico empregado: (a) para o bagaco in natura; (b) para o bagaco pré-tratado

com O3 + US + NaOH; (c) para o bagago com pré-tratamento hidrotérmico.

Os estimadores estatisticos dos dados da hidrdlise enzimatica do bagaco de
cana in natura, aplicando-se o extrato enzimatico bruto produzido pelo fungo
Trichoderma reesei, indicaram diferenca significativa na quantidade de ART
liberados com as variagdes do volume de enzima (p = 0,000) e do tempo de hidrdlise
(p = 0,016), sendo significativamente crescente com o aumento tanto do volume de
extrato enzimatico aplicado quanto do tempo de hidrdlise. Neste caso, os dados

também apontaram efeito de interagdo entre as variaveis volume de extrato
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enzimatico e tempo de hidrdlise (p = 0,044). As analises estatisticas da quantidade
de acgucares redutores liberados na sacarificagdo enzimatica empregando-se bagago
de cana pré-tratado com O3 + US + NaOH também mostraram efeito significativo dos
fatores volume e tempo (p = 0,000), bem como efeito de interagdo entre as variaveis
(p = 0,025). Os resultados das analises estatisticas da quantidade de ART liberados
na hidrélise do bagaco de cana com pré-tratamento hidrotérmico indicaram diferenca
significativa de ambas variaveis: volume de extrato enzimatico (p = 0,031) e tempo
de hidrdlise (p = 0,026), bem como efeito de interacdo quadratico do fator tempo de
hidrolise (p = 0,040).

Pinto (2010) realizou sacarificagdo do bagagco de cana empregando-se
diferentes volumes de extrato enzimatico produzidos por fungos filamentosos em
cultivo sdlido, variando-se o volume de extrato aplicado e o tempo de hidrdlise e
também observou que a maior liberagdo de ART ocorreu com o maior volume de
extrato enzimatico associado ao maior tempo de hidrdlise para trés dos quatro
fungos empregados em seu trabalho. O autor reporta ainda que nao ocorreu a
saturagao das enzimas pelo substrato, uma vez que a projegao de suas curvas
indicam que ocorreria um aumento progressivo na liberagao de agucares redutores,
concordando com o presente trabalho.

O fungo Trichoderma reesei € reconhecido por sua notavel capacidade
sacarificante devido a producdo de exoglucanases, quantificadas pela atividade
papel de filtro (PINTO, 2010). Este microrganismo produz duas exoglucanases ou
celobiohidrolases (CBHI e CBHII), cinco endoglucanases (EGI, EGII, EGIII, EGIV e
EGV) e duas B-glicosidades (BGLI e BGLII). As duas celobiohidrolases (CBHI e
CBHIl) e as duas endoglucanases (EGI e EGII) sdo produzidas em proporgao
aproximada de 6:2:1:1, ou seja, as endoglucanases quantificadas pela atividade
CMCase, representam apenas 20 % do total de celulases produzidas pelo fungo
Trichoderma reesei. Contudo, exoglucanases e endoglucanases somam juntas 90 %
do coquetel enzimatico de celulases, enquanto as B-glicosidades secretadas por
este fungo correspondem a menos de 1 % do extrato celulolitico produzido
(MARGEOT et al., 2009; LYND et al., 2002).

A deficiéncia na expressdo da enzima B-glicosidase pelo fungo Trichoderma
reesei ou sua inibicdo pela glicose durante a hidrolise resulta no acumulo de
celobiose, 0 que inibe a acédo das celobiohidrolases e endoglucanases, diminuindo a
taxa de hidrolise (KOVACS; SZAKACS; ZACCHI, 2009). Portanto, para a efetiva
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aplicacdo na sacarificagcdo enzimatica do bagaco de cana a suplementacdo do
extrato enzimatico produzido pelo fungo Trichoderma reesei com B-glicosidase se
faz necessaria, com o objetivo de aumentar a eficiéncia de conversao de celulose a
glicose. Todavia, o fungo mesofilico Trichoderma reesei esta entre os
microrganismos com maiores potenciais para a produc¢ao de celulases, além de ser
o mais detalhadamente estudado (FLORENCIO, 2011).

De acordo com a Equacgédo 4.1, empregando-se o extrato produzido por T.
reesei, o maximo de etanol que teoricamente seria possivel se obter a partir da
destilacdo do hidrolisado do bagacgo pré-tratado com O3; + US + NaOH, para o qual
se obtiveram aproximadamente 108,5 mg de ART / g de bagaco, é igual a 70,5 L de
etanol por tonelada de bagacgo tratado. Para o bagaco de cana in natura e para o
bagago com pré-tratamento hidrotérmico, para os quais se obtiveram 45,1 e 46,0 mg
de ART / g de bagaco, respectivamente, o maximo de etanol obtido seria,

aproximadamente, 29,3 e 29,9 litros por tonelada de bagaco.

4.3 Analise comparativa da hidrélise enzimatica

A eficiéncia com que a celulose é hidrolisada depende de muitos fatores que
envolvem desde as caracteristicas do substrato até a natureza do sistema
enzimatico utilizado. Os fatores relacionados as enzimas incluem a inibicdo do
complexo celulasico pelo acumulo de produto final (glicose e celobiose), adsorgao
irreversivel das enzimas sobre o substrato e desnaturagado enzimatica por exposicao
excessiva a temperatura e agitagao do processo. Ja os fatores relacionados ao
substrato correspondem a porosidade e cristalinidade das fibras de celulose, teor de
lignina e hemicelulose (SANTOS, 2013). Como foram utilizados extratos enzimaticos
produzidos por fungos com comportamentos térmicos distintos e ainda substratos
para hidrdlise com e sem pré-tratamento, na presente seg¢ao é feita uma analise

comparativa dessas duas variaveis na eficiéncia de sacarificagao.

4.3.1 Extratos produzidos por fungos termofilico e mesofilico

Os dados de hidrdlise enzimatica do bagaco de cana in natura, pré-tratado
com O3 + US + NaOH e com pré-tratamento hidrotérmico, empregando-se as

solugbes enzimaticas brutas do fungo termofilico Myceliophthora thermophila 1-1D3b
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e do mesofilico Trichoderma reesei QM9414 estdo apresentados na Figura 4.8, que

tem por objetivo facilitar a visualizagdo dos resultados.
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Figura 4.8. Teores de agucares redutores liberados por acdo dos extratos brutos
produzidos pelo fungo termofilico Myceliophthora thermophila I-1D3b e mesofilico
Trichoderma reesei QM9414 na sacarificagéo do bagaco de cana: (a) in natura; (b)
pré-tratado com O3 + US + NaOH; (c) com pré-tratamento hidrotérmico.

Os teores de agucares liberados na sacarificagao dos trés tipos de bagago por
acao das enzimas de Myceliophthora thermophila 1-1D3b foram maiores do que os
de Trichoderma reesei QM9414. Sobretudo, essa diferenga foi mais expressiva para
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o bagaco pré-tratado com O3 + US + NaOH, no qual ambos os fungos resultaram em
maior liberagdo de ART e a quantidade de acgucar liberado pelo fungo termofilico foi,
aproximadamente, o dobro da quantidade de ART liberados pelo fungo mesofilico.

Para o bagaco de cana in natura e com pré-tratamento hidrotérmico, embora
o extrato enzimatico produzido pelo fungo Trichoderma reesei tenha apresentado
atividades enzimaticas muito menores que o produzido pelo Myceliophthora
thermophila, o desempenho de ambos foi muito similar, evidenciando a qualidade do
pool de celulases secretadas pelo mesofilico. Com base nisso, pode-se inferir que as
enzimas contidas no extrato do fungo termofilico atuam melhor em substratos menos
complexos, uma vez que a eficiéncia de conversdo foi bastante alta para os
substratos padrées (CMC, xilana, papel de filtro), intermediaria para o bagago pré-
tratado com O3 + US + NaOH e mais baixa para o bagago com pré-tratamento
hidrotérmico e in natura, que foram os substratos mais complexos.

Com relagdo ao pré-tratamento hidrotérmico, o extrato produzido pelo fungo
M. thermophila, que tem elevada atividade xilanasica (2253,6 U/gss), enzima
responsavel por hidrolisar as hemicelulases, resultou em uma menor liberacdo de
ART, que inclui xiloses. E provavel que, em funcdo da remogdo das hemicelulases
ocasionada por este processo de tratamento da biomassa, a eficiéncia global da
sacarificagao foi reduzida.

Para efeito de comparagcao das enzimas celuloliticas produzidas por FES,
aplicou-se o complexo enzimatico comercial da Prozyn®, seguindo-se o mesmo
planejamento experimental descrito na Tabela 3.1. Para os ensaios, o complexo foi
devidamente diluido conforme o manual descritivo da enzima e os tubos foram
colocados em banho de hidrélise com agitacédo a 60 °C. Os resultados obtidos na
hidrélise do bagaco de cana in natura e pré-tratados empregando-se o complexo
Prozyn® s&o apresentados na Tabela 4.6.

Na Tabela 4.6 nota-se que, de modo similar ao observado para a hidrélise
empregando-se os extratos fungicos produzidos por FES, a hidrélise do bagaco de
cana pré-tratado com O3 + US + NaOH resultou em maior liberacao de ART e,
consequentemente, maior conversao de celulose a glicose do que os bagagos de
cana in natura e com pre-tratamento hidrotérmico. Para esse bagaco obteve-se uma
quantificacdo maxima de ART igual a 603,5 mg de agucar redutor / g de bagaco
tratado empregando-se 7 mL de extrato enzimatico bruto e 6 horas de hidrdlise
(ensaio 4), enquanto para o bagaco de cana in natura a maior quantificagao foi igual
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a 119,4 mg de ART / g de bagaco utilizando-se as mesmas condi¢gées de volume e
tempo de hidrélise. Para o bagago com pré-tratamento hidrotérmico os melhores
resultados foram obtidos empregando-se 7,8 mL de extrato enzimatico e 4 horas de
hidrdlise (ensaio 6), resultando em uma liberagdo maxima de ART igual a 159,9 mg
de ART / g de bagaco tratado.

Tabela 4.6. Teores de agucares redutores e glicose (obtida por conversdo) dos
hidrolisados enzimaticos. Os bagacos de cana in natura e pré-tratados foram

hidrolisados com o complexo enzimatico comercial Prozyn®.

Bagaco pré-tratado Bagago com pré-

Bagaco in natura com O3 + US + tratamento

Ensaios volume Tempo NaOH hidrotérmico

(mL) (horas)
ART Glicose ART Glicose ART Glicose

(mg/g) (%) (mg/g) (%) (mg/g) (%)
1 3 2 83,2 19,9 305,0 59,5 66,9 16,0
2 7 2 101,5 24,3 430,8 84,0 93,0 22,2
3 3 6 54,7 13,1 493,9 96,4 87,9 21,0
4 7 6 104,7 25,1 603,5 117,8 157,4 37,6
5 2,2 4 61,4 14,7 288,9 56,4 70,4 16,8
6 7,8 4 119,4 28,6 476,6 93,0 159,9 38,1
7 5 1,2 99,2 23,8 290,8 113,5 74,5 17,8
8 5 6,8 85,4 20,5 4255 83,0 66,1 15,8
9 5 4 92,2 22,1 528,2 103,0 108,4 25,9
10 5 4 85,2 20,4 488,4 95,3 145,5 34,7
11 5 4 89,3 21,4 464,0 90,6 120,6 28,8
12 5 4 88,9 21,3 383,9 74,9 1444 34,5
13 5 4 88,7 21,3 437,3 85,3 145,0 34,6

Na hidrdlise do bagaco de cana in natura empregando-se os extratos
produzidos pelos fungos M. thermophila e T. reesei obteve-se, respectivamente,
maximo teor de ART liberado igual a 56,5 e 45,1 mg de ART / g de bagaco. Esses
valores correspondem a, aproximadamente, 47 e 38 % da liberagdo maxima de ART
quando da aplicagdo da enzima comercial (119,4 mg de ART / g de bagaco). Para o
bagaco pré-tratado com O3 + US + NaOH a aplicagao dos extratos produzidos por
FES pelos fungos termofilico e mesofilico resultaram em 147,6 e 108,5 mg de ART /
g de bagacgo, o que equivale a 29 e 18 %, respectivamente, da quantidade de ART
liberados pela aplicacdo da Prozyn® (603,5 mg de ART / g de bagago). Quando
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aplicados no bagagco com pré-tratamento hidrotérmico os extratos produzidos no
presente trabalhos culminaram em 51,7 e 46,0 mg de ART / g de bagago, o que
representa, respectivamente, 32 e 29 % dos teores de ART liberados pelo complexo
comercial (159,9 mg de ART / g de bagaco).

O uso do complexo enzimatico comercial é mais eficiente do que as enzimas
produzidas por FES, pois esses complexos possuem uma formulacdo adequada das
enzimas necessarias e sao suplementados para aumentar a eficiéncia da
sacarificagdo do bagaco de cana. No entanto, esses complexos comerciais s&o
caros, representando elevado custo no processo, aparecendo como desvantagem
da hidrélise enzimatica e obstaculo para a efetiva inclusdo do etanol celuldsico na
matriz energética mundial (FLORENCIO, 2011). Assim, os resultados obtidos
aplicando-se as enzimas celuloliticas produzidas por FES em biorreator de leito
empacotado podem ser considerados promissores, tendo em vista que foi
empregado um tempo de hidrdlise relativamente curto e as enzimas produzidas por

FES mostraram-se eficientes para aplicagéo na sacarificagdo do bagacgo de cana.

4.3.2 Efeito do pré-tratamento do bagac¢o de cana-de-agucar

Os pré-tratamentos da biomassa desorganizam a estrutura do material
lignoceluldsico e expdéem a celulose e a hemicelulose a agdo das enzimas,
aumentando os rendimentos da hidrolise (MORETTI, 2010). Geralmente a hidrdlise
sem o pré-tratamento apresenta um rendimento menor que 20 % enquanto que, com
o pré-tratamento, o rendimento pode exceder 90 % de conversdo de celulose a
glicose (BALAT; BALAT; OZ, 2008). Além disso, a facilitacdo da hidrdlise pelos
tratamentos permite empregar condi¢bes mais brandas de operacao, possibilitando
redugdo no volume de extrato enzimatico aplicado e no tempo de hidrélise
(HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

Na Figura 4.9 sao apresentadas, para facilitar a interpretacéo dos resultados,
as concentragbes de acucares redutores por grama de bagagos in natura e pré-
tratados obtidas da hidrélise empregando extratos celuloliticos produzidos por M.
thermophila e T. reesei, respectivamente.

A Figura 6.9 permite observar que a ozondlise associada a irradiagdo de
ultrassom em meio alcalino é um pré-tratamento eficiente para aumentar a hidrélise

enzimatica do bagago de cana, permitindo maior conversdo de celulose a glicose
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(Tabelas 4.4 e 4.5). Para ambos os fungos observa-se que, para todos os ensaios
de sacarificagao, o teor de ART liberado pela hidrolise do bagaco pré-tratado com O3
+ US + NaOH foi muito superior ao teor liberado pela hidrélise do bagago in natura e
com pré-tratamento hidrotérmico, sobretudo quando da aplicacdo do extrato

enzimatico produzido por M. thermophila.
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Figura 4.9. Teores de agucares redutores liberados na sacarificagdo do bagago de
cana in natura e pré-tratados por agao dos extratos brutos produzidos pelo fungo: (a)
Myceliophthora thermophila 1-1D3b; (b) Trichoderma reesei QM9414.

A ozonodlise promove a remogao da lignina e parte da hemicelulose do
substrato, deixando a celulose mais acessivel para a acdo das enzimas.
Possivelmente, com a desestruturagdo do material lignocelulésico e consequente
redugao da cristalinidade da celulose, o substrato tenha se aproximado a estrutura
da carboximetilcelulose (CMC), tornando-se mais acessivel para a acdo do extrato
celulolitico produzido pelo fungo Mpyceliophthora thermophila, o qual apresentou
atividade CMCase muito maior que a do extrato produzido pelo fungo mesofilico
(ZANDONA FILHO, 2001). Sendo assim, para o bagaco pré-tratado com O3z + US +
NaOH o efeito do pré-tratamento do bagago de cana com O3 + US + NaOH foi
percebido mais intensamente nas hidrdlises realizadas com o extrato produzido pelo

fungo termofilico.
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O tratamento hidrotérmico ocasiona a hidrdlise de grande parte da fragao
hemiceluldsica presente na biomassa vegetal (GARROTE; DOMINGUEZ, PARAJO,
1999). Silva (2009) analisou as fra¢des solubilizadas apos diferentes condi¢cdes de
pré-tratamento hidrotérmico do bagago de cana-de-agucar e encontrou 88,7 % de
hemicelulose removida para a condicdo de 195 °C por 10 minutos. Assim, a
hemicelulose residual forma uma barreira dificultando a acdo das celulases e,
consequentemente, prejudicando a eficiéncia global do processo de hidrolise
enzimatica.

De acordo com Perrone (2012) em seus ensaios de pré-tratamento do bagago
de cana, o fator mais importante durante o pré-tratamento foi a agdo conjunta do
tratamento com ozbnio e a utilizagdo do meio alcalino que promoveram a
degradacao da lignina e remogao da hemicelulose, deixando a celulose exposta ao
ataque das celulases, tratamento similar ao empregado no presente trabalho. Além
disso, a utilizacdo da irradiacdo de ultrassom, em condi¢des alcalinas, pode romper
as paredes celulares facilitando a penetragédo dos solventes (LIU et al., 2007). O
efeito da irradiagdo somado ao conjunto ozénio/meio alcalino potencializa a
desestruturacdo do material lignoceluldsico, aumentando o rendimento da hidrdlise

enzimatica, conforme observado no presente trabalho.

4.4 Determinagao dos teores de glicose, xilose e celobiose por HPAEC-PAD

Considerando-se que a fibora do bagaco de cana ¢é formada por
aproximadamente 25 % de lignina, 25 % de hemicelulose e 50 % de celulose
(PANDEY et al., 2000), os teores de ART quantificados pelo método de Miller (1959)
dos pontos centrais do planejamento experimental da aplicacdo do extrato puro
produzido pelo fungo M. thermophila no bagaco de cana in natura e pré-tratados
(ozondlise e hidrotérmico) representam em média 5,2, 179 e 59 %,
respectivamente, do total de agucar redutor que poderiam ser extraidos do bagaco.
Por sua vez, quando aplicado o extrato do fungo T. reesei libera-se em média,
respectivamente, 3,5, 9,7 e 44 % do total de AR presente no material
lignocelulésico. Porém, o método do reagente DNS (MILLER, 1959) é uma
metodologia inespecifica, visto que a reagdo por ele empregada envolve qualquer
fragmento de celulose ou hemicelulose que tenha capacidade redutora.
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Desta maneira, procurou-se determinar com a utilizagdo da cromatografia de
troca anidnica, a parcela de ART pertencente a glicose, xilose e celobiose dos
pontos centrais do planejamento experimental apds a hidrélise enzimatica aplicando-
se 0s extratos puros de ambos os fungos. Esses pontos foram escolhidos para
analise por HPAEC-PAD, pois foram executados com réplicas e representam uma
estimativa interna do erro puro e dos pontos axiais, que determinam os termos
quadraticos.

Os resultados da quantificacdo de glicose, xilose e celobiose determinados
por cromatografia de troca anidnica (HPAED-PAD), conforme item 3.7 da secéao
Materiais e Métodos, expressos em mg de agucar por grama de bagago de cana,
s&o apresentados na Figura 4.10.

Na Figura 4.10 observa-se que, em geral, para o ponto central do
planejamento experimental, o qual emprega 5 mL de extrato enzimatico e 4 horas de
hidrélise, os teores de acucares liberados por agdo do extrato produzido por M.
thermophila foram superiores aos quantificados pela aplicagao do extrato produzido
pelo fungo mesofilico T. reesei, concordando com os resultados obtidos pelo método
de Miller (1959).
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Figura 4.10. Teores de agucares obtidos por HPAED-PAD para os diferentes tipos
de tratamento do bagaco de cana por agao dos extratos brutos produzidos pelo
fungo: (a) Myceliophthora thermophila 1-1D3b; (b) Trichoderma reesei QM9414
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Nas amostras apresentadas na Figura 4.10, que foram submetidas a
diferentes tratamentos da biomassa, observa-se que com a utilizagdo do ozbnio e
irradiagdo de ultrassom em meio alcalino, os teores de agucares aumentaram em
relagdo a amostra ndo tratada (bagago de cana in natura). Todavia, o tratamento
hidrotérmico n&o favoreceu a hidrolise enzimatica, pois apresentou menor
quantificacéo de agucares.

Ressalta-se que o extrato do fungo T. reesei resultou em maior liberagao de
xilose. Em média, para os ensaios com o bagaco pré-tratado com O3 + US + NaOH
a quantidade de xilose foi aproximadamente 9 vezes a quantidade de xilose liberada
para o bagacgo de cana in natura e 4 vezes a quantificada para o bagago com pré-
tratamento hidrotérmico. Além disso, o hidrolisado resultante da aplicagcdo do extrato
produzido por T. reesei apresentou maiores teores de celobiose.

A celobiose € um dissacarideo, composto por duas moléculas de glicose,
produto da hidrélise incompleta da celulose. Como ja relatado, o fungo T. reesei é
conhecido por sua deficiéncia na expressao de enzimas B-glicosidases, as quais séo
responsaveis por converter residuos de celobiose a glicose. Assim, como o extrato
contém uma quantidade insuficiente dessas enzimas, ocorre um acumulo de
celobiose, prejudicando a eficiéncia global do processo de hidrélise enzimatica.

A aplicagéo do extrato produzido pelo fungo M. thermophila resultou na maior
quantificacdo dos trés tipos de agucares analisados quando submetido ao pré-
tratamento a base de ozbénio. Comparando-se os resultados dessa aplicagdo com os
obtidos para o bagaco in natura, observa-se um aumento de aproximadamente 3,2
vezes a quantidade de glicose e 12,8 vezes a de xilose. Ademais, para o bagaco
pré-tratado com O3 + US + NaOH ocorre liberacdo de celobiose. Apesar da
moderada quantidade de B-glicosidase no extrato enzimatico de M. thermophila
(Figura 4.2d), a mesma foi eficiente na hidrélise, considerando-se a diminuigao da
quantidade de celobiose, seguida do aumento na quantidade de glicose, enquanto
nas hidrdlises utilizando-se o extrato de T. reesei, houve acumulo de celobiose.

A quantificacdo por HPAEC-PAD dos agucares presentes nos hidrolisados
dos diferentes tipos de bagago de cana permitiu uma melhor visualizagdo da
extensdo da hidrdlise enzimatica, bem como do efeito dos pré-tratamentos
empregados. Os principais agucares encontrados nas amostras foram a glicose e a
xilose, 0 que é interessante para os processos de sacarificacdo da biomassa, pois
esses podem ser utilizados pelas leveduras na etapa de fermentagao e producéo do
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etanol. Isto demonstra que a extensao da hidrélise atingiu seu principal objetivo, que
€ a formacdo dos monossacarideos passiveis de fermentacdo. Estes resultados
evidenciam que o rendimento da hidrélise enzimatica é fortemente influenciado pelo
tipo de pré-tratamento da biomassa empregado. Assim, a combinagdo ozénio e
irradiagdo de ultrassom em meio alcalino favorece a acessibilidade das enzimas

celuloliticas a celulose proporcionando, portanto, um aumento da digestibilidade

enzimatica nos processos de conversao da celulose em glicose.

4.5 Sacarificagdo do bagaco de cana empregando coquetéis enzimaticos

produzidos por Trichoderma reesei e Myceliophthora thermophila

O fungo Myceliophthora thermophila € um bom produtor de endoglucanase e
endoxilanase, atuando internamente nos substratos, porém produz pequena
quantidade de exoglucanase. O fungo Trichoderma reesei € reconhecido pela
capacidade de produzir diversos sistemas extracelulares de enzimas envolvidas na
hidrélise de polissacarideos, mas apresenta uma deficiéncia na producdo de [3-
glicosidases (BEGUIN, 1990). Desta forma, um aumento na eficiéncia da hidrolise
poderia ser obtido buscando o sinergismo entre enzimas dextrinizantes e
sacarificantes dos diferentes microrganismos (PINTO, 2010).

Na tentativa de aumentar a eficiéncia da hidrélise enzimatica, os extratos
produzidos pelos fungos Trichoderma reesei (T) e Myceliophthora thermophila (M)
foram misturados em diferentes composigbes (1:1; 1:3; 3:1), constituindo um
coquetel enzimatico, para avaliar uma possivel complementaridade de suas
enzimas. A temperatura € um dos principais fatores externos que influenciam as
atividades enzimaticas e, consequentemente, o processo de hidrélise enzimatica.
Assim, o maior desafio na consorciacdo das enzimas desses fungos reside no fato
de um microrganismo ser mesofilico e o outro termofilico, impossibilitando que suas

respectivas celulases atuem na temperatura 6tima.

4.5.1 Aplicacao dos coquetéis enzimaticos no bagago de cana in natura

Os resultados da liberacao de acucares redutores e do percentual de
conversao de celulose a glicose na hidrolise do bagaco de cana in natura
empregando os coquetéis enzimaticos sdo apresentados na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7. Liberacido de agucares redutores e percentual de conversao na hidrolise

do bagaco in natura empregando os coquetéis enzimaticos.

Ensaios ART (mg / g de bagaco) Glicose (%)
45°C 55°C 65°C Alternada* 45°C 55°C 65°C Alternada*
T1:M1 282 270 17,0 50,1 6,8 6,5 4.1 12,0
T1:M3 26,5 26,2 16,6 48,7 6,3 6,3 4,0 11,7
T3:M1 286 29,2 157 52,4 6,8 7,0 3,7 12,5
T 451 179 8.1 26,9 10,8 4,3 1,9 6,5
M 215 234 565 45,3 5,2 56 13,5 10,8

*Alternada = Hidrdlise com alternancia da temperatura entre 45 e 65 °C.

Na Figura 4.11 sdo apresentadas as concentragdes de agucares redutores
por grama de bagaco de cana in natura obtidas da hidrélise aplicando coquetéis
enzimaticos dos extratos celuloliticos produzidos por T. reesei e M. thermophila em

diferentes composigdes e temperaturas.
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Figura 4.11. Teores de ART liberados na sacarificacdo do bagaco de cana in natura

pela acao dos coquetéis enzimaticos.

A Figura 4.12 mostra os resultados das analises estatisticas da hidrolise do

bagaco de cana in natura em que sao apresentados o box-plot dos dados, efeitos
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principais de composi¢ao e temperatura de hidrolise e efeito de interacdo entre

composicao e temperatura.
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Figura 4.12. Analises estatisticas dos resultados da hidrélise do bagaco de
cana in natura por agao dos coquetéis enzimaticos: (a) Box-Plot; (b) Efeitos
principais de composicao e temperatura; (c) Efeito de interagdo entre composicao e

temperatura.

Na Figura 4.12 observa-se que a aplicagdo do extrato puro produzido pelo
fungo M. thermophila a 65 °C resulta em maiores teores de ART. Para aplicagdo dos
coquetéis enzimaticos ocorreu liberagdo maxima de ART quando aplicado o coquetel
constituido por 75 % do extrato enzimatico produzido por T. reesei e 25 % do
produzido por M. thermophila (T3:M1) com alternancia de temperatura entre 45 e 65
°C, com nivel de significancia estatistica de 5 %.

No entanto, o emprego das diferentes composicdes do coquetel enzimatico
resultou em valores similares de conversdao de celulose a glicose (Tabela 4.7).
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Quando da aplicagdo dos extratos puros na temperatura otima de cada
microrganismo obteve-se conversdo maxima de 13,5 % para o termofilico e 10,8 %
para o mesofilico. Portanto, na condigdo ideal da reagdo, ambos os fungos
respondem de maneira similar a hidrélise do bagac¢o de cana in natura. Assim,
independente da quantidade dos extratos mistos aplicados (diferentes composi¢des
empregadas), os resultados da hidrélise desse substrato serdo semelhantes.

Para os ensaios realizados em 45 °C, possivelmente, as celulases do fungo
termofilico, ao participarem da hidrdlise do substrato, liberam para o meio reacional
celobiose, que ocasiona inibicdo das enzimas do fungo mesofilico. Ademais, as
celulases de M. thermophila podem ter sofrido reducdo de atividade por nao
trabalhar em sua temperatura 6tima. Por outro lado, nas hidrélises realizadas a 65
°C, a aplicagéao das celulases puras do fungo T. reesei resultou em valores muito
baixos de ART, indicando que sofreram desnaturacdo térmica. Diante disso,
observou-se que para aplicagdo individual das celulases do fungo T. reesei a
liberacdo de ART reduz com a elevagdo da temperatura, devido a desnaturacao
térmica. Ja para as celulases do fungo M. thermophila os teores de ART aumentam
com o aumento da temperatura, pois em baixas temperaturas, as enzimas do fungo
termofilico ndo atuam com sua maxima capacidade, reduzindo a eficiéncia da
hidrélise enzimatica (Figura 4.11).

Assim, para aplicagcdo do coquetel constituido por enzimas dos fungos T.
reesei e M. thermophila na sacarificagcdo do bagago de cana in natura, pode-se
considerar que a condicdo térmica ideal € aquela que permite trabalhar com
alternancia entre as temperaturas 6timas dos microrganismos, possibilitando a agao
das celulases de ambos os fungos e evitando a desnaturagcdo e a inativagao

enzimatica.

4.5.2 Aplicacao dos coquetéis enzimaticos no bagaco de cana pré-tratado
com O3 + US + NaOH

Na Tabela 4.8 sdo apresentados os resultados da liberagdo de acgucares

redutores e do percentual de conversao de celulose a glicose da hidrélise do bagaco

pré-tratado com O3 + US + NaOH empregando os coquetéis enzimaticos.
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Tabela 4.8. Liberacido de agucares redutores e percentual de conversido na hidrélise

de bagaco pré-tratado com O3 + US + NaOH empregando os coquetéis enzimaticos.

. ART (mg / g de bagaco) Glicose (%)
Ensaios 45°C 55°C 65°C Alternada* 45°C 55°C 65°C Alternada*
T1:M1 161,5 176,1 126,9 178,9 315 344 248 42,7
T1:M3 154,6 160,9 1425 172,7 301 314 278 41,2
T3:M1 168,7 213,1 143,8 182,9 329 416 28,0 43,6
T 108,5 120,4 49,9 89,4 212 235 97 21,3
M 137,17 146,3 174,6 167,0 26,8 274 34,0 39,9

*Alternada = Hidrolise com alternancia da temperatura entre 45 e 65 °C.

Na Figura 4.13 sdo apresentados os teores de ART por grama de bagago pré-
tratado com O3z + US + NaOH obtidos da aplicacdo dos coquetéis produzidos por T.
reesei e M. thermophila em diferentes composicdes e temperaturas.

Na Figura 4.14 sédo apresentados os resultados das analises estatisticas da
hidrélise do bagagco de cana pré-tratado com O; + US + NaOH em que sao
mostrados o box-plot dos dados, efeitos principais de composicdo e temperatura de

hidrélise e efeito de interacdo entre composigéo e temperatura.
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Figura 4.13. Teores de acucares redutores liberados na sacarificagdo do bagacgo de

cana pré-tratado com O3 + US + NaOH por agao dos coquetéis enzimaticos.
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A Figura 4.14 permite observar que os estimadores estatisticos dos dados da
hidrolise enzimatica do bagagco de cana pré-tratado, aplicando-se os coquetéis
enzimaticos dos extratos produzidos pelos fungos T. reesei e M. thermophila,
indicaram diferenga significativa na quantidade de agucares redutores totais
liberados com as variagdes da composi¢ao do coquetel enzimatico (p = 0,000) e da
temperatura de hidrdlise (p = 0,000), bem como efeito de interagdo entre as variaveis
(p = 0,000).
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Figura 4.14. Analises estatisticas dos resultados da hidrélise do bagago de
cana pré-tratado com O3 + US + NaOH por acao dos coquetéis enzimaticos: (a) Box-
Plot; (b) Efeitos principais de composicao e temperatura; (c) Efeito de interagao entre

composicao e temperatura.

Na Figura 4.14 nota-se que a melhor composi¢cdo do coquetel enzimatico na
sacarificagdo do bagaco pré-tratado € aquela que emprega 75 % do extrato
enzimatico produzido pelo fungo T. reesei e 25 % do produzido pelo fungo M.
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thermophila (T3:M1) a 55 °C, com nivel de significancia estatistica de 5 %,
evidenciando o efeito de sinergia entre as enzimas produzidas pelos fungos M.
thermophila e T. reesei. Contudo, ndo foi observada diferenga significativa entre as
hidrélises realizadas a 55 °C e com alternancia de temperatura, pois, em ambos os
casos, ndo ocorrem nem desnaturacdo das enzimas de T. reesei, hem inativacao
das de M. thermophila, de modo que as celulases de ambos os fungos, embora com
preferéncias térmicas distintas, atuem de maneira satisfatéria.

Todavia, para todas as temperaturas empregadas na hidrélise do bagacgo pré-
tratado com O3 + US + NaOH, notou-se reducgdo significativa nos teores de ART
quando o extrato puro do fungo mesofilico foi aplicado (Figura 4.14). Como ja
mencionado, o fungo Trichoderma reesei apresenta uma deficiéncia na expressao
da enzima B-glicosidase, o que restringe a conversdao de celobiose em glicose,
proporcionando inibicdo da atividade das celulases pelo acumulo do produto da
hidrélise. Assim, para a sua efetiva aplicacdo €& necessario que se faca a
suplementagdo com [-glicosidase, a qual pode ser proveniente do extrato
enzimatico produzido por outro microrganismo, por meio do efeito sinergistico das
enzimas (SUKUMARAM et al., 2009; GOTTSCHALK et al., 2010).

Os dados da Tabela 4.8 permitem observar que com o aumento da
temperatura de 55 °C para 65 °C ocorre redugao da liberagdo de ART e,
consequentemente, de conversao de celulose a glicose, para todas as proporgdes
empregadas, destacando-se para a composicao T3:M1, devido a desnaturagao
térmica das enzimas do fungo mesofilico, as quais nessa combinagéo representam
75 % do volume total das celulases aplicadas. Uma redu¢cdo menos expressiva foi
observada para a composi¢cao que emprega maior quantidade de enzimas do fungo
termofilico (T1:M3), pois as celulases de M. thermophila estdao trabalhando em sua
temperatura 6tima de endoglucanases (65 °C) nao sofrendo interferéncia térmica do
processo (MACHADO, 2012).

A temperatura 6tima de atividade das endoglucanases foi relatada como
sendo igual a 65 °C para M. thermophila e 45 °C para T. reesei. Porém, ha que se
considerar que tal conclusao foi baseada em ensaio com 10 minutos de duragao e
empregando-se carboximetilcelulose como substrato (MACHADO, 2012). Ademais,
possivelmente as temperaturas citadas sao 6timas para atividade de CMCase dos
fungos utilizados, mas nao necessariamente seréo 6timas para outras atividades do

pool de celulases. Nos ensaios de hidrélise apresentados no presente trabalho, com
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duragdo de 6 horas, empregando-se o0s coquetéis enzimaticos, verificou-se um
aumento de liberacdo de ART quando realizada com alternéncia de temperatura
para o bagaco in natura e a 55 °C para o bagaco pré-tratado com O3z + US + NaOH,
bem como reducio dos teores de ART para os ensaios realizados a 65 °C. Além da
desnaturagcdo térmica, concorre para a interferéncia nas reagdes de hidrolise a
redugcdo da massa de celulose facilmente acessivel as enzimas e o acumulo de
inibidores que sdo os produtos da reagdo (BALAT; BALAT; OZ, 2008).

Alguns fungos filamentosos, porém nao Trichoderma reesei, produzem
oxirredutases, tais como lacases e lignina peroxidases, que cooperam nha
despolimerizagao oxidativa de polissacarideos da parece celular vegetal e da lignina
presente nos materiais lignoceluldésicos (KERSTEN; CULLEN, 2007; MARTINEZ et
al., 2009). Estas enzimas poderiam aumentar a eficiéncia das glicosil hidrolases
padrdes de fungos como T. reesei, quer fornecendo uma maneira alternativa para
clivar ligagdes de polissacarideos ou tornando-os mais acessiveis as enzimas
(BANERJEE; SCOTT-CRAIG; WALTON, 2010). Assim, pode ser que o fungo M.
thermophila tenha em seu pool de celulases enzimas oxirredutases que auxiliam na
sacarificagdo do bagago de cana quando combinado ao extrato produzido pelo fungo
T. reesei, aumentando a eficiéncia global do processo hidrolitico. Essa hipdtese da
margem a futuros estudos para investigar a secrecao de enzimas oxidativas, bem

como seu mecanismo de agao na degradacgao da celulose.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusoes

A produgdo de enzimas celuloliticas pelos fungos termofilico Myceliophthora
thermophila e mesofilico Trichoderma reesei no biorreator, nas condigdes
operacionais adotadas no presente trabalho, foi satisfatéria, dado que o perfil de
atividade enzimatica foi relativamente homogéneo, com alguma heterogeneidade
sendo justificada por limitagdes intrinsecas do processo. As atividades enzimaticas
do extrato produzido pelo fungo termofilico foram maiores do que as obtidas para o
produzido pelo fungo mesofilico, para a mesma taxa de aeragao.

Essas enzimas foram aplicadas na hidrolise do bagaco de cana in natura e
pré-tratado com ozénio e irradiagao de ultrassom em meio alcalino e no bagago com
pré-tratamento hidrotérmico. Os resultados com os dois extratos indicaram como
6timos um volume de 7,0 mL e 6 horas de hidrélise para os bagacgos in natura, pré-
tratado com ozénio e irradiacdo de ultrassom em meio alcalino e com pré-tratamento
hidrotérmico, exceto o extrato de M. themophila que resultou em 5,0 mL e 6,8 horas
para o bagaco hidrotérmico. Os melhores resultados de conversao em glicose com
os dois extratos foram obtidos com o bagaco pré-tratado com ozénio e irradiagao de
ultrassom em meio alcalino, tendo sido de 34,0 % para M. thermophila e de 21,2 %
para o T. reesei, reiterando que este pré-tratamento € eficiente. Embora o extrato
enzimatico produzido pelo fungo T. reesei tenha apresentado atividades enzimaticas
inferiores ao produzido por M. thermophila, o desempenho de ambos na hidrélise do
bagaco in natura e com pré-tratamento hidrotérmico foi similar, evidenciando a
qualidade do pool de celulases secretadas pelo fungo mesofilico.

Para avaliar uma possivel complementaridade dessas enzimas, os extratos
foram combinados em diferentes composicbes e temperaturas. As diferentes
combinagdes resultaram em valores similares de conversao de celulose em glicose
para o bagaco in natura, com melhores resultados trabalhando-se com alternancia
entre as temperaturas Otimas dos microrganismos. A melhor composicdo do
coquetel celulolitico na sacarificacdo do bagaco de cana pré-tratado com ozbénio e
irradiagao de ultrassom em meio alcalino foi obtido pela combinagdo que empregou
75 % do extrato de T. reesei com 25 % de M. thermophila a 55 °C, resultando em

41,6 % de conversao, comprovando o efeito de sinergia entre as enzimas.
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5.2 Sugestoes
Como sugestdes para futuros trabalhos na area, propdéem-se:
e Estudar as condicbes operacionais do processo de hidrélise enzimatica,
avaliando efeito de pH, temperatura, concentracido de enzimas e tempo de

hidrélise na liberacdo de agucares redutores;

e Estudar as enzimas oxidativas e/ou auxiliares envolvidas no mecanismo de

degradagéao da celulose e hemicelulose;
e Avaliar e compreender o sinergismo entre as enzimas hidroliticas e oxidativas
produzidas por diferentes microrganismos na degradagdo do material

lignocelulésico;

e Desenvolver novos coquetéis enzimaticos provenientes da mistura de extratos

produzidos por diferentes microrganismos;

e Avaliar a constituicdo desses coquetéis enzimaticos, buscando-se a

composicgao ideal para a hidrolise do bagago de cana-de-agucar.
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