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RESUMO

FERREIRA, Claudia Giannini. Avaliacao do efeito sinérgico entre xilanases e celulases na
desconstrucio do complexo lignoceluldsico e da fermentabilidade do hidrolisado gerado
na producio de acido latico. Dissertacdo de mestrado, Escola de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro — Brasil, 2019.

Orientador: Nei Pereira Junior.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o sinergismo entre glucanases e xilanases, a
fim de facilitar o acesso de enzimas do complexo celuldsico a celulose, que ¢ muitas vezes
influenciado pela existéncia de xilanas repreciptadas na matriz lignoceluldsica. Desta forma,
um coquetel enzimatico otimizado contendo xilanases e glucanases poderia favorecer a
conversao da celulose em glicose. Para isso, duas biomassas lignoceluldsicas foram
inicialmente utilizadas para avaliar o grau de sinergismo entre essas enzimas: uma com
origem da industria de celulose — proveniente do sistema de decantacdo, denominada polpa
celulésica — e a outra foi um bagago de cana-de-agucar submetido a um pré-tratamento
alcalino (CAPD). Ensaios preliminares realizados com as enzimas celulase e xilanase
purificadas da Sigma-Aldrich™ apresentaram como resultado de hidrolise enzimatica da
CAPD 31% de eficiéncia hidrolitica (HE) quando hidrolisada apenas com celulase; no
entanto, quando um coquetel com as duas enzimas (1:1) foi usado, a HE aumentou para 43%,
resultando em um grau de sinergismo (GS) de 25%. Com a polpa celuldsica, a HE foi de
30,5% apenas com celulase e 39,8% com ambas as enzimas, fornecendo um GS de 13%. Para
confirmar este resultado, outro experimento foi realizado com CAPD, aumentando o TS para
2,5%, atingindo 40% e 55% de HE, apenas com celulase e com o coquetel contendo ambas as
enzimas, respectivamente. Foi aplicada, em paralelo, a mesma metodologia para avaliacdao de
sinergismo entre a xilanase purificadas e um extrato produzido in situ no LADEBIO a partir
do fungo filamentoso Penicillium funiculosum, com os quais foi possivel obter eficiéncia de
hidrolise 87% apenas com o preparado LADEBIO e 100% de eficiéncia quando utilizado o
coquetel com as xilanases purificadas e as enzimas produzidas in situ. Para alcangar um
sistema otimizado tendo como resposta a eficiéncia hidrolitica e a producao de glicose,
utilizou-se a técnica estatistica de planejamento experimental delineamento composto central
rotacional (DCCR). Através do DCCR foi possivel chegar a melhor condi¢do do sistema: teor
de solidos de 12,8% (m/v), carga de celulases de 23,4mgprotcina/Eeelulose € carga de xilanases de
6,6Mgproteina’ Eeelulose; ONde se obteve 89% de eficiéncia hidrolitica e 62g/L de glicose. Desta
forma, foi produzido um hidrolisado enzimatico nas condi¢des previamente otimizadas,
obtendo-se 94% de eficiéncia de hidrolise e 61,9g/L de glicose. Para avaliacio da
fermentabilidade deste hidrolisado enzimatico na produ¢do de acido latico, foi realizado
experimento de fermentacdo em biorreator em batelada simples, utilizando a cepa
Lactobacilllus pentosus ATCC 8041. A produtividade méaxima alcangada foi de 1,26 g/(L.h),
com producdo de 46,8g/L de acido latico. A eficiéncia de fermentacdo do sistema foi de
85,1% do total teodrico. O presente estudo conferiu apenas uma andlise preliminar da
fermentabilidade de um xarope rico em acutcares formado a partir de CAPD hidrolisada com
preparado enzimatico LADEBIO.

Palavras-chave: Sinergismo, Celulases, Xilanases, produ¢do de enzimas, Hidrolisado
enzimatico, Fermentac¢do, Lactobacillus pentosus, Acido Latico.
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ABSTRACT

FERREIRA, Claudia Giannini. Evaluation of the synergistic effect between xylanases and
cellulases in the deconstruction of the lignocellulosic complex and the fermentability of
the hydrolyzate generated in the production of lactic acid. Master's Dissertation, School of
Chemistry, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro — Brazil, 2019.

Advisor: Nei Pereira Junior.

This study proposes to evaluate the synergism between glucanases and xylanases, in order to
facilitate the access of cellulolytic enzymes to cellulose, which is influenced through the
existence of reprecipitated xylan in the lignocellulosic matrix. Therefore, the design of an
optimal cocktail containing xylanases and glucanases could increase the conversion of
cellulose to glucose in a cellulolytic complex. For this, two lignocellulosic biomasses were
initially used to evaluate synergism between these enzymes. One of them is a pulp mill origin
from cellulose industry - coming from the decanting system; the other was sugarcane bagasse
subjected to an alkaline pre-treatment (CAPD). A preliminary assay was performed using as
enzymes cellulase and xylanase from Sigma-Aldrich®. Hydrolysis of CAPD resulted in 31%
hydrolytic efficiency (HE) when hydrolyzed only with cellulase; however, when a cocktail
with two enzymes (1:1) was used, HE increased to 43%, resulting in a synergism (SD) of
25%. With cellulose pulp, HE was only 30.5% with cellulase and 40% with both enzymes,
giving a GS of 13%. To confirm this result, another experiment was performed with CAPD,
increasing SL to 2.5%, reaching 40% and 55% HE, with cellulase alone and with the cocktail
containing both enzymes, respectively. In parallel, the same methodology was used to
evaluate synergism between the purified xylanases and an extract produced in situ in
LADEBIO, from the filamentous fungus Penicillium funiculosum, where it was possible to
obtain 87% hydrolysis efficiency only with the preparation LADEBIO and 100% efficiency
when using the cocktail with the purified xylanases and enzymes produced in situ. In order to
reach an optimized system focus into hydrolytic efficiency and glucose production, it was
used the statistical technique of experimental design of the central rotational compound
design (DCCR). Using DCCR, it was possible to reach the betters conditions: solids content
of 12.8% (m/v), cellulase loading of 23.4mgprotwin/Gecluiose and Xylanase loading of
6.6Mgprotein/ Leellulose; Whereby 89% of hydrolytic efficiency and 62g/L of glucose production.
Thus, a enzymatic hydrolyzate was produced under the conditions previously optimized,
reaching 94% of hydrolysis efficiency and 69,1g/LL of glucose production. A batch
fermentation bioreactor with Lactobacillus pentosus ATCC 8041 was evaluated for its
fermentability and efficiency production of lactic acid. The maximum productivity reached
was 1.26 g/(L.h), with yield of 46.8 g/L of lactic acid. The fermentation efficiency of the
system was 85.1% of the total theoretical. The present study shows a preliminary analysis of
the fermentable of a sugar rich hydrolyzate formed from CAPD hydrolyzed with enzyme
preparate LADEBIO.

Keywords: Synergism, Cellulases, Xylanases, Enzyme Production, Enzymatic Hydrolyzate,
Fermentation, Lactobacillus pentosus, Lactic Acid.
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Capitulo 1 - APRESENTACAO DO TEMA DA DISSERTACAO

A conjuntura mundial de crescimento populacional associada a um aumento das
atividades de industrias vem consequentemente ampliando a necessidade por combustiveis,
energia e insumos, bem como a gradativa preocupagdo da dependéncia por fontes nao
renovaveis. Tais fontes além de apresentarem distribuicao desigual, mostram entraves em seu
uso, uma vez que sao os principais emissores de gases causadores do efeito estufa e poluicao
atmosférica. Desta forma, alternativas energéticas que tém como base fontes renovaveis,
sustentaveis e ecologicamente corretas sdo importantes recursos para reverter o quadro

anteriormente citado.

Para a geragdo de produtos sustentdveis uma grande diversidade de matérias-
primas pode ser utilizada como fonte de carbono e nutrientes. As matérias-primas para tais
bioprocessos podem ser agrupadas em func¢do da estrutura e complexidade molecular dos
substratos pelos quais os produtos sdo obtidos. Em alguns casos, os substratos estdo
disponiveis em forma polimérica, sendo necessdria uma hidrdlise prévia, caso o agente
biologico disponivel no meio ndo seja capaz de sintetizar enzimas que catalisem a

despolimerizagdo desses substratos (Pereira Jr. et al., 2008).

Materiais ricos em agucares ¢ derivados incluem fontes sacarineas e amilaceas e
também as fontes lignocelulodsicas, que se destacam por seu carater residual, como o bagaco

de cana-de-acucar. Estes materiais sdo caracterizados como residuos agricolas, ou seja,
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residuos gerados direta ou indiretamente no processo de producdo da atividade agricola. O
processo de degradacdo do material lignoceluldsico por rota bioquimica apresenta quatro
etapas principais: pré-tratamento do material; hidrélise enzimatica dos agucares; fermentagao

do hidrolisado enzimatico obtido e separagao do produto final (Dimarogona et al., 2013).

Estudos relacionados a otimizagdo das etapas supracitadas vem sendo conduzidos
com o objetivo de viabilizar a produgcdo em larga escala de bioprodutos de base
lignocelulosica. O custo e a eficiéncia de hidrélise enzimatica utilizada para degradagao da
biomassa sdo alguns dos fatores limitantes do processo, e formam consideraveis gargalos
tecnologicos e econdmicos (Alvira et al., 2011). O Brasil depende de empresas estrangeiras
para a producdo enzimas em geral. Entretanto, ¢ sabido que o conceito de engenharia de
produto pode ser aplicado no processo de producao de celulases e outras proteinas acessorias
a partir de microrganismos capazes de expressar tais genes produtores ou ainda pela
incorporagdo controlada em microrganismos hospedeiros, a fim que a célula mutante secrete

as enzimas desejadas nas propor¢des ideais (Wen et al, 1995 apud Maeda, 2010).

No Laboratério de Desenvolvimento de Bioprocessos (LADEBIO), Castro (2006)
avaliou as principais linhagens produtoras de celulases, estudando propriedades cinéticas,
fisico-quimicas e cataliticas; Maeda (2010) estudou a producdo de celulases por Penicillium
Sfuniculosum ATCC 11797; Dias (2011) desenvolveu uma pesquisa para producdao de [3-
glucosidases a partir de Aspergillus ATCC 1004; Rocha (2014) estudou a producao de
celulases por Trichoderma harzianum 10C 3844; Jaramillo (2014) avaliou também a
producdo de 4cido latico de segunda geragdo a partir de diferentes linhagens de Lactobacillis;
Mendez (2016) desenvolveu um biocatalisador celulolitico balanceado, a partir de enzimas de
A. niger, P. funiculosum e T. harzianum, bem como promoveu estudos com proteinas
acessorias para a eficiente conversdao de biomassa em acucares fermentaveis, para posterior
fermentagdo e producdo de etanol; Passos (2018) otimizou o cultivo de P. funiculosum para a
producao de hidrolases visando a sua aplica¢dao na desconstrugdo da biomassa lignocelulésica.
Todos estes trabalhos empregaram bagaco de cana pré-tratado como fonte carbono para a

producdo enzimatica.

Isto posto, o presente trabalho buscou o estudo do efeito sinérgico entre celulases
comerciais purificadas e xilanases comerciais purificadas, bem como a sinergia entre as
xilanases purificadas e um preparado enzimatico produzido in situ no LADEBIO a partir do

fungo P. funiculosum (Passos, 2018) e xilanases purificadas com coquetel enzimatico Celic

19



C-Tec 2. A segunda etapa do trabalho visou a fermentagao latica do hidrolisado produzido em

condi¢des Otimas entre o preparado enzimatico LADEBIO e as xilanases purificadas.

A presente dissertacdo de mestrado esta estruturada da seguinte forma: inicia-se
com o referencial teérico e o estado da arte de matrizes energéticas seguida de uma breve
alusdo a biorrefinarias e matérias primas-glicidicas, ressaltando seus principais constituintes
moleculares, e pré-tratamentos utilizados para matéria-prima lignoceluldsica. Apods,
conceitua-se hidrélise enzimatica e as enzimas lignoceluloliticas do grupo das celulases e
hemicelulases, quando entdo ¢ realizado um aprofundamento no que diz respeito ao
sinergismo entre esses dois grupos. Este capitulo foi finalizado com uma breve explanagio

sobre acidos organicos, dando énfase ao acido latico, produto final obtido neste trabalho.

No capitulo 3, sdo apresentadas as justificativas e os objetivos propostos para a
pesquisa. Em seguida, no capitulo 4, estdo descritas de forma detalhada as metodologias e
analises utilizadas para a execucdo do presente trabalho. Os resultados apresentam-se na
sequéncia, e sdo discutidos com base em todo contetido adquirido, bem como comparados,
quando possivel, com resultados obtidos na literatura. Finalmente, relatam-se as principais

conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros.
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Capitulo 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MATRIZES ENERGETICAS

Em consequéncia do acentuado crescimento populacional e do aumento das
atividades industriais, as perturbagdes ambientais estdo cada vez mais graves e frequentes. A
acdo antrdpica atinge, hoje, grandes dimensdes que sdo facilmente observadas através de
alteragcdes na qualidade do solo, do ar e da 4gua. A utilizagdo excessiva da energia fossil
disponivel na Terra ¢ um grande obstaculo atual. Fontes alternativas de energia baseadas em
processos sustentaveis, regenerativos e ecologicamente corretos sdo importantes recursos para

enfrentar este desafio.

Atualmente, grande parte da matriz energética mundial ¢ derivada de
combustiveis fosseis, como o petrdleo e o carvao mineral, apresentando em um panorama
geral em torno de 87% de exploragdo desses recursos (IEA, 2019). Todavia, o Brasil se
destaca por ser o pais que apresenta a energia mais limpa no mundo por possui tecnologias de
aproveitamento consolidadas e apresenta um percentual de 43% de utilizagdo das fontes

naturais renovaveis, como pode ser observado na Figura 2.1 (BEN, 2018).
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Figura 2.1 Compilacdo de dados percentuais da matriz energética mundial (IEA, 2019) e brasileira (BEN, 2018)

A retirada de petroleo do subsolo, bem como seu transporte e todos os processos
industriais envolvidos em sua transformacdo em produtos de interesse, podem ser
responsaveis por impactos, como derramamentos de Oleo, gera¢dao de residuos e efluentes
toxicos de baixa degradabilidade e/ou contaminacdo dos lengois fredticos (Bon e Pereira Jr.,
1999). De fato, quaisquer atividades industriais que tenham por base matérias-primas fosseis
ndo devem ser consideradas ecologicamente amigaveis, uma vez que ndo sao
autossustentaveis, e apesar de serem fontes naturais, ndo sdo renovaveis e seus produtos sao
predominantemente ndo biodegraddveis e ocasionam o acumulo de diversos poluentes no

ambiente.

Bon e Pereira Jr. (1999) destacam que a queima de combustiveis derivados do
petrdleo resulta no acumulo de dioxido de carbono na atmosfera, o que consequentemente
intensifica o efeito estufa — fenomeno natural de aquecimento terrestre onde ha retencdo de
calor irradiado pelo Sol a superficie da Terra, e tem por objetivo manter a temperatura média
do planeta. Pelo fato de os gases emitidos na utilizagdo destes combustiveis serem muito
densos, os mesmos permanecem acumulados na atmosfera em proporgdes elevadas e formam
barreiras que impedem a dissipag¢do do calor gerado pelo Sol, o que ocasiona o aquecimento

excessivo da superficie terrestre.

Além disso, h4 de se considerar o aumento e volatilidade do prego do barril de
petréleo que varia conforme os movimentos de oferta e demanda, bem como a fendmenos
geopoliticos nas areas produtoras e nas vias de distribuicdo. Na intencdo de reduzir a
necessidade por esta commodity, setores de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacao (PD&I)
investem cada vez mais em producdes de larga escala de combustiveis alternativos a partir de

recursos renovaveis. No ano de 2007, o parlamento americano aprovou uma emenda
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legislativa sobre o “Renewable Fuel Standard”, onde o Departamento de Energia dos EUA
tragou a meta crescente para producdo de 136 bilhdes de litros de biocombustiveis a serem

demandados até o ano de 2022 (Figueira, 2015).

2.2 BIORREFINARIA

A biorrefinaria surge como uma unidade industrial desenvolvida com o propdsito
de integrar todos os processos necessarios para transformar matéria-prima renovavel,
biomassas em geral, em bioprodutos de maior valor agregado (Pereira Jr. et. al, 2008). A
comunidade cientifica volta sua atencdo para esse cenario, dado o elevado interesse nas
moléculas presentes na matriz celular das biomassas lignoceluldsicas, bem como a utilizagao

de matérias-primas na forma de residuos.

Sandun ef al. (2006) mostra que essas unidades industriais t€ém como objetivo a
geracdo simultdnea de produtos high value/low volume (HVLV) e low value/high volume
(LVHYV). Para isso, devem ser arquitetadas buscando diversificar o uso da biomassa e reduzir
a geracao de residuos, posto que produtos de alto valor agregado aumentam a lucratividade do
projeto e produtos de baixo valor agregado contribuem para a demanda energética, reduzindo

o custo médio de operagao fazendo uso de processos integrados.

As concepgdes de Biorrefinaria e Quimica Verde sdo diretamente relacionadas ao
uso de recursos renovaveis, de forma que os mesmos obtenham cadeias de valor agregado
proximas as atingidas pelos derivados de fontes fosseis. Como mostra a Figura 2.2, o conceito
¢ andlogo ao de refinarias de petrdleo, ao ponto que ambas tem por objetivo separar e
transformar a matéria-prima em diferentes fracOes que atendam a determinados setores da
industria. Entretanto, em 2010, Vaz Jr. et al afirmou que as biorrefinarias ganharam destaque
principalmente por atuarem dentro do conceito da bioeconomia e causarem menor impacto
ambiental, empregando biomassa como matéria-prima na intencdo de valorizar sistemas
integrados  sustentaveis  (tecnologia, processos, residuos sustentdveis, produtos
biodegradaveis), como exposto no paragrafo anterior.

O bioetanol de primeira geragdo, obtido a partir do caldo de cana-de-agucar, ¢ um
potencial biocombustivel capaz de atender a crescente demanda mundial por energia
renovavel de valor economico reduzido e baixo poder poluente. Giannini (1997) elucida que
as emissdes gasosas provenientes da queima do etanol sdo utilizadas no processo de
fotossintese no desenvolvimento de novos vegetais cultivados. Esse ciclo de emissdo-
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absor¢ao de CO,; favorece a disseminacdo do gas carbonico na atmosfera, indicando o etanol

como produto menos prejudicial ao ambiente quando comparado a gasolina, por exemplo.

REFINARIA DE PETROLEO BIORREFINARIA

Matéria-prima
Combustiveis Fosseis

8 Biomassa vegetal
w's

Conversio, tratamentos e
processos petroguimicos

Biommhusﬁ«as| Ih[aheria.isbhdeglzd.étm‘sl | Eioprodutos |

Fonte: Adaptado de VIASPACE (2018).
Figura 2.2. Analogia conceitual entre refinaria de petroleo e biorrefinaria

Em pesquisa realizada pelo Departamento de Energia dos Estados Unidos (US
DOE), foi apresentada uma lista de moléculas ambientalmente significativas produzidas a
partir de biomassas. O acido latico estd nessa listagem, destacando-se por ser um importante
acido organico para indulstria quimica por sua grande aplicabilidade em diversos setores,
como na industria de cosméticos, de alimentos, farmacéutica, polimeros, téxtil, agroquimica,

entre outras (Werpy e Petersen, 2004).

Wee et al. (2006) afirmam que o ramo industrial que apresenta maior crescimento
na producdo e consumo de 4cido latico € o setor de polimeros, principalmente pela utilizacao
do mesmo como mondmero na producdo do polilactato (PLA). O PLA, bioplastico obtido
pela polimerizagao do &cido latico, demonstra caracteristicas comparaveis aos termoplasticos
sintéticos, porém com a vantagem de ser obtido a partir de fontes renovéaveis. Outras
singularidades que devem ser evidenciadas também se devem ao fato de ser um composto

biodegradavel, compostavel e reciclavel.
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2.3 MATERIAS-PRIMAS — BIOMASSAS

Denomina-se biomassa toda matéria organica renovavel de origem vegetal ou
animal, gerada direta ou indiretamente do processo de fotossintese, a qual dispde de energia
que pode ser processada na inten¢do de fornecer formas bioenergéticas mais elaboradas e
adequadas para o uso final (Pereira Jr. et. al, 2008). Os residuos agroindustriais, obtidos a
partir de culturas agricolas, apresentam alto valor energético e sdo capazes de reduzir a

dependéncia por energia comprada em suas unidades industriais (Nogueira e Lora, 2003).

O crescimento gradativo de investimentos em PD&I para diferentes tecnologias
de producdo de substancias quimicas, combustiveis e energia ¢ essencial, principalmente no
que diz respeito a biomassa residual de composicao lignoceluldsica, uma vez que sdo gerados
em grande quantidade em todo o mundo, bem como residuos celuldsicos provenientes da
industria de papel e celulose, gerados na producdo da pasta de celulose (Pereira Jr. et. al,

2008).

2.3.1 Matérias-primas Glicidicas - Materiais Lignoceluldsicos

Para a geracdo de combustiveis sustentaveis e/ou bioprodutos uma grande
diversidade de matérias-primas, em geral oriundas da agroindustria, ¢ utilizada como fonte de
carbono e nutrientes. De modo geral, as matérias-primas para tais bioprocessos podem ser
agrupadas em funcdo da estrutura e da complexidade molecular dos substratos pelos quais os
produtos sdo obtidos (Figura 2.3). Em alguns casos, os substratos estdo disponiveis em forma
polimérica, sendo necessdria uma hidrolise quimica prévia, por exemplo, caso o agente
biologico disponivel no meio ndo seja capaz de sintetizar enzimas que catalisem a

despolimerizagdo desses substratos (Pereira Jr. et al., 2008).

A utilizacdo de alimentos para producdo de biocombustiveis ¢ amplamente
discutido em diversos paises, posto que algumas das principais questdes mundiais € a escassez
de alimentos e a preocupagdo em sanar a desnutri¢do de grande parte da populagdo mundial.
Grupos ambientalistas discutem também a utilizacdo destas biomassas vegetais, uma vez que
para o amplo plantio das mesmas por vezes pode aumentar a 4rea de extensdo de

desmatamento.

Contudo, como exposto na Figura 2.3, materiais ricos em agucares ¢ derivados

incluem ndo somente fontes sacarineas e amilaceas, como o caldo da cana-de-agucar e
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diversos graos, como milho e arroz; mas também as fontes lignocelulosicas, que se destacam
por seu carater residual, como o bagaco de cana-de-acucar, o sabugo de milho, palha de arroz.
Estes materiais sdo caracterizados como residuos agricolas, ou seja, residuos gerados direta ou
indiretamente no processo de produgdo da atividade agricola, e ndo competem com os
alimentos. Além disto, apresenta menor valor agregado, o que reflete em um custo de

producdo reduzido se comparado aos combustiveis gerados através das outras fontes de

biomassas.
SACARINEAS AMILACEAS LIGNOCELULOSICAS
E-LACTOSE SACAROSEE i AMIDO i i CELULOSE | HEMICELULOSE
pormnee R A N N ' Arabinose |
 Galactose Frutose - : Glicose ' T
‘ ‘ | Manose || Xilose |
! Galactose '

L. o o -

Fonte: Adaptado de Pereira Jr et al., 2008.
Figura 2.3 Principais matérias-primas glicidicas, seus substratos e produtos correspondentes

No Brasil, a biomassa lignoceluldésica que mais se destaca, por ter a maior
producdo anual quando comparada as demais, ¢ o bagaco de cana-de-acucar. Isso porque o
aumento da demanda mundial por fontes de energias renovaveis, aliado as grandes éareas
cultivaveis e condigdes climaticas favordveis a cana-de-agucar, tornaram o pais um
importante provedor para a exportacao desse material. A Tabela 2.1 apresenta séries historicas
de producdo de matérias-primas glicidicas nos ultimos nove anos no Brasil, com suas massas
representadas em base umida. Segundo CONAB (2018), a produ¢do de cana-de-agucar,
estimada para a safra 2018/19, ¢ de 615,84 milhdes de toneladas, o que representa uma

reducao de 2,8% em relacdo a safra anterior.

Tabela 2.1. Série histdrica de gera¢do de matérias-primas glicidicas no Brasil

ANO AGRICOLA CANA—PE—ACUCAR MILHO TRIGO SORGO
(milhdes t) (milhdes t) (milh&es t) (milhdes t)
2010/11 623,91 57,41 5,79 2,31
2011/12 560,95 72,98 4,38 2,22
2012/13 588,92 81,51 5,53 2,10
2013/14 658,82 80,05 5,97 1,89
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CANA-DE-ACUCAR MILHO TRIGO SORGO

ANO AGRICOLA (milhdes t) (milhdes t) (milhdes t) (milhdes t)
2014/15 634,77 84,67 5,53 2,05
2015/16 665,59 66,53 6,73 1,03
2016/17 657,18 97,84 4,26 1,86
2017/18 633,26 80,71 5,43 2,14
2018/19 615,84 91,65 5,63 1,95

Fonte: CONAB, 2018.

Pereira Jr. et al. (2008) destacam que as biomassas lignocelulosicas sdao os
compostos organicos encontrados em maior abundancia no planeta, e ocupam
aproximadamente metade do bioma terrestre. O termo lignocelulose ¢ relacionado a uma
fracdo da estrutura que compde as células vegetais: a parede celular. Segundo Junqueira e
Carneiro (2012) essa estrutura apresenta diversas fungdes, como a de impedir a mobilidade
das células, participar da aderéncia e interagdo intercelular, influir no crescimento, nutri¢ao,

reproducdo e defesa celular. Por ser rigida e forte, também garante a sustentacdo, agindo

como esqueleto da planta.

A parede celular apresenta ainda, grande importancia econdmica, uma vez que
esta presente nos vegetais inseridos nos grupos das gimnospermas € angiospermas, que sao de
fundamental relevancia quando se tratam de matéria-prima renovavel tanto como fonte de
alimento, madeira, fibras téxteis e matéria-prima de outros produtos, como papéis, colas,
aditivos alimentares, entre outros (Junqueira e Carneiro, 2012). Constitui ainda uma valiosa
fonte de matéria-prima para obten¢do de bioprodutos como etanol, butanol, 4cidos organicos

como acido lactico, &cido propidnico, entre outros (Pereira Jr. et al, 2008).

Segundo Castro e Pereira Jr. (2010), estas estruturas s3ao formadas,
principalmente, por trés fragdes poliméricas unidas entre si por ligacdes covalentes: celulose,
lignina e hemicelulose (Figura 2.4). Os autores salientam que estruturalmente as fibrilas da
fracdo celuldsica, homopolissacarideo composto por glicose, sdo dispostas como espirais €
encontram-se envolvidas pela lignina, polimero aromético heterogéneo formado por ligacdes
éter biologicamente estdveis. A fracdo hemiceluldsica € a responsavel pelo elo quimico entre

as duas fragdes anteriores, por apresentar natureza heteropolissacaridica.
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Figura 2.4 Estrutura da biomassa lignoceluldsica

Santos (2012) atribuiu a resisténcia na conversdao da biomassa lignocelulosica em
insumos bioquimicos, as caracteristicas bioquimicas e morfologicas do vegetal. A composi¢ao
quimica da biomassa lignoceluldsica, em geral, apresenta 35-50% de celulose, 20-35% de
hemicelulose, 10-25% de lignina e 0-10% de cinzas e extrativos. Esta composi¢do varia em
funcdo do género e/ou espécie da biomassa em questdo. A Tabela 2.2 sinaliza alguns

exemplos.

Tabela 2.2 Composi¢do quimica de biomassas lignocelulésicas com potencial para producdo de etanol de
segunda geracao

BIOMASSA LIGNOCELOSICA % CELULOSE % HEMICELULOSE % LIGNINA
Palha de cana-de-agucar 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana-de-agticar 32-48 19-24 23-32
Espiga de milho 45 35 15
Palha de trigo 30 50 15

Fonte: Santos (2012).

2.3.1.1 Celulose

A celulose ¢ um homopolissacarideo, formado por moléculas de glicose,
encontrado nas plantas clorofiladas. As células destes vegetais sdo capazes de produzir este
composto por via fotossintética, o que significa converter gas carbonico, dgua e energia
luminosa em produtos como glicidios e gas oxigénio. Silva (2010) aponta a celulose como o

material organico que apresenta maior disponibilidade na terra, com uma producdo anual de
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mais de 50 bilhdes de toneladas, fazendo com que essa molécula seja um dos principais

recursos naturais renovaveis do planeta.

Silva (2010) destaca, ainda, que a celulose ¢ formada por unidades recorrentes de
duas moléculas de glicose eterificadas por ligacdes glicosidicas B-1,4. Estes dimeros de
glicose sdo denominados celobiose e apresentam seis grupos hidroxila em sua composicao,
que estabelecem interagdes do tipo ligagdes de hidrogénio intra e intermolecular. No processo
de hidrolise da celulose, consequentemente, sdo liberadas inumeras moléculas de glicose,
substrato preferencial para grande maioria dos microrganismos fermentativos capazes de

gerar produtos de interesse, como etanol, acidos organicos.

Por efeito das ligagcdes de hidrogénio intra e intermoleculares (Figura 2.5), existe
uma forte tendéncia de formacdo de cristais na celulose, tornando-a insolivel em 4gua e a
maioria dos solventes organicos (Santos, 2012). As ligacdes de hidrogénio intramoleculares
entre as hidroxilas conferem certa resisténcia a celulose; enquanto as interagdes

intermoleculares sdo responsaveis pela formagao da fibra vegetal.
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Fonte: Adaptado de Suhas et al., 2016.
Figura 2.5 Estrutura da fragdo celuldsica de materiais lignocelulosicos. As ligagdes de hidrogénio numeradas de
1 a 3 sdo ditas como liga¢des de hidrogénio intramoleculares; as identificadas de 4 a 7 sdo classificadas como
ligagdes intermoleculares
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Para que ocorra a constru¢do da fibra de celulose, ¢ necessario que
aproximadamente 36 cadeias de glicose se alinhem paralelamente e eliminem as moléculas de
agua presentes em sua estrutura, formando microfibrilas extremamente longas e resistentes.
Estas microfibrilas se arranjam dando origem as fibrilas; as hemiceluloses se encontram
aderidas sobre a superficie dessas estruturas cobrindo as moléculas de celuloses, e formam o

chamado dominio celulose-hemicelulose da parede celular (Maeda, 2010).

Vasquez (2007) ressalta que as fibrilas possuem regides de elevada ordenacao e
rigidez, apresentando alto grau de cristalinidade e outras com menor grau de organizagao, as
chamadas regides amorfas. Na regido cristalina, as fibras s3o mais resistentes mecanicamente
ao alongamento e a solvatagdo do que na regido amorfa, onde a fibra possui um grau de

flexibilidade superior, justamente por apresentarem uma orientagdo mais randomizada.

Existem duas caracteristicas importantes para a classificacdo das celuloses: o grau
de polimerizagdo, que estd ligado a quantidade de ligagdes glicosidicas disponiveis para a
acao das celulases e pode ser definido baseando-se no nimero médio de mondmeros e no peso
molecular do polimero; e o indice de cristalinidade que esta diretamente relacionado a
reatividade do substrato. Estas propriedades, em conjunto com a hemicelulose e a lignina,

resultam em uma macromolécula altamente resistente a hidrolise (Arantes e Saddler, 2010).

2.3.1.2 Hemicelulose

Girio (2010) mostra que as hemiceluloses sdo constituintes de um grupo de
heteropolissacarideos presentes em 15-35% da biomassa das mono e dicotiledoneas, e podem
ser encontradas como pentoses, hexoses e/ou acidos uronicos. Diversos mondmeros podem
estar presentes em pequenas ou grandes quantidades e os grupos hidroxilas dos agucares
podem ser parcialmente substituidos pelos grupos acetil, dependendo da espécie do vegetal. O
autor também aponta que homopolimeros de xilose, chamado de homoxilanas, podem ser

encontrados em algas marinhas dos grupos das rodoficeas e cloroficeas.

As hemiceluloses se diferem da celulose em diversos aspectos: suas moléculas
sdo, em geral, constituidas por 2-3 mondmeros; a estrutura molecular consiste de uma cadeia
linear principal com ramificagdes laterais curtas; os grupos hidroxila destes acucares podem
ser parcialmente substituidos por grupos acetil; o grau de polimerizagdo ¢ muito inferior ao da
celulose; ndo ha regides cristalinas; e principalmente, devido as hemiceluloses ndo

apresentarem composi¢cdo molecular uniforme a composicdo monomérica, o grau de
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polimerizagdo e as ramificagdes para cada molécula de hemicelulose podem variar por

espécies e tipo de material de origem (Pereira et al., 2003).

Uma das similaridades mais relevantes entre ambos os aclcares € que as
hemiceluloses também interagem, principalmente, através de ligagdes glicosidicas B-(1,4)
formando uma cadeia principal composta por uma molécula especifica de onde surgem
ramificagdes laterais de mondmeros ou cadeias curtas de outros compostos. As hemiceluloses

sao classificadas de acordo com o agtcar predominante na cadeia principal e na ramificagao.

As principais hemiceluloses encontradas sdo as xilanas e as glucomananas. Em
todos os casos, ha uma cadeia principal que pode ser ramificada com diferentes monomeros
(Figura 2.6). As xilanas sdo, em grande parte, compostos da parede celular, constituindo cerca
de 20-30% da biomassa das angiospermas; em algumas espécies de monocotiledoneas as
xilanas podem configurar até 50% da estrutura da parede celular (Ebringerova et al., 2005;

apud Girio, 2010).
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Figura 2.6 Formulas estruturais das principais unidades de monossacarideos de hemicelulose. Estruturas
quimicas de compostos hemiceluldsicos, (a) xilana e (b) glucomanana
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As glucoxilanas sdo as principais hemiceluloses das angiospermas, que podem
conter ainda em sua estrutura uma pequena por¢ao de glucomananas. Neste grupo de vegetais,
as glucoxilanas representam 15-30% da sua massa seca. Algumas das unidades de xilose sdo
acetiladas e uma entre dez moléculas apresentam um grupo de acido urdénico (Girio, 2010). As
moléculas que apresentam quaisquer dos acidos urdénicos em sua estrutura sao mais resistentes
a hidrolises acidas se comparadas as que sdo compostas apenas por pentoses € hexoses

(Pereira et al., 2003).

Tao significativo quanto as anteriores, sao as galactoglucomananas, que sao as
principais hemiceluloses encontradas nas gimnospermas e representam cerca de 20-25% de
sua massa seca (Pereira et al., 2003). Estas biomoléculas apresentam como cadeia principal de
unidades lineares de B-p-glucopiranosil e B-b-manopiranosil, que podem ser parcialmente
acetiladas e substituidas por unidades o-p-galactopiranosil ligadas a glicose e manose por

ligagdes a-(1,6) (Girio 2010).

Pereira et al., em 2003, destacam ainda as arabinoglucuronoxilanas que sdo as
moléculas de hemicelulose de maior recorréncia nos vegetais de cultivo agricola e estdo
também presentes nas gimnospermas. Estes sacarideos apresentam como cadeia principal
unidades lineares de B-(1,4)-p-xilopiranose apresentando ramificagdes de acido tronico 4-O-
metil-a-p-glucopiranosil e a-L-arabinofuranosil. Se comparadas com as xilanas das
angiospermas, estas tendem a apresentar menos radicais acetilas em sua composicao, € podem

conter baixas quantidades de 4cidos galacturdnicos e ramnose.

De Vries e Visser (2001) evidenciam entre diversos tipos de hemiceluloses as
xiloglucanas, que estdo presentes nas angiospermas, em maior propor¢ao nas dicotiledonias.
Girio (2010) afirma que estas moléculas sdo constituidas por cadeias principais de p-glucose,
com algumas hidroxilas substituidas por p-xilose, L-arabinose e p-galactose. As xiloglucanas
interagem com as microfibrilas de celulose formando ligagdes de hidrogénio, o que contribui

para integridade estrutural de toda cadeia celulosica.

Outro heteropolissacarideo de consideravel relevancia sdo as arabinoxilanas que,
segundo os autores Shibuya e Iwasaki (1985), sdo as moléculas de hemicelulose de maior
proporcdo na parede celular das monocotiledoneas. Os pesquisadores constataram que as
moléculas presentes nestes vegetais sao similares as xilanas encontradas nas dicotiledoneas,

entretanto a propor¢do de L-arabinose ¢ mais elevada. Nas arabinoxilanas, as cadeias
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principais sdo constituidas de p-xilopiranose, com unidades de a-L-arabinofuranosil e de acido

urdnico a-p-glicopiranosil ou ainda o derivado 4-O-metil.

As hemiceluloses interagem especificamente com a celulose devido a similaridade
entre a cadeia principal de ambos os polissacarideos, uma vez que as ramificagdes com o0s
mondmeros de xilose tendem a ndo formar alteragdes conformacionais que impegam a
interagcdo entre as moléculas (Levy et al., 1997). Os mesmos autores evidenciam que os
residuos fucosilados encontrados na parede celular sdo responsaveis por constituirem uma

molécula mais rigida, sugerindo um papel essencial para tais residuos.

A dimerizagao de compostos fendlicos esterificados também pode levar a ligagdes
cruzadas intra e intermoleculares de xilana. As interagdes fisicas com outros componentes da
parede celular restringem a capacidade de extracdo da xilana. Em tecidos lignificados, por
exemplo, a xilana é um éster capaz de se ligar através de suas cadeias laterais de acido

urdnico a lignina (Ebringerova et al., 2005; Girio, 2010).

2.3.1.3 Lignina

A lignina ¢ uma macromolécula natural que se encontra associada a celulose e a
hemicelulose na composi¢do da biomassa lignocelulosica, representando de 20-30% da massa
total do material. Pereira Jr. ef al. (2008) mostram que essa macromolécula ¢ composta por
unidades de p-propilfendlico com um radical metoxilo ligado ao anel aromatico e entre essas
unidades existem ligagdes éteres formando a estrutura. Desta forma, afirma-se que a lignina ¢
um elemento complexo e sua sintese ocorre a partir de trés alcoois cinamilicos percursores,

ilustrados na Figura 2.7: o 4lcool coniferilico, o &lcool p-cumarilico e o alcool sinapilico.

{FH;DH (I:HEOH (|:H;g'DH
CH CH CH
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H CH CH
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Alcool coniferilico Alcool p-cumarilico Alcool sinapilico

Fonte: Pereira Jr. et al, 2008.
Figura 2.7 Precursores primarios da lignina

33



As unidades de lignina apresentam um grande numero de interligagdes éteres,
formando uma macromolécula amorfa, que atua como alicerce entre as fibrilas de celulose e
como agente enrijecedor em seu interior. A adesao intermolecular entre a lignina e a celulose
acontece por acao das ligagdes covalentes entres as cadeias de lignina e os polimeros de

celulose ¢ hemicelulose (Silva, 2010).

A estrutura da lignina varia entre espécies, assim como as demais moléculas
citadas anteriormente. Sua composicao randomica tem por finalidade, além da resisténcia
mecanica, neutralizar ataques mecanicos € enzimaticos aos vegetais. Os grupos fenolicos
podem se unir a outros mondmeros, resultando em uma macromolécula com fortes ligagdes
cruzadas dispostas aleatoriamente. Em teoria, essa estrutura quimica garante que produtos
intermediarios da degradacdo sejam compostos fendlicos altamente téxicos, que ddo ao

vegetal protecdo contra ataques por microrganismo.

Giannini (1997) sugere que a lignina pode ser uma fonte alternativa a ser utilizada
como precursor de diversos produtos quimicos em lugar aos derivados de petréleo. Entre tais
produtos ¢ possivel citar antioxidantes, resinas fenodlicas, solventes, preservantes de madeira,
agentes sequestrantes, antivirais, estabilizantes enzimaticos, entre outros. De fato, o emprego
de um pré-tratamento ideal na biomassa de origem ¢é essencial para o uso desse material, uma
vez que apresenta a estrutura molecular heterogénea e bastante complexa como dito

anteriormente.

2.3.2 Polpa Celulosica

No processo de produgdo de papel a principal matéria-prima utilizada ¢ a pasta de
celulose, gerada a partir da madeira. No Brasil, duas espécies vegetais se destacam para tal,
cerca de 85% sdo de espécies de Eucalipto, enquanto 15% sdo oriundas de espécies de Pinus.
Depois de decorrido o tempo de maturidade dos vegetais, os mesmos sdo colhidos e
submetidos a diversas etapas de producdao (FIBRIA, 2018). A Figura 2.8 esquematiza as
etapas de producdo da pasta de celulose, bem como explica de forma sintetizada o

funcionamento de uma industria de celulose e papel.
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Figura 2.8 Etapas de producéo da pasta de celulose; funcionamento de uma industria de celulose e papel

Lopes (1998) sinaliza que a primeira etapa de produgdo ¢ a cominuicao, aonde a
madeira que chega como toras ¢ devidamente armazenada e enviada a um descascador, sendo
a casca posteriormente queimada para geragdo de energia. As toras descascadas seguem para
um picador, onde sdo cortados em pedagos pequenos chamados cavacos, que sdo peneirados

de forma que fiquem dentro de uma faixa de diametro estabelecida.

Apbs o processo de picagem, tem inicio o processo de polpagdo em que os
cavacos sdo submetidos a trés etapas decorrentes: cozimento, depuragdo e deslignificacdo. A
etapa de cozimento tem por objetivo desassociar a lignina, extrativos e outros materiais nao
celuldsicos presentes na matriz lignocelulésica. Para tal, o material ¢ submetido a temperatura
e pressdo especificas, imersos em substancias quimicas (NaOH, Na,S) até que se alcance a

dissolu¢do da maior parcela possivel do material ndo celulosico (Lopes, 1998).

Ainda segundo o autor, na etapa de depuragdo os materiais ndo dissolutos no
processo anterior sdo separados e em seguida, realiza-se a lavagem do material, para separar
as fibras de celulose das substancias extraidas durante a etapa de cozimento. Posteriormente
tem-se a etapa de deslignificagdo que tem por objetivo a dissolucao da lignina residual através
de um tratamento com oxigénio. Nesse momento a lignina ¢ retirada da biomassa celulésica

através de uma segunda lavagem, resultando numa polpa pré-branqueada.

ApoOs o processo de polpacdo o material ¢ submetido a um processo de
branqueamento que tem por objetivo melhorar as propriedades oOticas da pasta
celuldésica. E um processo fisico-quimico em que sdo removidos derivados de lignina que

ainda possam estar presentes no meio e adicionados produtos que modificam quimicamente as
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substancias existentes na pasta, descolorando-a (Rosa, 2003). A celulose ¢ entdo enviada para
as unidades de secagem, nas quais a agua ¢ retirada da mesma, até que esta atinja o ponto de
equilibrio com a umidade relativa do ambiente (90% de fibras e 10% de 4gua), obtendo-se

assim uma pasta de celulose pronta para venda e uso na producao de papel.

Durante todo esse processo de produgdo da pasta de celulose, diversos residuos
sdo gerados como os residuos da madeira provenientes do descascamento e picagem; residuos
do digestor, incluindo principalmente os insumos quimicos; residuos celulosicos do sistema

de decantacgdo, oriundos das etapas de polpacao e branqueamento; entre outros.

Os residuos celuldsicos do sistema de decantagdo sdo ricos em fibras celuldsicas e
se liberados nos efluentes causam sérios problemas de demanda quimica de oxigénio e de
solidos suspensos elevados no meio. Entretanto, como esse residuo fibroso ¢ composto
predominantemente por celulose, hemicelulose e lignina, o mesmo pode ser utilizado como
matéria-prima na producdo de diversos produtos de interesse industrial que conferem um
valor agregado muito mais elevado que o dele proprio. Dentre esses produtos diversos acidos
organicos, como acido lactico; e combustiveis liquidos, como o bioetanol, denominado,
quando produzido por esses materiais, de segunda geracdo (Pereira Jr. ef al., 2008). A
presente dissertagdo utilizou este material, proveniente do sistema de decantacdo de uma

industria de papel e celulose para estudos de sinergismo.

2.3.3 Bagaco da Cana-de-acucar

A cana-de-agucar, Saccharum spp. € uma planta origindria do sudeste asiatico e
representante de uma das principais familias das angiospermas, a Poaceae. Classificada como
um vegetal perene e tipico de paises tropicais, a cana-de-aglicar apresenta colmo cilindrico
composto por nds e entrenos, raiz fasciculada, folhas alternadas ou opostas e presas aos nos.
Podendo chegar a 1,40 centimetros, apresentam frutos bem pequenos, do tipo cariopse. Entre
seus constituintes estdo a sacarose, diversos sais minerais — em destaque o célcio e o ferro, o

acido hidrocianico e o acido ascorbico (Moreira et al., 2008).

A cana-de-agtcar € uma espécie com grande taxa de assimilagdo fotossintética e,
por isso, com enorme capacidade para producdo de biomassa contendo agucares, amido,
proteinas e lignocelulose. O Brasil se tornou o maior produtor mundial de cana-de-agucar, o

que representa grande prestigio para o setor de agronegocios. O aumento da demanda mundial
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por bioprodutos provenientes de fontes renovaveis, aliado as grandes areas cultivaveis e
condi¢des climaticas favoraveis a tal cultivo, tornaram o Brasil um pais de destaque para a

exportacdo dessa biomassa (CONAB, 2018).

Ainda segundo o boletim CONAB, 2018, a produgao de cana-de-agucar, estimada
para a safra 2018/19, ¢ de 615 milhdes de toneladas, reducdo de 2,8% em relagdo a safra
2017/18 e a area colhida estd estimada em 8,6 milhdes de hectares. A produgdo de acucar
devera atingir 35,5 milhdes de toneladas, enquanto a producao de etanol 1* geragao chega aos
28,2 bilhdes de litros, incremento de 1,4% nessa safra em razao da maior destinagcdo de
acucares redutores totais produzidos para etanol anidro. A produgdo de etanol anidro,
utilizado na mistura com a gasolina, devera ter aumento de 7%, alcancando 11,9 bilhdes de

litros, influenciado pelo consumo de gasolina nos tltimos anos.

A principal etapa do processo de producdo de bioetanol de 1* geragdo no Brasil ¢ a
fermentagdo. Nas usinas destinadas para tal, a cana-de-agucar passa por diversos sistemas de
processamento. Inicialmente, a matéria-prima ¢ lavada para retirada de sujidades, como areia
e outras formas de impurezas; em sequéncia, o material ¢ picado e eletromagnetizado, na
intencdo de retirar quaisquer materiais metalicos do meio. Apds esse processo, a cana-de-
acucar picada segue para moagem, por onde passa por rolos trituradores, denominados de
moendas, liberando o caldo. Cerca de 70% do produto original geram esse caldo e 30%

passam a bagaco (NOVACANA, 2018).

O caldo de cana-de-agticar gerado passa entdo por um processo de eliminacdo de
impurezas, através de peneiras e, logo em seguida, para o tanque de decantacdo. Apods esse
processo, o caldo ¢ extraido e torna-se um caldo clarificado. O ultimo processo de extracdo de
impurezas ¢ a esterilizagdo, operacdo na qual o caldo ¢ aquecido a temperaturas de
aproximadamente 90°C para elimina¢do de contaminantes. O caldo estéril ¢ levado, entdo,
para o tanque de fermentacdo e inoculado com microrganismos especificos capazes de gerar

os produtos de interesse no processo (NOVACANA, 2018).

O bagago de cana-de-acticar gerado no processo de moagem para extragao do
caldo ¢, em grande parte, queimado para gerar energia nas usinas. Entretanto, também ¢
considerada uma biomassa rica, capaz de gerar diversos produtos como o proprio etanol,
acidos organicos, biopolimeros, entre outros. Sua composi¢ao tipica ¢ de aproximadamente
33% de celulose, 30% de hemicelulose, 19% de lignina, 6% de materiais extractiveis e 2% de

cinzas (Pereira Jr., 1991).
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Giannini (1997) relata que em virtude do bagaco de cana-de-agucar ser um dos
residuos agricolas que apresenta maior destaque na agroindustria nacional, o0 mesmo pode ser
indicado para gerar bioprodutos, posto que praticamente todas as fracdes da biomassa podem
ser convertidas nas mais diversas aplicagdes. A Tabela 2.3 apresenta a série histérica do
crescimento na producdo de cana-de-acucar e consequente geragdo de seus residuos no
periodo dos ultimos nove anos, o que corrobora com a afirmac¢do do autor de ser uma das
biomassas nacionais mais relevantes até os dias atuais. Estima-se que em torno de 27% em

massa do total de cana-de-actcar seja referente ao bagago e 14% a palha (CONAB, 2018).

Tabela 2.3 Série histérica da producdo de cana-de-agucar e seus residuos em territorio nacional

ormicon ViR BiONT RO
2010 623,91 168,45 87,35
2011 560,95 151,46 78,53
2012 588,91 159,01 82,45
2013 658,82 177,88 92,23
2014 634,77 171,39 88,87
2015 665,59 179,71 93,18
2016 657,18 177,44 92,01
2017 633,26 170,98 88,66
2018/19 615,84 166,28 86,22

Fonte: CONAB, 2018.

O presente trabalho fez uso também do bagaco da cana-de-aglicar pré-tratado
como biomassa central, utilizando-a para os estudos de sinergismo, otimizagdo de sistema e

produgdo de acido latico.

2.4 PRE-TRATAMENTOS PARA MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os pré-tratamentos tém o proposito de alterar estrutura da matriz lignoceluldsica,
separando as fragdes constituintes da mesma (Figura 2.9), aumentando o acesso a celulose e a
hemicelulose, o que leva ao seu aproveitamento eficiente e praticamente integral quando
submetido ao ataque enzimatico, por exemplo. Para que se obtenham altos rendimentos de
hidrolise enzimatica, o pré-tratamento ¢ de fundamental importancia, uma vez que a base

desses materiais encontra-se fortemente “blindada” por suas moléculas estruturais.
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Fonte: adaptado de Rose et al. (2015).
Figura 2.9 Esquema da microfibra de material lignoceluldsico submetida a um processo de pré-tratamento. O
processo rompe as ligagdes de hidrogénio e interagdes glicosidicas para aumentar a acessibilidade as fragdes C5
e C6 da matriz celuldsica

Os pré-tratamentos da biomassa podem ser classificados como fisicos, quimicos,
fisico-quimicos e biologicos. Os pré-tratamento fisicos tém por finalidade a redugdo do
tamanho das fibras e, consequente, aumento da area de superficie do material. Entre os
principais pré-tratamento fisicos, podem ser apontados, segundo Zheng et al (2009): a
moagem em moinho de bolas, pressdao e rolo duplo; as altas temperaturas; e a explosdo a
vapor; e a radiagdo, com raios gama ou micro-ondas. Alguns desses tipos de pré-tratamento
necessitam de maior demanda energética, dependendo do tempo de residéncia, e determinados

autores apontam isso como desvantagem no desenvolvimento de um processo industrial.

Os pré-tratamento quimicos tém por objetivo aumentar a acessibilidade e
biodegradabilidade da celulose, frente a remog¢ao da lignina e dependendo do pré-tratamento,
extracdo também da hemicelulose, bem como a reducdo de seu grau de polimerizacao e
diminui¢do da cristalinidade da celulose (Zheng et al., 2009). Esse tipo de pré-tratamento
inclui o uso de certo agente quimico, como um acido ou base, um solvente organico, um
agente oxidante ou redutor, entre outros. Esses pré-tratamento podem também ser submetidos

a altas temperaturas e pressoes, estabelecendo os chamados pré-tratamentos fisico-quimicos.

Zheng et al. (2009) afirmam que os protocolos mais aplicados como pré-
tratamento fisico-quimico em biomassa lignocelulosica sdo os que utilizam acidos inorganicos
e/ou bases, na inten¢ao de desconstruir a matriz desse material e facilitar o acesso a celulose
e/ou hemicelulose na etapa de hidrolise. No pré-tratamento com &cidos diluidos, os acidos

sulfurico, cloridrico, fosforico e nitrico ganham destaque. Os autores resumem a forma de
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atuacdo desses acidos como a solubilizacdo da fracdo hemiceluldsica do material, preservando
de forma quase que completa a lignina e a fragdo celulosica. Os mesmo atestaram que
processos com esse tipo de pré-tratamento, e utilizando acido sulftrico diluido, obtiveram
rendimentos de remog¢ao da xilose — referindo-se a fragao hemicelulosica, de mais de 90% do

valor tedrico.

Entretanto, o uso de acido diluido como pré-tratamento tem algumas desvantagens
relevantes, como, por exemplo, a necessidade da reducdo do tamanho das particulas da
biomassa antes do processo, 0 que adiciona mais uma etapa ao mesmo, a corrosao eventual de
equipamentos, a necessidade de neutralizar esses pré-hidrolisados produzidos antes da etapa
de fermentagdo — mais custo com insumos, e a posterior eliminac¢do dos sais de neutralizacao,
que também se faz necessaria, e formacdo de produtos inibidores de fermentacdo (Zheng et

al., 2009).

Ainda no ambito dos pré-tratamento estdo os pré-tratamento alcalinos, assim
definidos por fazerem uso de diversas bases como hidroxido de calcio, hidréxido de potassio,
hidroxido de sédio, hidroxido de amdnia ou a amdnia aquosa, entre outros. Os pré-tratamento
alcalinos sdo basicamente uma técnica de deslignificacdo do material, onde ocorre também a
solubilizagdo de uma parcela significativa da fracdo hemicelulosica. Valadares (2013)
explicita que os pré-tratamento alcalinos viabilizam também a remogao de extrativos e grupos
ligados na forma éster as hemiceluloses, o que ocasiona maior acessibilidade enzimatica a

superficie da celulose e da hemicelulose disponiveis no meio.

Os pré-tratamentos biologicos propdem a degradacdo do complexo
lignoceluldsico por microrganismos, como fungos e bactérias, capazes de modificar a
composi¢do quimica e/ou estrutura da biomassa. Dessa forma, ¢ possivel afirmar que pré-
tratamento biologicos auxiliam na degradacdo da lignina e da hemicelulose, bem como na
formagdo de celulose amorfa. A degradacdo de lignina por fungos, por exemplo, acontece
através da acdo de enzimas degradadoras de lignina, como peroxidases e lacases, que sdo
produzidas por esses microrganismos (Alvira et al, 2010). Os pré-tratamento bioldgicos
tendem a ser uma técnica promissora, uma vez que apresentam vantagens como a necessidade
apenas dos biocatalisadores para que as reacdes ocorram, o menor custo de energia de entrada

quando comparado aos demais pré-tratamento e a utilizacdo de condi¢cdes ambientais brandas.

Cabe ressaltar que cada tecnologia de pré-tratamento tem suas vantagens e

desvantagens. Diversos fatores devem ser considerados para a sele¢do do mesmo, tais como: a
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otimizag¢do do processo de separacdo das fracdes integrantes do material; a diminuigdo de
formag¢ao de produtos inibidores; o aumento da fermentabilidade dos hidrolisados; a redugcao
da demanda energética e dos custos do processo (Girio et al., 2010). Assim, deve-se
considerar a sinergia entre esses parametros, definindo um modelo, associado com a
eficiéncia dos processos de hidrolise a fim de se obter rendimentos e taxas méaximos de

fermentagdo (Betancur, 2010).

2.4.1 Pré-tratamento Alcalino

O pré-tratamento alcalino ¢ um dos principais processos de pré-tratamento
quimico e recebe muita atencdo na sociedade académica, gerando incontaveis estudos e
publicacdes. Como mencionado anteriormente, tal pré-tratamento ¢ assim definido dada a
possibilidade de utilizacdo de diversas bases inorganicas. O pré-tratamento alcalino consiste
essencialmente em um processo de deslignificagdo, onde uma quantidade significativa de

hemicelulose também pode ser solubilizada.

Os pré-tratamento alcalinos aumentam a acessibilidade a celulose e a
hemicelulose da matéria-prima lignoceluldsica, uma vez que sdo eficazes na solubilizacdo de
lignina, e apresentam menor eficiéncia na solubiliza¢do das demais fracdes do material
quando comparado aos outros processos (Carvalheiro et al., 2008). Esse tipo de pré-
tratamento pode ser executado a temperatura branda e com intervalos de tempo variando de
minutos a dias. Por causar menos degradacdo dos acucares fermentaveis que o PT &cido, por

exemplo, mostra-se mais eficaz em residuos agricolas (Kumar ef al., 2009).

Estudos indicam que o mecanismo de acdo que advém ¢ a saponificacdo —
hidrdlise alcalina — de ligacdes ésteres inter moleculares presentes nas hemiceluloses e
lignina, principalmente. Esse processo remove também o grupo acetil e diversas substitui¢des
de 4cido urénico da hemicelulose, que sdo responsaveis por reduzir a acessibilidade da

mesma, bem como da celulose na hidrélise enzimatica (Zheng et al., 2009).

Entretanto, a provavel perda de agucares fermentaveis e a geracdo de compostos
inibitorios ao processo precisa ser considerada para otimizacao das condi¢des do sistema, que
ndo ¢, entretanto, exclusiva desse pré-tratamento. Os hidroxidos de sddio, potassio, célcio e
amonio sdo as bases mais utilizadas. O hidroxido de sddio aumenta a superficie interna da

celulose e diminui o grau de polimerizagao e cristalinidade, o que provoca ruptura na estrutura
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da lignina. Tem sido relatado na literatura que essa base ¢ capaz de aumentar a digestibilidade

de determinadas madeiras, reduzindo o teor de lignina de 20% para 9% (Maeda, 2010).

Na presente dissertacao, fez-se uso desse tipo de pré-tratamento no bagaco de
cana-de-aglicar, uma vez que um dos principais objetivos era observar a interagdo e

sinergismo entre as enzimas hidroliticas: celuldsicas e hemicelulases.

2.5 HIDROLISE DO MATERIAL LIGNOCELULOSICO

A conversao da biomassa lignocelulosica em agucares simples pode ser obtida por
duas metodologias distintas: hidrdlise quimica, onde se utilizam os acidos diluidos ou

concentrados, ou hidrolise enzimatica.

De acordo com Zheng et al. (2009), a via acida ¢ caracterizada por ser um
processo rapido. Entretanto, apresenta desvantagens como a necessidade de equipamentos
resistentes a corrosdo e que oferegcam segurancga operacional para tal. Além disso, pelo fato da
fracdo hemicelulosica ser hidrolisada de forma mais rapida e eficiente quando comparada a
celuldsica, ocorre liberagdo natural de produtos inibitérios a fermentacdo, como os produtos

de alguns mondmeros hemiceluldsicos e acidos urdnicos.

A via enzimdtica se destaca pelas condi¢cdes brandas de reagdo, onde pH,
temperatura e pressdo ndo apresentam prejuizo ao ambiente, quando em comparacdo a
hidrdlise acida. Essa metodologia apresenta também alta especificidade e ndo gera produtos
inibidores para etapa de fermentagdo, uma vez que apresenta maior rendimento de hidrélise.
Porém, quando ponderadas as desvantagens, tornam-se relevantes o tempo de reagdo que,
quando comparado a via acida ¢ bastante longo e o custo elevado para obten¢ao das enzimas

(Li et al., 2005; Bollok e Réczey, 2000 apud Rocha, 2014).

2.5.1 Hidrolise Enzimatica

A conversdo de materiais lignocelulosicos em aglicares fermentaveis ¢ um campo
que ganha grande atencao na pesquisa por ser primordial na geracdo de bioenergia e produtos.
Na hidrolise enzimatica, a parte celulosica e hemiceluldsica da biomassa pode ser convertida
por enzimas de alta especificidade em aglcares solveis, possibilitando a conversdao do

material via fermentativa, gerando bioprodutos de interesse.
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Apesar de o custo ser elevado para obtencdo dos biocatalisadores, o processo
enzimatico destaca-se como econdmico do ponto de vista energético e metalirgico, uma vez
que os equipamentos nao necessitam ser produzidos com materiais especiais. Os processos de
hidrélise enzimatica do material celulésico e conversao dos agucares gerados em moléculas
de interesse podem ser carreados de duas formas distintas: Sequencial — Processo de hidrélise
separada da fermentacdo (SHF); ou Simultanea — Processo de sacarificacdo simultdnea a

fermentacgdo (SSF) (Castro e Pereira Jr, 2010).

Os autores afirmam ainda que o processo SSF demanda menor investimento
financeiro, uma vez que ambas as etapas do sistema sdo realizadas em um mesmo vaso
reacional. Nesse processo, as enzimas sao menos propensas a inibicdo pelos produtos de
hidrélise, uma vez que o agucar liberado passa a ser simultanecamente fermentado. A reagao
de hidrolise ¢ favorecida devido a baixa concentracao de aglicares no meio, o que leva ao
deslocamento do equilibrio da reagdo para a geragdo de mais agucares, que nao mais conferem

efeito inibidor a agdo enzimatica.

O processo de hidrolise separada da fermentacdo ostenta como uma das principais
vantagens frente ao processo anterior, a possibilidade de ambas as etapas de produgdo serem
conduzidas em condigdes Otimas. As enzimas, em geral, apresentam melhor atividade
catalitica em temperaturas em torno de 50°C, o que costuma ser temperatura alta para grande
parte dos microrganismos fermentativos. Deve-se considerar ainda que, como nao ha
particulas em suspensdo durante a fermentacdo, as células podem ser recicladas ao sistema.
Entretanto, a desvantagem observada esté relacionada ao acimulo de agtcares intermedidrios
da hidrolise, que causam inibicdo as enzimas e a redu¢do na conversao final de glicose

(Castro e Pereira Jr, 2010).

A hidrdlise enzimatica dos materiais lignoceluldsicos ¢ catalisada por enzimas
lignoceluloliticas e classificada como catalise heterogénea, uma vez que o substrato (solido) e
o meio reacional se encontram em diferentes estados fisicos. Pelo fato do substrato ser
insoluvel, o processo requer enzimas soliveis que possuam afinidade e reajam positivamente

a interface solido-liquido (Xu et al., 2008).

A Figura 2.10 ilustra um processo de hidrolise catalisado por uma enzima e suas
etapas: 1. Difusdo da enzima em dire¢do ao substrato; 2. Adsor¢ao da enzima ao substrato e

consecutiva difusdo a superficie do mesmo; 3. Formacgao do sitio ativo enzima-substrato; 4.
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Reagdo de hidrolise no complexo ativo; 5. Descomplexacdo do complexo ativo enzima-

substrato; 6. Dessor¢ao da enzimatica.

0- v Adsorgdo

Dessorcio

©=Agicar fﬁmentzivelj
K

Nio complexado Complexo ativo

Fonte: adaptado de Rose et al. (2015).
Figura 2.10 Exemplo das etapas de hidrélise enzimatica catalisada por uma exoglucanase com modulo de
ligagdo ao carboidrato (CBM)

Alvira et al. (2010) mostram que os principais fatores limitantes da hidrolise
enzimatica de materiais lignocelulosicos estdo divididos em duas categorias: os relacionados a
enzima e os relacionados ao substrato, estando os dois fatores interligados durante todo o

processo de hidrdlise.

Entre os fatores relacionados ao substrato, os autores destacam: indice de
cristalinidade da celulose, grau de polimerizagdo, porosidade, tamanho de particulas,
acessibilidade a area superficial, presenca de lignina e hemicelulose e espessura da parede
celular. Ja entre os fatores relacionados a enzima, consideram-se: concentracdo enzimatica,
capacidade de adsor¢do da enzima, sinergia entre as enzimas do complexo, inibicao pelo
produto, desativacdo mecanica, ligagdes improdutivas a lignina, atividade enzimatica

(Andersen, 2007).

A diminui¢do na severidade do pré-tratamento do material muitas vezes se faz
necessaria na inten¢do de reduzir o custo do investimento no processo. No entanto, essa
redugdo nas condi¢des severas do pré-tratamento tem como consequéncia baixa liberagdo de
agucares e, desta forma, fazem-se necessarias maiores concentragdes enzimaticas € um poo!/

enzimatico mais heterogéneo para atingir altos indices de rendimento.

Segundo Dimarogona et al. (2013) a presenga em um coquetel enzimatico de
proteinas nao hidroliticas, também denominadas de proteinas auxiliares, tende a reduzir o
grau de cristalinizagdo da biomassa, favorecendo o processo de hidrdlise enzimatica. Entre
essas, podem ser citados os modulos de ligacdo ao carbono (CBMs) que sdo pequenos
peptideos capazes de se conectar as cadeias de polissacarideos gerando irregularidades na
superficie das fibras, com rompimento das ligagdes de hidrogénio entre as cadeias de

celulose; as expansinas vegetais que aumentam a extensao das fibras e consequente provocam
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afrouxamento e desarranjo da parede celular, mostrando também funcionalidade em
solubilizar agucares oligoméricos; as expansinas microbianas similares as expansinas
vegetais, sao capazes de provocar desorganizacao da parede celular e auxiliam na interagao
entre microrganismos ¢ vegetais; as swoleninas que provocam turgescéncia nas paredes da
fibra, promovendo também o desarranjo da parede celular; e as monooxigenases que sao

capazes de realizar clivagem oxidativa na fracdo cristalina da celulose (apud Mendez, 2016).

Nesse contexto, sdo imprescindiveis preparados enzimaticos que contenham
celulases, hemicelulases e outras enzimas acessorias para auxiliar na degradagao integral do
material lignoceluldsico. Atualmente, sabe-se da importincia de conseguir complexos
enzimaticos balanceados, que apresentem proporgdes 6timas a fim de modificar efetivamente

a complexa estrutura desses materiais (Alvira et al., 2010).

2.6 ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS

Diversas enzimas com capacidade para degradagdo do material
lignoceluldsico estdo disponiveis no meio ambiente. A decomposi¢do deste material requer
basicamente a acdo de quatro grandes grupos enzimdticos: celulases, hemicelulases,
ligninases e pectinases. No quadro 2.1 ¢ apresentado um resumo das principais enzimas

lignoceluloliticas (Van Dyk e Pletschke, 2012).

FRACAO POLIMERICA ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS
Celulose Endoglucanase, celobiohidrolase, f-glucosidase
. Endo-xilanase, B-xilosidase, endo-mananase, acetil xilana esterase, a-L-
Hemicelulose . . .
arabinofuranosidase, o-galactosidase
Lignina Lacase, manganés peroxidase, lignina peroxidase
Pectina Pectil metil esterase, poligalacturonase

Fonte: Van Dyk e Pletschke, 2012.
Quadro 2.1 Algumas das principais enzimas degradadoras do material

2.6.1 Celulases

As celulases pertencem a classe das glicosil hidrolases, grupo de enzimas que
apresentam especificidade pelas ligagdes glicosidicas -1,4 presentes na celulose e catalisam
o processo de hidrolise da fragdo celuldsica do material atuando nas ligagdes moleculares

entre dois ou mais carboidratos e/ou entre um carboidrato e outro composto molecular. De
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acordo com a Enzyme Commission (EC) da International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (IUBMB), as enzimas desse grupo sdo identificadas com o codigo EC

3.2.1.x, onde o valor atribuido ao x ¢ referente a enzima avaliada (Henrissat, 1991).

O consorcio enzimatico de celulases ¢ formado por trés grupos e sua classificacao
considera o local de atuacdo das enzimas no substrato celuldsico: endoglucanases, que atuam
nas regides internas da fibra celuldsica; exoglucanases, que clivam as ligagcdes externas da
celulose; e B-glucosidades, capazes de hidrolisar oligossacarideos soluveis em glicose. O
Quadro 2.2 mostra de forma resumida a classificacao das celulases de acordo com a IUBMB

(Castro e Pereira Jr, 2010).

As endoglucanases (EnG) catalisam a hidrélise da celulose iniciando o processo
de clivagem aleatoriamente nas regides internas da estrutura amorfa da fibra, liberando
oligossacarideos no meio (Lynd et al, 2002). Por ndo apresentarem tantas ligacdes de
hidrogénio intermoleculares quanto as regides cristalinas, as regides amorfas das moléculas de
celulose sao melhor hidrolisadas no processo. No entanto, algumas EnG também sao capazes

de atuar em celulose cristalina (Castro e Pereira Jr, 2010).

O grupo das exoglucanases (ExG) ¢ formado por dois subgrupos enzimaticos, o
das glucano-hidrolases (GH) e o das celobiohidrolases (CBH). As GH cujo nome sistematico
¢ 1,4-B-p-glucana-4-glucano-hidrolase, apesar de pouco reportadas, sdo de estimada
importancia, uma vez que no processo de hidrolise da fibra celuldsica liberam glicose

diretamente do polimero (Castro e Pereira Jr, 2010).

CODIGO NOME

E.C. OFICIAL NOMES ALTERNATIVOS REACAO CATALISADA
Beta-1,4-endoglucan hidrolase;
Beta-1,4-glucanase;
Carboximetil celulase; o L
Celodextrinase; Endghld,ro.hse de ligacdes p-1,4-
3.2.14 Celulase p-glicosidicas da celulose e B-

Endo-1,4-B-p-glucanase;
Endo-1,4-B-p-glucanohidrolase;
Endo-1,4-B-glucanase;

glucanas.

Endoglucanase
Amlgdalas§, . Hidrdlise do terminal, [B-1,4-p-
. B-p-glucosidegluco-hidrolase; . . ~
3.2.1.21 B-glucosidase . glicosideo com liberagdo de
Celobiase; .
. glicose.
Gentobiase.
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CODIGO NOME

NOMES ALTERNATIVOS REACAO CATALISADA
E.C. OFICIAL ¢

1,4-B-p-glucanagluco-hidrolase; Hidrolise de licacd 1.4
, : coes ,
Glucan 1,4-f  Exo-1,4-beta-p-glucosidase; g P

3.2.1.74 glucosidase Exo-1,4-beta-glucanase; em B—.D—ghcanz.is com rel.nogao
Exo-1,4-beta-glucosidase. sucessiva de unidades de glicose.
1,4-B-celobiohidrolase;
1,4-B-p-glucana celobiohidrolase;  Hidrolise de ligagdes f-1,4-
32.1.91 Celulose 1,4-f  Avicelase; p-glicosidicas em  celulose,
e celobiosidase  Exo-1,4-B-p-glucanase; celohexose e celotetraose,
Exocelobiohidrolase; liberando celobiose.
Exoglucanase.

Quadro 2.2 Classificagdo das celulases de acordo com a [IUBMB: cédigos Enzyme Comission (E.C.), nomes
oficiais, nomes alternativos e reagdes catalisadas

De acordo com Awafo et al. (1996), as celobiohidrolases possuem o nome
sistematico 1,4-B-p-glucana-celobio-hidrolase participam da hidrdlise primaria das fibras
celuldsicas. Estas sdo responsaveis pela amorfogénese e ruptura fisica do substrato,
acarretando na desestratificacdo fibrosa do material, com o aumento das regides intersticiais.
As CBH sao separadas em dois tipos: as enzimas do tipo I (CBH I) que hidrolisam terminais
redutores, e as do tipo II (CBH II) que hidrolisam terminais ndo redutores. Essas enzimas

geralmente sofrem inibi¢do pelo seu produto de hidrolise — celobiose.

O outro grupo enzimatico do complexo celulolitico engloba as enzimas -
glucosidases (BG), ou as B-glicosideo-glucohidrolases. As BG sdo capazes de hidrolisar
celobiose e oligossacarideos soluveis (com menos de sete unidades monoméricas) a glicose.
Assim como as enzimas citadas anteriormente, também sofrerem inibi¢do pelo produto final
da sua hidrolise (Awafo et al., 1996). Esse grupo de enzimas pode ser dividido em trés
subgrupos baseados na especificidade pelo substrato: as aril-B-glucosidases, que tém
afinidade por oligossacarideos de cadeias pequenas; as celobiases, que realizam a hidrolise
apenas de celobiose, liberando glicose; e as broad-specificity-B-glucosidases (mais facilmente

encontradas), que atuam tanto em dissacarideos quanto oligossacarideos (Riou et al. 1998).

2.6.2 Hemicelulases

A hemicelulose ¢ a ¢ o segundo mais abundante componente da biomassa vegetal
no planeta e representa 25 a 35% dos materiais lignocelulosicos. Como discutido
anteriormente, as hemiceluloses apresentam estruturas muito mais complexas quando

comparadas a celuloses, sdo polimeros heterogéneos construidos por pentoses, hexoses e
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acidos urdnicos. Desta forma, a degradagdo da fragdo hemicelulésica requer pools

enzimaticos mais elaborados (Kumar, 2008).

Kumar (2008) exemplificou o processo de degradacdo da xilana, que necessita de
diversas enzimas como: endo-1,4-B-xilanase, [-xilosidase, o-glucuronidase, o-L-
arabinofuranosidase e acetilxilana-esterase. Na degradacao da glucomanana, a f-mananase ¢ a
B-manosidase clivam o esqueleto do polimero. Assim como a celulose, a hemicelulose ¢
também ¢ fonte de agucares fermentaveis para aplicagdes em biorrefinarias. A figura 2.11

mostra algumas das principais estruturas hemiceluldsicas e seus biocatalisadores.
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Figura 2.11 Estrutura quimica da hemicelulose e as enzimas hidroliticas envolvidas no processo de degradagdo
do polimero

Segundo Girio (2010), as xilanases sdao um grupo de enzimas responsaveis pela
hidrélise das xilanas. As principais enzimas que clivam as ligagdes glicosidicas da estrutura
da xilana sdo as endoxilanases (p-1,4-xilana-xilanohidrolase; EC 3.2.1.8) e B-xilosidases (B-

1,4-xilana xilohidrolase; EC 3.2.1.37). As endoxilanases clivam as liga¢des glicosidicas na
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xilana e reduzem o grau de polimerizag¢do do substrato. O ataque a xilana ndo ¢ aleatdrio, as
ligacdes definidas para hidrolise dependem da molécula do substrato, isto ¢, do comprimento
da cadeia, do grau de ramificacdo e da presenga de monomeros. Os principais produtos de
hidrolise sao os oligdbmeros de B-p-xilopiranose, mas na fase posterior podem ser produzidas

pequenas moléculas tais como mono-, di- e trissacarideos de B-p-xilopiranose.

As P-xilosidases sdo altamente especificas para dimeros ou pequenos
oligossacarideos de xilose (grau de polimerizacao até 4.0), e sua acdo ¢ catalisar a hidrolise
desses sacarideos a partir de terminais nao redutores para producdo de moléculas de xilose. A
habilidade da pB-xilosidade de liberar xilose de xilooligossacarideos foi estudada para
determinar sua especificidade ao substrato (De Vries e Visser, 2001). Igualmente seria se a
cadeia principal fosse formada por mananas, as enzimas envolvidas na hidrolise seriam as

endo-Bf-mananases e das B-manasidases (Van Dyk e Pletschke, 2012).

No grupo das xilanases estdo presentes também algumas enzimas acessorias, que
rompem as ramificagdes laterais, atuando sob os monomeros ligados a cadeia principal (Girio,

2010). Entre elas estdo as enzimas citadas no Quadro 2.3 e suas respectivas reagoes.

CopiGo NOME -
E.C. OFICIAL REACAO CATALISADA

Hidrolise das ligacdes a-1,2 de acido glucurdnico e as

3.2.1.139 a-p-glucuronidase unidades de B-p-xilopiranoxilo presentes na glucurono-
xilana;

3.2.1.55 u-L-arabinofuranosidase Remqve reglduos de r-arabinose nas posi¢des 2 e 3 -p-
xilopiranosil;

31.1.72 acetilxilana-esterase Remove os grupos O-acetil das posigdes 2 e/ou 3 nos

residuos B-p-xilopiranosilo de acetil xilana;

L 1 L. Hidrolise de ligagdes éster da xilana, liberando os
acido ferulico e acido p- . L. (1s . ,
3.1.1.73 L respectivos acidos fenodlicos ligados aos residuos de
cumarico esterase . . . .
acido acetil arabinofuranosido.

Fonte: Girio, 2010.
Quadro 2.3 Enzimas xilanasicas acessorias e suas respectivas reagdes hidroliticas

2.7 SINERGISMO

Sinergismo pode ser definido pela cooperacdo entre as enzimas presentes em um

mesmo complexo enzimatico. Kumar ¢ Wyman (2009) descreveram sinergismo como “a
razdo entre o rendimento das enzimas quando atuam em conjunto pela soma do rendimento
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de cada uma delas atuando individualmente na mesma quantidade que as utilizadas na
mistura”. Outra teoria € que, em um processo sinérgico, o produto da a¢do de uma enzima ¢é o
substrato para outras enzimas, o que aumenta o rendimento total de obten¢ao do produto final

(Lynd et al., 2002).

O sinergismo pode ser classificado de trés formas diferentes: Sinergismo positivo,
quando o resultado final do célculo da razdo proposta anteriormente ¢ >1.0, o que significa
que hé colaboragdo por uma ou ambas as partes, ou seja, as enzimas se ajudam mutuamente e
ha um ganho no rendimento final; Sinergismo negativo: acontece quando o resultado final ¢
<1.0, indicando que ao incorporar determinada enzima no meio, uma ou outra enzima
apresenta sua eficiéncia reduzida, prejudicando o rendimento final; Sinergismo neutro: caso
resultado desta razdo for igual a 1.0 ndo hd sinergismo entre as enzimas, o acréscimo de

determinada proteina no meio ndo gera beneficios, nem tdo pouco prejuizos.

Van Dyk e Pletschke (2012) afirmam que estudos de sinergia sdo usados para
explicar o mecanismo especifico de a¢do de determinadas enzimas e a interagdo entre elas.
Isto €, em geral, realizado com uso de enzimas puras em substratos pré-definidos. Também se
utiliza enzimas puras em combinacdo para definir as ligagcdes que tém maior contribuicdo para
a recalcitrancia do substrato. No entanto, diversos estudos utilizam misturas comerciais ou
brutas para otimizar a hidrdlise de substratos lignoceluldsicos. Os resultados podem ser mais
complexos quando nao ¢ feito o uso de enzimas puras, uma vez que atividades adicionais em

misturas de enzimas podem impactar o resultado.

2.7.1 Sinergia do Complexo Celulasico

Para hidrélise eficiente da celulose, um sistema de reagdo heterogéneo deve ser
modelado para atuagado sinérgica das diversas enzimas do complexo celulasico. Desta forma, é
possivel afirmar que o sinergismo entre todas as celulases ¢ dito, em geral, como cooperagado
entre elas. O processo de degradagdo da celulose se inicia com as endoglucanases, que clivam
as ligacdes B-1,4 internas da celulose originando novas exterminadas na cadeia polimérica,

que passam a servir como substratos para as exoglucanases (Maeda, 2010).

Em consequéncia, as celobio-hidrolases (ExG) iniciam o processo de clivagem
dos oligassacarideos convertidos pelas EnG e junto a elas, liberam celobioses e

oligossacarideos menores, que servem de substrato para B-glucosidase. As B-glucosidases sao,
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por fim, capazes de catalisar a conversdo da celobiose e de alguns oligossacarideos em

glicose, findando com a celobiose presente no meio e, por consequéncia, a inibigdo sofrida

pelo produto, particularmente pelas exoglucanases (Arantes e Saddler, 2010). A Figura 2.12

esquematiza um processo de hidrodlise de fibras de celulose pela agdo de enzimas celulasicas.

Atualmente, podem ser descritos trés tipos de sinergismo principais, relatados no Quadro 2.4:

ACAO SINERGICA

ATUACAO ENZIMATICA

Endoglucanases atuam nas regides amorfas da fibra de celulose e

EnG-ExG disponibiliza oligossacarideos com terminais redutores e ndo redutores
para atuagdo das exoglucanases CBH I e CBH I, respectivamente;
ExG-ExG CBH I e CBH 1l atuam simultaneamente na hidrdlise dos terminais

redutores e ndo redutores liberados pela agdo da endoglucanase;

Celobio-hidrolases e a endoglucanase liberam como produtos de hidrolise

ExG-BG e EnG-BG

celobioses e oligossacarideos, respectivamente, que servem de substrato

para a B-glucosidase.

Fonte: Castro e Pereira Jr, 2010.

Quadro 2.4 Principais formas de sinergismo entre enzimas do complexo celulolitico

7 Endoglucanases
, Celobichidrolases
, B-glucosidases
™ Glicose

DP = Grau de polimerizacdo

\\
Tanith Amorfogénese da celulose cristalina
(Dispersao das fibras de celulose) ;
’ 1 .
27
> 5 8
i A = e
o=
[ i ==
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Fonte: Arantes e Saddler, 2010.

Figura 2.12 Esquema da hidrolise enzimatica da celulose
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2.7.2 Sinergia do Complexo Hemicelulasico

Para que a hidrolise da hemicelulose seja completa e eficiente, faz-se necessaria a
acdo sinérgica das enzimas do complexo hemiceluldsico para clivagem tanto da cadeia
principal quanto das ramificacdes laterais. Em virtude da natureza heterogénea da
hemicelulose e aos mais diversos produtos formados durante sua degradagdo, o estudo
sinérgico das hemicelulases torna-se muito mais complexo do que o que se observa entre as

celulases.

Kovacs (2009) elucidou trés formas recorrentes de sinergia entre as
hemicelulases: homo-sinergia, hetero-sinergia e anti-sinergia. A homo-sinergia acontece entre
dois ou mais tipos de enzimas capazes de clivar a cadeia principal ou entre dois ou mais tipos
de enzimas capazes de clivar cadeias laterais. Como exemplo dessa forma de sinergia, estd a
interagdo entre xilanases capazes de clivar as ligagdes glicosidicas da xilana, como as

endoxilanases e as B-glucosidases, ou entre a acido ferulico-esterase e a-arabinofuranosidase.

J4

Outra interacdo sinérgica ¢ a hetero-sinergia, que acontece entre enzimas que
clivam as cadeias principais e laterais, como por exemplo, entre acetil xilano-esterases e
endoxilanases. E o terceiro e ltimo tipo de sinergismo constatado entre as hemicelulases ¢ o
anti-sinergismo que acontece quando a atividade de uma enzima inibe a a¢do de outra. A
titulo de exemplo, tem-se a remocao de arabinose pela a-arabinofuranosidase, que inibe a
acdo da arabinoxilana xilana-hidrolase, que clivaria a cadeia principal apenas na presenga de

uma ramificagdo com monomero de arabinose (Kovacs, 2009).

Kumar e Wyman (2009) salientaram que na hidrdlise da lignocelulose, as enzimas
dos complexos celuloliticos e hemiceluloliticos também atuam sinergicamente. Os autores
afirmam que com a adi¢do de xilanases as enzimas celulasicas, a digestibilidade da celulose ¢
inevitavelmente aumentada e acreditam que a razdo para tal facilitacdo seja a remogao dos

polissacarideos hemiceluldsicos e seus monomeros aumentando a acessibilidade a celulose.

2.7.3 Sinergia entre celulases e hemicelulases

A complexidade da matriz lignoceluldsica requer que diversas enzimas ajam em
sinergia para que ocotrra sua hidrolise. Como abordado anteriormente, o acesso a celulose ¢
dificultado pela hemicelulose e pela lignina, sendo a lignina a maior barreira a degradacao da

celulose. A lignina pode ser removida por alguns pré-tratamentos especificos e a hemicelulose
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se ndo removida por pré-tratamento, também pode ser convertida a aglicares fermentaveis por

acdo de biocatalisadores.

Kumar ¢ Wyman (2009) afirmaram que a adigdo de xilanases a um coquetel
enzimatico para a degradagdo de celulignina parcialmente deslignificada — biomassa que
passou por um processo de pré-tratamento alcalino, por exemplo —, aumenta a eficiéncia de
hidrolise, uma vez que a liberagdo de glicose aumenta com a liberagdo de xilose. Os
pesquisadores sugerem que essa liberagao ocorra devido a liberagao de agucares residuais que

reprecipitaram na matriz celuldsica apos o pré-tratamento da biomassa.

De fato, a remocdo desta xilana reprecipitada aumenta a permeabilidade e
acessibilidade de outros biocatalisadores a celulose. Na Figura 2.13 ¢ possivel observar que
assim que as xilanas repreciptadas no meio sdo degradadas o acesso a celulose e a
hemicelulose, remanecénte do pré-tratamento alcalino, torna-se mais facilitado, possibilitando

a acdo sinérgica das celulases e hemicelulases disponiveis no meio.

(A) LIGNINA RESIDUAL

Hemicelulases <+

- XILANA

v

[ REPRECIPITADA
CELULOSE
-

v ¥ d
HEMICELULOSE

(B) LIGNINA RESIDUAL

Hemicelulases +—

-+ Celulases

(3

CELULOSE
.

av p.
HEMICELULOSE

Fonte: Autoria propria, 2019.

Figura 2.13 Esquema de remogao da xilana reprecipitada. (A) matriz lignoceluldsica pré-tratada alcalinamente
(perde-se grande parte da lignina e hd formagao de xilana reprecipitada). (B) Hemicelulases capazes de degradar
os acucares reprecipitados, facilitando o acesso as celulases as fibras de celulose
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2.8 AcIpos ORGANICOS

Os acidos organicos sao substancias quimicas que apresentam em sua formula
estrutural um atomo de hidrogénio positivamente polarizado. Na natureza esses dcidos podem
ser encontrados em duas formas: com um atomo de oxigénio eletronegativo ligado a esse
atomo de hidrogénio, formando uma liga¢ao -OH, como o 4cido acético; ou com um terminal
-OH que mantem uma ligacdo com um atomo de carbono que também confere dupla ligacao a
um atomo de oxigénio, formando ligagao -COOH (grupamento carboxila), que € o caso dos

acidos latico e succinico (McMurry, 2008).

Em pesquisas mais recentes, um grupo particular de acidos, em especifico o acido
glicdlico, esta sendo empregado no tratamento contra envelhecimento cutdneo, uma vez que
promove a escamacao superficial da mesma e ¢ capaz de ativar mecanismos bioldgicos que
estimulam a renovagdo e o crescimento celular (Moraes, 2018). Outra aplicacdo de grande
relevancia ¢ a utilizagdo de certos acidos, como por exemplo, o acido latico como mondmero
na produgdo de polilactato, polimero utilizado na producdo de plésticos biodegradaveis,

proteses e suturas dado a facilidade de suas caracteristicas naturais para biodegradagao.

2.9 Acipo LACTICO
2.9.1 Aplicacées do acido latico

O 4cido latico constitui-se de uma commoditie com elevada aplicabilidade nas
industrias téxtil, farmacéutica, cosmética, quimica e alimenticia. Dentre estas, destaca-se a
atuacdo na industria alimenticia como acidulante, flavorizante, agente microbiano,

estabilizador, umectante, emulsificante e plastificante (Vijayakumar et al., 2008).

A presenca dos grupos carboxilico e dlcool contribui para a utilizagdo do acido
latico como bloco de constru¢do na geragdo de outras commodities, tais como o acido acrilico,
acetaldeido, propanodiol, etil lactato, propilenoglicol, polilactato, 2,3 pentadiona e o 4cido
propidnico (Benevenuti, 2016). A Figura 2.14 ilustra, de forma resumida, os produtos gerados

a partir das commodities supracitadas, bem como algumas aplicacdes.
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Fonte: Benevenuti, 2016.
Figura 2.14 Utilizac¢do do acido latico como bloco de construgdo na industria quimica

A demanda pelo acido latico vem crescendo substancialmente nos ultimos anos
devido ao seu grande potencial de atuacdo como mondmero na produgdo do polilactato (PLA)
(Wischral et al., 2019), ilustrado na Figura 2.14. A pureza Optica do acido latico apresenta
destacada importancia nas propriedades fisico-quimicas do PLA produzido. Os polimeros
derivados dos acidos D-latico e L-latico opticamente puros sdo materiais semi-cristalinos,
enquanto os polimeros provenientes da mistura racémica DL-latico sdo usualmente amorfos
(Abdel-Rahman et. al/, 2013). O PLA amorfo ¢ usado, preferencialmente, em aplicagdes que
demandem rigidez mecéanica e o semi-cristalino destaca-se na aplicacdo como veiculo

medicamentoso.

2.9.2 Rotas tecnologicas de producio de acido latico

O acido latico pode ser produzido por rotas quimicas e bioquimicas, € sua maior
incidéncia na produ¢do mundial realizada pela rota bioquimica, uma vez que a partir desta ¢
possivel produzir apenas um dos isomeros do &cido latico (Nolasco-Hipolito, 2002). A
producao por sintese quimica gera como produto ambos os isdmeros do acido. E apresenta
como maior vantagem a facilidade na etapa de purificagdo, uma vez que ndo héa substrato

residual misturado ao produto final.
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2.9.2.1 Rota quimica para produgdo de dcido latico

A hidrélise da lactonitrila, a oxidacdo do propilenoglicol e a reagdo entre
acetaldeido, H20 e CO, sdo alguns exemplos de rota quimica para produgdo do acido latico.
Entre as trés formas de producdo citadas, apenas a hidrdlise da lactonitrila, nitrocomposto
utilizado como solvente ¢ usado em escala industrial pela viabilidade de seu OPEX (Datta et
al., 1995).

Apesar de a lactonitrila produzir um produto com elevada pureza, a utilizagdo da
esterificacdo e da hidrdlise como método de separagdo e purificagdo do acido latico, leva a
producdo de uma solugcdo com baixa concentragdo de 4cido, aproximadamente 50% em peso
(Datta et al., 1995). Existe ainda o risco de o produto apresentar tragcos de metanol, utilizado
na etapa de esterificacdo, o que inviabiliza a aplicacdo do 4acido produzido para fins

alimenticios (Kirk e Othmer, 1981).

2.9.2.2 Rota bioquimica para producdo de dcido latico

Existem duas formas do acido latico, o D(-) Dextrogiro e o L(+) Levogiro,
ilustradas na Figura 2.15, e ambas pode ser obtidas durante a fermentacdo e variam de acordo
com o género do microrganismo. Os géneros de bactérias acido-laticas de maior importancia
sdo Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, € Bifidobacterium (Klein et al.,
1998), sendo que os principais microrganismos empregados industrialmente para a producdo

do &cido lactico sao do género Lactobacillus (Abdel-Rahman et. al, 2013).

COOH HOOC

c‘* C*
HO H CH3 H3C H OH
Acido L(+) Latico Acido D(-) latico

Figura 2.15 Formula estrutural dos isdmeros quirais de acido latico

A rota bioquimica para producao de acido latico utiliza como principal agente
fermentativo microrganismos que apresentam exigéncias nutricionais em aminoacidos e
vitaminas para seu adequado crescimento e atividade fermentativa (Hugenholtz e

Kleerebegem, 1999). A sintese de ATP (trifosfato de adenosina) ndo ocorre por meio de
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respiragdo, tais microrganismos sdo capazes de obter energia através da fosforilacdo do

substrato.

A fermentacdo conduzida por estes microrganismos podem ocorrer de duas
formas dependendo da espécie envolvida e condi¢des do meio. Desta forma, classificam-se
como homofermentativas ou homolaticas as bactérias capazes de produzir apenas acido latico,
sem interferéncia de outros produtos; e heterofermentativa ou heterolaticas quando ocorre
simultaneamente a producdo de acido latico a obten¢do de outros subprodutos, como o CO2,
etanol e/ou acetato, bem como a produ¢do de acidos mistos (Hofvendahl e Hagerdal, 2000

apud Li e Cui, 2010).

A via homolética ¢ conhecida por via Embden-Meyerhof, onde 1mol de hexose se
convertem em 2 mols de acido latico e 2 mols de ATP. Nesta via, o metabolismo é
caracterizado pela quebra de frutose 1,6-bifosfato em duas trioses fosfato (3C), que sao
posteriormente convertidas a lactato (Hofvendahl e Hagerdal, 2000 apud Li e Cui, 2010).
Alguns autores afirmam que determinadas espécies desse grupo sdo capazes de fermentar
pentoses através da via fosfato-pentose, onde se convertem 1 mol de pentose em 1,67 mol de
acido latico, entre elas Enterococcus mundtii QU 25 e Lactobacillus plantarum (Abdel-

Rahman et. al, 2013).

Existem ainda microrganismos classificados como heterofermentativos
facultativos, que apesar de realizarem a fermentagdo de forma similar aos homolaticos,
produzem outros acidos em condi¢des limitantes de substrato. Sdo capazes de converter
pentose em dacido latico e acético via fosfocetolase indutivel. Na presenca de glicose, as
enzimas da rota do fosfogluconato sdo inibidas. Algumas espécies heterofermentativas
facultativas sdo: L. alimentarius, L. plantarum, L. lactis, L. pentosus, L. xylosus (Hofvendahl

e Hégerdal, 2000 apud Li e Cui, 2010).

J& as bactérias classificadas como heterofermentativas utilizam a via 6-
fosfogluconato/fosfocetolase para a formacao de 4cido latico. As hexoses sdo convertidas em
quantidades equimolares de acido latico, etanol e/ou acido acético, gas carbonico e ATP em
condigdes de anaerobiose. Tais bactérias exercem a oxida¢do da glicose-6-fosfato a
gluconato-6-fosfato, que sofre descarboxilagdo e ruptura da pentose resultando em duas
moléculas de trés (gliceraldeido-3-fosfato) e dois atomos de carbono (acetil-fosfato). O

gliceraldeido-3-fosfato gera o lactato enquanto que o acetil-fosfato pode seguir dois caminhos
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distintos convertendo-se a etanol ou acetato. Algumas espécies de bactérias laticas

heterofermentativa obrigatdrias, sdo: Lactobacillus brevis, L. fermentum e L. reuteri

(Hofvendahl e Hagerdal, 2000 apud Li e Cui, 2010).

A linhagem empregada no presente estudo, L. pentosus, se caracteriza como

heterofermentativa facultativa. A produgdo de acido latico, realizada a partir das hexoses

segue a rota de Embden-Meyerhof, ¢ quando a partir das pentoses, ¢ utilizada rota de

fosfocetolase.

O Quadro 2.5 mostra resumidamente as suas principais rotas metabolicas usadas

por bactérias acido-laticas, enquanto a Figura 2.16 evidencia as duas etapas bioquimicas.

CARACTERIZACAO LAB HOMOFERMENTATIVAS LAB HETEROFERMENTATIVAS
Produtos Acido Latico A.c’idlo latico, etanol, acido acético,
dioxido de carbono

Rotas Hexoses: Embden-Meyerhof Hexoses: Fosfogluconato/fosfocetolase

metabolicas Pentoses: Fosfato pentose Pentoses: Fosfocetolase

Rendimento Hexose: 1,0 g/g (2,0 mol/mol) Hexose: 0,5 g/g (1,0 mol/mol)

Tedrico Pentose: 1,0 g/g (1,67 mol/mol) Pentose:0,6 g/g (1,0 mol/mol)

Género Lactococcus, Strep tococ.cus, Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Lactobacillus
Enterococcus, Lactobacillus

Viabilidade Viabilidade por sua alta Pouca viabilidade pela variedade

comercial seletividade de produtos

Fonte: Jaramillo (2014)

Quadro 2.5 Caracteristicas principais das rotas metabolicas para bactérias acido-laticas

HOMOFERMENTATIVO

Glicosa = Glicose-6-P

1

Frutose —® Frutose-§-P

l

Frutose-1,6-di-P

Gliceraldeido-3-P 4= Dihidroxi-acetona-P
NAD
lc WADH
Piruvatao
NADH
|G

Lactato

HETEROFERMENTATIVO

Frutose-5-P #=—— Frutose

1

Glicose = Glicose-6-P
2 NAD
co, c 2 NADH

Xilulosa-5-P

Gliceraldeido-3-P Acetlil-P ——» Aceiato

l l

Lactato Acetil-Coh
2 NADH
c 2 NAD
Etanal

Fonte: Gomes, 2009.

Figura 2.16 Rotas metabolicas simplificadas da fermentacdo das baterias acido laticas, fermentacéo
homofermentativa de glicose; fermentagao heterofermentativa de glicose e pentoses
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2.10 CONSIDERACOES GERAIS

O aumento da densidade populacional associado ao crescimento da demanda
energética e as graves perturbagcdes ambientais indicam a necessidade de mudanga na matriz
energética, uma vez que sua base ¢, em grande parte, derivada de fontes ndo renovaveis.
Atrelado a isto esta a geragdo de residuos agricolas, que cresce consideravelmente nas tltimas
décadas, e a necessidade de aproveitamento desses materiais de matriz lignoceluldsica
capazes de gerar diversos produtos de alto valor agregado, dentre eles o acido latico, por meio
de procedimentos de pré-tratamentos para aumentar a acessibilidade da celulose ao ataque

enzimatico.

A biomassa lignoceluldsica que mais se destaca no Brasil € o bagaco de cana-de-
acucar. O crescimento da necessidade mundial por fontes de energias alternativas, aliado as
condi¢des climaticas favordveis ao cultivo da cana-de-actcar, tornou o pais um importante
fornecedor dessa biomassa vegetal para a exportagcdo. O aproveitamento integral de biomassas
como fonte renovavel na producio de insumos, bioprodutos e energia torna-se uma alternativa
coerente inserida no contexto de Biorrefinarias. E nessa grande temética que a presente

dissertacdo de mestrado esté inserida.

As diferentes concepgdes tecnoldgicas para o aproveitamento da biomassa
lignocelulodsica incorpora a hidrolise enzimatica de polissacarideos da parede celular desses
materiais. O processo de hidrolise se d4 por meio de um consorcio de enzimas que atuam
sinergicamente, podendo também haver anti-sinergismo nessa atua¢do, como inibi¢do pelos
produtos de hidrolise de determinada enzima na atuacdo de outra. A eficiente hidrdlise
enzimatica, bem como o entendimento de como essas diferentes entidades enzimaticas atuam,
¢ de fundamental importancia para se definirem propor¢des Otimas desses biocatalisadores. A
avalia¢do da fermentabilidade de hidrolisados enzimaticos ¢ outro aspecto que necessita ser
explorado, para assegurar a sustentabilidade econdmica de processos que utilizam biomassa,

em consonancia com os conceitos e fundamentos da Bioeconomia.
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Capitulo 3 — JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

O complexo lignocelulosico ¢ formado pela lignina, macromolécula formada
basicamente por alcoois aromaticos e que confere resisténcia ao material, mantendo a
integridade da matriz; pela hemicelulose, um polissacarideo composto principalmente por
pentoses, que em gramineas tém a xilose em sua maior por¢do e que ¢ metabolizada por
poucos microrganismos; € pela celulose, homopolissacarideo composto por moléculas de

glicose que podem ser fermentadas a diversos produtos de interesse comercial.

Para que a hidrélise deste material se torne vidvel, ¢ preciso que o mesmo seja
submetido a algum tipo de pré-tratamento. Estas técnicas tem o objetivo de fracionar as
moléculas de lignina e/ou hemicelulose, na intengdo de aumentar a acessibilidade e diminuir a
recalcitrancia da celulose possibilitando assim sua conversao bioquimica a algum produto de

interesse.

Entretanto, apesar da maioria dos pré-tratamentos de biomassa ser capaz de
superar a cristalinidade e solubilizar grande parte dos componentes do complexo
lignoceluldsico, algumas moléculas de hemicelulose tendem a reprecipitar sobre a matriz
celuldsica, diminuindo a disponibilidade de celulose para hidrolise. As xilanases sdo enzimas
hidroliticas que atuam nas ligacdes -1,4 das xilanas sendo responsaveis pela hidrélise deste
acucar, e consequentemente, fracionam a por¢ao hemiceluldsica do complexo aumentando a

propor¢ao de celuloses disponiveis no meio.
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3.1 OBJETIVOS GERAIS

Neste contexto, uma das propostas desta dissertacdo de mestrado foi utilizar
xilanases como proteinas acessorias na hidrolise enzimdatica de material com matriz
lignoceluldsica, a fim de avaliar o sinergismo entre as hidrolases — xilanases e glucanases, na
desconstru¢do do complexo lignoceluldsicos. A outra vertente do trabalho se insere dentro de
uma importante linha de pesquisa do Laboratério de Desenvolvimento de Bioprocessos
(LADEBIO), que tange sobre a Engenharia de Produtos Enzimaticos e tem como principal
objetivo a produ¢do de coquetéis enzimaticos customizados para obtenc¢do de altas eficiéncias
de hidrolise da biomassa lignocelulosica e producdo de xaropes ricos em agucares

fermentaveis a partir da mesma.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Desta forma, o presente trabalho teve como objetivos especificos:

1.  Investigar o sinergismo entre celulases e xilanases purificadas;

2. Avaliar o sinergismo entre xilanases purificadas e o coquetel enzimatico comercial
Celic® C-Tec2;

3. Avaliar o sinergismo entre xilanases purificadas e preparado enziméatico produzido no
LADEBIO;

4.  Empregar técnica de planejamento experimental para otimiza¢do de coquetel enzimatico
formado por xilanases purificadas e o preparado LADEBIO;

Produzir hidrolisado rico em agtcares fermentaveis;

6.  Avaliar a fermentabilidade do hidrolisado produzido para a producio de acido latico em

biorreator descontinuo.
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Capitulo 4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 PRE-TRATAMENTO DAS BIOMASSAS

4.1.1 Bagaco de cana-de-acucar

Foi realizado no bagaco de cana de agucar um pré-tratamento alcalino, com a
finalidade de se reduzir o teor de lignina do material e facilitar o acesso enzimatico as fibras

celulosicas e hemiceluloses.

Adicionou-se uma solu¢do de NaOH 2% m/v, com relagao solido:liquido de 1:20
(gomL), a 121°C por 30 minutos, método otimizado por Vasquez (2007). Apds o processo
foram obtidas duas fragdes: uma liquida, sendo a lignina seu componente majoritario € uma
solida, denominada de celulignina alcalina parcialmente deslignificada — CAPD. A separagdo
das fases foi realizada com a mistura ainda quente, utilizando um filtro. O so6lido obtido foi
lavado abundantemente com agua destilada até todo o excesso de lignina ser removido e

colocado em uma estufa de circulagdo a 50°C para secar.
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Apoés a etapa de secagem, a biomassa foi cominuida em moinho (MF10 Basic,
marca IKA®) e seu tamanho padronizado por uma peneira de Imm de abertura. A Figura 4.1

mostra o aspecto do bagaco in natura e ap6s o pré-tratamento descrito.

Bagago da cana-de-agucar apos
cominui¢do e pré-tratamento alcalino

Bagaco da cana-de-agtcar in natura

Figura 4.1 Bagaco de cana-de-agtcar, antes ¢ apds maceragdo em moinho e pré-tratamento alcalino proposto

4.1.2 Polpa celulosica

A polpa celulodsica utilizada neste trabalho foi gentilmente cedida pela empresa
FIBRIA/Aracruz Celulose e Papel, situada no Espirito Santo. Esta polpa ¢ proveniente do
sistema de decantagdo que ¢ a Ultima etapa por onde o material passa antes de ser descartado,
ou seja, foi submetida a todos os tratamentos descritos no topico 2.2.1.1 da presente
dissertacdo. Desta forma ¢ possivel afirmar que a biomassa passou pelos processos de

picagem, cozimento, depuragao, deslignifica¢do por O, e posterior branqueamento.

Ao chegar ao LADEBIO, a biomassa foi cominuida em moinho (MF10 Basic,
marca IKA®) e seu tamanho padronizado por uma peneira de 1mm de abertura. A Figura 4.2
mostra o aspecto da polpa celuldsica logo que chegou ao laboratério, e apds o processamento

da biomassa no moinho.

Polpa celulodsica proveniente do sistema Polpa celulosica proveniente do sistema
de decantagdo de decantagd@o apds cominui¢do

Figura 4.2 Polpa celulésica apds sair do processo de decantacdo, e apds processamento em moinho microfino
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4.2 CARACTERIZACAO DAS BIOMASSAS

As trés biomassas, polpa celuldsica, bagaco de cana-de-agucar in natura e CAPD,
foram caracterizadas segundo procedimento descrito por Sluiter et al. (2005) e Ververis et al.
(2007). Cadinhos do tipo Gooch n°3 foram previamente calcinados na mufla a 575°C por 5
horas, pesados (W0) e armazenados em dessecador. O ensaio foi realizado em triplicata, onde
0,3g de amostra foram devidamente pesadas em erlenmeyers de 250ml e adicionados 3,0mL

de H,SO4 72%, mantendo os frascos a temperatura de 30°C por uma hora.

Ap6s esse periodo, adicionou-se aos frascos 84,0mL de H,O deionizada, diluindo
o0 acido a 4,0%. Os frascos foram autoclavados por uma hora a 121°C. Os hidrolisados foram
filtrados nos cadinhos calcinados, lavando o residuo com agua destilada para remover todo o
hidrolisado. Os residuos solidos foram secos a 100°C por 24 horas e os cadinhos novamente
pesados (W1). Apos a pesagem W1, os cadinhos foram calcinados em mufla a 550°C por

cinco horas, resfriados e pesados (W2).

Os hidrolisados foram entdo neutralizados com Ca(OH), para pH entre 5,5 ¢ 6,0,
filtrados em papel filtro, com auxilio de funil de biichner e avolumados para 200mL com agua
deionizada. Foram entdo mensuradas as concentragdes de acucares redutores totais (C2) pelo
método de DNS e glicose (C1) pelo método de enzimatico de glicose oxidase (GOD). Os

teores de glucana, xilana e lignina foram calculados pelas Equagdes 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4:

0,9
0,96

Glucanas (% E) = ( ) X C1 X (%) X ax 100 (Equagio 4.1)

Onde:

0,90 = Propor¢ao estequiométrica massica
0,96 = rendimento de sacarificacao

C1 = concentragdo de glicose (g/L)

v = volume total da solugdo de agucar (L)
m = massa da amostra seca (g)

a= diluicdo da amostra (se houver)
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Xilanas (% g) (@) x (€2 — C1) x ( ) x a x 100 (Equacdo 4.2)

v
0,93 m
Onde,

0,88 = Proporg¢do estequiométrica massica
0,93 = rendimento de sacarificagcao

C1 = concentragado de glicose (g/L)

C2 = concentragao de agucares redutores (g/L)
v = volume total da solugdo de agucar (L)

m = massa da amostra seca (g)

a = diluicdo da amostra (se houver)

. Wi1-w2 .
Lignina (% E) = ( ) x 100 (Equacio 4.3)
Onde,
W1 = massa do residuo seco da filtragem (g)
W2 =massa do residuo ap6s calcinacao (g)
m = massa da amostra seca (g)
, W2-Wwo ~
Cinzas (% %) = ( ) x 100 (Equacio 4.4)

Onde,

WO = massa do cadinho vazio (g)
W2 =massa do residuo apos calcinacgao (g)
m = massa da amostra seca (g)

4.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

No presente trabalho foram utilizadas quatro enzimas diferentes: Celulase
purificada de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich®); Xilanase purificada de 4. oryzae (Sigma-
Aldrich®); um preparado enzimatico produzido no LADEBIO a partir de Penicillium
funiculosum (Passos, 2018); ¢ o coquetel enzimatico Celic® C-Tec2 (Novozymes). Todas as

atividades enzimadticas foram quantificadas, tanto as atividades celulasicas (FPase, CMCase,
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Avicelasica, B-glucosidasica) quanto a xilanasica, bem como a concentragdo de proteinas

totais, obtidas a partir da metodologia de Bradford (1976).

Os protocolos utilizados se embasam em adaptagoes de Ghose (1987), Adney e
Baker (1996) e Eveleigh et al. (2009), que tem como premissa a determinagdo, por
espectrofotometria, a intensidade de cor formada, relacionada a cada reagente especifico
usado. As atividades enzimaticas foram expressas em unidades internacionais (UI), sendo que
uma unidade de atividade equivale a liberagao de 1pumol de produto respectivo por minuto. As
analises de agucares totais e especificos, bem como a avaliagao da produgao de acido latico na

fermentagdo, foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4.3.1 Preparo reagente DNS e tampéao citrato de sédio

O reagente DNS (4cido 3,5-Dinitrosalicilico) ¢ o que reage mudando a coloracao
das amostras de acordo com a quantidade de agtcar liberada no meio reacional. Este reagente

foi preparado com as proporgdes apresentadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Componentes do reagente DNS

COMPONENTE CONCENTRACAO
Acido 3,5-dinitrosalicilico 10,6g
NaOH 19,8¢g
Sal de Rochele 306¢g
Fenol 7,6mL
Metabissulfito de sodio 8,3¢g
Agua destilada 1416mL

Fonte: Miller (1959)

O 4cido 3,5-dinitrosalicilico e o0 NaOH foram dissolvidos previamente em agua.
Os demais componentes foram adicionados em seguida. A solugcdo foi armazenada em

auséncia de luz por 24 horas e, ap6s este periodo, filtrada em papel de filtro.

O tampado citrato de sédio 0,05M foi preparado a partir da mistura de duas
solugdes, uma de 4cido citrico 0,1M e a outra de citrato de s6dio 0,IM. Para preparar 1,0L
deste tampao, sao misturados 205mL da solucao de acido citrico 0,1M, 295mL da solucao de
citrato de sddio 0,1M e 500mL de agua destilada. O pH foi ajustado para 5,0 com a adigdo das
solugdes de citrato de soédio ou 4&cido citrico, para aumentar ou diminuir o pH,

respectivamente.
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4.3.2 Quantificacio da atividade enzimatica em papel de filtro (FPasica)

A metodologia para quantificagdo da atividade FPasica das enzimas estudadas
foram adaptadas a partir dos estudos de Ghose (1987). Essa quantificacao indica a atividade
sinérgica entre as endocelulases e exocelulases presentes nos coquetéis enzimaticos
estudados, e para tal, utiliza-se como substrato o papel filtro. As analises foram realizadas em
triplicata, sendo necessaria a utilizacdo de trés microtubos de 2mL por amostras, um frasco
para controle de enzima, um frasco de controle de substrato ¢ um branco reacional. Um
circulo, com 0,5cm de diametro, de filtro de papel foi adicionado a cada um dos microtubos

contendo as triplicatas e uma também ao frasco de controle de substrato.

Para analise da atividade, foram adicionados 40,0uL de tampdo citrato de sodio
0,05M e 20,0pnL da enzima estudada as triplicatas e ao frasco de controle enzimatico. Nos
microtubos de controle de substrato e o branco reacional foram adicionados apenas o tampao
citrato de so6dio 0,05M (60,0uL). Os microtubos foram incubados em banho quente por 1 hora
a 50°C. Apos o intervalo de reacdo foram imersos em banho fervente por 5 minutos, a fim de

interromper as atividades enzimaticas.

Em seguida, adicionou-se 120,0pL de reagente DNS a todos os microtubos, € os
mesmos foram novamente incubados por 5 minutos em banho fervente para o processo de
reacdo do DNS. Apds, cada um dos microtubos tiveram acrescidos a seu volume reacional,
800,0nL de agua destilada para posterior homogeneizacao. Os microtubos para controle de
enzima, controle de substrato e branco reacional foram feitos buscando a exclusdao de
interferéncias nas leituras de absorbancia dos microtubos analisados. Utilizou-se o frasco com
branco reacional para calibrar o espectrofotometro a 540nm e em seguida, as absorbancias dos
sobrenadantes dos demais microtubos foram registradas. A Figura 4.3 exibe um esquema do
processo. Para o célculo da glicose liberada na reagdo ¢ utilizada a Equagdo 4.5 e para o
calculo da atividade enzimatica obtida aplica-se a Equagao 4.6:

[(Absy—Abscg—Abscs)—Coef Linear]
Coef Angular

Glicose(g/L) = (Equacio 4.5)

Onde,

Abs, = absorbancia amostra (nm)

Abscg = absorbancia controle de enzima (nm)

Abscs = absorbancia controle de substrato (nm)
Coeficiente angular e linear = obtidos pela curva padrao
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Ativ. Enz. (U/mL) = (G”f;’;e e f D) (Equagio 4.6)
* * E

Onde,

Glicose = obtida na reacao (g/L)

VR = volume reacional total (mL)

Fp = fator de dilui¢do da amostra

180 = massa molecular glicose (g/mol)

T = tempo reacional (min)

VEg = volume de enzima diluida na reacao

Obs.: Colocar papel ........................ » Tampﬁo Citrato 0,0SM pH 5.0
filtro nas triplicatas e i 40pL
em CS. Néo inserir i ! !
papel filtro nos AP AP A

frascos de CE ¢ B. }
|

20pnL enzima

Banho-quente 50° 60min + Banho fervente Smin

120uLDNS
v v v v
| — | s | |
1| | 1 1'
5 ! u |
1 2 3 CS

Banho fervente S5Smin

800uL Agua Destilada

v v __ v v \
B BN B B
R
! i ! ' |
1 2 3 CE s .
Leitura
Espectrofotometro
540nm

Figura 4.3 Esquema simplificado da analise quantitativa de atividade enzimatica de FPase
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4.3.3 Quantificacio da atividade enzimatica avicelasica

A metodologia para quantificacdo da atividade aviceldsica das enzimas estudadas
foram adaptadas a partir dos estudos de Ghose (1987), Adney e Baker (1996) e Eveleigh et al.
(2009). Tal quantificagdo ¢ capaz de indicar a atividade enzimatica do grupo das
exoglucanases, composto pelas glucano-hidrolases ¢ o das celobiohidrolases, sendo as
primeiras responsaveis pela liberacdo direta de moléculas de glicose, e as demais pela
hidrélise primaria das fibras celuldsicas e sendo responsaveis pela amorfogénese e ruptura
fisica do substrato, com o aumento das regides intersticiais e originando dimeros de glicose,

celobiose.

As andlises foram realizadas em microtubos de 2,0mL e adicionados 50uL de
enzima devidamente diluida em tampao de citrato de sédio 0,05M, e 50uL de solugdo
Avicell® 2% m/v (20g/L) como substrato. A mistura foi incubada a 50°C por 15 minutos e
depois levada ao banho fervente por 5 minutos para interromper as atividades enzimaticas.
Entdo, 300uL de reagente DNS foram adicionados aos microtubos, os quais foram levados ao
banho fervente por 5 minutos. No fim desta reacdo, 1,5mL de agua destilada foram

adicionados, seguido de homogeneizagao.

Microtubos para controle de enzima, controle de substrato e branco reacional
também foram realizados para exclusdo de suas interferéncias nas leituras das absorbancias
dos microtubos experimentais. Todas as analises foram feitas em triplicata. Utilizou-se o
microtubo com branco experimental para calibrar o espectrofotometro a 540nm e depois, as
absorbancias dos sobrenadantes dos demais microtubos foram registrados. As Figuras 4.4(a) e
4.4(b) mostra um esquema simplificado da analise. Para o calculo da glicose liberada na
reacao ¢ utilizada a Equacdo 4.5 anteriormente citada e para o célculo da atividade enzimatica

obtida aplica-se a Equagdo 4.6.

| S0uL Substrato || Tampaio Citrato | + 300nL. DNS |
- - =
e o e ; E £ O AU
y v ; vv S0ul. w 50pL. w¢100pL ) : :
Y ¥V v  yy5oulySouL yl00n a2 v v vV v v
9 e : - - -
25 T I T
<
g =
1 2 3 CS CE B = S
A A A A k= 3 Cs CE B
. SOt AU U S =
. : E m
50uL Enzima 2

Figura 4.4(a) Esquema simplificado (fase inicial) da analise das atividades enzimaticas avicelasica, CMCasica e
xilanasica
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Figura 4.4(b) Continuagao Figura 4.4(a). Esquema simplificado (fase final) da analise das atividades
enzimaticas avicelasica, CMCasica e xilanasica

4.3.4 Quantificacdo da atividade enzimatica CMCasica

A metodologia para quantificacdo da atividade CMCésica das enzimas estudadas
foram realizadas a partir de adaptacdo dos estudos de Ghose (1987), Adney e Baker (1996) e
Eveleigh et al. (2009). A quantificacdo das atividades em carboximetilcelulose (CMC) aponta
a atividade de enzimas endoglucandsicas, responsaveis por atuar, com maior incidéncia, nas
regides internas da estrutura amorfa da celulose, liberando oligossacarideos de tamanhos

menores.

J4

O processo ¢ similar ao anterior, divergindo-se apenas no substrato de reagao
utilizado. Em microtubos de 2,0mL foram adicionados 50uL. de enzima devidamente diluida
em tampao de citrato de so6dio 0,05M e pH 5,0, e 50uL de solugdo de CMC 2% m/v (20g/L)
como substrato. Os microtubos foram incubados, por 15 minutos, a 50°C e, em seguida,
levados ao banho fervente por 5 minutos. Apds esse intervalo, 300uL de reagente DNS foram
adicionados e os microtubos foram levados novamente ao banho fervente por 5 minutos. Ao
fim do tempo reacional, 1,5mL de 4agua destilada foram adicionados, seguido de

homogeneizagao.

Os controles de enzima e substrato, e o branco reacional também foram feitos para
excluir as suas interferéncias nas leituras de absorvancia dos microtubos experimentais. Cada
andlise foi realizada em triplicata. Utilizou-se o microtubo com branco experimental para
calibrar o espectrofotometro a 540nm e depois as absorvancias dos sobrenadantes dos demais

microtubos foram registrados.

Os calculos realizados para quantificar a liberagdo de glicose e quantificacao da

atividade enzimatica a partir deste substrato estdo explicitados nas Equacdes 4.5 e 4.6,
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respectivamente. O esquema representado na Figura 4.4(a) e 4.4(b) também esclarece esta
analise, uma vez que todo o procedimento ¢ analogo a quantificacdo de atividade avicelasica,

diferindo apenas ao substrato de reagao.

4.3.5 Quantificaciio da atividade B-glucosidasica

Outra quantificacdo enzimatica realizada foi a das B-glucosidases que capazes de
hidrolisar celobiose e oligossacarideos soltiveis (com menos de sete unidades monoméricas)
gerando unidades de glicose livres. A metodologia para quantificagdo da atividade [-
glucosidasica das enzimas estudadas foram realizadas a partir de adaptagdo dos estudos de

Ghose (1987), Adney e Baker (1996) e Eveleigh et al. (2009).

Em microtubos de 2,0mL foram adicionados 50uL de enzima diluida em tampao
de citrato de sddio 0,05M e pH 5,0, e S0uL de solugdo de celobiose 2% m/v (20g/L). Durante
15 minutos, a mistura foi incubada a 50°C e depois levada ao banho fervente por 5 minutos.
Apo6s este intervalo de tempo, utilizou-se o kit glicose oxidase (GOD) para quantificar a
glicose liberada pelo método da glicose oxidase. Apos a adicdo do reagente do kit, os
microtubos foram incubados a 37°C por 10 minutos. Ao fim deste intervalo, 1,0mL de 4dgua

destilada foi adicionado, seguido de homogeneizacao.

Microtubos para controle de enzima, controle de substrato, padrao do kit e branco
reacional também foram feitos para exclusdo de suas interferéncias nas leituras de
absorvancia dos microtubos experimentais. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.
Utilizou-se o microtubo com branco experimental para calibrar o espectrofotometro a 505nm

e depois, as absorvancias dos demais microtubos foram registrados.

Para o célculo da glicose liberada na reagdo ¢ utilizada a Equacao 4.7 e para o

calculo da atividade enzimatica obtida aplica-se a Equagao 4.8:

Absy
Absp

Glicose(g/L) = (Equagio 4.7)

Onde,

Abs, = absorbancia amostra (nm)
Abs,, = absorbancia padrdo (nm)
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(Glicose *Vg*Fp)
180 x T * Vg* F¢

Ativ.Enz.(U/mL) =

(Equacio 4.8)

Onde,

Glicose = obtida na reagao (g/L)

Vr = volume reacional total (mL)

Fp = fator de diluicao da amostra

180 = massa molecular glicose (g/mol)

T = tempo reacional (min)

Vg = volume de enzima diluida na reagao
Fc = fator de corre¢ao GOD

4.3.6 Quantificacdo da atividade endo-xilanasica

A quantificacdo das atividades em xilana aponta a atividade de enzimas do grupo
das xilanases, responsaveis pela biocatalizacdo das xilanas, gerando oligomeros de [-p-

xilopiranosilo e outros sacarideos precursores de xilose, bem como a prépria molécula livre.

A andlise ¢ semelhante as de quantificagdo de atividades aviceldsicas e
CMCasicas, diferindo apenas no substrato reacional. Em microtubos de 2,0mL foram
adicionados 50uL de enzima diluida em tampao de citrato de so6dio 50mM e pH 5,0, e 50uL
de solucao de xilana 2% m/v (20g/L). Os microtubos foram incubados, durante 15 minutos, a
50°C e, logo em seguida, levados ao banho a 100°C por 5 minutos. Adicionaram-se, entdo,
300uL de reagente DNS e os microtubos foram novamente incubados em banho fervente por
5 minutos. Ao fim da reagdo, 1,5mL de 4gua destilada foram adicionados, seguido de

homogeneizagao.

Microtubos para controle de enzima, controle de substrato e branco reacional
também foram feitos para exclusdo de suas interferéncias nas leituras de absorvancia dos
microtubos experimentais. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Utilizou-se o
microtubo com branco experimental para calibrar o espectrofotometro a 540 nm e depois, as

absorvancias dos sobrenadantes dos demais microtubos foram registrados.

Os célculos para quantificagdo da liberagao de glicose e quantificacdo da atividade
enzimdtica, quando utilizando a xilana como substrato, sdo determinados a partir das
Equagoes 4.5 e 4.6, respectivamente. O esquema representado na Figura 4.4(a) e 4.4(b)
também elucida esta andlise, uma vez que todo o procedimento € andlogo a quantificacao de

atividade avicelasica, diferindo apenas ao substrato de reagao.
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4.3.7 Quantificacio da concentracio de proteinas pelo método de Bradford

Uma curva padrao foi construida a partir de uma solu¢ao de albumina bovina
sérica (BSA) com concentracdes variando de 50 a 1000mg/L. Para a quantificacdo de
proteinas, foi aplicada a metodologia de Bradford (1976). Utilizaram-se microtubos de 2,0mL
aonde 20uL de amostra (dgua para o branco), devidamente diluida em dgua destilada, foram
adicionadas a 1000uL de reagente Bradford (BioRad). As andlises foram feitas em triplicata e
incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorvancia dos microtubos foi lida em
595nm, calibrando-se a sua leitura com o branco experimental. Os célculos para quantificagdo

da concentragdo de proteinas totais sdo determinados a partir da Equagdo 4.9.

Abs, —C Li
(Abs, —Coef Lnear)* F

PTN (g/L) = Coef Angular D (Equacio 4.9)

Onde,

Abs, = absorbancia amostra (nm)
Coeficiente angular e linear = obtidos pela curva padrao
Fp = fator de dilui¢ao

4.3.8 Quantificacdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para quantificacdo dos agucares totais, glicose e xilose foi utilizado um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em cromatografo ‘Waters’ (Sistema de
bombeamento modelo 510, injetor Rheodyne, detector de indice de refragdo modelo 410),
coluna HiPlex H — Agilent. Utilizou-se como fase mével H,SO4 5,0mM, a um fluxo de
0,6mL/min, e temperaturas de forno de 60°C e detector de 50°C. Como padrao foi utilizado
celobiose, glicose, xilose e arabinose. Para quantificar o acido latico foi utilizada a mesma

coluna e condig¢des de andlise de agucares com detector ultravioleta na faixa de 254nm.

4.3.9 Calculo de Eficiéncia de Hidrdlise

A eficiéncia de hidrélise em glicose foi calculada através da Equagao 4.10:

GLH
GTx1.11

EH(%) = ( ) X 100 (Equagio 4.10)

Onde,

E.H.: eficiéncia da hidrolise enzimatica (%);
GLH: concentracao de glicose (g/L) liberada ap6s hidrélise enzimatica;
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GT: concentragdo de glicose (g/L) que poderia ser obtida com eficiéncia de 100% (glicose
tedrica);

1.11: fator de ajuste considerando a adi¢gdo de uma molécula da agua (18g/mol) para a
liberagdo de uma molécula de glicose (180g/mol), apdés o rompimento de cada ligagdo
covalente durante a hidrolise da celulose.

4.3.10 Calculo para estudo do efeito sinérgico da adicdo de xilanases aos meios

reacionais
O grau de sinergismo pode ser calculado pela Equacao 4.11, descrita abaixo:
ART
GS = XL+ CEL (Equacao 4.11)
ARTx11,+ART cEL
Onde,

GS: grau de sinergismo;

ARTyx 14 cpL: concentracdo de glicose (g/L) liberada apds hidrdlise enzimatica no experimento
com adi¢do de xilanases;

ARTxy: concentragdo de glicose (g/L) liberada apds hidrélise enzimdtica quando utilizada
somente xilanase.

ARTcg: concentragdo de glicose (g/L) liberada apos hidrolise enzimatica quando utilizada

somente celulase.
A obtencdo de um grau de sinergismo superior a 1,0 indica que suplementar o
meio reacional auxilia positivamente na hidrdlise e quanto maior for de 1,0,

consequentemente maior também serd a liberacdo de glicose.

4.4 ESCOLHA DE BIOMASSA E ANALISE DE SINERGISMO ENTRE CELULASES E XILANASES

Para analise e escolha da biomassa a ser utilizada em todo processo foi realizado
um experimento em microtubos de 2,0mL com volume reacional final de 1,0mL e teor de
solidos de 1,0% (m/v). Foram realizados trés controles: controles de substratos, utilizando
apenas tampao citrato de sodio 0,05M, pH 5,0 e as biomassas estudadas; e controles de ambas
as enzimas em ambas as biomassas, onde a carga proteica foi da razado de 10mg/gcepuose diluida
em tampao citrato de sédio 0,05M, pH 5,0; as seis hidrolises controle rodaram por 24 horas,

os microtubos foram entdo centrifugados e o sobrenadante analisado em HPLC.

Para avaliacdo do efeito sinérgico entre a celulase purificada e a xilanase, foi

realizado um ensaio em paralelo, também em microtubos de 2,0mL com volume reacional
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final de 1,0mL e teor de solidos de 1,0% (m/v). Primeiramente, foi feito um pré-tratamento
das biomassas com a xilanase, por 24 horas e carga protéica de 10mgprocina/Ecelulose €M tampao
citrato de so6dio 0,05M. Ao fim do periodo de reagdo, os microtubos foram centrifugados e o
sobrenadante analisado em HPLC. A biomassa presente nos microtubos encaminhadas para
secar em estufa a 50°C por 24 horas. Ap6s o processo de secagem, foram adicionadas
10mgproteina/Geelulose de celulase e 10mgproeina/eelulose de Xilanase; essa hidrolise perdurou
também por 24 horas. Os microtubos foram centrifugados e os sobrenadantes analisados em
HPLC. Todos os ensaios aqui descritos foram realizados a temperatura de 50°C e agitagcdo de

200rpm.
Em resumo, foram realizados:

1. S: controle substrato

2. A: controle celulasesa,
3. B: controle xilanasesap
4

. tri 30+ .
AB: xilanase,y, “Mmiugasiotsecagem | yilanase + celulase)sn

Com os dados deste ensaio foi possivel realizar o primeiro estudo sinérgico, com
os valores obtidos a partir da hidrolise da celulase pura no sistema reacional, bem como da
xilanase, € o ensaio utilizando a xilanase como suplementacao a celulase, a fim de facilitar a

atuacdo da mesma sobre a celulignina. Desta forma, o célculo utilizado foi o da Equagao 4.12:

AB .
GS = B (Equagio 4.12)

Onde,

A: controle celulase (24n) — 10mg/gcetutose
B: controle xilanase (4n) — 10mg/gcetutose
AB: xilanase + celulase (24n) — 20mg/Eeetulose

4.5 ENSAIOS DE PRE-TRATAMENTO ENZIMATICO UTILIZANDO DIFERENTES COQUETEIS PARA

HIDROLISE

O objetivo deste ensaio foi avaliar outras possibilidades de sinergismo entre a
xilanase purificada e outros coquetéis enzimaticos. Os coquetéis avaliados foram um

preparado LADEBIO, oriundo de Penicillium funiculosum, e o outro foi o Celic® C-Tec2.

Estes ensaios foram realizados com CAPD, em microtubos de 2,0mL com volume
reacional final de 1,0mL. Para os ensaios realizados com a Celulase da Sigma® e o preparado
LADEBIO, foi utilizado teor de solidos de 2,5% e carga protéica de 10mgpyrotcina/Seeluloses
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enquanto para o coquetel da Celic® C-Tec2, o teor de sélidos foi de 20% e carga de proteinas
de 20mg/g. Assim como no ensaio anterior, as enzimas foram diluida em tampao citrato de
sodio 5,0mM, pH 5,0; as hidrélises correram por 24 horas, a temperatura de 50°C e agitagao
de 200 rpm. Ao fim das reagdes os microtubos foram centrifugados e¢ o sobrenadante

analisado em HPLC.

4.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA OTIMIZACAO DO SISTEMA REACIONAL

Para obtencdo de um sistema otimizado visando como resposta a eficiéncia
hidrolitica e a producdo de glicose, utilizou-se a técnica estatistica de planejamento
experimental delineamento composto central rotacional (DCCR). O planejamento foi
realizado utilizando o preparado enzimatico LADEBIO e a xilanase purificada da Sigma®™. A
técnica foi aplicada com adigdo de pontos axiais e ponto central, considerando como variaveis
independentes o teor de sdlidos, a carga de celulases e a carga de xilanases; e varidveis
dependentes a eficiéncia de hidrdlise e a producdo de glicose. A tabela 4.2 mostram as
varidveis independentes e os niveis e valores reais utilizados neste experimento e a tabela 4.3

apresenta a matriz do planejamento experimental.

Tabela 4.2 Variaveis independentes, seus niveis e valores reais

NIVEIS CODIFICADOS E VALORES REAIS DAS VARIAVEIS

VARIAVEIS INDEPENDENTES
INDEPENDENTES -1.68 1 0 1 +1.68
Teor de solidos (%) 1.59 5.0 10.0 15.0 18.41
Carga de celulase (mg/g) 6.6 10 15 20 23.4
Carga de xilanase (mg/g) 6.6 10 15 20 23.4
Tabela 4.3 Matriz do planejamento experimental
EXPERIMENTO TEOR DE SOLIDOS CARGA DE CELULASE CARGA DE XILANASE
(%) (mg/g) (mg/g)
01 5,0 10,0 10,0
02 5,0 10,0 20,0
03 5,0 20,0 10,0
04 5,0 20,0 20,0
05 15,0 10,0 10,0
06 15,0 10,0 20,0
07 15,0 20,0 10,0
08 15,0 20,0 20,0
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EXPERIMENTO

TEOR DE SOLIDOS

CARGA DE CELULASE

CARGA DE XILANASE

(%) (mg/g) (mg/g)
09 1,59 15,0 15,0
10 18,41 15,0 15,0
11 10,0 6,59 15,0
12 10,0 23,41 15,0
13 10,0 15,0 6,59
14 10,0 15,0 23,41
15 (C) 10,0 15,0 15,0
16 (C) 10,0 15,0 15,0
17 (C) 10,0 15,0 15,0

C: pontos centrais

O software Statistica® 8.0 foi utilizado para criar o desenho experimental,
analisar os resultados e gerar o modelo matematico do sistema, dentro de um intervalo
de confianca de 95%. Foram realizados 17 experimentos de hidrélise em CAPD, com
diferentes proporgdes dos extratos enzimaticos, em microtubos de 2,0mL, com volume
reacional final de 1,0mL cada. Bem como nos ensaios anteriores, as enzimas foram diluidas
em tampao citrato de sodio 5,0mM, pH 5,0; as hidrolises correram por 24 horas, a temperatura
de 50°C e agitacdo de 200rpm. Ao fim das reacdes os microtubos foram centrifugados e os

sobrenadantes analisados em HPLC.

Para a validacdo da condicdo otima fornecida pelo software, a funcdo
“Desirability” do mesmo foi utilizada e os resultados obtidos comparados aos valores
preditos gerados pela funcdo. Este experimento de hidrdlise foi conduzido em quadruplicata

nas mesmas condi¢des que as utilizadas para gerar o modelo matematico.

4.7 PRODUCAO DE HIDROLISADO CONCENTRADO E CURVA CINETICA DE EFICIENCIA

HIDROLITICA

A produgdo do hidrolisado foi realizada em frasco Erlenmeyer de 1000 mL, com
volume reacional final de 230 mL. As condigdes para o experimento foram as mesmas obtidas
no ensaio de validacdo (12,8% de teor de solidos, 6,6mgpyrotcina/ECelulose d€ Xilanase e
23,4mgprotcina /eelulase do extrato LADEBIO). O frasco foi incubado a 50°C, sob agitagdo de
200rpm por 32 horas. Ao fim do tempo de reagdo, o liquido e a fracdo ndo hidrolisada da
biomassa foram filtrados em papel filtro, em ambiente estéril; o concentrado obtido foi

armazenado em freezer a -20°C até o momento de inocular o biorreator de fermentacao.
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Para confec¢dao da curva cinética de eficiéncia hidrolitica, foram retirados oito
pontos de 1,0mL — o ponto 0 e mais sete pontos a cada quatro horas decorridas de
experimento. Os valores referentes ao ultimo ponto retirado foram comparados aos resultados
da validacao experimental, assim como dos resultados preditos pelo software no intervalo de

confianca de 95%.

4.8 FERMENTACAO LATICA DO HIDROLISADO PRODUZIDO

A fermentagdo do hidrolisado obtido a partir da CAPD, utilizando o preparado
enzimatico LADEBIO suplementado com a propor¢do ideal de xilanase purificada, foi
realizada por bactérias da espécie Lactobacillus pentosus ATCC 8041. Estas bactérias foram
obtidas do banco de cepas americano “American Type Culture Collection — ATCC”, e
mantidas em freezer de -20°C em criotubos com meio contendo 10,0g de caseina, 5,0g extrato
de levedura e glicerol 20%. As cepas foram ativadas mediante a suspensdo de células em um
meio liquido MRS (Manga-Rogosa-Sharpe, Tabela 4.4), para obtencao das células

microbianas.

Tabela 4.4 Componentes meio liquido MRS

COMPONENTE CONCENTRACAO PARA 1 L DE MEIO DE CULTIVO MRS
Peptona 10,0 g
Extrato de carne 10,0 g
Extrato de levedura 50¢g
Glicose 200 g
Tween 80 1,0 mL
Citrato de amonio 2,0¢g
Acetato de sodio 50¢g
Sulfato de magnésio 0,1g
Sulfato de manganés 0,05¢g
Fosfato dipotassico 2,0¢g
pH: 6,5+0,2

Inicialmente, o meio MRS foi preparado sem a adicdo da glicose (risco de
caramelizacdo do meio) e esterilizado. Desta forma, foram preparados frascos de penicilina
contendo 63,0mL de meio de cultivo autoclavados e posteriormente adicionados a este meio
7,0mL da solucdo de glicose a 20g/L previamente esterilizada. O criotubos foram entdo
inoculados em frascos de penicilina a temperatura de 37°C, sob agitacdo de 120rpm, em

condigdes de anaerobiose, por 24 horas e passaram por uma série de dois repiques sucessivos.
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As células foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e foram ressuspensas em agua
destilada para analise de peso seco e realizagdo da curva padrao.

Para avaliar a fermentabilidade do hidrolisado obtido a partir da CAPD, foi
realizado um ensaio em biorreator Biostat B (B. Braun Biotech International — Germany) com
capacidade de 1,5L e volume reacional de 0,3L, operando em modo batelada simples (Figura
4.4). O hidrolisado foi esterilizado a 0,5atm por 20min e diluido 1,3 vezes, na intengdo de se
obter no meio uma concentragdo de glicose de em média 40g/L. Tal dilui¢cdo resultou também
na suplementacdo do meio de fermentacdo, uma vez que foi realizada com o meio MRS sem
aclcar, nas mesmas concentragdes em que foram empregados nos meios de ativacdao e
propaga¢do da levedura, conforme descrito anteriormente na Tabela 4.4. A temperatura do
meio foi mantida em 37°C, pH 6,5+0,2, controlado por meio da adicdo de NaOH 2M e foi
velocidade de agitagdo 150rpm. Foram inoculados aproximadamente 0,25g/L de células
(massa seca).

O perfil cinético do consumo dos substratos e da produ¢ao de acido latico foi
construido com base em amostragens realizadas até a fase de declinio de concentracdo celular
e estagnagdo do consumo de substrato. As amostras foram centrifugadas a 12000rpm por
15min a 10°C. O sobrenadante foi separado e devidamente diluido para determinacdo da

quantidade de agucares totais e acido latico por HPLC.

Figura 4.5 Biorreator para a fermentagio latica a partir da CAPD hidrolisada, inoculado com L. pentosus em
operagdo por batelada simples
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Capitulo 5 — RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DAS BIOMASSAS

Um dos objetivos principais do presente estudo foi observar a intera¢do e o
sinergismo entre as enzimas: celulases e hemicelulases. Desta forma, foi escolhido o pré-
tratamento alcalino visto que € caracterizado basicamente como um processo de
deslignificacdo, e que tem por consequéncia o aumento a acessibilidade as fracdes CS5

(hemicelulose e xilanas repreciptadas) e C6 (celulose) do material lignoceluldsico.

A Tabela 5.1 apresenta a composicao das biomassas lignoceluldsicas utilizadas na
primeira etapa do estudo. O bagago de cana-de-aglcar foi caracterizado in natura e apos o
pré-tratamento alcalino proposto (Passos, 2018); e a polpa celuldsica caracterizada apos

moagem, como explicitado no topico 4.1.2 desta dissertagao.

Tabela 5.1 Composi¢do bagago de cana-de-agucar in natura e ap6s pré-tratamento alcalino e polpa celuldsica

BIOMASSA % GLUCANAS % XILANAS % LIGNINA %  CINZAS
Bagaco in natura 34,8+1,5 18,5+1,1 25,9+2,1 1,5+0,4
CAPD 48,6+2,0 19,1+0,9 7,0+0,7 1,8+0,9
Polpa celulésica 71,4+1,1 12,5+0,6 0,2+0,1 0,8+0,2

CAPD: celulignina alcalina parcialmente deslignificada.

Dependendo das condigdes do pré-tratamento, pode haver solubilizagdo da fracao
hemicelulosica. Entretanto, no processo aplicado ao bagago de cana-de-agucar, otimizado por

Viésquez et al. (2007), utiliza-se de condi¢gdes brandas, e como ¢ possivel observar na Tabela
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5.1, ndo implicou na redugdo percentual de xilanas, que se manteve aproximadamente
constante, do ponto de vista estatistico. Todavia, foi atingida, por meio do processo de pré-
tratamento, a reducdo consideravel em aproximadamente 73% no teor de lignina, o que
consequentemente resultou no aumento do teor de glucanas que passou de 34,8% a 48,6%.
Ressalta-se que sdao objetivos do pré-tratamento: a desorganizacdo do complexo
lignoceluldsico, reducao da cristalinidade, aumento da acessibilidade das enzimas a celulose,

que tém como resultado a melhoria nos rendimentos de hidrolise.

A polpa celulésica apresentou um alto potencial para produgdo de hidrolisado
concentrado de glicose, uma vez que contém elevado teor de glucanas, de mais de 70%, e
praticamente um percentual nulo de lignina, indicando que ambas as frac¢des, celuldsica e
hemicelulosica, estao prontamente disponiveis para hidrdlise. No entanto, ¢ possivel observar
que para as andlises propostas nesse trabalho a CAPD mostra-se mais interessante, uma vez
que apresenta a propor¢do de xilanas:glucanas mais aproximado e facilita a observagdo dos

efeitos sinérgicos entre as enzimas empregadas.

5.2 ATIVIDADES DAS ENZIMAS ESTUDADAS

As enzimas utilizadas para analises de sinergismo e produgdo do hidrolisado
concentrado tiveram suas atividades quantificadas, bem como sua concentracdo de proteinas.

A Tabela 5.2, explicita a compilagdo dos dados obtidos.

Tabela 5.2 Quantificacdo das principais atividades enzimaticas ¢ concentragdo de proteinas referente a todas
quatro enzimas utilizadas no ambito desta dissertacao

CELULASE XILANASE EXTRATO CELIC”®
ATIVIDADE (U/L) SIGMA® SIGMA® LADEBIO C-TEC2
Avicelases 101,4 0,08 64,3 185,1
CMCases 200,3 7,4 3314 7759,5
FPase 27,9 0,04 30,1 345,5
B-glucosidases 820,5 0,01 54,9 9502,8
Xilanases 338.8 3959,2 5579 9072,3
CONCENTRACAO (g/L)
Proteinas 0,66 0,68 5,45 84,72

Com relagdo as atividades enzimaticas da Celulase da Sigma®™ observam-se
atividades relativamente baixas quanto comparadas as do pool enzimatico da Celic C-Tec2.
Isso se explica pelo fato da Celulase da Sigma® ser uma enzima purificada, e nesse processo

perde-se produtividade, uma vez que se faz necessaria diversas etapas de microfiltracdo e
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ultrafiltragdo para se obter um preparado que contenha, em sua composi¢do principal, enzimas
responsaveis pela ruptura de ligagdes B-1,4 glicosidicas de moléculas de celulose. Da mesma
forma, ¢ constatado na Tabela 5.2 que a Xilanase da Sigma® apresenta alto grau de pureza,
em razdo da obtencdo das baixas atividades celuldsicas quantificadas e elevada atividade

xilanésica.

J& o extrato enzimatico LADEBIO mostra-se eficiente, na medida em que apesar
de seu rendimento quantitativo ser similar ao da Celulase da Sigma®, sua concentracdo de
proteinas ¢ aproximadamente nove vezes maior que a da celulase purificada. Isso indica a
necessidade do uso de uma propor¢do menor do preparado obtido em laboratério quando
comparado a enzima comercial. Tal particularidade evidéncia a utilizacdo do preparado
LADEBIO para continuidade do presente trabalho, bem como de futuras pesquisas, posto que
a producao de forma dedicada (in plant production) é uma opgao interessante em razao da
eficiéncia de hidrolise da biomassa lignocelulésica ser fortemente associada a composi¢do dos
preparados enzimaticos. Além disso, a producdo dedicada dos coquetéis enzimadticos esta
incorporada ao conceito de Biorrefinaria, que envolve a diversificagdo do uso da biomassa
para a obten¢do de biocombustiveis, produtos quimicos, energia e também de outros insumos

necessarios aos processos produtivos, como as enzimas.

5.3 ESCOLHA DA BIOMASSA E ESTUDO DE SINERGICO ENTRE CELULASES E XILANASES

A tabela 5.3 apresenta os resultados obtidos a partir de experimentos de hidrolise
enzimdtica a fim de comprovar a teoria descrita no tdpico 2.6 e seus subtopicos, o que

proporcionou a escolha da biomassa para seguimento da pesquisa.

Tabela 5.3 Hidrolise enzimatica para escolha da biomassa e estudo de sinergismo. Ensaio realizado utilizando
teor de solidos de 1,0% e cargas enzimaticas de 10mgproteina /Eeelulose> POT 24h, a 50°C em 200rpm

EFICIENCIA HIDROLITICA (%) GRAU DE SINERGISMO
ENsalo PoLprA CAPD PoLrA CAPD
Celulase Sigma® 4 30,53 0,62 31,16+ 3,80
Xilanases Sigma® y4p, 4,71+0,22 3,37+0,13 1,13 1,25
PT Xilanaseap + Celulaseap 39,80 + 0,38 43,05+ 1,70

Dos resultados mostrados na tabela 5.3 ¢ possivel observar que hé relacao

sinérgica positiva entre ambas as enzimas, uma vez que o grau de sinergismo apresenta valor
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>1.0 nas duas situagdes. Isso ¢ o mesmo que dizer que elas cooperam entre si, ¢ adicionando

uma no meio reacional de outra, obtém-se aumento na eficiéncia hidrolitica.

Outro cenario que deve ser salientado ¢ o fato da polpa celuldsica apresentar o
percentual sinérgico inferior ao da celulignina, apesar de apresentar maior disponibilidade de
seus acucares, por ter menor teor de lignina na sua composi¢do e uma propor¢do maior de
celulose quando comparada a outra biomassa. Desta forma, a biomassa CAPD destaca-se,
pois apresenta uma estrutura que permite 25% de sinergia entre as enzimas estudadas. Tal
resposta pode ser explicada reiterando o que foi abordado no topico 5.1 desta discussdo: o fato
da CAPD apresentar maior propor¢do de xilanas em sua composi¢do e possibilitar melhor

observagao do efeito sinérgico entre ambas as enzimas.

ApoOs o ensaio de escolha de biomassa foi realizado um ensaio similar, com
objetivo de confirmar os dados obtidos no experimento anterior, bem como avaliar o potencial
de sinergismo entre alguns pools enzimaticos. Os resultados obtidos estdo descritos a tabela
5.4 e mostram que mesmo com coquetéis mistos ¢ possivel observar a acdo sinérgica das

xilanases atuando sobre o substrato e, consequentemente facilitando o acesso a celulose.

Tabela 5.4 Experimentos de hidrolise realizados para estudo sinérgico entre polls enzimaticos. Os ensaios
realizados com Celulase da Sigma® e o extrato LADEBIO foram realizados com teor de sélidos de 2,5% e carga
de proteinas de 10mgpoteina /eelutose €NQUanto os ensaios envolvendo o pool enzimitico da Celic C-Tec2 foi
realizado com teor de solido de 20% e carga de proteinas de 20mgpoeina /Eeeluloses t0d0S 08 ensaios foram
realizados a 50°C, por 24h em 200rpm

EFICIENCIA HIDROLITICA (%)

ENSAIO

SIGMA® EXTRATO LADEBIO  CELIC® C-TEC2
Celulaseap) 40,2+ 1,8 86,9+ 1,3 62,4+27
Xilanase Sigma®(z4h) 4,64 0,2 -* Sk
Xilanaseap) + Celulasean 49,7+ 0,6 94,6 + 0,8 66,5+1,0
PT Xilanase(ap + (Celulase + Xilanase) 54,9 +0,8 100 £ 0,6 73,5+1,2
GRAU DE SINERGISMO (s/ PT) 1,11 1,03 1,06
GRAU DE SINERGISMO (PT) 1,23 1,09 1,17

PT: pré-tratamento; s/PT: sem pré-tratamento

* Foi utilizado o mesmo percentual de hidrélise usado para quantificar o grau de sinergismo do experimento com
as celulases da Sigma®.

** Quando utilizada as xilanases Sigma” em teor de sélidos elevado, as enzimas apresentaram eficiéncia
hidrolitica praticamente nula (0,2 + 0,0).

Nota-se que adicionando xilanases em um coquetel enzimético completo e
eficiente como a Celic C-Tec2 ¢ possivel a observagao de sinergia entre ambos, 0 que mostra

a eficiéncia destas enzimas como proteinas auxiliares. Entretanto, este ensaio foi realizado
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com 20% de teor de sélidos, e o dobro de carga de proteinas que nos outros dois, e desta
forma ndo ha possibilidade de serem feitas andlises entre os trés ensaios, uma vez que a
diferenca entre as condi¢des experimentais ndo permitem fazer incursdes comparativas sobre

o grau de sinergismo.

O ensaio realizado com as celulases da Sigma®™ validou o experimento proposto
anteriormente uma vez que alcangou um percentual sinérgico de 23%, valor préximo ao
obtido no ensaio preliminar (25%). O coquetel formado pelo extrato enzimatico produzido no
LADEBIO e a xilanase purificada também apresentou grau de sinergismo. Apesar de este
extrato apresentar grau de sinergismo de aproximadamente 60% inferior ao obtido com a
enzima comercial purificada, utilizou-se o preparado LADEBIO para dar continuidade ao
trabalho visando explorar o potencial de hidrolise deste preparado por meio do sinergismo
dessas duas importantes entidades enzimaticas responsaveis pela monomerizagao dos

polissacarideos das biomassas lignocelulosicas.

Ainda que todos os percentuais obtidos para eficiéncia hidrolitica tenham sido
superiores com prévio tratamento enzimatico da biomassa com xilanase, optou-se por dar
continuidade as pesquisas sem o mesmo, posto que a diferenga entre as efici€éncias com e sem
o pré-tratamento ndo foram estatisticamente significativas a ponto de se considerar a
possibilidade de incluir mais esta etapa ao processo. Ou seja, a existéncia de xilanase no
preparado LADEBIO ja seria suficiente para dar o sinergismo necessario para a eficiente

hidrolise da celulose.

5.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA OTIMIZACAO DO SISTEMA REACIONAL

Na intencdo de se obter um sistema otimizado de producdo de hidrolisado
concentrado, deve-se buscar a proporcao ideal entre as enzimas utilizadas, empregando o
menor volume possivel de ambas, associada a uma condi¢do de alto teor de sdlidos. Para tal,
foi realizado um planejamento experimental do tipo composto central rotacional (DCCR). As
variaveis independentes adotadas foram o teor de solidos e as cargas de celulases e xilanases,
e como variaveis dependentes a eficiéncia hidrolitica e quantidade de glicose liberada apds 24

horas de experimento.

A Tabela 5.5 apresenta a matriz do planejamento e os valores das varidveis de

resposta obtidos em cada condicdo experimental. A priori, observa-se que foram obtidas altas
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taxas de eficiéncia. Entretanto, nota-se que dentro destes parametros a produgdo de glicose
encontra-se extremamente reduzida, o que ¢ justificavel pelo baixo teor de solidos disponivel
no meio, que consequentemente disponibiliza menos celulose para conversao. Isso indica que
a eficiéncia hidrolitica e o teor de solidos sdao parametros de valores inversamente
proporcionais. Quanto a produgdo de glicose ¢ possivel observar que o maior valor obtido, de
53,9¢/L, ocorreu no experimento 10, quando o teor de s6lidos disponivel era maior, de 18,4%,
0o que indica uma relagdo direta entre as duas grandezas (teor de solidos e producdo de

glicose).

Tabela 5.5 Matriz do planejamento experimental e valores das varidveis de resposta. Planejamento experimental
do tipo composto central rotacional realizado com a CAPD, realizado com o preparado enzimatico LADEBIO e
com a xilanase purificada da Sigma®, com triplicata do ponto central (C) para a otimizagdo de sistema de
producdo de hidrolisado fermentavel altamente concentrado

EXPERIMENTO ,TEOR DE CARGA DE CARGA DE EFICI,ENCIA PRODUCAO DE

SOLIDOS (%)  CELULASE (mg/g)  XILANASE (mg/g)  HIDROLITICA (%)  GLICOSE (g/L)
01 5,0 10,0 10,0 79,8 21,5
02 5,0 10,0 20,0 100,1 27,0
03 5,0 20,0 10,0 92,7 25,0
04 5,0 20,0 20,0 102,0 27,5
05 15,0 10,0 10,0 57,5 46,5
06 15,0 10,0 20,0 55,3 447
07 15,0 20,0 10,0 65,0 52,6
08 15,0 20,0 20,0 57,9 46,8
09 1,59 15,0 15,0 109,5 9,4
10 18,4 15,0 15,0 54,3 53,9
11 10,0 6,59 15,0 63,5 34,3
12 10,0 23,4 15,0 77,4 41,7
13 10,0 15,0 6,59 73,0 394
14 10,0 15,0 234 84,5 45,6
15 (C) 10,0 15,0 15,0 71,1 38,4
16 (C) 10,0 15,0 15,0 72,4 39,1
17 (C) 10,0 15,0 15,0 70,1 37,8

Os valores obtidos nos experimentos propostos foram transcritos para o software
STATISTICA, versao 8.0 (STATSOFT, Inc.). A significancia estatistica foi estabelecida pelo
valor de p menor que 0,05, considerando intervalo de confianca de £95%. A interacao entre as
trés variaveis foi inclusa no modelo a fim de alcangar melhores resultados. Para analise do

erro experimental optou-se pelo Puro Erro na tabela ANOVA.

As Analises de Variancia (ANOVA) para ambas as respostas sdo expostas na

Tabela 5.6 e 5.7. Para a resposta eficiéncia de hidrdlise, os fatores (1) teor de solidos linear e
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quadratico, (2) carga celulases linear, (3) carga xilanases linear e a interagdo entre teor de
solidos e carga de xilanases (1 by 3) sdo estatisticamente significativos (p < 0,05). Ademais, o
modelo obtido ¢ vidvel, uma vez que o coeficiente de determinagdo do ajuste apresenta valor
muito proximo a 1.0 (R* = 0,99427), bem como a falta de ajuste (Lack of Fif) ndo apresenta

relevancia estatistica (p = 0,652336).

Tabela 5.6 Tabela ANOVA do DCCR realizado com trés repeticdes do ponto central para a varidvel de
resposta Eficiéncia Hidrolitica. Planejamento experimental do tipo composto central rotacional realizado com a
CAPD, realizado com o preparado enzimatico LADEBIO e com a xilanase purificada da Sigma®

Var.:Eficiéncia Hidrolise (%); R-sqr=,99427; Adj:,9869 3 factors, 1 Blocks,

FATOR 17 Runs; MS Pure Error=4,643029
SS df MS F p

(1) Teor de Solidos (%)(L) 3934,059 1 3934,059 847,3045 0,001178
Teor de Sdlidos (%)(Q) 157,727 1 157,727 33,9708 0,028198
(2) Carga Celulases (mg/g)(L) 170,657 1 170,657 36,7556 0,026144
Carga Celulases (mg/g)(Q) 1,047 1 1,047 0,2255 0,681679
(3) Carga Xilanases (mg/g)(L) 115,709 1 115,709 24,9209 0,037863
Carga Xilanases (mg/g)(Q) 78,700 1 78,700 16,9502 0,054241
1L by 2L 2,701 1 2,701 0,5818 0,525283
1L by 3L 191,605 1 191,605 41,2672 0,023386
2L by 3L 31,975 1 31,975 6,8867 0,119690
Lack of Fit 17,656 5 3,531 0,7606 0,652336
Pure Error 9,286 2 4,643

Total SS 4700,933 16

Tabela 5.7 Tabela ANOVA do DCC realizado com trés repeticdes do ponto central para a variavel de
resposta Producao de Glicose. Planejamento experimental do tipo composto central rotacional realizado com a
CAPD, realizado com o preparado enzimatico LADEBIO e com a xilanase purificada da Sigma®

Var.:Produgdo Glicose (g/L); R-sqr=0,98612; Adj:0,96828 3 factors, 1 Blocks,

FATOR 17 Runs; MS Pure Error=1,351201
SS df MS F p

(1) Teor de Soélidos (%)(L) 1978,396 1 1978,396 1464,176 0,000682
Teor de Solidos (%)(Q) 68,325 1 68,325 50,566 0,019208
(2) Carga Celulases (mg/g)(L) 44,997 1 44,997 33,301 0,028740
Carga Celulases (mg/g)(Q) 0,562 1 0,562 0,416 0,585191
(3) Carga Xilanases (mg/g)(L) 8,675 1 8,675 6,420 0,126807
Carga Xilanases (mg/g)(Q) 21,053 1 21,053 15,581 0,058598
1L by 2L 2,222 1 2,222 1,644 0,328276
1L by 3L 30,519 1 30,519 22,587 0,041535
2L by 3L 6,116 1 6,116 4,527 0,167195
Lack of Fit 28,163 5 5,633 4,169 0,204726
Pure Error 2,702 2 1,351

Total SS 2224273 16

Com relacdo a producgdo de glicose, observa-se que os fatores (1) teor de solidos

linear e quadratico, (2) a carga de celulases linear e a interacao entre teor de sélidos e carga de
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xilanases (1 by 3) sdo estatisticamente significativos, dado os valores de p. Através do
coeficiente de determinacdo do ajuste (R*=0,98612) e da irrelevancia estatistica do Lack of

Fit (p = 0,204726) ¢ possivel afirmar que o modelo gerado também encontra-se adequado.

A Tabela 5.8 e 5.9 apresenta os efeitos estimados dos fatores para as varidveis de
resposta de eficiéncia hidrolitica e produgdo de glicose, respectivamente. Na Tabela 5.8,
observa-se que entre as variaveis significativas (p < 0,05) o teor de sdlidos (efeito linear)
exerce efeito negativo, o que mostra que o acréscimo na propor¢do desta varidvel estara
diretamente relacionado a redugdo na eficiéncia de hidrdlise. Ao ponto que ¢ notado efeito
positivo em ambas varidveis significativas relacionadas as cargas de proteinas, revelando que

0 aumento ou reducdo entre os fatores e a variavel de resposta sdo diretamente proporcionais.

A interagdo entre teor de solidos e a carga de xilanase (1 by 3) também apresentou
significancia estatistica, mostrando efeito negativo, o que corrobora como o ensaio realizado
com diferentes cargas de soélido discutidos na Secdo 5.3, Tabela 5.4, deste trabalho. Neste
ensaio, foram realizadas hidrolises de 24h com teor de sélidos de 2,5% e 20% e a
interferéncia do aumento do teor de solidos claramente observada, uma vez que as eficiéncias
hidroliticas obtidas foram de 4,6% e 0,2%, respetivamente, uma queda de 95,7% na variavel

de resposta.

No que diz respeito a producao de glicose, o teor de solidos mostra um efeito
positivo, uma vez que quanto maior a oferta de substrato, maior sera a geragao deste glicidio.
Com relagdo as cargas proteicas, apenas as celulases mostraram-se relevantes na produgao de
glicose, o que pode ser explicado pelo fato destas enzimas serem especificas para a produgao

deste bloco de construcao para processos fermentativos.

Tabela 5.8 Tabela de efeitos estimados do DCCR realizado com trés repeti¢des do ponto central para a variavel
de resposta Eficiéncia de Hidrolise. Planejamento experimental do tipo composto central rotacional realizado
com a CAPD, realizado com o preparado enzimatico LADEBIO e com a xilanase purificada da Sigma®

Effect Estimates; Var.:Eficiéncia Hidrolise (%); R-sqr=,99427; Adj:, 9869

FATOR 3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=4,643029

Efeito Std.Err. t(2) p -95,% +95,%
Mean/Interc. 70,6608 1,241622 56,9101 0,000309 65,3186 76,0031
(1)Teor de Solidos (%)(L) -33,9449 1,166152 -29,1085 0,001178 -38,9625 -28,9274
Teor de Solidos (%)(Q) 7,4809 1,283521 5,8284 0,028198 1,9584 13,0035
(2)Carga Celulases (mg/g)(L)  7,0700 1,166152 6,0626 0,026144 2,0524 12,0875
Carga Celulases (mg/g)(Q) -0,6095 1,283521 -0,4749 0,681679 -6,1321 4,9130
(3)Carga Xilanases (mg/g)(L)  5,8215 1,166152 4,9921 0,037863 0,8040 10,8391
Carga Xilanases (mg/g)(Q) 5,2843 1,283521 4,1171 0,054241 -0,2382 10,8069
1L by 2L -1,1622 1,523652 -0,7628 0,525283 -7,7180 5,3935
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Effect Estimates; Var.:Eficiéncia Hidrolise (%); R-sqr=,99427; Adj:, 9869

FATOR 3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=4,643029
Efeito Std.Err. t(2) p -95,% +95,%
1L by 3L -9,7879 1,523652 -6,4240 0,023386 -16,3436 -3,2321
2L by 3L -3,9985 1,523652 -2,6243 0,119690 -10,5542 2,5573

Tabela 5.9 Tabela de efeitos estimados do DCCR realizado com trés repeti¢des do ponto central para a variavel
de resposta Producio de Glicose. Planejamento experimental do tipo composto central rotacional realizado com
a CAPD, realizado com o preparado enzimatico LADEBIO e com a xilanase purificada da Sigma®

Effect Estimates; Var.:Produgdo Glicose (g/L); R-sqr=,98612; Adj:,96828

FATOR (Spreadsheetl) 3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=1,351201
Efeito Std.Err. t(2) p -95,% +95,%
Mean/Interc. 38,13576 0,669805 56,93558 0,000308 35,25382 41,01771
(1)Teor de Solidos (%)(L) 24,07195 0,629093 38,26456 0,000682 21,36518 26,77872
Teor de Sélidos (%)(Q) -4,92370 0,692408 -7,11098 0,019208 -7,90289 -1,94451
(2)Carga Celulases (mg/g)(L) 3,63033 0,629093 5,77074 0,028740 0,92356 6,33710
Carga Celulases (mg/g)(Q) -0,44640 0,692408 -0,64471 0,585191 -3,42560 2,53279
(3)Carga Xilanases (mg/g)(L) 1,59396 0,629093 2,53375 0,126807 -1,11281 4,30073
Carga Xilanases (mg/g)(Q) 2,73309 0,692408 3,94723 0,058598 -0,24610 5,71228
1L by 2L 1,05402 0,821949 1,28234 0,328276 -2,48254 4,59058
1L by 3L -3,90636 0,821949 -4,75256 0,041535 -7,44293 -0,36980
2L by 3L -1,74877 0,821949 -2,12759 0,167195 -5,28533 1,78779

Os diagramas de Pareto gerado para ambas as variaveis de resposta corroboram
todos os dados relatados anteriormente nas tabelas e sdo exibidos na Figura 5.1. Dessa forma,
¢ possivel afirmar que o teor de sélidos € o fator mais relevante para determinagdo das duas
varidveis de respostas adotadas para esse planejamento, posto que apesar de apresentar

influéncia negativa na eficiéncia de hidrolise, ainda assim, € o fator que mais se destaca.

Diagrama de Pareto de Efeitos Padronizados Variavel: Eficiéncia Hidrélise (%)
3 fatores, 1 bloco, 17 corridas; MS Erro puro = 4,643029
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Figura 5.1 Diagrama de Pareto gerado para variavel de resposta eficiéncia de hidrolise
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Diagrama de Pareto de Efeitos Padronizados Variavel: Produgdo Glicose (g/L)

3 fatores, 1 bloco, 17 corridas; MS Erro puro = 1,351201
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Figura 5.2 Diagrama de Pareto gerado para variavel de resposta produgdo de glicose

p=05

Para obten¢do dos valores da condicdo otima do processo hidrolitico, foram

gerados graficos a partir da fungdo “Desirability” do software. A fungdo mostrou que o

modelo conseguiu otimizar cerca de 80% das variaveis em conjunto. Os valores obtidos foram

dispostos na fungdo “values predicted for dependent variables” (valores preditos para
variaveis dependentes) que forneceu valores preditos em um intervalo de confianca de -95% e

+95%. A Figura 5.2 apresenta o grafico de otimizacao que engloba a proporcao ideal das trés

variaveis independentes utilizadas no planejamento.
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Perfis de Valores Preditos e Desejabilidade

Teor de Solidos Carga de Celulase Carga de Xilanase
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Figura 5.3 Graficos de otimizagdo de proporgdes das variaveis independentes estudadas no DCCR
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Observa-se através do grafico que o melhor teor de so6lidos para o processo, de
acordo com o modelo proposto ¢ de 12,8% (m/v), empregando a carga de celulases em sua
maior proporcao estudada e carga de xilanases em menor propor¢ao. Dessa forma, a condi¢ao
otimizada proposta seria de 12,8% (m/v) de teor de solidos, carga de celulases de

23 a4mgpr0teina/ eelulose € Carga de xilanases de 676mgpr0teina/ Eeelulose-

A Tabela 5.10 apresenta os valores preditos e seus intervalos de confianca
calculados pelo software para ambas as variaveis de resposta, bem como os valores obtidos no
ensaio de validacdo experimental. O ensaio de validagdo foi realizado com quatro replicatas
nas condigdes das variaveis independentes propostas pelo programa e varidveis constantes
(pH, temperatura e agitacdo) similares as aplicadas nos ensaios anteriores. Nota-se que 0s
valores obtidos tanto para eficiéncia hidrolitica, quanto para producdo de glicose,
mantiveram-se dentro do intervalo de confianga previsto, indicando a valida¢ao do sistema e
otimizagdo das variaveis do processo.

Tabela 5.10 Valores preditos calculados pelo software STATISTICA e valores obtidos em experimentos de
validacdo do planejamento

VARIAVEIS DE RESPOSTA
EFICIENCIA HIDROLITICA (%) PRODUGAO GLICOSE (g/L)
Valores Preditos 82,3 54,0
-95% conf. 67,4 45,9
+95% conf. 97,2 62,1
Valores Obtidos 88,6 +2,2 61,5+1,5

5.5 PRODUCAO DE HIDROLISADO CONCENTRADO E CURVA CINETICA DE EFICIENCIA

Uma vez o processo otimizado, foi proposto o aumento do volume reacional para
possivel fermentacdo do hidrolisado enzimatico gerado. Desta forma, foram produzidos
230mL de hidrolisado a partir de 29,6g da biomassa CAPD, 139,9mL de xilanase da Sigma® e

61,7mL do extrato enzimatico produzido in situ.

A hidrolise enzimatica correu por 32 horas e a concentragdo maxima de glicose e
xilose obtida foi de 69,2g/L e 28,7g/L, respectivamente, totalizando 107,7g/L de acucares
totais, quando considerados também os 1,7g/L de celobiose e 8,1g/L. de arabinose liberados

no processo. A Figura 5.4 exibe o grafico gerado a partir dos valores obtidos em HPLC para
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acucares produzidos no processo e o percentual da eficiéncia hidrolitica alcangada calculada

sobre a produgdo de glicose.

B Glicose ® Xilose A ART 4 Celobiose /777 EH
120~ - 100

2100' s
3 : s
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Figura 5.4 Producéo de agucares no processo de hidrolise enzimatica e percentual da eficiéncia hidrolitica em
producdo de glicose. O sistema 6timo obtido no planejamento foi aplicado, desta forma o teor de sélidos foi de
12,8% (m/v), carga de celulases de 23,4 mgpyoicina/Leelulose € carga de xilanases de 6,6 Mgpyoicina/Seelulose

A partir do grafico € possivel observar a crescente liberagao de glicose e xilose e
consequente aumento dos agucares redutores totais, que equivale a soma total dos acticares
liberados no processo. Com relacdo ao perfil da celobiose, nota-se que ao passo que sua
liberacdo se inicia, por efeito sinérgico das endoglucanases e, posteriormente, das
exoglucanases, observa-se a presenca e acdo das P-glucosidades presentes no extrato
enzimatico, responsaveis por clivar suas ligagdes, liberando glicose e, mantendo assim sua

concentracdo em um intervalo constante.

A eficiéncia de hidrolise calculada a partir da glicose produzida atingiu o
percentual maximo de 94% ao final do ensaio, valor este que se encontra dentro do intervalo
de confianca proposto pelo sofiware STATISTICA nos ensaios de otimizacdo das variaveis
independentes propostas para o processo estudado. Dessa forma, ¢ possivel afirmar que a
fracdo liquida obtida através da hidrolise enzimatica da CAPD com o coquetel misto
contendo, aproximadamente 78% de extrato enzimatico elaborado no LADEBIO e 22% de

xilanase purificada da Sigma®, foi altamente produtivo e rico em agtcares fermentaveis.

91



A adicdo de xilanases a um coquetel enzimatico para a degradacao de celulignina
parcialmente deslignificada aumenta a eficiéncia de hidrélise, uma vez que a liberagdo de
glicose aumenta com a liberagao de xilose (Kumar ¢ Wyman, 2009). Pode-se observar que a
propor¢ao de glicose presente nos agucares totais produzidos no inicio da hidrélise nao
coincide com o percentual encontrado ao término do processo. Isso pode ser explicado pelo

efeito sinérgico presente entre as enzimas atuantes.

A xilanase da Sigma® foi adicionada ao coquetel com o propésito de facilitar o
acesso a celulose e agir ndo apenas nas xilanas presentes na matriz lignoceluldsica, como
também nas xilanas reprecipitadas por conta do processo de pré-tratamento aplicado a
biomassa. Uma vez observado esta divergéncia no percentual de glicose inicial/final, que era
de 61,7% e passou a 64,3%, ¢ possivel afirmar que houve agdo sinérgica entre celulases e
xilanases, onde a xilose foi liberada aumentando a permeabilidade e acessibilidade de outros

biocatalisadores a celulose.

O processo de hidrolise enzimatica pode ser separado em trés etapas distintas,
sendo a primeira uma fase de liquefacao, que se caracteriza pela rapida liberagao de produtos,
uma vez que as enzimas sdo imediatamente adsorvidas e atuam no substrato prontamente
disponivel. Logo apds, segue uma fase intermediaria, onde a taxa hidrolitica ¢ considerada
moderada e cerca de 50-70% da biomassa ja se encontra hidrolisada; uma ultima fase, descrita
como a mais lenta, em que acontece a diminuicao inevitavel da taxa de hidrolise, posto que a
regido amorfa do substrato deva ter sido assimilada e o mesmo passa a sua forma mais
recalcitrante (Arantes ef al., 2011). Esta tltima fase descrita pelos autores pode ser claramente
observada a partir de 24h de hidrolise onde na produgdo de glicose, por exemplo, ndo houve

diferenca estatistica significativa nos valores de concentracao (67,9g/L, 68,9g/L e 69,1g/L).

5.6 PRODUCAO DE ACIDO LATICO A PARTIR DO HIDROLISADO ENZIMATICO OBTIDO

Com a intenc¢do de avaliar a fermentabilidade do xarope rico em agtcares obtido
no processo de hidrdlise enzimatica da CAPD, nas condigdes 6timas referidas anteriormente,
foi realizada uma fermentacao lactica utilizando a bactéria Lactobacillus pentosus ATCC
8041. O meio reacional foi suplementado com meio MRS sem agtlicar, conforme descrito
anteriormente na se¢do 4.9 do presente trabalho. Foram inoculados aproximadamente 0,25g/L
de células (massa seca), de forma a permitir altas taxas de formagdo de produto de interesse,

como pode ser observado na Figura 5.5.
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Figura 5.5 Cinética de fermentagdo de acido latico produzido a partir do hidrolisado de CAPD por L. pentosus
ATCC 8041 em biorreator de batelada simples, com pH 6,5 em anaerobiose a 37°C e 150rpm

Pela Figura 5.5 ¢ possivel afirmar que o processo fermentativo estudado apresenta
a cinética de formagao do produto associada ao crescimento celular, uma vez que ambos os
perfis seguem correlacionados do inicio ao fim do experimento. A taxa especifica de
crescimento celular (n) foi calculada baseando-se nas primeiras 24 horas de amostragem, e
alcancou o valor de 0,07h™", o que corresponde a um tempo de duplicagio da massa celular de

9,9 horas.

Pelo perfil cinético do consumo de glicose e xilose constatado na Figura 5.5
verifica-se inibicdo do consumo de xilose em concentragdes superiores a 15g/L de glicose,
abaixo da qual a xilose passa ser consumida. Isto pode decorrer gragas a possivel preferéncia
da bactéria a metabolizag¢ao primdria da glicose, para iniciar o consumo de um novo substrato
disponivel no meio, apenas apds o consumo quase que total das moléculas de glicose
disponiveis. Apesar da concentracdo de acido latico ter se apresentado elevada (46,8g/L),
nenhum dos agucares foram completamente consumidos, que € justificado pela provavel
intolerancia da bactéria pelo seu produto principal, bem como de subprodutos gerados, como

a obten¢do de 7,2g/L de 4cido acético, em se tratando de uma heterofermentagao.

A produtividade volumétrica maxima, Qpmix, alcancou o valor de 1,26g/L.h'l as

16 horas de processo. Na Figura 5.5, observa-se que o consumo de glicose passa a ser
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moderado a partir das 70 horas de curso experimental, enquanto a xilose apresenta um rapido
consumo, mesmo que baixo, estabilizando logo em seguida. A produtividade volumétrica
neste ponto foi de 0,62 g/L.h™" e a redugdo percentual de substrato de 65,8%, em relagio aos
acucares redutores totais (ART), e 87,5% em relacdo a glicose, valores considerados

eficientes para o processo apresentado.

Para quantificacao dos coeficientes de rendimento os valores foram calculados em
relagdo aos agucares redutores totais do meio. Avaliou-se quanto de acido latico foi formado
por unidade de substrato consumido (Yp/s), obtendo-se um valor de 0,95g/g; alcancando 11,7g
de produto formado/g de célula produzida; e um total de 0,08g de células produzidas/g
substrato consumido. A eficiéncia de fermentacdo foi de 85,1%, similar as eficiéncias
encontradas na literatura. Isso pode ser explicado pela presenca de pequenos oligossacarideos
no hidrolisado que a bactéria tenha sido capaz de metabolizar, assim como a existéncia de

outros agucares fermentaveis, como a celobiose e a arabinose detectados.

Embora ndo tenha sido realizado estudos de otimizagdo, os resultados obtidos
nesta dissertacdo sdo positivos quando comparados a alguns estudos recentes reportados na
literatura, como pode ser observado na Tabela 5.11. Jaramillo (2014) avaliou o processo SSF
com a cepa L. coryniformis subsp. torquens ATCC® 25600, a partir de bagaco de cana-de-
agucar pré-tratado. O processo foi conduzido em batelada simples, e alcancou a produgao
maxima de acido latico de 29,0g/L, resultando em um valor de rendimento de 0,95 g/g e
produtividade volumétrica de 2,4g/L.h. Moraes et al. (2016) utilizando a mesma cepa em
processo de SHF conseguiram a produgdo de 57g/L de acido latico com valores de
rendimento e produtividade similares aos obtidos por Jaramillo (2014), de 0,97g/g e 2,8g/L.h
respectivamente.

Tabela 5.11 Variaveis de resposta obtidas na produgdo de acido latico de segunda geragdo publicados
recententemente na literatura

FONTE DE

PRODUCAO RENDIMENTO PRODUTIVIDADE R
CEPA CARBONO / (g/L) (g/2) (g/L h) REFERENCIAS
SISTEMA & g'g &
Lactobacillus B q I "
. . agaco de cana aramillo
coryniformis de acticar / SSF 29,0 0,95 2.4 (2014)
subsp. forquens
Lactobacillus Pol lulosica / Moraes et al
. . olpa celulosica el at.
coryniformis SHF batelada 57,0 0,97 2,8 (2016)

subsp. torquens
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FONTE DE

CEPA CARBONO / PRC()D/II{():AO REN]()I?/I?NTO PRO?U/TII\;]I;) ADE REFERENCIAS
SISTEMA & g8 g
. Bagaco de cana-
Bacill
act lus de-agucar pré- 746 0.94 0.92 Pol et al
coagutans tratamento acido / ’ ’ ’ (2016)
DSM2314 SSF batelada
HH de bagago de
L. pentosus
-de-agucar / 42.4 1 1,02
ATCC 8041 ST ’ o 9 .
F Wischral et al.
L. pentosis HH e CLPD de (2019)
A.TPEC 8041 bagaco de cana- 64,8 0,93 1,01
de-agucar / SSCF
L. pentosus CAPD de bagaco .
ATCC 8041 de cana-de- 46,8 0,95 1,26 Esta pesquisa
acucar / SHF

HH: Hidrolisado hemicelulésico; CLPD: Celulignina parcialmente deslignificada (pré-tratamento acido e
alcalino); CAPD: Celulignina alcalina parcialmente deslignificada (pré-tratamento alcalino); SSF: fermentagéo e
sacarificagdo simultineas

Pol et al. (2016), utilizando bagago de cana-de-agicar que passou por pré-
tratamento acido, em sistema de SSF inoculando a cepa Bacillus coagulans DSM2314
alcangaram uma concentracdo de 64,1g/L de acido latico, resultando em 80% de rendimento e
0,78 g/L.h de produtividade, valores semelhantes aos reportados por Wischral et al. (2019)
quando fazendo uso de ambas fracdes hidrolisadas disponiveis (C5 e C6), que foram co-
fermentadas simultaneamente para a obtencdo de 4cido latico. Estes autores, aplicando
diferentes tipos de pré-tratamentos, conseguiram consumo total de xilose e glicose, o que
pode ser decorréncia da boa realizagdo dos procedimentos de pré-tratamento acido e hidrélise

enzimatica que geraram agucares prontamente fermentaveis.

A presente dissertacao possibilitou estudos de sinergismo, ndo apenas como prova
de conceito, mas também abriu portas para futuros estudos. O hidrolisado enzimatico
produzido a partir de celulignina alcalina parcialmente deslignificada de bagaco de cana-de-
aciicar como matéria-prima para geracdo de acido latico mostrou eficiente. Isto porque o
processo de formagao de aproximadamente 47g/L de acido latico foi realizado a partir de um
hidrolisado bruto, ou seja, que ndo passou por nenhum tipo de destoxificagcdo para remocao de
possiveis agentes inibidores, como o furfural e o hidroxi-metil furfural, resultantes dos

processos de pré-tratamento que a biomassa foi submetida.
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Capitulo 6 - CONCLUSOES

O presente trabalho possibilitou algumas conclusdes relevantes no que diz
respeito ao estudo sinérgico entre hidrolases e sua inser¢ao dentro de uma importante linha de
pesquisa do LADEBIO, que se refere a Engenharia de Produto. Permitiu ainda avaliar
processo de pré-tratamento, hidrdlise e fermentagao do meio hidrolisado gerado. As principais

conclusdes obtidas sdo listadas na sequéncia de realizacdo experimental.

1. Por meio do processo de pré-tratamento alcalino aplicado ao bagago de cana-de-agucar,
foi possivel atingir reducao de 73% no teor de lignina, o que resultou no aumento de 40%
no teor das glucanas, enquanto o percentual de xilanas permaneceu constante,
demonstrando que as condigdes para o processo sdo adequadas para a proposta desta

pesquisa;

2. O bagaco de cana-de-actcar foi escolhido por apresentar maior grau de sinergismo (25%)
quando comparado com a polpa celulésica (13%). Apesar de a polpa celuldsica
apresentar valores de hidrolise semelhantes ao do bagaco de cana pré-tratado com alcalis,
que gerou um material so6lido denominado celulignina alcalina parcialmente
deslignificada (CAPD), optou-se por avaliar o sinergismo com este tltimo material, tendo
em vista sua menor propor¢ao de glucanas:xilanas (2,5:1), quando comparada com a
propor¢ao da polpa celuldsica (6:1), o que levou a um maior impacto no estudo do efeito

cooperativo entre celulases e xilanases;
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O extrato enzimatico LADEBIO mostrou-se a melhor op¢do para continuagcdo dos
estudos. Quando em comparagdo com os demais coquetéis (celulases da Sigma® e Celic®
C-Tec2) destaca-se o ponto de ser um coquetel bem balanceado, com todas as enzimas de
interesse disponiveis e concentracao de proteinas aproximadamente nove vezes maior que
a da celulase purificada utilizada. Esse conjunto de fatores permite concluir que a
producdo in situ de hidrolases ¢ mais atraente, podendo ser vantajosa caso seu custo de

producao seja inferior ao de aquisi¢ao de enzimas comerciais;

A adi¢io de xilanase aos preparados enzimaticos Sigma® (comercial) ¢ LADEBIO
(laboratorial), resultou em graus de sinergismo de 11% e 3%, respectivamente. Por outro
lado, quando realizado um pré-tratamento da biomassa com xilanase por 24 horas,
seguido da hidrélise do material pré-tratado com as celulases (SIGMA e LADEBIO) e
xilanase adicional, o grau de sinergismo foi aumentado para 23% e 9%, respectivamente.
O menor grau de sinergismo observado com o preparado laboratorial deve-se a existéncia

de atividade xilanasica, inexpressiva no preparado comercial;

Ainda que todos os percentuais obtidos para eficiéncia hidrolitica tenham sido superiores
com prévio tratamento enzimatico da biomassa com xilanase, optou-se por dar
continuidade ao trabalho sem o mesmo, isso porque o ganho gerado com o pré-tratamento
da biomassa com a xilanase, oneraria o processo hidrdlitico na medida em que o dobro da

carga xilandsica seria empregado;

A realizagdo da técnica de planejamento experimental de delineamento composto central
rotacional, utilizando como varidveis independentes o teor de solidos e a carga de
celulases e xilanases, permitiu lograr o percentual de otimizagdo de 80% destas variaveis
em conjunto em um intervalo de confianga de -95% e +95%. Com os resultados obtidos,
foi possivel inferir que as melhores condi¢cdes de hidrolise para produgdo de xarope rico
em agucares fermentaveis, foi o teor de so6lidos de 12,85% (m/v), carga de celulases de
23,4m@proteina/ Geelulose € carga de xilanases de 6,6mgprotcina/Seelulose- 1al combinagdo foi
capaz de gerar um hidrolisado com concentracdo de glicose e xilose de 76,8g/L e
32,7¢g/L, respectivamente, totalizando 119,4g/L de agucares totais, quando considerados

celobiose, glicose, xilose e arabinose;

Utilizando a cepa Lactobacillus pentosus ATCC 8041 em biorreator agitado

mecanicamente a 150rpm, com 300mL de hidrolisado enzimatico, pH 6,5, em
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anaerobiose a temperatura de 37°C foram obtidos aproximadamente 47g/L de acido
latico, o que representa eficiéncia fermentativa de 85,1% relacionada ao total tedrico. A
produtividade volumétrica maxima alcangou o valor de 1,26 g/L.h as 16 horas de

Processo. Os rendimentos foram de 0395gpr0duto formado/ Zsubstrato  consumidos 13 a3gpr0duto

formado/ eélula produzida; ¢ um tOtal de anggcélulas produzidas/ Esubstrato consumidos

O trabalho aqui apresentado sinaliza para desdobramentos, na medida em que o
hidrolisado enzimdatico gerado, apds etapa de otimizagdo, mostrou-se altamente
fermentavel, com varidveis de resposta bastante interessantes quando se vislumbra

aplicagdes tecnologicas.
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Capitulo 7 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nestes resultados € possivel tragar novas metas para estudos no ambito

da Engenharia de Produtos. As propostas realizadas ainda ndo haviam sido exploradas no

LADEBIO ou reportadas na literatura e de fato abriu um leque de questdes a serem

abordadas. Desta forma, seguem algumas sugestdes na inten¢do de aperfeicoar os resultados e

alcangar maiores concentragdes de acido latico.

1.

Analisar o impacto de diferentes matérias-primas, como por exemplo, um hidrolisado a
partir de polpa celulosica utilizada na primeira etapa deste trabalho, que apresentou uma
eficiéncia de hidrolise similar ao da celulignina, biomassa lignocelulésica que teve o seu

processo hidrolitico mais detalhadamente estudada;

Dar prosseguimento aos estudos de sinergismo, investigando o papel de proteinas

acessorias que fazem parte do processo de amorfogénese da celulose;

Utilizar técnicas da Biologia Molecular para construir um microrganismo recombinante
(geneticamente modificado) que seja capaz de metabolizar ambas as fragoes C5 e C6 das
biomassas lignoceluldsicas pré-tratadas e produzir apenas um dos isdmeros de acido

latico (D- ou L- latico);

Explorar outros modos de operagao de biorreatores a fim de se maximizar produtividade;

Investigar a possibilidade de recuperacao de células como uma alternativa para viabilizar
o processo de producao de acido latico por meio da condugdo em bateladas sequenciais,

minimizando os custos inerentes ao preparo do indculo;

Buscar procedimentos de remocdo instantdnea do produto do meio de bioconversdo
a fim de se reduzir a sua influéncia inibitoria e possibilitar uma maior eficiéncia no

consumo de substratos.
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