UNIVERSIDADE TECN~OLOGICAA\ FEDERAL DO PARANA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA AMBIENTAL

JESSICA CRECENCIO MATEI

PRE-TRATAMENTO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COM
ENZIMAS LIGNINOLITICAS PARA PRODUCAO DE BIOETANOL

DISSERTACAO

CURITIBA
2018



JESSICA CRECENCIO MATEI

PRE-TRATAMENTQ DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COM ENZIMAS
LIGNINOLITICAS PARA PRODUCAO DE BIOETANOL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacéo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental, da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana
como requisito para obtencao do titulo de Mestre
em Ciéncia e Tecnologia Ambiental.

Orientadora: Profa. Dra. Giselle Maria Maciel
Coorientadora: Profa. Dra. Marlene Soares

CURITIBA
2018



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagéo

M425p Matei, Jéssica Crecencio

2018 Pré-tratamento de residuos agroindustriais com enzimas
ligninoliticas para producdo de bioetanol / Jéssica
Crecencio Matei.-- 2018.

99 £.: il.; 30 cm.

Disponivel também via World Wide Web.

Texto em portugués, com resumo em inglés.
Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Tecnolégica
Federal do Parana. Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncia
e Tecnologia Ambiental, Curitiba, 2018.

Bibliografia: p. 83-93.

1. Bagago de cana. 2. Cascas de arroz. 3. Etanol.
4. Fungos. 5. Hidrdélise. 6. Tecnologia ambiental.
7. Engenharia ambiental - Dissertagdes. I. Maciel,
Giselle Maria, orient. II. Soares, Marlene, coorient.
III. Universidade Tecnoldégica Federal do Parand - Programa
de Pés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental, inst.
IV. Titulo.

CDD: Ed. 22 -- 363.7

Biblioteca Ecoville da UTFPR, Campus Curitiba
Lucia Ferreira Littiere - CRB 9/1271



Ministério da Educacéao
r PR Universidade Tecnologica Federal do Parana
UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA D|ret0r|a de Pesqulsa e PéS'Graduagao

CAMPUS CURITIBA

TERMO DE APROVACAO DE DISSERTACAO N° 091

A Dissertagdo de Mestrado intitulada PRE-TRATAMENTO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COM
ENZIMAS LIGNINOLITICAS PARA PRODUGCAO DE BIOETANOL, defendida em sesséo plblica
pelo(a) candidato(a) Jéssica Crecencio Matei, no dia 23 de fevereiro de 2018, foi julgada para a
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncia e Tecnologia Ambiental, area de concentracdo Tecnologias
E Processos Ambientais, e aprovada em sua forma final, pelo Programa de Pd4s-Graduacao em
Ciéncia e Tecnologia Ambiental.

BANCA EXAMINADORA:

Prof(a). Dr(a). Giselle Maria Maciel - Presidente — UTFPR
Prof(a). Dr(a). Lucia Regina Rocha Martins — UTFPR

Prof(a). Dr(a). Luciana Porto de Souza Vandenberghe — UFPR

A via original deste documento encontra-se arquivada na Secretaria do Programa, contendo a

assinatura da Coordenacéo apoés a entrega da verséo corrigida do trabalho.

Curitiba, 23 de fevereiro de 2018.

Carimbo e Assinatura do(a) Coordenador(a) do Programa



AGRADECIMENTOS

Primeiro agradecer a Deus, por me dar for¢as para subir mais este degrau.

Aos meus pais, por auxiliarem em tudo que foi necesséario. Mae, obrigada
por me segurar e manter-me sempre em pé, me encorajando a continuar e nunca
desistir. Obrigada por todo o carinho e dedicacdo em mais esta etapa da minha vida.

Ao Marcelo, pelo companheirismo e paciéncia. Obrigada por me acalmar e
ajudar em tempos dificeis, sempre me lembrando sobre a luz no fim da travessia.

Aos meus queridos companheiros do mestrado, Rafael, Barbara, Olga, Maria
Paula, Anna Lou e as Alines (Bisinella e Hermann), muitissimo obrigada por estarem
comigo em todas as crises, de ansiedade, desespero e choros. SO vocés para
tornarem tudo mais divertido durante estes dois anos.

Aos colegas dos laboratérios de microbiologia e biotecnologia, agradeco
pela colaboracdo e ajuda ao longo dessa subida, bem como pelas conversas e
risadas do dia a dia.

Aos professores do Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Ambiental (PPGCTA), por transmitirem seus conhecimentos, ajudando na formagéo
académica e nas pesquisas que desenvolvi durante o mestrado.

Um agradecimento especial a minha orientadora Giselle Maria Maciel e a
minha coorientadora Marlene Soares. Obrigada por estarem sempre presentes, me
dando a assisténcia necessaria para o desenvolvimento da pesquisa. Agradeco a
vocés também, sendo eu mesma e ndo a aluna, pois vocés sdo 0 maximo e eu néo
poderia estar mais feliz com a orientacédo de pessoas tdo queridas para mim.

A Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR), que possuia toda
a infraestrutura, bem como o0s materiais e equipamentos necessarios para a
realizacdo deste estudo.

E a todos aqueles que posso ter esquecido de mencionar, mas que, de
alguma maneira, cooperaram para a realizacdo de mais este trabalho.



Suba o primeiro degrau com fé. Nio é necessario que vocé veja toda
a escada. Apenas dé o primeiro passo.

(Martin Luther King)



RESUMO

MATEI, Jéssica Crecencio. Pré-tratamento de residuos agroindustriais com
enzimas ligninoliticas para producao de bioetanol. 100 f. Dissertagdo. Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental. Universidade Tecnologica
Federal do Parané. Curitiba, 2018.

Em 2017 foram produzidas ao redor do mundo, aproximadamente, 515 milhdes de
toneladas de bagaco de cana e 102 milhdes de toneladas de cascas de arroz. Estes
residuos podem ser utilizados para producdo de etanol de segunda geracao, pois a
celulose existente na composicdo de ambos pode ser hidrolisada e, entéo,
fermentada. Contudo, € necessario um tratamento nas biomassas para reduzir a
barreira de lignina presente, sem gerar componentes toxicos. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a aplicacdo de um pré-tratamento biolégico, com extratos
enzimaticos produzidos por fungos da podriddo branca, em bagaco de cana-de-
acucar e casca de arroz, para posterior sacarificacdo e fermentacdo. Os fungos
estudados foram: Trametes sp., Pleurotus pulmonarius, Ganoderma lucidum,
Inonotus splitgerberi, Perenniporia sp. e Aurantioporus pulcherrimus. A producgédo dos
extratos enzimaticos foi realizada em um meio nutritivo com incorporacdo de
indutores naturais de enzimas ligninoliticas (casca de arroz ou bagaco de cana). Os
cultivos foram realizados a 28°C em estufa, durante 7 dias e a atividade das enzimas
foi determinada por analises colorimétricas. Os melhores resultados de producéo
enzimatica foram alcancados por Trametes sp., com atividade maxima de 9467,8
U/L de lacase produzida na presenca de cana, e Pleurotus pulmonarius, que
apresentou 5099,9 U/L desta enzima com casca de arroz. Posteriormente, 0s
extratos enzimaticos obtidos pelo Trametes sp., contendo lacase como principal
enzima ligninolitica, foram aplicados nos residuos de cana ou arroz em conjunto com
outros fatores (hidroxibenzotriazol, Tween 80, tampé&o acetato de sédio, peréxido de
hidrogénio, 2,6-dimetoxifenol e acido 4-hidroxibenzoéico) para um tratamento de 48
horas, a 28°C sob agitacdo de 130 rpm. Em seguida, os produtos oriundos do pré-
tratamento foram sacarificados, durante 72 horas a 50°C, com o coquetel enzimético
Cellic Ctec2 (Novozymes). A determinagdo de sacarideos foi realizada através do
acido 3,5-dinitrosalicilico. O tratamento enzimatico contendo todos os fatores
resultou em 0,22 g/L e 0,30 g/L de agucares, no bagaco de cana e na casca de
arroz, respectivamente, correspondendo a pelo menos o dobro do valor do controle
(tratado somente com agua fervente). Para este mesmo tratamento, a sacarificacéo
aumentou a concentracdo de acucar em mais de 9 vezes quando comparado com o
controle, resultando em 4,07 g/L de aclUcares no substrato de cana e 3,39 g/L no
residuo de arroz. A fermentacdo com o hidrolisado da cana foi realizada a 28°C em
um periodo de 36 horas para dois isolados de Saccharomyces cerevisiae. Os
rendimentos observados foram de 5,30 e 4,64 gramas de acUcar por grama de
etanol, com uma produtividade em torno de 0,5 g/(L.h), obtendo-se 18,62 e 16,02 g/L
do alcool etilico ao final do processo fermentativo.

Palavras-chave: Bagaco de cana. Casca de arroz. Etanol de segunda geracéo.
Fungos da Podridao Branca. Hidrélise enzimatica.



ABSTRACT

MATEI, Jéssica Crecencio. Pretreatment of agroindustrial waste with ligninolytic
enzymes for bioethanol production. 100 f. Dissertation. Postgraduate Program in
Environmental Science and Technology. Federal Technological University of Parana.
Curitiba, 2018.

In 2017 approximately 515 million tons of sugarcane bagasse and 102 million tons of
rice husks were produced around the world. These residues can be used for the
production of second generation ethanol, as the cellulose present in the composition
of both can be hydrolyzed and then fermented. However, a treatment in the biomass
is necessary to reduce the present lignin barrier, without generating toxic
components. In this way, the objective of this work was to evaluate the application of
a biological pretreatment with enzymatic extracts produced by white rot fungi, in
sugarcane bagasse and rice husk, for saccharification and fermentation. The fungi
studied were: Trametes sp., Pleurotus pulmonarius, Ganoderma lucidum, Inonotus
splitgerberi, Perenniporia sp. and Aurantioporus pulcherrimus. The production of
enzymatic extracts was carried out in a nutrient medium incorporated of natural
inducers of ligninolytic enzymes (rice husk or sugarcane bagasse). The cultures were
incubated at 28°C in static condition for 7 days and the activity of the enzymes was
determined by colorimetric analysis. The best results were obtained by Trametes sp.,
with a maximum activity of 9.467,8 U/L of laccase produced in the presence of
sugarcane, and Pleurotus pulmonarius, which presented 5.099,9 U/L of this enzyme
with rice husk. Subsequently, the enzymatic extracts obtained by Trametes sp.,
containing laccase as the main ligninolytic enzyme, were applied to cane or rice
wastes together with other factors (hydroxybenzotriazole, Tween 80, sodium acetate
buffer, hydrogen peroxide, 2,6-dimethoxyphenol and 4-hydroxybenzoic acid) in a
treatment at 28°C, 48 hour under stirring at 130 rpm. Then, the products from the
pre-treatment were saccharified, for 72 hours at 50°C, with the enzymatic cocktalil
Cellic Ctec2 (Novozymes). The determination of saccharides was performed by 3,5-
dinitrosalicyclic acid. The enzymatic treatment containing all factors resulted in 0.22
g/L and 0.30 g/L of sugars, in sugarcane bagasse and rice husk, respectively,
corresponding to at least double the value of the control (treated only with boiling
water). In this same treatment, the saccharification increased the sugar concentration
by more than 9 times when compared to the control, resulting in 4.07 g/L sugars in
the cane substrate and 3.39 g/L in the rice residue. Fermentation with cane
hydrolyzate was performed at 28°C during 36 hours for two isolates of
Saccharomyces cerevisiae. The yields observed were 5.30 and 4.64 grams of sugar
per gram of ethanol, with a productivity around 0.5 g/(L.h), yielding 18.62 and 16.02
g/L of the alcohol at the fermentation process end.

Keywords: Enzymatic hydrolysis. Rice husk. Second generation ethanol. Sugarcane
bagasse. White rot fungi.
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1 INTRODUCAO

Pelo menos trés quartos do consumo de energia mundial nos ultimos
15 anos originaram-se de combustiveis fosseis, sendo 33% do porcentual global
correspondente ao petrdleo, 29% ao carvdo e 24% ao gas natural (WORLD
ENERGY COUNCIL, 2016). Eles séo causadores de grande parte da poluicédo global
e da maior parte das emissdes de gases de efeito estufa da Terra (CORTEZ, 2010).

Segundo o World Energy Council (2016), a bioenergia (proveniente da
transformacao quimica da biomassa) é a maior fonte de energia renovavel mundial,
representando 10% do suprimento total global. Além disso, 0 uso de biomassas vem
chamando atencéo, pois sdo substratos com capacidade de substituir os produtos
derivados de petréleo, gas natural e carvao, seja para a producdo de energia,
bioprodutos ou biocombustiveis (CUNHA, 2013).

O Brasil se destaca pelo pioneirismo no uso da cana-de-acucar para
producdo de bioetanol, desde o surgimento do PROALCOOL (Programa Nacional do
Alcool), depois da primeira crise do petréleo em 1973. De acordo com a Renewable
Fuels Association (2016), o pais é o segundo maior produtor mundial deste
combustivel, com uma producéo de 27,6 bilhdes de litros de bioetanol. A projecéo
para 2025, segundo a OECD/FAO (2016), é de aproximadamente 35,5 bilhGes de
litros; um aumento de 28,6 % em relagéo a 2016.

Contudo, o uso de culturas alimentares (como a cana) para producéo
de bioetanol pode causar conflito com a producéo de alimentos. Nesse caso, se todo
o residuo da cana-de-acucar, por exemplo, fosse usado para geracdo de energia, e
50% do bagaco fosse utilizado para producéo de bioetanol, isso adicionaria de 3700
a 4000 L/ha de combustivel. Desse modo, isso poderia reduzir o uso da terra de
plantio em 33 - 38% (SOCCOL et al., 2010).

No Brasil ha duas das maiores empresas de biocombustiveis,
produzindo etanol de segunda geracdo — no qual se emprega residuos
lignoceluldsicos agroindustriais — desde 2014, sdo elas: Granbio (S&o Miguel dos
Campos — AL) e Raizen (Piracicaba — SP). Ambas unidades tém capacidade de
produzir, juntas, até 182 milhdes de litros desse combustivel por ano (UNICA, 2016).

O desenvolvimento da 22G de etanol contribui com a quantidade de

matérias primas que podem ser usadas, incluso fontes mais econémicas e variaveis
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do que as empregadas na primeira geracdo. Entre os residuos lignocelulésicos que
podem ser utilizados destacam-se o bagaco de cana-de-agUcar e a casca de arroz,
ambos devido ao grande volume gerado nas agroindustrias.

Os engenhos de acucar geram cerca de 275 kg de bagaco (com 50%
de umidade) por tonelada métrica de cana-de-acUcar. A producdo brasileira do
residuo é estimada em 186 milhdes de toneladas por ano (SOCCOL et al., 2010).
Para a casca de arroz, esses numeros sao um pouco diferentes. Aproximadamente
600 milhdes de toneladas de arroz sdo produzidos em todo o mundo a cada ano.
Estima-se que a producéo global de cascas dessa semente seja de 120 milhdes de
toneladas/ano, correspondendo a 20% do arroz moido (ABBAS; ANSUMALI, 2010).

Em comum nestes residuos esta a celulose, que pode ser convertida
em aclcares e, posteriormente, em etanol. Todavia, é necessario que ela esteja
acessivel a hidrélise para que haja uma maior eficiéncia na sua sacarificacdo. Para
expor a holocelulose a acdo das enzimas, é necessario ter um estagio de pré-
tratamento da biomassa para quebrar a barreira da lignina, diminuir a cristalinidade
da celulose e aumentar a area superficial do substrato (BINOD et al., 2010).

O pré-tratamento biolégico de residuos lignocelulésicos é visto de
forma mais ecolbégica por ndo possuir altos gastos energéticos e por nao utilizar
tantos produtos quimicos (MACHADO; FERRAZ, 2017). Assim se reduz a geragao
de compostos toxicos que possam inibir o processo fermentativo, como o furfural,
por exemplo. O tratamento pode ser realizado com a ajuda de microrganismos,
sendo os fungos da podriddo branca os mais efetivos (SARKAR et al., 2012). Além
disso, este processo de forma biolégica se faz favoravel atuando em condi¢cdes
semelhantes as ambientais, especialmente em relacdo a temperatura e pressao.

Com base no apresentado, o objetivo deste trabalho foi avaliar o pré-
tratamento bioldgico do bagaco de cana-de-aglUcar e da casca de arroz, com
enzimas ligninoliticas produzidas por fungos da podriddo branca. Na sequéncia,
analisar o efeito da otimizacdo desta etapa na sacarificacdo com celulases
comerciais, para posterior producdo de bioetanol. A contribuicdo desta pesquisa é
para o desenvolvimento de uma metodologia mais sustentavel que as utilizadas no
pré-tratamento convencional (explosdo a vapor com acido diluido), agregando

valores aos residuos agroindustriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicacdo de um pré-tratamento biolégico, com extrato
enzimatico produzido por fungos da podriddo branca, em bagaco de cana-de-acucar

e casca de arroz, com posterior sacarificagdo, para producéo de etanol celulésico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a producdo de enzimas ligninoliticas por fungos da podridao
branca em cultivo liquido estético;

e Avaliar o efeito da adicdo de bagaco de cana e casca de arroz como
indutores da atividade enzimatica ligninolitica;

e Avaliar a deslignificagdo dos residuos agroindustriais de cana e arroz
submetidos a acdo dos extratos enzimaticos produzidos;

e Avaliar a influéncia de mediadores quimicos aplicados no pré-
tratamento das biomassas;

e Avaliar a hidrélise enzimatica/sacarificacdo da celulose e da
hemicelulose, aplicando o coquetel enzimatico Cellic® Ctec2 (Novozymes), nos
residuos com e sem pré-tratamento ligninolitico;

e Avaliar a fermentacdo dos acucares provenientes da etapa de

sacarificagdo com o uso de Saccharomyces cerevisiae.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 BIOCOMBUSTIVEIS

O esgotamento das reservas de petrdleo nos proximos anos faz com
gue haja uma atencédo especial no que diz respeito a busca por novas alternativas
energeéticas, visto que o petréleo é a fonte principal de energia usada no mundo e
nao é renovavel. Segundo a International Energy Agency (2017), o suprimento total
de energia primaria mundial por combustivel em 2015 foi de 13.647 Mtoe
(megatonelada equivalente de petréleo), deste nimero 31,7 % era correspondente
ao Oleo e apenas 9,7% era referente a biomassa (biocombustiveis e residuos).

A matéria organica renovavel acumula energia quimica advinda da
conversado de energia luminosa em razéao da fotossintese. Sendo assim, biomassa é
todo material de origem vegetal ou animal, que pode ser utilizada para producéo de
energia (ANEEL, 2002). Exemplos de biomassas séo residuos agricolas e florestais,
restos de alimentos, casca de frutas, esterco, madeira, entre outros materiais
organicos.

A producdo de biocombustiveis — biogas, bioetanol e biodiesel — a
partir de energia bioldgica tem sido considerada para atender, particularmente, as
necessidades de transporte veicular, sendo uma possibilidade com potencial para
competir no comércio com os derivados do petréleo (SILVA, 2010; SOUZA, 2011). A
Figura 01 mostra o consumo brasileiro de energia nos transportes, no ano de 2016,
no qual se observa que apenas 20% do uso dos combustiveis é de fonte renovavel.

Por causa do esgotamento progressivo do petréleo e devido aos
graves problemas ambientais que a exploracdo de fontes ndo renovaveis acarreta,
principalmente no que diz respeito as emissées de CO2, a busca por outras fontes
de energia torna-se cada vez mais necessaria (SANTOS, 2012). Deste modo, os
biocombustiveis aparecem como uma opgéo alternativa.

Biocombustivel nada mais é do que um combustivel produzido por
microrganismos por meio da fermentacdo de matérias-primas ricas em carbono. O
gas natural (metano, CHas), por exemplo, é produzido pelo metabolismo anaerdbio de

arqueas metanogénicas, enquanto o alcool etilico (etanol) é gerado através da
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fermentacdo microbiana da glicose oriunda de substratos, como cana-de-acUcar e
milho (MADIGAN, 2016).

Figura 01 — Consumo de energia nos transportes em 2016 no Brasil.

Querosene de_ Gads natural 1,9% Outras 0,8%
avia¢do 4,0%

Gasolina® 29,3%

Biodiesel 3,3%

Fonte: BRASIL- EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA (2017).

Segundo Nunes et al. (2013), os biocombustiveis apresentam algumas
vantagens. Primeira, sua utilizacao possibilita diminuir a emisséo de carbono para a
atmosfera, o que minimiza a difusdo de gases do efeito estufa. Ademais sao
favoraveis do ponto de vista ecolégico, ja que liberam 50% menos material parti-
culado e 98% menos enxofre, além de serem biodegradaveis e nao toéxicos.
Possibilitam o acréscimo de emprego na zona rural, diminuicdo da dependéncia de
recursos fosseis, além de investimentos financeiros menores em pesquisas, pois 0s

estudos de investigacao de petréleo sdo muito custosos.

3.1.1 Etanaol

O A&lcool etilico (C2HsOH) é produzido desde antigamente pela
fermentacao dos acucares oriundos de produtos vegetais. Atualmente, boa parte do
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etanol industrial ainda é obtido pelo mesmo sistema, embora também possa ser
fabricado a partir do eteno, que € um derivado do petréleo (SANTOS, 2012).

O bioetanol pode ser produzido por qualquer biomassa que seja
sacarificada, como o caldo da cana-de-acucar e a beterraba acucareira, amilacea,
como o milho e o trigo, ou ainda celulésica, como bagago de cana e casca de arroz
(NUNES et al., 2013; MARABEZI, 2009). A Figura 02 mostra as diferentes rotas
tecnolégicas que podem ser aplicadas para obtencdo do biocombustivel em

questao, considerando os trés grupos de matéria-prima.

Figura 02 — Rotas para a producéo de bioetanol.

Biomassa agucarada Biomassa amilacea Biomassa celul6sica

Extracdo por pressao ou Separagéo, limpeza e
difuséo moagem AR R
. o Hidrolize Acida ou
Hidrolise Enzimatica T
v V}
Fermentacéo Destilagcédo

Fonte: Adaptado de MARABEZI (2009).

Segundo a Renewable Fuels Association, o Brasil e os Estados Unidos
foram os dois maiores produtores mundiais de etanol em 2016, produzindo 27 e 58
bilhdes de litros, respectivamente. Estes paises fazem o biocombustivel a partir do
caldo de cana (BR) e do amido de milho (EUA) e juntos correspondem a 85% da
producéo global.
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7

O Brasil é destacado como o0 pais que possui mais vantagens
competitivas para nortear a agricultura de energia; por causa da posi¢cdo geografica
favorecida (com clima mais apropriado), disponibilidade de terras agriculturaveis e
imensa competitividade internacional que o setor sucroalcooleiro brasileiro
demonstra, tanto na producao de acucar quanto na de alcool (CINELLI, 2012).

Mesmo que o uso do alcool combustivel, elaborado e empregado ha
mais de trinta anos no Brasil, tenha passado por uma crise de ndo abastecimento na
década de 80 e 90, estudos voltados a area estdo em constante avanco no pais. E
com a presenca dos carros bicombustiveis no mercado, as pesquisas ganharam um
maior estimulo (SOCCOL et al., 2010).

Gradativamente, aparecem novas espécies de canas mais resistentes
a secas ou pragas, e com produtividade de acucar e alcool mais elevada. Para o
futuro, entdo, a maior e melhor tecnologia serd aproveitar também a palha, e o
bagaco proveniente da moagem da cana — que atualmente é empregado na geracao
de energia térmica ou alimentacdo animal — para produzir o bioetanol, neste caso,
de segunda geracdo (MARABEZI, 2009).

3.1.2 Etanol de Segunda Geragéao

A producéo de bioetanol a partir de cultivos alimentares, como cereais,
resultou em uma concorréncia direta indesejavel com oferta de alimentos. Uma
modificacdo de matéria-prima para um material vegetal ndo comestivel mais
abundante colabora na diminuicdo da pressao sobre as culturas alimentares (BINOD
et al., 2010).

Para a producdo de etanol 223G, 83,3 litros podem ser produzidos a
partir de uma tonelada de bagaco de cana, o que propicia um incremento da
producdo de etanol sem a necessidade de expandir a area plantada de cana-de-
acucar. Com a evolugdo da agroindustria canavieira, a manufatura do bioetanol
poderia diminuir em 33% a area de plantio da cana por unidade de etanol 22G
(ARAUJO et al., 2013).

Com o intuito de aumentar a producdo sem prejudicar a seguranca

alimentar e assegurando o fornecimento de combustivel, aparecem entdo pesquisas
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para obtencdo do etanol 22G. Nestas, se utilizam materiais lignocelulésicos que
podem, por meio de tratamentos, ser utilizados aperfeicoando a eficiéncia e, da
mesma maneira, minimizando impactos ambientais (NUNES et al., 2013).

Materiais lignocelulosicos sao considerados matéria-prima interessante
para a producdo de &lcool combustivel, por causa da sua disponibilidade em
grandes quantidades e menor valor. Quando se produz etanol a partir do amido de
milho ou caldo de cana, a matéria-prima representa cerca de 40-70% do custo de
producdo. Ao empregar os residuos da silvicultura, agricultura e industria, 0s
investimentos séo reduzidos (CARDONA et al., 2010).

Existem vérias tecnologias disponiveis para a producdo de bioetanol a
partir de matéria-prima lignoceluldsica, algumas delas sdo atualmente usadas por
diversas industrias (Quadro 01). A hidrélise enzimatica pode ser aplicada a varias
matérias-primas (substrato), sendo necessaria para atingir uma producdo em grande
escala (ANTIZAR-LADISLAO; TURRION-GOMEZ, 2008).

Quadro 01 - Caracteristicas das usinas de etanol 2G com produ¢do em escala comercial

mundial em 2016.

. . Beta- Poet-
Raizen Granbio Renewables DSM Dupont Abengoa
Pais Brasil Brasil Italia EUA EUA EUA
(?ap~a0|dade 40,1 83,2 75,7 94,6 113,5 94,6
(milhdes L/ano)
Matéria-prima Bagaco d,e Palha de, cana- Palha de trigo Palr_]a de Palha de Palha de
cana-de-agUcar de-agucar milho milho milho
Preco (US$ /t) 38 40 75 90 52 90
Tipo de pré- Acido diluido Exploséo a Exploséo a A_\mf:io Alcalino Ac@o
tratamento vapor vapor diluido diluido
Rendimento do
pré-tratamento (%) 9 9 9 80 80 80
Hidrdlise
L Dupont- .
enzimatica Novozymes Novozymes Novozymes DSM . Dyadic
Danisco
(Fornecedor)
Fermentacéo
(eficiencia C6) (%) % % % %0 % 8
Fermentacéo
(eficiéncia C5) (%) 85 80 85 80 85 S

Fonte: Adaptado de BOSSLE (2016).
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A producdo de bioetanol (22 geracdo) compreende as seguintes
etapas: quebra do residuo de lignina (pré-tratamento), hidrélise de celulose e
hemicelulose, fermentacdo do acucar e, por ultimo, recuperacdo e purificagcdo do
etanol para seguir aos critérios dos combustiveis (ALVIRA et al., 2010).

O desafio das usinas, na sua grande maioria, € em relacéo a fase de
tratamento dos substratos, pois é este processo que determina como sera realizada
a hidrolise do material, assim como a eficiéncia da etapa subsequente. Conforme
visto no Quadro 01, o rendimento dos pré-tratamentos aplicados pelas empresas é
alto, contudo as metodologias fisicas ou quimicas empregadas podem gerar
complicagbes diversas ao sistema.

Em 2015, por exemplo, a unidade da Granbio localizada em S&o
Miguel dos Campos (AL) passou por alguns periodos de inatividade, devido a
dificuldades encontradas no pré-tratamento. O processo utilizado pela usina, através
de explosdo a vapor, estava sofrendo com casos de abrasdo, por causa das
particulas de biomassa que sao transportadas em estados de alta pressao,
temperatura e velocidade, causando erosao nos equipamentos (NOVACANA, 2015).

A conversdo biologica de biomassa lignocelulésica em etanol nédo
proporciona uma taxa de hidrolise tdo elevada em relagdo a outras metodologias,
por outro lado, apresenta beneficios como baixo custo, auséncia de reagentes

quimicos e condicbes ambientais mais brandas (SUN; CHENG, 2002).

3.2 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A biomassa lignocelulésica € apontada como a fonte de matéria
organica mais farta na biosfera, pois é acumulada em grande quantia na forma de
residuos agroindustriais e florestais. Sua utilizacdo como matéria-prima é bastante
influenciada por sua composicdo quimica (Figura 03). As principais fragfes
presentes nestes substratos sao celulose, hemicelulose e lignina; sendo que os dois
primeiros sdo compostos por polissacarideos e o ultimo por um material polifendlico
(FERRAZ, 2010). Estes carboidratos podem ser convertidos em acucares
fermentesciveis com o intermédio de microrganismos, por exemplo as leveduras

alcoolgénicas, que os transformam em etanol (BINOD et al., 2010).
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Figura 03 — Composicao de materiais lignoceluldsicos.
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A celulose é um homopolissacarideo linear e ndo ramificado, composto
por 10.000 a 15.000 unidades de D-glicose, unidas por ligagdes glicosidicas (B1->4)
(NELSON; COX, 2011). Sua forma permite o arranjo de ligacdes de hidrogénio, intra
e intermoleculares, que agrupam as cadeias celulésicas em fibrilas elementares com
grau de cristalinidade elevado. Assim, a celulose possui muita resisténcia a tenséo e
insolubilidade a uma ampla variedade de solventes (FERRAZ, 2010).

A hemicelulose, por outro lado, é composta por mais de um acgucatr,
incluindo hexoses (glicose, galactose, manose) e pentoses (xilose, arabinose) em
ligacbes lineares e ramificadas (na ordem de 100 a 200 monémeros). E o segundo
polimero mais abundante na natureza, depois da celulose, e difere desta porque nao
€ quimicamente homogénea, tem peso molecular inferior e ramificacbes com

cadeias laterais curtas, que séo facilmente hidrolisadas (AGBOR et al., 2011).



23

A lignina € uma macromolécula aromatica, que se constitui de uma
complexa estrutura polifendlica (Figura 04), composta principalmente de unidades de
fenilpropano. Apresenta uma conformacao tridimensional e amorfa, que se deposita

junto aos carboidratos, gerando ligacbes covalentes com unidades

monossacaridicas da hemicelulose (ARAUJO et al., 2013).

Figura 04 — Estrutura quimica da lignina.
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A lignina estd presente na parede celular e sua principal funcédo é
proporcionar a planta apoio estrutural, impermeabilidade e resisténcia ao ataque
microbiano e ao estresse oxidativo (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). N&o é soluvel em
agua e é inativa opticamente em razao da sua estrutura multiforme, que faz com que
sua degradacao seja extremamente dificil.

Neste contexto, devido a composicdo quimica dos materiais
lignoceluldsicos, muitos podem ser testados para producado de bioetanol. Dentre eles
estdo: residuos de culturas (bagaco de cana, palha de milho, palha de trigo, palha e
casca de arroz, bagaco de sorgo doce), residuos de celulose (papel de jornal, papel
de escritorio, residuos e lamas de papel reciclado), biomassa herbacea (feno de
alfafa, capim-amarelo) e residuos solidos urbanos (RSU) (CARDONA et al., 2010).

Cada residuo possui uma constituicdo prépria, pois existem diferencas

na composicdo quimica da espécie vegetal, variacdes genéticas e diversas
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condi¢cdes de cultivo (FERRAZ, 2010). As diferentes composi¢cBes de residuos
lignocelulésicos agroindustriais podem ser vistas na Tabela 01.

Tabela 01 — Composicao quimica percentual de diferentes residuos agricolas e florestais.

Residuo Lignocelulosico Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
(%) (%) (%) (%)
Bagac¢o de Cana de AguUcar 33 30 29 4
Sabugo de Milho 42 39 14 2
Talo de Milho 35 15 19 5
Cascade Arroz 36 15 19 20
Palha de Arroz 32 24 13 12
Serragem 55 14 21 5
Palha de Sorgo 33 18 15 10
Palha de Trigo 30 24 18 1
Palha de Cevada 40 20 15 11

Fonte: Adaptado de FERRAZ (2010).

Quando as fracdes de lignina sdo maiores, o material tende a ser mais
recalcitrante a hidrélise da celulose. Assim sendo, quanto menor a quantidade
existente, mais facil deve ser o pré-tratamento do residuo (ZENG et al., 2014).
Quanto a hemicelulose, ela é inconveniente ao tornar dificil 0 acesso a celulose, mas
€ conveniente por ser outra fonte de acUcares fermentesciveis. Isto quando o
microrganismo fermentador tem capacidade de metabolizar seus constituintes
(PIRES, 2015).

3.2.1 Bagaco de Cana

A cana-de-agucar, Saccharum officinarum, € uma graminea
proveniente da india, que foi trazida para o Brasil na época colonial, sendo que
atualmente € muito cultivada em regides tropicais e subtropicais. Da natureza, é uma

das maiores fontes de carboidrato. Bem como demais vegetais lignocelulésicos, o
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bagaco da cana é composto principalmente por lignina, hemicelulose e celulose,
podendo ser usado como fonte para producéo de bioetanol (CARVALHO, 2011).

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do mundo, sendo a
regido centro-sul responsavel por mais de 90% dessa producdo nacional, que é
estimada em 647,6 milhdes de toneladas para a safra 2017/18 (&rea a ser colhida de
8,84 milhdes de hectares). A producdo de acucar deverd alcancar 38,70 milhdes de
toneladas, semelhante ao produzido na safra 2016/17 e a producdo de etanol
podera atingir 26,45 bilhdes de litros, um decréscimo de 4,9%, devido a predilecao
pela producéo de acucar (CONAB, 2017a).

O aporte da cana considera ndo somente o aclcar, no qual o Brasil é o
maior produtor e exportador mundial, e o alcool consumido pelos veiculos
automotores, mas idem ao seu uso sob forma de forragem, para alimentacdo de
animais, ou como matéria-prima para a producdo de rapaduras, melado e
aguardente. Além do mais, aproveita-se o bagaco (residuo da fabricacdo de acucar
e alcool) empregado nas usinas para a geracdo de energia térmica, elétrica e
mecanica (WOLF, 2011).

O bagaco da cana-de-acucar € um material ligninocelulésico néo
homogéneo, composto, em sua grande maioria, por células parenquiméticas
(medula), células esclerenquimaticas (fibras), e células epidérmicas. No subproduto
descrito é encontrado 32-48% de celulose, 19-24% de hemicelulose, 23-32% de
lignina e 1,5-5% de cinzas (WOLF, 2011).

3.2.2 Casca de Arroz

O arroz esté entre os cereais mais consumidos do mundo. Seu cultivo
ocupa o segundo lugar em area plantada, perdendo apenas para o trigo (SOUZA,
2012). Especifica-se como o alimento principal da maioria da populagdo do mundo.
Apenas na Asia, de 60 a 70% do consumo caldrico de mais de 2 bilhdes de pessoas
€ resultante do arroz e seus subprodutos. A estimativa de producdo mundial anual
do grao € mais de 475 milhdes de toneladas (CONAB, 2015).

No Brasil, a producéo de arroz na safra 2017/18 poderé alcancar 11,64

milhdes de toneladas, tendo uma area plantada estimada de 1,94 milhdes de
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hectares, com produtividade de 5.98 kg/ha. O Rio Grande do Sul, maior estado
produtor do cereal, devera representar 70% desta producdo brasileira (CONAB,
2017Db).

O arroz é consumido principalmente na forma de graos inteiros. No seu
processamento e beneficiamento € gerado arroz quebrado, casca e farelo, que sédo
subprodutos pouco utilizados (SILVA, 2009a). A casca é uma substancia fibrosa,
cuja maior composicao € formada por celulose (32-47%), hemicelulose (19-27%) e
lignina (5-24%) (KARIMI et al., 2006).

Sem muito valor comercial, a casca de arroz, por causa da sua
fibrocidade, dureza e abrasividade, acaba sendo jogada em grandes areas rurais. A
sua demorada biodegradacdo, além da composicdo bastante fendlica, resulta em
sua inalteracdo por longos periodos de tempo, provocando, deste modo, danos ao
meio ambiente. Contudo, a casca em questao, possui alto poder calorifico, todavia
variavel devido a umidade e condi¢des de plantio (ALMEIDA, 2010). Apresenta um
teor energético elevado e pode ser empregada como combustivel, em razdo de

algumas caracteristicas, como o grande poder calorifico (12-18 MJ/KQ).

3.3 PRE-TRATAMENTO DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Do ponto de vista econbmico, o pré-tratamento é um passo
fundamental para o processo de bioconversédo da holocelulose de um substrato, pois
deve melhorar a separacdo entre os componentes da parede celular, evitando a
formacao de compostos que possam ser inibitérios para a hidrélise e fermentacéo
(SOCCOL et al., 2010).

Materiais lignoceluldsicos diferentes dispdem de propriedades fisico-
quimicas distintas, deste modo, € preciso a adocdo de procedimentos de acordo
com cada particularidade da matéria-prima. Isso se torna muito importante, visto que
a escolha de um pré-tratamento especifico tem um alto impacto nas etapas
posteriores (SOUZA, 2011).

De um modo geral, os principais objetivos de um pré-tratamento sao:
aumentar a area superficial da biomassa, reduzir o grau de cristalinidade da

celulose, desintegrar a hemicelulose e degradar ou alterar a estrutura da lignina
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(RABELO, 2010). O Quadro 02 apresenta os efeitos causados por diferentes pré-
tratamentos de substratos, com vantagens e desvantagens de cada metodologia.

Quadro 02 — Efeitos de diferentes pré-tratamentos, com suas vantagens e desvantagens, em

materiais lignoceluldsicos.

Pré-
Al B |C|D|E Vantagem Desvantagem
tratamentos
Exploséo a ] ) Geracao de compostos
+ | Nd|+ | - | + | Altorendimento de glicose o )
vapor téxicos e alto custo de energia
. o Baixo custo na construcdo Alta demanda de agua e
Hidrotérmico | + | Nd | + | - | +/- . .
e manutenc¢éao de reatores energia

) Problemas de corroséo no
o Altos rendimentos na
Acido + | Nd |+ | - + o o reator e formacéo de
hidrélise enzimatica

inibidores
) Condicdes ambientais de Custo elevado com reagentes
Alcalino + [ Nd | - | +-| + . .
temperatura e pressédo e recuperacao de solventes
Exploséo Baixa formacéo de N&o é eficiente em substratos
+ |+ | -+ |+
com amoénia inibidores com alto teor de lignina
Baixo custo operacional e
Bioldgico +|Nd|-]|+ | + baixo consumo de Baixa taxa de hidrélise

reagentes

A = Aumento da area superficial do substrato; B = Reducé&o de cristalinidade da celulose; C =
Solubilizac&o da hemicelulose; D = Remocéo de lignina; E = Alteragcdo da estrutura de lignina.
Onde: (+) = maior efeito e (-) = menor efeito. ND = ndo determinado.

Fonte: Adaptado de ALVIRA et al. (2010).

3.3.1 Pré-Tratamento Bioldgico

O pré-tratamento bioldgico consiste na utilizagdo de microrganismos,
como fungos da podriddo branda, branca ou parda, para a degradacao seletiva de
lignina e hemicelulose. Destes, os fungos da podriddo branca, pertencentes ao filo
Basidiomycota, sdo os mais eficazes na degradacdo da lignina, que acontece por
meio da acdo de enzimas, como as lacases e as peroxidases (TALEBNIA et al.,
2010).
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Bioprocessos que envolvem microrganismos ou enzimas Ccomo
biocatalisadores sdo alternativas tecnoldgicas competitivas aos processos
convencionais, com particularidades vantajosas como baixo consumo energético e
eficiéncia em circunstancias moderadas de pH, temperatura e forca idnica
(TAVARES, 2006).

Véarios fungos da podriddo branca como Ceriporia lacerata,
Ceriporiopsis subvermispora, Cyathus stercolerus, Phanerochaete chrysosporium,
Pleurotus ostreatus, Pycnoporus cinnabarinus ja foram investigados em diferentes
biomassas lignoceluloésicas (ALVIRA et al.,, 2010). Alguns estudos podem ser
visualizados no Quadro 03, no qual sdo mostrados os efeitos do pré-tratamento
fungico para as etapas de sacarificacdo e fermentacdo. Os fungos deslignificadores
seletivos devem possuir muita afinidade para lignina e degrada-la de forma mais
rapida do que os hidratos de carbono (TALEBNIA et al., 2010).

Quadro 03 — Efeito do pré-tratamento fungico na hidrolise enzimatica e producéo de bioetanol.

Rendimento (%) de .
Fungo Substrato 5 Referéncia
acucar / etanol*

Phanerochaete 50% de glicose

_ Palha de arroz Bak et al. (2009)
chrysosporium 50% de etanol

) Taniguchi et al.
Pleurotus ostreatus Palha de arroz 33% de glicose

(2005)
Pleurotus ostreatus Casca de arroz 38,9% de glicose Yu et al. (2009)
Ceriporiopsis ) 56-66% de glicose )

) Palha de milho Wan e Li (2010)

subvermispora 57,8% de etanol

*com base em % do rendimento tedrico de glucano no material original.
Fonte: Adaptado de WAN; LI (2012).

Pré-tratamentos quimicos tém muitas desvantagens no que diz respeito
a exigéncia de equipamento especializado resistente a corrosado, extensa lavagem e
eliminacdo satisfatoria dos residuos quimicos. Sem contar a geracdo de outros
produtos toxicos no decorrer do processo (BINOD et al., 2010). JA os pré-
tratamentos biologicos sdo seguros, ambientalmente corretos e utilizam menos

energia em comparacao com outros metodos. Entretanto, a velocidade da reacéo de
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hidrélise € menor e precisa ser otimizada para que a aplicagdo comercial seja viavel
(TALEBNIA et al., 2010).

3.3.2 Fungos da Podriddo Branca

A madeira é um material organico, complexo e heterogéneo, vulneravel
a degradacdo bioldgica, fisica e quimica. Os fungos sdo uma das causas mais
frequentes de deterioracdo. Estes sdo classificados seguindo a decomposicao que
provocam: podriddo branca e parda (resultantes principalmente da acdo de
basidiomicetos) e podriddo mole (causada por ascomicetos) (SILVA, 2014).

A degradacdo da lignina por fungos da podriddo branca é causada
mais rapidamente quando comparada com outros microrganismos. Além disso, eles
sdo 0s responsaveis pela maior parte da decomposicdo da lignina no meio
ambiente. Para penetracdo nas plantas, os fungos, comumente, secretam enzimas
hidroliticas (celulases, xilanases), proteoliticas e ligninoliticas (lacase, manganés
peroxidase e lignina peroxidase), as quais podem exibir propriedades de grande
potencial para aplicacéo biotecnolégica (MACIEL, 2012).

O tratamento de materiais lignoceluldsicos € uma das mais importantes
aplicacdes, tanto na industria papeleira como na agroinddstria, e nos dois casos, a
finalidade é a reducdo da quantidade de lignina nos materiais tratados. A escolha de
um fungo deslignificante adequado, para a producao de etanol 223G, deve observar a
habilidade deste em romper a dura estrutura da lignina, a perda da conformacao da
hemicelulose, que também complica a hidrolise da celulose, e reducdo da
cristalinidade desta, o que melhora a eficiéncia das enzimas celuloliticas. Para a
producédo de bioetanol, os fungos da podriddo branca sao os mais interessantes, por
conservarem a celulose, que é a fonte dos acucares desejados (PIRES, 2015).

Entre os fungos basidiomicetos estdo: Agaricus bisporus, Fomes
fomentarius, Ganoderma applanatum, Lepista nuda, Panus tigrinus, Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus e Trametes versicolor. Alguns destes sao
empregados na producdo de cogumelos para alimentagéo, e os mais conhecidos e
explorados encontram-se agrupados nos géneros Pleurotus e Agaricus (PINTO,
2010).
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3.3.3 Enzimas Ligninoliticas

As enzimas sao proteinas que funcionam como biocatalisadores,
aumentando a velocidade de uma reagdo quimica termodinamicamente possivel e
reduzindo a energia de ativagdo. S&o fundamentais no metabolismo, estando
presentes em todos 0s organismos vivos, desde os mais simples aos mais
desenvolvidos. As enzimas envolvidas na degradacdo dos materiais vegetais,
responsaveis pela degradacdo da lignina, sdo chamadas de ligninoliticas e sao
amplamente estudadas (TAVARES, 2006).

Os fungos basidiomicetos, em especial os fungos da podriddo branca
(FPB) sdo considerados um grupo notavel em razdo de seu sistema enzimatico
ligninolitico extracelular inespecifico. Este engloba lacases (E.C. 1.10.3.2) e
peroxidases, como a lignina peroxidase (E.C. 1.11.1.14), manganés peroxidase
(E.C. 1.11.1.13) e peroxidase versétil (E.C. 1.11.1.16) (MARTINEZ et al., 2005).

3.3.3.1 Lacase

A lacase (EC 1.10.3.2) pertence a classe das polifenol oxidases, que
contém cobre em seu sitio ativo. Esta enzima catalisa a oxidacdo de muitas
substancias inorganicas e aromaticas (sobretudo fendis) pela retirada de um elétron
incluso no substrato fenélico com a reducéo de Cu?* em Cu. Entdo, a enzima volta a
sua forma Cu*? acarretando na reducdo de Oz em agua (BREEN; SINGLETON,
1999). Na Figura 05 é representado o ciclo catalitico dessa enzima em fungéo do

seu centro ativo, composto de quatro &tomos de cobre.
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Figura 05 — Ciclo catalitico da lacase.
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Fonte: Adaptado de JONES; SOLOMON (2015).

A lacase existe em grande quantidade nos fungos basidiomicetos, que
sdo habeis na degradacdao ligninolitica (PINTO, 2010). A acéo direta dessa enzima
na lignina é, em principio, restrita a unidades fendlicas que representam apenas um
pequeno percentual do polimero total, fato que limita sua aplicacdo biotecnoldgica
(GUTIERREZ et al., 2012).

O potencial de ataque da lacase pode ser ampliado com o uso de
compostos sintéticos, como o 1-hidroxibenzotriazol (HBT), um dos mediadores mais
utilizados e eficientes, que podem atuar como transportadores de elétrons entre a
enzima e o substrato final (GUTIERREZ et al., 2012).
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3.3.3.2 Lignina Peroxidase

Lignina peroxidase (LiP) (1.11.1.14) contém um grupo heme e suas
isoenzimas sdo glicoproteinas. Esta enzima catalisa oxidacdes da lignina
dependentes de peréxido de hidrogénio, interferindo numa sequéncia reacional.
Possui potencial redox alto e caracteriza-se por uma baixa especificidade em
relacdo aos substratos, oxidando, preferencialmente, anéis aromaticos metoxilados
sem grupo fendlico livre (PINTO, 2010).

O mecanismo de acdo da LiP envolve a oxidagdo dos substratos por
meio da transferéncia de elétrons, gerando, assim, radicais intermediarios. Estes sao
sujeitos as ac¢bBes enzimaticas, como o acoplamento de radicais, polimerizacao,
clivagem da cadeia lateral, desmetilacdo e adicdo intramolecular (WONG, 2009). O

ciclo catalitico da lignina peroxidase pode ser visualizado na Figura 06.

Figura 06 — Ciclo catalitico da lignina peroxidase.
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Fonte: Autoria propria.

O processo comega pela oxidacdo do sitio ativo da LiP e do ion ferro
contido nele de Fe3* para Fe*, pelo H20z2, resultando em agua e num intermediario

com dois elétrons oxidados, chamado de Composto | (que é a enzima na sua forma
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oxidada). Este composto oxida o alcool veratrilico ou outro substrato, formando um
radical livre e o Composto Il, cujo ferro ainda esta presente como Fe**. O Composto
Il oxida um segundo substrato (que pode ser uma nova molécula de alcool
veratrilico), gerando outro substrato-radical livre. Entdo, neste ponto, a enzima
retorna a sua conformacédo priméaria. O excesso de peréxido de hidrogénio, coligado
a falta de um substrato redutor, acarreta a oxidacdo do composto Il a composto lll,
estado inativado da enzima (GONCALVES, 2010).

O alcool veratrilico € o redutor preferencial da lignina peroxidase,
sendo produzido por fungos da podriddo branca apoés lignélise, pois defende a
enzima contra inativagdo por abundancia de H202. Havendo peroxido de hidrogénio,
a LiP oxida o alcool a veratraldeido, sendo normal esta reacdo em ensaios de
atividade (GONCALVES, 2010).

3.3.3.3 Manganés Peroxidase

A manganés peroxidase (MnP) (EC 1.11.1.13) é uma peroxidase
extracelular que contém um grupo heme e tem como substrato redutor o Mn?*, que é
oxidado a Mn3*, o qual por sua vez oxida estruturas fendlicas a radicais fenoxi. O
oxalato e outros compostos dicarboxilicos formam quelatos com o Mn?* e Mn3* tendo
papel importante na oxidacdo dos compostos aromaticos (PINTO, 2010).

O Mn** complexado com um &cido organico é um agente primario na
guebra da lignina. Deste modo, a MnP é vista como uma enzima chave na ligninélise
através de fungos da podriddo branca. Seu ciclo catalitico é iniciado pela juncédo do
peréxido de hidrogénio (H202) ou de um perdxido organico a enzima férrica
originaria formando o composto I. Um ion Mn*? age como doador de elétron para
este composto, resultando na formacao do composto Il, o qual abstrai um elétron de
outro fon Mn*? e retorna a forma original (Figura 07). Os ions Mn*3 formados durante
0 processo séo estabilizados por acidos organicos como o lactato, malonato, oxalato
ou tartarato e atuam como mediadores difusiveis de massa molecular baixa,
atacando moléculas orgéanicas inespecificas pela abstracdo de elétrons (COELHO,
2007).
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Figura 07 — Ciclo catalitico da manganés peroxidase.
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Fonte: COELHO (2007).

3.4 HIDROLISE ENZIMATICA / SACARIFICACAO

Posterior ao pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos € factivel
hidrolisar a celulose por intermédio de concepc¢des modernas. Estas englobam
processos enzimaticos para a obtencao de glicose que podera ser fermentada e,
assim, convertida a etanol (SANTOS, 2012).

Com o passar dos anos, diversas técnicas foram propostas para
hidrélise de material celulésico, sendo que duas delas sdo frequentemente
utilizadas: hidrolise acida e hidrolise enzimatica do material pré-tratado. Em ambas,
ha varias maneiras de operacao; a escolha deve ser feita de acordo com o produto
bruto que serd empregado, o microrganismo utilizado para a fermentacdo dos
acucares gerados, além da economia (OGEDA; PETRI, 2010).

O bagaco de cana-de-acUcar, assim como a casca de arroz, pode ser
hidrolisado por vias biologicas com a aplicagdo de enzimas secretadas por
microrganismos. O emprego destes biocatalisadores, que sdo muito especificos,

minimiza a geracdo de subprodutos indesejaveis e elimina o uso de equipamentos
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resistentes a corrosdo. Estas vantagens trazem beneficios econémicos, tanto do
ponto de vista energético quanto do metallrgico, se comparado a hidrélise acida.
Além do mais, as condi¢cdes de operacdo (pressao, temperatura, pH) da hidrdlise
enzimatica sdo mais brandas do que o0s processos quimicos. No entanto, as
enzimas possuem um custo alto e sdo muito sensiveis, deste modo, € preciso
controlar rigorosamente diversos parametros (ARAUJO et al., 2013).

Vérios estudos tém sido relatados na conversdo da biomassa de
material celulésico em acucares por hidrolise enzimatica. Borjesson et al. (2007)
relataram que a adicdo de polietileno glicol (PEG) pode aumentar a conversao
enzimatica de lignocelulose macia de 42% a 78% em 16 horas, numa temperatura
otima de hidrélise de 50°C. Ja Belkacemi e Hamoudi (2003) estudaram a hidrdlise
enzimatica da hemicelulose do talo de milho a 30°C e pH 5, resultando numa
sacarificacdo de 90%, sendo o acucar liberado ap6s 10 h.

A hidrélise enzimética da celulose é catalisada por celulases. Na
verdade, € um complexo enzimatico integrado por pelo menos trés grupos:
endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases (SILVA, 2010).

Segundo Souza (2011), as endoglucanases catalisam a hidrélise
interna de ligagdes B-1,4-D-glicosidicas da celulose de forma aleatdria, formando
oligossacarideos de variados tamanhos e novas cadeias terminais. Agem apenas na
parte amorfa da celulose, e sua atividade reduz de acordo com o encurtamento da
cadeia.

As exoglucanases, também conhecidas como celobiohidrolases,
trabalham de modo progressivo, em por¢des redutoras e néo redutoras das cadeias
de celulose, formando principalmente moléculas de celobiose. Sdo capazes de agir
sobre a celulose microcristalina, diminuindo o tamanho das cadeias do
polissacarideo. Estas enzimas possuem em sua estrutura um dominio responsavel
pela ligacdo da molécula ao substrato — cellulose binding domain (CBD) — e sofrem
inibicdo pelo seu proprio produto de hidrélise (SOUZA, 2011).

Ja as [-glicosidases sdo as enzimas que finalizam o processo,
completando a degradacdo da celulose a glicose. Sado importantes também na
hidrolise de oligossacarideos de cadeia curta e celobioses soluveis (SOUZA, 2011).
A atuacao de endoglicanases e exoglucanases é normalmente inibida por celobiose.

As [B-glicosidases, nesta perspectiva, ndo sO produzem glicose degradando
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celobiose, como também reduzem o efeito inibitério desta, possibilitando uma maior
eficiéncia das outras duas enzimas (DAROIT, 2007).

Para realizar a hidrolise enziméatica algumas usinas de etanol 2G, como
a Raizen e a Granbio, utilizam um coquetel enzimatico comercial da Novozymes,
como a Cellic® CTec2. Este produto é um complexo de celulase para degradacéo
da celulose em acucares fermentesciveis, numa mistura de celulases com alto nivel
de B-glicosidases e hemicelulases. Tem como caracteristica um bom rendimento de
conversao, além de ser eficaz em altas concentracdes de sdlidos, sendo tolerante ao
inibidor e compativel com multiplos pré-tratamentos e matérias-primas, com alta

concentracéo e estabilidade.

3.5 PRODUCAO DE BIOETANOL POR FERMENTACAO SUBMERSA

A biomassa sacarificada € utilizada para fermentacdo por diversos
microrganismos, porém o uso de materiais lignocelulésicos para a geracdo de
bioetanol é prejudicada pela falta de microrganismos ideais, que sejam eficientes na
fermentacao, tanto de pentoses quanto de hexoses. Para um processo de producéo
de etanol comercialmente viavel, um organismo ideal deve ter ampla utilizacdo do
substrato, alto rendimento e produtividade elevada do biocombustivel, deve ser
capaz de resistir a altas concentracdes de etanol e temperatura elevada, tolerar os
inibidores presentes no hidrolisado e possuir atividade celulolitica (SARKAR et al.,
2012).

Saccharomyces cerevisiae € a levedura mais utilizada para esses
processos. E tradicionalmente usada nas usinas, pois possui tolerancia a teores de
etanol elevados e boa velocidade de fermentacédo (WOLF, 2011).

A fermentacdo dos acucares é um processo anaerébio no qual estes
sédo convertidos em alcool através de microrganismos (geralmente leveduras). O
etanol € obtido pela conversdo de glicose, de acordo com a equacdo 1, cujo
rendimento estequiométrico é de 0,51 g etanol / g glicose (WOLF, 2011).

CeH1206> 2 C2HsOH + 2 CO2 1)
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A fermentagcdo alcodlica €, entdo, um processo biolégico onde a
energia produzida por reacbes de oxidacado parcial pode ser usada para o
desenvolvimento de leveduras. Posteriormente a conversdo da glicose em piruvato,
através da glicolise, esse é convertido em etanol e CO2 em um processo de duas

etapas (Figura 08).

Figura 08 — Processo da fermentacdo alcodlica.
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Fonte: Adaptado de WANDERLEY (2012).

Primeiramente, o piruvato passa por uma descarboxilacgdo numa
reacdo nao reversivel catalisada pela piruvato descarboxilase. Esta necessita de
Mg?* e possui uma coenzima firmemente ligada, a tiamina pirofosfato. Na segunda
etapa, por meio da alcool desidrogenase, o acetaldeido € reduzido a etanol, com o
NADH proveniente da atividade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase provendo o
poder redutor (NELSON; COX, 2011).

Para se obter o é&lcool em questdo, a hidrélise enzimatica e a
fermentacdo podem ocorrer separadamente ou simultaneamente. O beneficio do
processo em separado é que as temperaturas, bem como outros parametros, da
hidrolise enzimatica e da fermentacdo podem ser otimizadas (SANTOS et al., 2010).

As vantagens e as limitacdes de cada técnica podem ser visualizadas no Quadro 04.
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Quadro 04 — Comparacédo com as vantagens e as limitacdes entre as técnicas de sacarificacao

e fermentacdo (simultaneas ou separadas) em um processo fermentativo.

Processo

Fermentativo

Vantagens

Limitacdes

Sacarificacao e

Baixo custo; Rendimentos de etanol mais

elevados devido a remocgédo da inibicao

Diferenga em condi¢des ideais

de temperatura para a hidrélise

Fermentacéo pelo produto final da etapa de e afermentagédo.

Simultaneas sacarificacdo; Reduz o nUmero de

reatores necessarios.

Cada passo pode ser processado na sua | Inibicdo pelo produto final;
Hidrélise e 6tima condicdo de funcionamento; | Minimiza o rendimento de
Fermentacdo em Passos  separados minimizam a | etanol; Possibilidade de

Separado interacdo entre as etapas. contaminagao devido ao

processo de periodo longo.

Fonte: Adaptado de SARKAR et al. (2012).

Alguns microrganismos nativos ou selvagens empregados na
fermentacdo sdo Saccharomyces cerevisiae, Zymomomas mobilis, Escherichia coli,
Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis, Candida shehatae, Candida brassicae, Mucor
indicus, etc. Entre todas as leveduras e as bactérias, as mais conhecidas e utilizadas
na producdo de etanol a partir de hexoses sdo S. cerevisiae e Z. mobilis,
respectivamente (SARKAR et al., 2012).

Muitas fontes potenciais de celulose também contém quantidades
substanciais de arabinose e outros aclUcares, que ndo sao tdo facilmente
fermentados como as unidades de glicose. A E. coli tem capacidade para fermentar
arabinose, mas este microrganismo nao € naturalmente tolerante a altos niveis de
etanol (NELSON; COX, 2011). Diferentemente de Z. mobilis e S. cerevisiae, que
toleram niveis mais altos, porém néo sdo capazes de fermentar pentoses.

A Saccharomyces cerevisiae destaca-se comercialmente entre as
leveduras pois apresenta facil isolamento e manutengdo, ndo exigindo tantos
nutrientes e possuindo um bom crescimento em meios constituidos por residuos
(agro)industriais. Alguns estudos de fermentacdo microbiana usando substratos

lignoceluldsicos estdo mostrados no Quadro 05.
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Quadro 05 — Rendimento de etanol a partir de alguns substratos em um processo fermentativo

com diferentes microrganismos.

Fermentacéo ) .
Substrato ) ) Rendimento de Etanol Referéncia
Microbiana
Bagaco de Pichia stipitis 0,29 g de etanol / g de agUcares Buaban et al.
cana-de-acuUcar BCC15191 fermentesciveis (2010)
) Pichia stipitis 0,35 g de etanol / g de aglcares Nigam
Palha de Trigo e
NRRL Y-7124 fermentesciveis (2001)
Saccharomyces )
. 0,40 g de etanol / g de acucares Moniruzzaman
Palha de Arroz cerevisiae ]
fermentesciveis (1995)
ATCC 26603
Candida shehatae 0,45 g de etanol / g de acucares Abbi et al.
Palha de Arroz ]
NCL-3501 fermentesciveis (1996)

Palha de Arroz

Zimomomas mobilis
CP4 (pzB5)

0,46 g de etanol / g de acucares

fermentesciveis

Krishnan et al.
(2000)
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As etapas pertinentes da pesquisa estao apresentadas na Figura 09 e

descritas nos topicos 4.1 a 4.9.

Figura 09 — Esquema das etapas desenvolvidas durante a pesquisa.

1.
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Inonotus splitgerberi

—|  FTIR (ATR)

Pleurotus pulmonarius

Perenniporia sp.

Ganoderma lucidum

Aurantioporus pulcherrimus

3. PRODUGAO DE EXTRATOS ENZIMATICOS e ANALISE DA ATIVIDADE ENZIMATICA:

Lacase / Manganés Peroxidase / Lignina Peroxidase / Celulase

4. PRE-TRATAMENTO

5. SACARIFICACAO

6. FERMENTACAO

eAplicagao do extrato bruto
enzimatico;
eDelineamento experimental
com mediadores
enzimaticos.

*CARACTERIZACAO DOS
PRODUTOS

eAplicagao de coquetel
enzimatico comercial;
eUtilizagdo de celulose
microcristalina Avicel como
padrao.

*CARACTERIZAGAO DOS
PRODUTOS

*TESTES ESTATISTICOS

eAplicagao de leveduras
alcoogénicas;
eDeterminagao do
crescimento celular, pH,
concentragdo de agucares e
producdo de etanol.
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4.1 AMOSTRAS DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

As amostras de casca de arroz foram coletadas em uma fazenda
experimental na cidade de Botucatu, interior do estado de S&o Paulo. As amostras
de bagaco de cana foram cedidas pela empresa Costa Bioenergia, de Umuarama,
Parana. Ambas foram secas em estufas de esterilizacdo e secagem a 60°C durante
24 h, com um diametro entre 1,0 e 2,5 centimetros (Figura 10), sendo armazenadas

em pacotes plasticos fechados, ao abrigo da luz.

Figura 10 — Fotografia das amostras de bagaco de cana-de-aclcar (A) e casca de arroz (B), in

natura apés secagem.

A composicéo inicial dos residuos foi determinada seguindo as normas
brasileiras: ABNT NBR 14853 (extrativos), ABNT NBR 7989 (lignina) e ABNT NBR
13999 (cinzas). Além disso, os residuos lignocelulésicos foram analisados, em
duplicata, por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
— espectrometro Varian 640-IR equipado com aparato de leitura por reflectancia total
atenuada (ATR) Pike Miracle com cristal de diamante — em uma faixa de 600 a 4000
cm. Mudangas na intensidade e/ou deslocamento das bandas correspondentes a
lignina (1429 e 1515 cm™) e a celulose (898, 1098, 1338 e 1373 cm) foram
avaliadas (PANDEY et al., 2003; ZHANG et al., 2007).
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A microscopia eletronica de varredura (MEV) (Zeiss EVO MA 15) foi
realizada para analisar a morfologia e as caracteristicas estruturais do bagaco de
cana-de-acUcar e casca de arroz, tanto das amostras inicias quanto apds o pré-
tratamento enzimatico. Para preparacdo dessas amostras foi utilizado o
equipamento Quanta Quorum Q150R ES para recobrimento com ouro de ambos os

substratos (materiais ndo condutores).

4.2 OBTENCAO E MANUTENCAO DOS BASIDIOMICETOS

As enzimas ligninoliticas foram produzidas em cultivo liquido
estacionario utilizando diferentes espécies de fungos da podriddo branca (Trametes
sp., Pleurotus pulmonarius, Ganoderma lucidum, Inonotus splitgerberi, Perenniporia
sp. e Aurantioporus pulcherrimus). Os dois primeiros mencionados foram obtidos do
banco de cepas do Laboratério de Biotecnologia da UTFPR, sendo que Trametes
sp. foi isolado de um basidioma coletado num tronco de arvore em decomposi¢céo
em Curitiba e o P. pulmonarius foi isolado a partir de um basiodioma adquirido
comercialmente no mercado municipal da cidade. Os demais fungos, G. lucidum
EF32, I. splitgerberi EF46, Perenniporia sp. EF78 e A. pulcherrimus EF19, foram
cedidos pelo banco de cepas do Centro Nacional de Pesquisas Florestais da
EMBRAPA Florestas.

Na Figura 11 estdo exemplificados alguns cultivos dos basidiomicetos
utilizados neste trabalho. Eles foram repicados em placas e tubos com meio agar
batata dextrose (Potato Dextrose Agar - PDA), para crescimento em estufa a 28°C,
por 7-10 dias. Posteriormente foram aplicados nos experimentos ou mantidos em

geladeira em 4°C, por no maximo 3 semanas até serem repicados novamente.
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Figura 11 — Fotografia de placas de Petri contendo o crescimento micelial de alguns fungos

utilizados na pesquisa, ap0s cultivo a 28°C com periodo entre 7 e 10 dias.

4.3 PRODUCAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS

A producédo dos extratos enzimaticos brutos foi realizada em um meio
nutritivo com incorporacéo de indutores naturais de enzimas ligninoliticas (casca de
arroz e bagaco de cana). A aplicacdo de residuos lignocelulésicos em cultivos
submersos de fungos da podriddo branca pode contribuir com a producdo de
lacases (MOLDES et al., 2004) e outras enzimas degradadoras de lignina
(NILADEVI, 2009).

O meio nutritivo (50 mL) foi adicionado em frascos Erlenmeyer de 250
mL para producdo das enzimas, e em sua composi¢ado estavam presentes: glicose
(10 g/L), fosfato de potassio monobésico (3 g/L), peptona bacteriolégica (5 g/L),
(GALHAUP et al., 2002; HOU et al., 2004), solucdo de sulfato de cobre (1 mM) e
solucdo de sulfato de manganés (1 mM). Neste meio, ainda foi adicionado 0,5%
(m/v) de bagaco de uva bordd seco e 1% (m/v) de material lignoceluldésico seco
(casca de arroz ou bagaco de cana) (LORENZO et al., 2002). O meio de cultivo foi
esterilizado em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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O procedimento para obtencdo dos extratos enzimaticos esti
esquematizado na Figura 12 (A, B, C, D e E). O in6culo constituiu-se de trés discos
(plugs) de 11 mm de micélio fungico, os quais foram recortados de placas de Petri
contendo meio PDA com o auxilio de tubos de ensaio estéreis (A). O cultivo em
placa foi realizado a 28°C por 7-10 dias (ou até o0 momento em que o micélio fingico
atingisse a borda da placa).

Os plugs foram transferidos para os meios de cultura liquidos (B) com
palitos de madeira autoclavados. O crescimento foi realizado a 28°C em estufa,
interrompido apés 7 dias (C) (LORENZO et al., 2002). A biomassa foi separada por
filtracdo com papel filtro (D), e o filtrado foi centrifugado a 5000 rpm (forca
gravitacional = 1680 g) por 15 minutos (E) (CABANA et al., 2007). O sobrenadante
foi entdo aplicado como extrato enzimético bruto nos ensaios de degradacdo da

lignina.

Figura 12 — Esquema de produgéo dos extratos enzimaticos.
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4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

4.4.1 Enzimas Ligninoliticas

Para analisar a presenca e a atividade das enzimas dos extratos
produzidos pelos seis fungos analisados, amostras foram testadas por meio dos
seguintes procedimentos:

e Atividade da lacase: determinada em espectrofotbmetro (BEL
Photonics, UV-M51) em 420nm através do monitoramento da oxidacdo do ABTS
(2,2'-azino-bis(3-etiltiazolina-6-sulfonato)) (HOU et al., 2004).

e Atividade da manganés peroxidase (MnP): avaliada pela medicdo da
absorbancia (270 nm) em relagdo a oxidacdo do MnSOs 1mM em solucdo
tamponada (pH 4,5) usando o tampdo malonato de sédio 0,05 M, na presenca de
H202 0,1 mM (WARIISHI et al., 1992).

e Atividade da lignina peroxidase (LiP): monitorada por absorbancia em
310 nm, quanto a oxidacdo do alcool veratrilico em tampao tartarato 0,1 M, pH 3, na
presenca de H202 0,2 mM (KIRK et al., 1984).

4.4.2 Celulases Totais

Para determinar a atividade enzimética de celulases dos extratos
brutos e do coquetel Cellic CTec2 foram utilizadas tiras de papel filtro como
substrato, conforme o método de Ghose (1987).

Em um tubo de ensaio foi pipetado 1 mL de tampao citrato de sédio 50
mM (pH 4,8), 0,5 mL da amostra centrifugada e uma tira de papel filtro Whatman N°1
(50 mg) foi juntamente inserida. A reacao foi realizada durante 60 minutos a 50°C.
Apo6s a incubacdo, 3 mL de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) foi adicionado as
amostras e todos os tubos foram colocados em banho-maria a 100°C num periodo

de 5 minutos. ApGs a fervura, os tubos foram transferidos para um banho de agua
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fria e 20 mL de 4gua destilada foi acrescentado nas amostras. Entdo, a absorbancia
foi lida em espectrofotometro (BEL Photonics, UV-M51) a 540 nm. Para zerar o
equipamento, a amostra foi substituida pelo tampéao citrato de soédio 50 mM, pH 4,8.
Por outro lado, o branco de cada um dos experimentos se deu N0 mesmo processo
descrito para a amostra, porém sem o substrato (papel).

Os valores obtidos no desconto do branco da amostra foram traduzidos
em glicose através de uma curva padrao (em mg/0,5 mL). E entéo, para converter

tais resultados em atividade enzimatica, foi utilizada a equacéo 2.

Concentragao da enzima= 1 = volume da enzima em diluicao (2)

diluicdo volume total da diluicdo

Com este resultado, foi estimada a concentragdo que liberou 2 mg de
glicose. Tendo-se este valor, calculou-se as unidades de papel filtro (FPU) conforme

equacao 3.

FPU = 0,37 unidades/mL (3)
concentracdo de enzima para liberar 2 mg de glicose

4.5 PRE-TRATAMENTO ENZIMATICO DOS SUBSTRATOS LIGNOCELULOSICOS

Os testes de pré-tratamento enzimatico foram realizados segundo
metodologias ja estabelecidas na literatura (CHEN et al., 2012; GUTIERREZ et al.,
2012; MOILANEN et al., 2011), com o extrato fungico que apresentou as maiores
atividades de enzimas ligninoliticas (conforme item 5.4).

Para evitar contaminacdo das amostras testadas no pré-tratamento
enzimatico, realizou-se um teste com os residuos de cana e arroz sendo tratados
termicamente (fervidos durante 10 minutos com 50 mL de agua destilada para 1,5 g
de substrato) ou colocados frente a luz ultravioleta (15 minutos, distante 30 cm)
antes de serem utilizados no ensaio. Com tal experimento, pode-se constatar que a

opcéao da fervura foi a mais adequada.
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Em cada ensaio foram utilizadas 96,9 U de lacase por grama de
material lignocelulésico, na presenca de mediadores quimicos. Um delineamento
experimental de Plackett-Burman (Tabela 02) foi realizado para avaliar alguns
parametros que podem influenciar no processo. Os seguintes fatores foram
estudados: hidroxibenzotriazol (1 mM), Tween 80 (0,1%), extrato enzimético, tampé&o
acetato de sédio (pH 5,0), peréxido de hidrogénio (2 mM), 2,6-dimetoxifenol (1 mM)

e acido 4-hidroxibenzéico (1 mM).

Tabela 02 — Matriz experimental do pré-tratamento enzimatico (Plackett—Burman design) de
bagago de cana e casca de arroz (n=2).

Amostra A

01

02

03

04

05

06

o|lr|Oo|r|o]|r|oO

Rrlo|o|r|r|o|lo]l®m
Rl |lO|lO|O|OJO
o|lo|r|r|o|o|+—]O
o|lr|o|lo|r|o|~r]Mm
Rr|lo|lo|lo|o|r |~ ]m

07

Rrlo|lo|lrRr|O|lrR|FR|OL®

08 1 1 1 1 1 1

A = Hidroxibenzotriazol; B = Tween 80; C = Extrato enzimatico; D = Tamp&o acetato de sodio;
E = Peroxido de hidrogénio; F = 2,6-Dimetoxifenol; G = Acido 4-hidroxibenzoico.
Onde: (0) = sem adicdo e (1) = com adicéo.

Um ajuste das condi¢cdes experimentais de homogeneizagao resultou
em 0,75 g de substrato para 25 mL de solugéo, ou seja, 30 g/L. Ensaios foram
realizados em duplicata e um controle com a biomassa e apenas agua de fervura foi
efetuado simultaneamente, para efeito de comparacdo e avaliagdo deste “pré-
tratamento fisico”.

O processo de tratamento foi realizado em shaker (agitador orbital) a
130 rpm, 28°C durante 48 horas. Ao término, as amostras foram filtradas em
membranas de fibra de vidro. Os filtrados foram congelados a -20°C e os sélidos
retidos foram secos em estufa durante 12 horas a 45°C e armazenados em

temperatura ambiente para posterior caracterizacao.
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4.6 CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS TRATADOS

Os filtrados oriundos do pré-tratamento foram descongelados e
investigados quanto a sua composi¢cado fenolica e de mono e dissacarideos, pelos
métodos de Folin-Ciocaulteau (SINGLETON; ROSSI, 1965) e do &acido 3,5-
dinitrosalicilico (SAQIB; WHITNEY, 2011), respectivamente. Os solidos foram
analisados por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier por

refletancia total atenuada e microscopia eletronica de varredura.

4.6.1 Quantificacdo de Compostos Fendlicos

Uma curva de calibracéo de acido gélico foi realizada num intervalo de
concentracdo de 45 a 450 mg/L. Em balBes volumétricos de 10 mL, as amostras
foram feitas da seguinte maneira: pipetou-se primeiro 5 mL de 4gua destilada, logo
100 pL de solucao diluida de &cido gélico, entdo 0,5 mL de reagente de Folin-
Ciocaulteau. Deixou-se repousar por 3 minutos e adicionou-se 2 mL de solucao de
carbonato de célcio a 15 %. Os baldes foram agitados e as solu¢cdes avolumadas e
homogeneizadas. As amostras foram colocadas ao abrigo da luz durante 2 horas e
apos este periodo as absorbancias de cada uma foram lidas em espectrofotbmetro a
765 nm. A curva obtida esta apresentada no Apéndice A.

Com as amostras dos sobrenadantes filtrados provenientes dos
tratamentos foram utilizados os mesmos volumes de reagentes, apenas substituindo
o volume de solucéo de acido gélico pelo de amostra. Do mesmo modo, as solucdes
ficaram no escuro por 2 horas e suas absorbancias foram lidas a 765 nm.

4.6.2 Quantificacdo de Agucares Redutores

Primeiramente, o reativo DNS foi preparado da seguinte forma: em um

béquer de 1 L, adicionou-se 10 g de acido 3,5-dinitrosalicilico e 300 g de tartarato
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sédio e potassio em 800 mL de hidréxido de sédio 0,5 M, sob agitacdo magnética e
leve aquecimento. Apds a solubilizacdo dos solidos, a solucao foi transferida para
um balédo volumétrico de 1 L e avolumada com agua destilada.

Duas curvas de solucdes padrdo de glicose foram realizadas. A
primeira com concentracdes de 0,15 a 0,9 g/L (Apéndice B) e a segundade 1 a7 g/L
(Apéndice C). Todas as analises foram feitas em duplicatas.

As quantificagcbes das amostras que continham 0,15 a 0,9 g¢g/L de
acucar redutor (AR) foram feitas adicionando um mL de cada concentracdo da
amostra em 4 mL do reativo DNS em um tubo de ensaio. Agitou-se cada mistura por
30 segundos em voértex, depois colocou-se todos os tubos em banho-maria em
ebulicdo por 5 minutos. Logo transferiu-se as amostras para um banho de gelo por
mais 5 minutos e apdés atingir a temperatura ambiente as absorbancias foram lidas
em espectrofotometro a 540 nm.

J& para as amostras que continham entre 1 e 7 g/L de AR, 0,5 mL foi
adicionado em tampéao citrato de sddio 0,05 M (pH 4,8) e 3 mL do reativo DNS. E o
procedimento foi 0 mesmo descrito no paragrafo anterior; porém, depois do banho-
maria adicionou-se 20 mL de agua destilada. Logo, resfriou-se as amostras e as
absorbancias foram lidas a 540 nm.

4.6.3 Analise por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Os sdélidos, depois de filtrados e secos a 45°C por 12 h, foram
analisados por FTIR (ATR), sendo que a leitura foi feita com resolucdo de 4 cm,
numa faixa de comprimento de onda de 600 a 4000 cm™.

O efeito do tratamento da biomassa foi observado por meio de
mudanca na intensidade das bandas correspondentes a celulose, a hemicelulose e a
lignina, de acordo com Chen et al. (2010), Adapa et al. (2011), Xu et al. (2013) e
Castoldi et al. (2017), conforme o Quadro 06.
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Quadro 06 — Caracteristicas dos picos de celulose, hemicelulose e lignina analisados por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier.

NUmero de onda

(cm) Polimero Atribuicdes
898 Celulose Celulose amorfa
1098 Celulose Celulose cristalina
1338 Celulose Vibragéo no plano C—H
1373 Celulose Estiramento C-O
1429 Lignina Unidades siringil e guaiacil condensadas
1467 Lignina Deformacéo CH:
1510 Lignina Vibracdo no esqueleto aromético
1730 Hemicelulose Estiramento C=0 de acetona e aldeido

Fonte: Autoria prépria.

4.7 SACARIFICACAO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Conforme condi¢cfes estabelecidas por Wang et al. (2013), Dias et al.
(2010) e Jeya et al. (2009), foram utilizados tampéo acetato de sédio (pH 5,0) e um
volume adequado de coquetel enzimatico Cellic® CTec2 para obtencédo de 50 FPU
(filter paper units) de celulases por grama de substrato (SUN; CHENG, 2002).

As amostras de hidrélise consistiram em 0,4 g de casca de arroz ou
bagaco de cana provenientes do pré-tratamento com lacase, 20 FPU de enzima
(Cellic® CTec2) e 20 mL de tampao acetato de sédio (pH 5,0) que foi suplementado
com 40 pg/mL de amoxicilina para ndo haver contaminacéo da solucéo.

Os ensaios foram mantidos em shaker a 50°C, 150 rpm, no decorrer de
72 h. A celulose microcristalina Avicel® (Sigma-Aldrich) foi utilizada como padrao de
sacarificacdo nas mesmas condicbes descritas acima. Além disso, a amostra
oriunda do controle da etapa anterior também foi testada com enzima e um controle
com a biomassa tratada foi analisado sem a presenca do coquetel enzimatico.

No final da sacarificacdo, as amostras foram aquecidas a 100°C por 10
minutos para interromper a reacdo. Entdo, foram arrefecidas em temperatura

ambiente e filtradas em membrana de fibra de vidro. Os filtrados e os soélidos




51

restantes (biomassa) foram analisados quanto a composi¢cdo (como descrito no

topico 4.6).

4.8 PRODUCAO DE BIOETANOL A PARTIR DE HIDROLISADO ENZIMATICO

A fermentacdo dos agucares obtidos com a biomassa que apresentou a
melhor condicdo de sacarificacdo foi realizada por cepas de Saccharomyces
cerevisiae, uma proveniente da Sigma-Aldrich e outra isolada de amostra liofilizada,
adquirida comercialmente (marca Fleischmann). Essas cepas foram cultivadas em
caldo YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L
peptona, 20 g/L glicose, 20 g/L agar) a 28°C por 48 h. Na sequéncia foram repicadas
para placas de Petri contendo agar YPD, cultivadas nas mesmas condi¢des. Antes
da utilizacédo, todos os materiais foram autoclavados a 121°C (1,1 atm) durante 15
minutos.

No preparo do in6culo, uma colonia de cada estirpe foi isolada e
cultivada em caldo YPD durante 24 h a 28°C. Apds este estagio, as células foram
transferidas na proporcdo de 10% (v/v) para um frasco Erlenmeyer contendo meio
de fermentacdo composto de hidrolisado enzimatico (como Unica fonte de carbono)
e alguns suplementos, como fosfato de amoénio e sulfato de magnésio, nas
concentragdes definidas por Alfani et al. (2000).

O meio de cultivo inoculado foi transferido do frasco Erlenmeyer para
tubos de ensaio (8 mL), de modo a minimizar o espaco livre (oxigénio disponivel) no
frasco. Para cada levedura foram dispostos 20 tubos (10 retiradas de amostra em
duplicata).

A fermentacéao foi realizada em camaras de anaerobiose (para priorizar
a rota alcoolica) durante 36 h a 28°C. As amostras foram retiradas nos tempos 0, 2,
3, 6, 9, 12, 24, 28, 32 e 36 horas. Durante o processo foram monitorados o
crescimento celular, através de contagem em placas por spread plate (SANDERS,
2012), pH (tiras indicadoras Merck), concentracdo de agucares conforme descrito no
item 4.6.2 e quantificacao de etanol.

A concentracdo de alcool etilico obtida durante esta etapa foi

determinada pelo Laboratorio de Analises Toxicolégicas e Ambientais (LATAM)
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(Curitiba-PR), através de Cromatografia Gasosa (CG Varian, CP-3380) com detector
por ionizacdo de chama (FID — flame ionization detector), em uma amostragem por
headspace.

Para a cromatografia gasosa foi utilizada coluna capilar Varian Factor
Four, VF-Ims (15 m, 0,25 mm, 0,25 um), com temperatura do injetor de 250°C e do
detector de 290°C. A temperatura inicial do forno foi de 40°C por 8 minutos, seguida
de rampa de aquecimento de 25°C/min até atingir 140°C, mantidos por 12 minutos.
Em seguida efetuou-se uma nova rampa de 45°C/min até atingir 220°C, mantida por
13,8 minutos.

A curva padrdo para concentracoes de etanol variando de 2 a 20 mil

mg/L encontra-se no Anexo A.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Foram realizados testes estatisticos para avaliacdo dos principais
efeitos e das interagbes entre os tratamentos, assim como para analisar a
significancia estatistica (p<0,05) das possiveis diferencas entre os experimentos
controle e pés-tratamento enzimatico. Os principais testes realizados foram: analise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (comparacBes mudltiplas), através dos

softwares Origin Pro 8.0 e Statistica 8.
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5 RESULTADOS

5.1 PRODUCAO DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS

Seis géneros de basidiomicetos foram testados para producdo de
enzimas ligninoliticas em cultivo liquido estatico: Trametes, Pleurotus, Ganoderma,
Inonotus, Perenniporia e Aurantioporus. Adicionando-se bagaco de uva, bagaco de
cana e casca de arroz no meio de cultura, o crescimento fangico foi observado apés

uma semana de incubagéo (Figura 13).

Figura 13 — Fotografia dos frascos com crescimento fungico em cultivo liquido estatico apos 7
dias a 28°C.
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Todas as cepas testadas produziram lacase como a principal enzima
ligninolitica, com atividades superiores aquelas observadas para manganés e lignina
peroxidase (Tabela 03). O meio de cultivo para producdo dos extratos enzimaticos
potencializou a producdo desta enzima, em particular, devido a sua composicao.
Muitos trabalhos ja realizados comprovam que a presenca de sulfato de cobre, por
exemplo, induz a atividade da lacase, visto que tal metal é necessério para a sintese
das cobre polifenoloxidases (SILVA et al., 2012; DING et al., 2014).

O cobre tem sua influéncia sobre a enzima decorrente de elementos
sensiveis ao metal, que estdo localizados na regido promotora de genes da lacase.
Sendo assim, esta expressao génica pode indiretamente ser afetada pela presenca
de cobre no meio de cultivo (FARACO et al., 2003).

Tabela 03 — Produc¢ao enzimética pelos fungos da podriddo branca testados (n=2).

Fungo Substrato Atividade Enzimética (U/L)
Manganés o )
Lacase ) Lignina Peroxidase
Peroxidase
Cana 9467,85 + 589,60 28,79 +18,51 ND
Trametes sp.
Arroz 7942,72 + 418,19 22,69 + 3,95 ND
Cana 4650,34 + 100,07 ND 2,14 + 0,23
P. pulmonarius
Arroz 5099,89 + 535,69 ND 2,04 £0,03
Cana 2826,89 + 424,23 5,50 £ 0,17 1,53+0,33
G. lucidum
Arroz 2156,45 + 354,38 5,13+0,72 ND
) ) Cana 529,69 + 42,07 ND ND
I. splitgerberi
Arroz 432,57 + 3,92 ND ND
o Cana 268,98 + 4,12 ND ND
Perenniporia sp.
Arroz 289,38 + 6,12 ND ND
) Cana 12,31+ 1,44 1,70 £ 0,06 ND
A. pulcherrimus
Arroz 11,80 + 1,03 ND ND

ND = Nao detectado.

Como observado na Tabela 03, a producdo das enzimas apresentou
ampla variacdo, de acordo com a espécie fuangica e o substrato adicionado para
crescimento. Segundo estudos feitos por Burla et al. (1992) e Arora e Gill (2001), a

adicdo dos residuos lignoceluldsicos eleva significativamente a produgédo enzimatica
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dos fungos, pois as unidades fendlicas existentes na lignina do residuo induzem a
producdo de lacase (PIRES, 2015). Além disso, a presenca de residuos
agroindustriais na composicdo do meio de producédo das enzimas ligninoliticas pode
apresentar vantagens econOmicas pela reducdo de custos com o0 uso de
substratos/indutores caros, aumentando a viabilidade para a aplicacdo dessas
enzimas em escala industrial (FILLAT et al., 2017).

Os melhores resultados obtidos foram com Trametes sp.: 9467,8 U/L
para lacase induzida pela adicdo do bagaco de cana-de-aglUcar e 7942,7 U/L
induzida por casca de arroz. Atividades de MnP também foram detectadas nestes
extratos brutos, com valores para bagagco de cana e casca de arroz de 28,8 U/L e
22,7 U/L, respectivamente. O resultado alcancado neste trabalho com esta cepa
esta condizente com a literatura.

Em um estudo feito por Songulashvili et al. (2007) — cujo meio de
cultivo era composto de: glicose 10 g/L, NH4sNOs 1 g/L, KH2PO4 0,8 g/L, NazHPOa4
0,2 g/L, MgSO4 - 7H20 0,5 g/L e extrato de levedura 2 g/L — todas as cepas e
espécies testadas pertencentes ao género Trametes apresentaram uma producao
de lacase extracelular comparativamente elevada, entre 9 mil a 20 mil U/L, e de
manganés peroxidase entre 60 e 700 U/L, apés 7 — 14 dias de fermentacao
submersa em 25 °C.

Em contrapartida, a cepa de Pleurotus pulmonarius produziu 4650,3
U/L e 5099,9 U/L de lacase com bagaco de cana-de-aglUcar e casca de arroz,
respectivamente; com baixos valores de LiP (2 U/L) em ambos os residuos.
Tychanowicz et al. (2006) encontraram a atividade maxima de lacase para P.
pulmonarius de 1420 U/L com 9 dias de fermentacdo (em estado sélido), a 30°C,
num meio de cultura contendo 5 g de espiga de milho enriqguecido com 0,15 g de
glicose e 0,014 g de tartarato de amoénio. Sendo este meio basal complementado
com diferentes quantidades de CuS04.5H20, MnSOa4.H20, ZnS04.7H20, AgNOs3,
CdS04.8H:20, HgCl2 e MgCl2.6H20 variando de 0 a 15,0 mM.

A secrecdo de enzimas ligninoliticas para os demais fungos
investigados foi menor do que para as espécies mencionadas nos paragrafos
anteriores. E importante salientar que estudos com as espécies Inonotus splitgerberi,
Perenniporia sp. e Aurantioporus pulcherrimus ainda séo escassos, sendo dificil
comparar as producbes enzimaticas de cada um com a literatura. Ou seja, 0s

resultados encontrados nesse trabalho para alguns isolados séo inéditos.
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Devido ao exposto, os dados obtidos demonstraram que diferentes
espécies de fungos da podriddo branca podem apresentar uma grande variabilidade
na producdo de lacase (e outras enzimas ligninoliticas) nas mesmas condi¢cdes de
cultura.

Atividade de lacase detectada com Trametes sp. foi duas vezes maior
que a obtida com o segundo melhor produtor, P. pulmonarius, na presenca de
bagaco de cana-de-acgucar. No entanto, a casca de arroz induziu mais lacase do que
0 bagaco de cana em culturas de P. pulmonarius, evidenciando que a presenca de
diferentes fontes de residuos lignocelulésicos em meios de cultivo pode afetar a
producdo de lacase de fungos da podriddo branca, mesmo que seja da mesma
espécie.

Os resultados divergentes com um ou outro substrato ocorre devido a
presenca de unidades fendlicas na lignina da biomassa, que pode colaborar para o
aumento da producdo de enzimas. No caso do arroz, a presenca de silica nas
cascas, tedricamente 4% em massa seca, e a forte ligacdo existente entre a lignina
e a celulose do residuo (SOUZA et al., 2000) podem nao ter contribuido tanto para a
inducéo enzimética quanto o bagaco de cana.

Deste modo, com os resultados obtidos, a avaliacdo que se tém é que
os fungos Trametes sp. e Pleurotus pulmonarius sdo produtores promissores de
lacase. Contudo, mesmo que os demais fungos ndo tenham se destacado tanto
neste aspecto, € possivel que maiores incrementos na producdo destes sejam
alcancados em outras condigdes de cultivo, assim como mostra o estudo realizado
por Younes et al. (2007). Estes autores otimizaram o0 meio para producdo de
enzimas por Perenniporia tephropora, adicionando extrato de malte (20 g/L),
peptona de soja (10 g/L) e cobre (250 umol/L), em 9 dias de fermentacédo a atividade
de lacase passou de aproximadamente 200 U/L para 5300 U/L apdés o

aprimoramento.
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5.2 PRE-TRATAMENTO ENZIMATICO DOS SUBSTRATOS

5.2.1 Caracterizacéo por Fendlicos Totais

ApGs o pré-tratamento com extrato enzimatico, produzido por Trametes
sp., 0s compostos fendlicos removidos da lignina, assim como os mediadores
quimicos com grupamento fenol utilizados no tratamento, foram quantificados pelo
método de Folin-Ciocaulteau nos filtrados das amostras. Na Tabela 04 séo
encontrados os resultados de compostos fendlicos totais do pré-tratamento do

bagaco de cana-de-acucar e da casca de arroz.

Tabela 04 — Matriz do planejamento experimental (Plackett—-Burman design) e resultados da
composicdo fendlica das amostras ap0s pré-tratamento (n=2).

Amostra Condi¢c6es Amostrais Fendlicos Totais EAG (g/L)
A B C D E F G Bagaco de Cana Casca de Arroz

Controle 0,06 + 0,03 0,05 + 0,00
01 0 0 0 1 1 1 0 0,21 + 0,00 0,18 £ 0,02
02 1 0 0 0 0 1 1 0,27 + 0,04 0,20 £ 0,00
03 0 1 0 0 1 0 1 0,18 + 0,02 0,09 + 0,02
04 1 1 0 1 0 0 0 0,03+ 0,01 0,03 £ 0,00
05 0 0 1 1 0 0 1 0,13 + 0,00 0,07 £ 0,00
06 1 0 1 0 1 0 0 0,04 + 0,01 0,04 + 0,00
07 0 1 1 0 0 1 0 0,08 + 0,02 0,07 £ 0,01
08 1 1 1 1 1 1 1 0,14 + 0,00 0,11 + 0,00

A = Hidroxibenzotriazol; B = Tween 80; C = Extrato enzimatico; D = Tampdo acetato de sodio;
E = Peroxido de hidrogénio; F = 2,6-Dimetoxifenol; G = Acido 4-hidroxibenzdico.
Onde: (0) = sem adicdo e (1) = com adi¢cdo. EAG = Equivalente Acido Galico.

A amostra 2 do pré-tratamento do bagaco de cana apresentou um
maior valor de fendlicos totais (0,27 g/L), o que j& era esperado, visto que era
composta apenas por compostos com radicais fendis (hidroxibenzotriazol, 2,6-

dimetoxifenol e &cido 4-hidroxibenzdico), e ainda com auséncia de lacase. Segundo
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Pires (2015), a deteccdo de compostos fendlicos pode estar vinculada a presenca
dos mediadores da enzima inseridos no pré-tratamento dos residuos agroindustriais.

De acordo com a analise estatistica feita com base nos resultados da
quantificacdo de fendlicos totais, cujo diagrama de Pareto esta apresentado na
Figura 14, os fatores que mais influenciaram nesse experimento foram o &cido
hidroxibenzdéico e o dimetoxifenol, para o baga¢co de cana e para a casca de arroz,

respectivamente.

Figura 14 — Diagrama de Pareto de efeito padronizado da quantificacdo de fendlicos totais

apos o pré tratamento do bagaco de cana (A) e da casca de arroz (B).

2,934439 Acido Hidrovibenzsico | %/ 6572518

idroxibenzoriazol ,
Tween 80 7,41286?6

Outra consideracao a se fazer é que no ensaio 8 (Tabela 04) os valores
obtidos foram superiores aos de controle, sendo aproximadamente metade da
amostra 2. Ou seja, ha amostra com todos 0s reagentes empregados houve a agédo
da enzima consumindo mediadores, a qual pode estar simultaneamente liberando
fenolicos devido a degradagéo de lignina.

Os resultados evidenciam que quando ndo ha atividade das enzimas
ligninoliticas, condigbes 1 a 4, os mediadores ndo sdo consumidos e assim Sao
detectados pelo método de Folin-Ciocaulteau. Assim como, em virtude da presenca
de lacase, condi¢bes 5 a 8, os mediadores podem ser oxidados por esta enzima,
auxiliando no tratamento dos residuos.

E importante ressaltar que as lacases e outras enzimas ligninoliticas,

além de atuarem como agentes na biodeslignificacdo, também podem ser utilizadas
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na destoxificacdo de subprodutos reacionais originados do pré-tratamento de
lignoceluloses. Esses subprodutos incluem diversos compostos fendlicos, como o
acido 4-hidroxibenzéico, vanilina, siringaldazina, acido p-cumarico, acido ferdlico,
entre outros, que podem exercer efeito inibidor nos processos bioquimicos
subsequentes (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000), ou seja, nas etapas de
sacarificagcdo e fermentacdo (PANAGIOTOU; OLSSON, 2006; TAHERZADEH,;
KARIMI, 2011; XIMENES et al., 2011).

Deste modo, a aplicacdo do extrato com lacases no pré-tratamento do
bagaco de cana e da casca de arroz apresenta vantagens com relacdo a outros
processos, como 0s quimicos, por possibilitar a alteracdo da lignina e, ao mesmo
tempo, a reducdo direta da toxicidade dos subprodutos do processo de

deslignificacao.

5.2.2 Caracterizacdo por Acucares Redutores

Os resultados obtidos da quantificacdo de acucares redutores ap0s o
pré-tratamento estdo apresentados na Tabela 05.

Tabela 05 — Matriz do planejamento experimental (Plackett—Burman design) e resultados da

guantificacao de acgUcares redutores das amostras apds pré-tratamento (n=2).

Amostra Condi¢cdes Amostrais Acucares redutores (g/L)
A B C D E F G Bagaco de Cana Casca de Arroz

Controle 0,11 + 0,00 0,09 £ 0,00
01 0 0 0 1 1 1 0 0,15 + 0,00 0,10 + 0,00
02 1 0 0 0 0 1 1 0,12 + 0,00 0,10 + 0,00
03 0 1 0 0 1 0 1 0,29 + 0,00 0,10 £+ 0,00
04 1 1 0 1 0 0 0 0,27 £ 0,00 0,10+ 0,01
05 0 0 1 1 0 0 1 0,20 + 0,01 0,17 + 0,01
06 1 0 1 0 1 0 0 0,18 + 0,01 0,16 + 0,01
07 0 1 1 0 0 1 0 0,18 + 0,01 0,15 + 0,00
08 1 1 1 1 1 1 1 0,22 + 0,00 0,30 £ 0,01

A = Hidroxibenzotriazol; B = Tween 80; C = Extrato enzimatico; D = Tampdo acetato de sodio;
E = Peroxido de hidrogénio; F = 2,6-Dimetoxifenol; G = Acido 4-hidroxibenzoico.
Onde: (0) = sem adicéo e (1) = com adic&o.
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Todas as amostras resultaram em valores iguais ou maiores que a do
controle (tratado somente com &gua da fervura). As pequenas quantidades
encontradas em todos 0s ensaios podem ser provenientes tanto dos acucares que ja
se encontravam livres no bagaco de cana e na casca de arroz, quanto agueles
acucares redutores presentes no extrato enzimatico inserido nas amostras, como
pode ser constatado pelo diagrama de Pareto da Figura 15. Segundo a analise
estatistica realizada, na quantificacdo de acucares redutores das amostras com
casca de arroz, a variavel mais significativa para este experimento apdés o pré-

tratamento foi o extrato rico em enzimas ligninoliticas.

Figura 15 — Diagrama de Pareto de efeito padronizado da quantificacdo de acUcares redutores

apés o pré tratamento do bagaco de cana (A) e da casca de arroz (B).

E perceptivel também, pela andlise da Tabela 05, que ocorreu uma
pequena hidrolise da celulose em algumas amostras no decorrer do pré-tratamento.
No ensaio 8, por exemplo, o resultado é o dobro para o substrato de cana e o triplo
para a casca de arroz, quando comparado a biomassa tratada apenas com agua
fervente. A presenca de celulases no extrato bruto pode estar relacionada a este
fato. A atividade de celulases totais determinada foi de 16,5 FPU/mL (na presenca
de bagaco de cana) e 16,2 FPU/mL (com casca de arroz), o que pode explicar o
acrescimo discreto na concentracdo de acucares.

N&o somente isso, mas a presenca das lacases no extrato bruto em

acdo conjunta com mediadores quimicos pode ter afetado a estrutura rigida da
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lignina e deixado a celulose mais disponivel, facilitando o acesso desta pelas
celulases. Em principio, a agéo direta da lacase sob a lignina é restrita as unidades
fendlicas desse polimero, porém alguns compostos sintéticos, como o
hidroxibenzotriazol, atuam como portadores de elétrons entre a enzima e o0 substrato

final, expandindo a ac&o da enzima ligninolitica (GUTIERREZ et al., 2012).

5.2.3 Caracterizacdo por FTIR (ATR)

Analises por espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier do bagaco de cana-de-acucar e da casca de arroz (in natura e pré-tratados),
na regido entre 600 e 4000 cmt, foram efetuadas para se avaliar as modificagdes na
estrutura quimica destes substratos quanto a etapa de pré-tratamento enzimatico.
Os resultados desta caracterizacdo estao nas figuras 16 e 17, sendo evidenciado os
espectros pertencentes & uma amostra sem tratamento com lacase (4), uma com a
presenca da enzima (7) e outra amostra contendo todos os fatores experimentais
utilizados (8).

Analisando-se a Figura 16, na qual pode-se observar os espectros para
0 bagaco de cana, nota-se a presenca de uma banda acentuada com frequéncia de
vibragdo em 3350 cm™ e outra banda préxima em 2913 cm?, revelando a existéncia
de estruturas quimicas que possuem ligacdes do tipo O—H e C-H, que aparecem na
regido entre 2700 e 3800 cm (SILVA, 2009b). E o outro pico mais elevado, em
1030 cm, é referente a deformacdo C—O em alcoois priméarios (CHEN et al., 2010).

As principais modificacdes entre os espectros de bagaco in natura para
os pré-tratados ocorrem nas bandas de regido de absorcdo entre 1500 e 1900 cm™,
sendo esta faixa caracteristica de acidos carboxilicos (C=0) e anéis aromaticos,
respectivamente (SILVA, 2009b).
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Figura 16 — Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier para o bagaco de

cana em um espectro completo (A) e em outro com aregido 700 - 2200 cm™ ampliada (B) (n=2).
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Ao analisar os espectros, é possivel observar um aumento do pico

1730 cm™® na amostra 8, em relacdo a biomassa in natura. Isto pode estar
relacionado a uma exposicdo maior da hemicelulose ocasionada pelo pré-
tratamento. Enquanto que, a reducdo da banda referente ao pico 1429 cm
(caracteristica de anéis aromaticos) das amostras 7 e 8 demonstra que houve
remocao de parte da lignina durante o tratamento enziméatico (ADAPA et al., 2011).
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Nos picos 898 e 1373 cm?, que sdo bandas referentes a celulose, ndo
é possivel notar uma intensidade maior destas em relagcao as amostras 7 e 8 quando
comparadas com as amostras 4 e in natura. Porém, o ndo desprendimento de
celulose néo significa que o tratamento com lacase nao foi eficiente. Para o espectro
da amostra 8, por exemplo, houve uma reducdo do pico relacionado a celulose
cristalina, em 1098 cm%, o que pode indicar a converséo do polimero em sacarideo
(CASTOLDI et al., 2014).

Na Figura 17, dividida em A e B, sdo mostrados os espectros para a
casca de arroz in natura e amostras apos o pré-tratamento. Para este substrato os
picos referentes a hemicelulose (1730 cm), de todas as amostras tiveram um
incremento na intensidade em relacéo a casca de arroz in natura. Observando o pico
destacado de 1373 cm™, relacionado a celulose, nota-se que apenas as amostras 7
e 8 tiveram um aumento na acessibilidade desta quando comparadas com a amostra
4.

Figura 17 — Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier para a casca de

arroz em um espectro completo (A) e em outro com a regido 700 - 2200 cm* ampliada (B) (n=2).
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Os picos analisados nos espectros de FTIR junto dos valores obtidos
durante a leitura das absorbancias podem ser vistos na Tabela 06. Nesta, os
resultados revelam as diferencas entre as amostras tratadas ou ndo com o extrato
enzimatico sob a biomassa inicial.

Analisando-se o pico 1098 cm, atribuido a celulose cristalina, nota-se
gue houve um acréscimo nos valores de todos os exemplares, no caso da casca de
arroz. Esta cristalinidade € decorrente de cadeias de celulose que agregam-se
convertendo-se em fibrilas, possuindo ligacées de hidrogénio entre os grupamentos
hidroxila (inter e intracadeias). Desse modo, esta regido cristalina pode dificultar a
sacarificacdo impedindo uma hidrolise mais significativa, por causa das fortes
ligacdes entre as unidades de glicose (RAMBO, 2009).

Da mesma forma, para o residuo de arroz é observado que nas
amostras 7 e 8, os valores encontrados no comprimento de onda 1429 cm-* foram
mais elevados se comparados com o substrato original. Evidenciando que, para este
substrato, ndo houve uma remoc¢do maior de lignina, a0 passo que este pico é
correspondente as unidades siringil e guaiacil condensadas (CASTOLDI et al.,
2017).
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Tabela 06 — Picos da espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com

valores de acréscimo e decréscimo de absorbancia sob o substrato in natura (n=2).

Ndmero de onda Especificacdo Amostra Ba%ago € Cemea ol
ana Arroz

4 +0,1347 + 0,0908

898 Celulose amorfa 7 + 0,0353 - 0,0462

8 - 0,0540 - 0,0567

4 +0,0335 +0,0001

1098 Celulose cristalina 7 + 0,0207 + 0,0653

8 - 0,0146 +0,0551

ul 4 + 0,0521 -0,0124

1338 Vi;gg‘ggsg_H 7 +0,0135 +0,0029

8 - 0,0165 - 0,0062

lul 4 +0,0324 -0,0122

1373 ectilo%e o 7 -0,0031 +0,0099

8 -0,0195 + 00,0026

L 4 +0,0289 - 0,0019

Iz siringil e guaiacil ! -0,0009 +0,0294

8 - 0,0258 +0,0219

Lignina 4 +0,0606 - 0,0105

1510 esqueleto aromético i (T uaCifIee

8 + 0,0033 +0,0027

icelul 4 - 0,0200 +0,0155

1730 es';'if;‘];‘;iﬁooéio 7 -0,0211 +0,0167

8 + 0,0370 +0,0126

(+) = Valores acrescidos quando comparados com a biomassa inicial
(-) = Valores decrescidos quando comparados com a biomassa inicial

Por outro lado, com base nos dados da Tabela 06, a amostra 7 do
bagaco de cana apresentou valores menores no comprimento de onda relacionado a
lignina (1429 cm) quando comparado com o residuo “in natura”, enquanto que um
pequeno acréscimo foi visto no pico 898 cm, que expressa a celulose amorfa.

Sendo assim, com os resultados encontrados da espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, tanto para o bagaco de cana-de-acUcar
quanto para a casca de arroz, se atesta a contribuicdo de um pré-tratamento
enzimatico com lacase para deslignificacdo parcial das biomassas testadas neste

trabalho.
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5.3 SACARIFICACAO DAS AMOSTRAS APOS PRE-TRATAMENTO ENZIMATICO

Os resultados obtidos na andlise de acucares redutores, realizada apos
a sacarificacao, podem ser observados na Tabela 07. Nesta caracterizacdo notou-se
0 quédo eficiente foi a etapa de pré-tratamento enzimético para o aumento da
liberacdo de acucares a partir das biomassas, indicando uma exposi¢cdo maior das

fibras pertencentes a celulose e hemicelulose as enzimas hidroliticas.

Tabela 07 - Matriz do planejamento experimental do pré-tratamento e resultados da

guantificacdo de acUcares redutores das amostras ap6s sacarificacdo com Cellic Ctec2 (n=2).

Amostra Condi¢cGes Amostrais do Pré-Tratamento AcUcares redutores (g/L)
A B C D E F G Bagaco de Cana Cascade Arroz
Controle 1 0,43 +0,01 0,33+ 0,03
Controle 2 0,16 £ 0,01 0,16 + 0,02
01 0 0 0 1 1 1 0 3,10+0,18 1,67 £ 0,07
02 1 0 0 0 0 1 1 3,17+ 0,47 0,43 + 0,02
03 0 1 0 0 1 0 1 3,58 £ 0,37 0,38 £ 0,01
04 1 1 0 1 0 0 0 3,17 £ 0,06 1,87 + 0,48
05 0 0 1 1 0 0 1 3,85+0,48 2,84 + 0,08
06 1 0 1 0 1 0 0 3,68 £ 0,39 2,38+0,43
07 0 1 1 0 0 1 0 4,06 + 0,03 2,79+0,18
08 1 1 1 1 1 1 1 4,07 £0,72 3,39 0,20
Avicel 12,66 £ 1,65

Controle 1 = Biomassa tratada com sua agua de fervura, com Cellic Ctec. Controle 2 =
Biomassa tratada com lacase, sem Cellic Ctec. Onde: (0) = sem adic&o e (1) = com adic¢éo.

A = Hidroxibenzotriazol; B = Tween 80; C = Extrato enzimatico; D = Tampé&o acetato de sddio;

E = Per6xido de hidrogénio; F = 2,6-Dimetoxifenol; G = Acido 4-hidroxibenzdico.

Avicel = Celulose microcristalina, padrédo de sacarificagéo.

Com base na Tabela 07 percebe-se que no caso do controle 2
(biomassa tratada com lacase, sem Cellic Ctec) os valores de agucares redutores
(AR) indicam que estes assemelham-se mais ao substrato (conforme Tabela 05),
pois 0 material ndo foi hidrolisado devido a auséncia do coquetel enzimatico. Por

outro lado, a adicdo deste composto de enzimas favoreceu uma discreta conversao
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da celulose dos residuos em acucares no controle 1 (biomassa tratada com agua
fervente).

Em relacdo ao padrdo de sacarificacdo (Avicel), percebe-se que o
resultado de acucares redutores obtido (12,6 g/L) foi, considerando a média, ao
menos o triplo quando comparado com os melhores resultados alcancados na
hidrélise do bagaco de cana (4,07 g/L) e da casca de arroz (3,39 g/L). Isso porque a
presenca de lignina nos substratos diminui a eficiéncia da hidrélise enzimatica, pois
reduz o acesso a celulose. Além disso, a celulose do produto é microcristalina, ou
seja, é de uma forma mais organizada do que a celulose existente nos residuos

agroindustriais, que possuem tanto regides cristalinas quanto amorfas.

5.3.1 Hidrdlise Enzimatica do Bagaco de Cana

Avaliando-se os resultados apds hidrolise enzimatica, dos controles e
das amostras tratadas, € possivel ver uma grande diferenca na concentracdo de
acucares liberados. Exemplo disto, pode ser visto comparando-se o controle 1 com a
amostra 8 (tratada com lacase) relativa ao bagaco de cana, onde se tem um
aumento de pelo menos 9 vezes na producdo de AR. Todas as condi¢cdes de pré-
tratamento desse substrato promoveram uma maior acessibilidade e adsorcéo das
enzimas do coquetel enzimatico (Cellic Ctec2) a celulose, resultando, assim, em um
significativo aumento de glicose procedente da etapa de sacarificacao.

Outra consideracdo que se pode fazer em relacdo ao bagaco de cana,
€ que as amostras 7 e 8 tiveram uma producdo de 4,06 g/L e 4,07 g/L,
respectivamente. Nelas, além do extrato enzimatico, houve adicdo de Tween 80 no
pré-tratamento, evidenciando uma possivel acdo sinérgica, que deve ser melhor
estudada futuramente.

A andlise estatistica (Figura 18) feita nos experimentos com o bagaco
de cana demonstrou que o extrato enzimatico foi o fator que mais influenciou nos

resultados para este substrato, seguido pelo surfactante.
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Figura 18 — Diagrama de Pareto de efeito padronizado da quantificacdo de aclcares redutores

apas hidrolise enzimatica do bagago de cana.
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p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar a

significancia da falta de ajuste, do erro e do modelo utilizado (Plackett-Burman

design). Os dados estatisticos, que se encontram na Tabela 08, demostram também

gue a adicdo de extrato enzimético e Tween 80 foram positivamente significativos

(com p=<0,05) no experimento com o bagaco de cana, e que o modelo usado ajustou

os dados experimentais adequadamente, com coeficiente de determinacéo de 0,86.

Tabela 08 — Andlise de variancia dos resultados da quantificacdo de acUcares redutores apés

hidrélise enzimatica do bagacgo de cana.

AMOWVA; R-sqr=,86003; Adj:,73755 (Spreadsheet Cana)
7 Factor Screening Design; MS Pure Error=,040712
OV: Aglcares Sacarificagdo
Factor 85 [df] M5 | F | »p
Hidroxibenzotriazol 0,017942) 1) 0,017942| 044071 0,525446
Tween 80 0,403212| 10403212 9,90401) 0,013659
Extrato Enzimatico 1,226079) 1) 1,226079| 30,11587 0,000552
Tampio 0,024586| 1| 0,024586| 0,60390) 0,459454
H202 0,010861| 1) 0,010861| 0,26678 0,619472
Dimetoxifenal 0145195/ 1) 0145195 3,56640 0,095648
Acido Hidroxibenzdico 0173271 10173271 425600 0.073018
Pure Error 0,325696) & 0,040712
Total 55 2,32684215
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Segundo Morais (2014) com a redugéo da lignina, ocorre a abertura
dos poros do substrato propiciando o acesso das enzimas celuloliticas as fibras do
bagaco, bem como uma ampliacdo na superficie exposta da celulose e atenuacao
do grau de polimerizacéo e cristalinidade. Por isso, com os dados obtidos pode-se
comprovar que o pré-tratamento com as enzimas ligninoliticas promoveu uma
melhora na sacarificagado da biomassa.

De acordo com Eriksson et al. (2002), a adicdo de Tween 80 pode
também melhorar a conversdo enzimatica de celulose em acucares monomericos, e
muitos mecanismos ja foram propostos para explicar tal melhoria. O surfactante
pode alterar ou modificar a natureza das propriedades da superficie de celulose,
reduzir a ligacao irreversivel da celulase sobre a celulose, prevenir a desnaturacao
da enzima assim como a ligacdo improdutiva das enzimas em residuos de lignina
(TELEBNIA et al., 2010).

Baseado nos resultados obtidos anteriormente, foi realizada uma nova
otimizacao para os melhores parametros encontrados no tratamento com o bagaco
de cana, usando extrato enzimatico e Tween 80. Na Tabela 09 sdo mostrados o0s
valores encontrados dos acucares redutores, com base no delineamento

experimental utilizando-se os 2 fatores em 3 niveis distintos (Box-Behnken design).

Tabela 09 — Resultados da quantificacdo de acUcares redutores (glicose) apds sacarificacédo de
bagaco de cana sob efeito de Tween 80 e extrato enzimatico (rico em lacase), por delineamento
Box-Behnken (n=2).

Amostra Condic6es Amostrais do Pré-Tratamento Aclcares (g/L)
Extrato Enzimatico* (U/L) Tween 80 (2,5%) (mL)
01 32,24 1,0 4,79 £ 0,68
02 32,24 2,5 5,15+ 0,27
03 32,24 5,0 3,60+0,16
04 64,48 1,0 5,81 £ 0,35
05 64,48 2,5 3,25+0,21
06 64,48 5,0 3,27 £ 0,08
07 96,90 1,0 4,19 £ 0,70
08 96,90 2,5 5,51+0,16
09 96,90 5,0 4,14 + 0,43

* Extrato enziméatico baseado na concentracdo de lacase.
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A andlise estatistica dos dados, com o perfil dos valores previstos para
este novo experimento, indica que as condicbes que favorecem a sacarificacdo de
bagaco de cana sdo: concentracao intermediaria de enzima e menores adi¢cdes de
Tween 80, como visualizado na Figura 19. Este perfil corresponde a condicdo 4

mostrada na Tabela 09, cuja producéo de AR foi de 5,81 g/L.

Figura 19 — Perfil estatistico para valores previstos correlacionado ao bagago de cana.
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Como ja mencionado, o alcance das celulases as fibras da celulose é
primordial, jA que a enzima precisa ligar-se a superficie da celulose para ter acesso
as ligaces B-glicosidicas e promover a hidrolise (ARAUJO et al., 2013). Porém, a
deslignificacdo total ou parcial do substrato nem sempre estd associada aos
melhores rendimentos na sacarificacdo, uma vez que outros fatores pertinentes ao
coquetel enzimatico empregado também sdo determinantes na eficiéncia do
processo (VARNAI et al., 2010). Da mesma maneira que os mediadores utilizados e
a melhor condicdo de pré-tratamento e sacarificacdo podem mudar a forma com que

ocorre a producao de acucares redutores nesta ultima etapa.
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5.3.2 Hidrélise Enzimatica da Casca de Arroz

Em relacdo aos resultados da sacarificagdo com casca de arroz, os
valores encontrados de acucares redutores, conforme foi observado na Tabela 07,
ficaram entre 0,38 e 3,39 g/L, valores inferiores aos obtidos com o bagaco de cana.
Porém, quando comparadas as amostras tratadas com lacase com o controle 1 é
possivel notar que estas foram melhores do que aquelas que nao tiveram adicdo de
extrato enzimatico. O contraste de valor da tratada 8, por exemplo, com o controle
da agua de fervura é no minimo de 10 vezes.

Na Figura 20, que mostra o resultado da analise estatistica dos dados
para a casca de arroz, verifica-se que as variaveis significativas nos experimentos
para este substrato, de acordo com o experimento inicial de pré-tratamento, foram:
extrato enzimatico, tampéo e o acido 4-hidroxibenzoico. Nesta circunstancia o que
pode estar havendo é que o mediador empregado (AHB), por ser uma molécula de
energia alta e ndo especifica unicamente a lignina, esteja agindo sobre a
holocelulose. As pesquisas realizadas por Rico et al. (2014) e Moilanen et al. (2014)

estdo em conformidade com esta hipotese.

Figura 20 — Diagrama de Pareto de efeito padronizado da quantificacdo de agUcares redutores

apo6s hidrolise enzimética da casca de arroz.
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Conforme os dados estatisticos da analise de variancia (ANOVA) em
relacdo a sacarificacdo da casca de arroz (Tabela 10), com coeficiente de
determinacdo de 0,97, é possivel observar que os fatores de maior significancia

(p<0,05) foram de fato aquelas trés variaveis mencionadas no paragrafo anterior.

Tabela 10 — Andlise de variancia dos resultados da quantificacdo de acUcares redutores apés
hidrélise enzimética da casca de arroz.

ANMOWVA; R-sqr=,972; Ad}:,94749 [(Spreadsheet Arroz)
¥ Factor Screening Design; MS Pure Error=,062229
OV: Acudcares Sacarificagdo
Factor ss [df| ms | F | p
Hidroxibenzotriazal 0,04086 1| 0,04086  0,6567 0441176
Tween 80 0,31489 1| 0,31489 5,060 0,054612
Extrato Enzimatico 12,45696| 1| 12,45696 200,1793| 0.000001
Tampéo 3,59663 1| 3,59663| 57,7967 0,000063
H202 0,00307 1| 0,00307| 0,0494 0,829664
Dimetoxifenal 016304 1| 016304 26200 0144183
Acido Hidroxibenzdico 070328 1| 0.70325 11.3015/ 0.009306
Pure Error 049783 8| 0,06223
Total S5 17, 77657 |15

Assim como realizado para o bagaco de cana, um delineamento
experimental com os fatores mais determinantes no tratamento foi feito para o
residuo de arroz. Para isso, foi utilizado os 3 fatores, extrato enzimético, acido 4-
hidroxibenzéico e tampéo acetato de sédio (pH 5,0), em 3 niveis de concentracdes.
Os resultados obtidos de acUcares redutores para esta nova otimizagcdo podem ser
visualizados na Tabela 11.

Os maiores resultados de acucares redutores observados, condi¢des 2
(3,87 g/L) e 3 (3,74 g/L) da Tabela 11, indicam efeito positivo da otimizagcao
realizada com os fatores mais influentes, quando comparados com os valores da
primeira otimizagdo. Na condigcdo 8 do experimento inicial, cuja condicdo de preé-
tratamento era mais extrema (contendo HBT, H202, dimetoxifenol e AHB), a
producdo de AR foi de 3,39 g/L (Tabela 07). Ou seja, houve um aumento de 14%,
considerando as melhores amostras do primeiro com o segundo delineamento

experimental realizado.
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Tabela 11 — Resultados da quantificacao de aclcares redutores (glicose) apés sacarificacdo de

casca de arroz sob efeito de extrato enzimatico (rico em lacase), acido 4-hidroxibenzdico

(AHB) e tampaéo acetato de sddio (pH 5,0), por delineamento Box-Behnken (n=2).

Amostra Condic6es Amostrais do Pré-Tratamento Acucares (g/L)
Extrato Enzimatico* (U/L) AHB (20 mM) (mL)  Tampé&o (mL)
01 32,24 1,25 2,36 2,91 +0,01
02 32,24 3,12 7,06 3,87 + 0,06
03 32,24 5,00 4,71 3,74 £ 0,28
04 64,48 1,25 7,06 2,97 £ 0,14
05 64,48 3,12 4,71 0,51 + 0,03
06 64,48 5,00 2,36 0,44 + 0,03
07 96,90 1,25 4,71 2,91 +0,11
08 96,90 3,12 2,36 0,36 + 0,01
09 96,90 5,00 7,06 3,23+0,11

* Extrato enzimético baseado na concentracéo de lacase.

A analise estatistica dos dados, com o perfil dos valores previstos para

a segunda otimizacao (Figura 21), indica que os melhores resultados seriam mesmo

obtidos com menores concentragfes enzimaticas, maiores quantidades de tampéo e

que variacdes do acido 4-hidroxibenzéico néo teriam grande influéncia no resultado,

assim como foi visto na Figura 20, através do diagrama de Pareto.

Figura 21 — Perfil estatistico para valores previstos correlacionado a casca de arroz.
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Com o apresentado, notou-se que o processo de hidrdlise enzimatica
que resultou em maiores concentracfes de acucares redutores, apos pré-tratamento
e sacarificacdo, foi aguela realizada de forma mais branda. Isto quer dizer que é

possivel fazer uma melhor sacarificacdo sem adicao de tantos mediadores quimicos.

5.3.3 Comparacéao da Sacarificacdo do Bagaco de Cana e da Casca de Arroz

As concentracdes de agucares redutores alcancadas, nas amostras da
segunda otimizacao, tiveram uma média de 4,41 g/L para o bagaco de cana e 2,32
g/L para a casca de arroz, ou seja, foi possivel obter um aumento de 10 e 7 vezes
com o pré-tratamento realizado nestes substratos quando comparados com uma
amostra ndo tratada pelo extrato enzimético bruto (controle) (Tabela 7).

Os valores encontrados estao proximos daqueles observados por Shi
et al. (2009). Contudo, estudos feitos por diversos autores utilizando outros
processos de pré-tratamento enzimatico resultaram em valores mais altos na
sacarificagdo, como o caso do trabalho desenvolvido por Wanderley (2012). Este
autor usou explosdo a vapor como um processo para deslignificacdo de seus
substratos, e com isso, numa hidrélise enzimatica de 72 h, conseguiu atingir 16 g/L
de glicose do bagaco pré-tratado, mas ndo-deslignificado e aproximadamente 38 g/L
no que foi pré-tratado e deslignificado.

Diferentes pesquisas mostraram a habilidade da lacase agir sozinha
para deslignificacdo, resultando em uma melhora na subsequente hidrélise
enzimatica. A enzima usada por Mukhopadhyay et al. (2011) para tratar um material
moido de mamona (Ricinus communis), alcancou um rendimento de
aproximadamente 86% na deslignificacdo do substrato, aumentando os rendimentos
dos acucares redutores em 2,68 vezes.

Em outro trabalho, Rajak e Banerjee (2016), utilizando lacase
produzida por Lentinus squarrosulus, obtiveram uma remocao de lignina de 81,6%
em uma graminea oriunda da india (Saccharum spontaneum), resultando em um
aumento da producéo de agucar em 7,03 vezes. Por outro lado, uma perda menor
de lignina (18%) foi encontrada por Rencoret et al. (2016), quando o material moido

de palha de trigo foi tratado com lacase de Pycnoporus cinnabarinus, seguida de
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uma extragdo por perdxido alcalino, que aumentou 25% a liberacdo de glicose e
xilose.

Neste trabalho, a modificacdo ou remocéo parcial de lignina por
lacases mostrou-se eficaz para melhorar a hidrélise enzimética de diferentes
materiais lignocelulésicos. Além disso, também pode ter ocorrido alteracfes nas
propriedades como porosidade, area superficial e hidrofobicidade dos substratos,
resultando na reducéo de ligacao néo produtiva das hidrolases (FILLAT et al., 2017).

Os valores dos acucares redutores obtidos para o bagaco de cana-de-
acucar e para a casca de arroz, apos ambos serem sacarificados, sugerem que a
diferenca de estrutura entre as duas biomassas faz com que o mesmo tratamento
enzimatico aplicado, no caso do primeiro delineamento experimental, resulte em
distintas respostas.

Os resultados de sacarificacdo para o residuo da cana foram maiores
do que para o arroz, mesmo este possuindo uma quantidade parecida de lignina na
sua composicao inicial em relacdo ao outro substrato. As amostras in natura
apresentaram 1,3% e 1,2% de extrativos, 22% e 21% de lignina, e 0,6% e 18% de
cinzas, respectivamente, para bagaco de cana e casca de arroz, possuindo ambos
9% de umidade.

Porém, no caso da casca de arroz o que pode estar dificultando a
hidrolise enzimatica é a quantidade de cinzas (com silica) presentes no substrato,
gue é 36 vezes maior do que a que esta no bagaco de cana. Segundo Saha e
colaboradores (2005), tanto a presenca de lignina quanto de cinzas em grandes
proporcdes pode dificultar a conversdo bioldgica desta biomassa em acuUcares e,
assim, em etanol.

Através de microscopia eletrbnica de varredura (Figura 22), utilizando
um aumento de 200 vezes, € possivel perceber o quanto a morfologia da casca de
arroz se manteve mais integra ao passar pelo pré-tratamento e sacarificacao.
Diferentemente, ao comparar o bagaco de cana tratado com o ndo tratado se

percebe uma fragmentacdo maior nas fibras da biomassa.
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Figura 22 — Microscopia eletrbnica de varredura para o bagaco de cana e casca de arroz com

as melhores condi¢cfes da segunda otimizacéo.
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A =Bagago de cana in natura; B = Bagaco de cana tratado; C = Bagaco de cana sacarificado;

D = Cascade arroz in natura; E = Casca de arroz tratada; F = Casca de arroz sacarificada.

A, B e C apresentam a amostra 4 da 22 otimizacéo (64,48 U de lacase com 1 mL de Tween 80).
D, E e F apresentam a amostra 2 da 22 otimizacdo (32,24 U de lacase com 3,12 ml de acido 4-
hidréxibenzdico e 7,06 mL de tampdao acetato de sédio em pH 5,0).

Em suma, diversos fatores podem influenciar os rendimentos da
conversao de holocelulose em acucares e subprodutos, como por exemplo: tamanho
de particula, relacdo liquido/sélido, tipo de pré-tratamento realizado, coquetel
enzimatico utilizado, temperatura, tempo de reacdo, grau de polimerizacdo e
configuracdo da cadeia de celulose, associacdo desta com outros polimeros de
protecdo e estruturas dentro da parede celular da planta, como lignina, pectina,
hemicelulose, proteinas e elementos minerais (BINOD et al., 2010).

5.4 PRODUCAO DE BIOETANOL A PARTIR DE HIDROLISADO DO BAGACO DE
CANA-DE-ACUCAR

A producéao de bioetanol foi conduzida usando o hidrolisado enziméatico
mais rico em acucares redutores, que nesse caso, foi oriundo do bagaco de cana-



77

de-acgucar. A contagem inicial de células foi similar para as duas cepas: 1,8 10°
UFC/mL. E o pH manteve-se estavel durante todo o processo (pH = 5 - 6). Os
Graficos 1 e 2 mostram os resultados cinéticos obtidos do consumo de acucares e

producao de bioetanol para as leveduras.

Grafico 1 — Resultados do consumo de acglicares e producao de etanol por Saccharomyces
cerevisiae proveniente da Sigma-Aldrich (n=2).

B Etanol ——AguUcares

= 5 25 __
S~ —
= =
o 4 20 =
5 :
(]
S g
O
>3 15
Q o
o 2
S 2 10
> ©
— -+
C
e 1 5 o
: . 5
(&) C
[ (@]
S8 o o ¥

0 3 6 24 28 36
Periodo (horas)

Grafico 2 — Resultados do consumo de aglicares e produgdo de etanol por Saccharomyces
cerevisiae proveniente da Fleischmann (n=2).
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O consumo de acucares para as duas cepas se deu de maneira
semelhante, iniciando com uma concentragdo em torno de 4,5 g/L e restando, ao
final das trinta e seis horas de fermentacao, aproximadamente 1,0 g/L, em ambos o0s
ensaios. A estabilidade do pH parece indicar que o consumo de acucares esta
relacionado com o crescimento celular e/ou a producéo de etanol.

Um aumento do numero de células foi observado na amostragem de 12
horas (3,0 10®° UFC/mL para a Sigma e 2,7 10°® UFC/mL para a Fleischmann)
mantendo-se estavel até o final do cultivo (36 horas). O acréscimo dessa biomassa
pode ter ocorrido antes de 12 horas, enquanto havia oxigénio disponivel no meio;
contudo a primeira medi¢cdo de crescimento celular ocorreu nesse periodo, ndo
permitindo uma analise mais apurada neste sentido.

O crescimento da quantia de células presentes no meio de apenas um
log durante as 36 horas, e a fermentacdo alcodlica observada nos Gréficos 1 e 2,
evidenciam que o sistema se manteve em anaerobiose. Isso porque, na presenca de
oxigénio o metabolismo da levedura Saccharomyces é direcionado para a
multiplicacdo celular, enquanto que na sua auséncia ha producdo de etanol
(TORTORA et al., 2016).

Em uma analise qualitativa dos dados, a producdo de etanol tem
relacdo com a diminuicdo de acucares no meio. Com base nos Gréficos 1 e 2,
enguanto estes eram consumidos, o alcool etilico era gerado de forma concomitante.

Na levedura alcoolgénica da Sigma-Aldrich observa-se que um dos
picos de produgéo de etanol (17,15 g/L) ocorreu em 24 horas, coincidindo com uma
das menores concentracdes de acucares (1,30 g/L). A partir deste periodo o
consumo de glicose e a geracdo de alcool se mantiveram proximos entre as
amostragens, ou seja, com 24 h o processo ja poderia ter sido interrompido, em
relacdo a producdo de etanol, talvez até antes.

Um outro adendo que se pode fazer é que, para esta levedura, o
processo fermentativo ocorreu de forma mais rapida quando comparado com as
amostragens realizadas com a levedura da Fleischmann, conforme observado nos
periodos até 6 horas.

Por outro lado, uma analise quantitativa dos dados, buscando o
rendimento do processo fermentativo, se mostrou menos concreta devido a
contraposi¢do nos resultados. Conforme pode ser observado na Tabela 12, ndo ha

correlagcdo estequiométrica coerente nas informacbes numeéricas obtidas. Os
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rendimentos finais encontrados para a fermentacao, pelas leveduras da Sigma e da
Fleischmann, foram de 5,30 e 4,64 g acUcar / g etanol, respectivamente, com uma
produtividade em torno de 0,5 g/L.h.

Tabela 12 — Resultados da quantificacdo de aclcares redutores (glicose) e etanol, obtidos

apo6s fermentacdo com o hidrolisado do bagaco de cana-de-aclcar (n=2).

Periodo S. cerevisiae Sigma-Aldrich S. cerevisiae Fleischmann

Acucares (g/L) Etanol (g/L) Acucares (g/L) Etanol (g/L)
0 4,54 + 0,10 4,38 £ 0,17 4,45 £ 0,07 2,51 £ 0,99
3 4,06 + 0,03 7,71 +151 4,20 + 0,02 4,91 + 0,10
6 3,41+£0,21 13,48 £ 0,89 3,80+£0,12 7,07 £ 1,62
24 1,30 £ 0,07 17,15+ 0,42 1,38 £ 0,00 19,18 £ 2,26
28 1,03+ 0,04 16,20 + 0,22 0,98 + 0,05 18,33+ 2,15
36 1,03+ 0,03 18,62 £ 0,25 1,00 £ 0,08 16,02 £ 1,41

Sabendo-se que o rendimento tedrico de etanol € 0,511 g/g (SANTOS
et al., 2012), era esperado a obtencdo de 2,3 g/L de etanol ao considerar a
concentracéo inicial de glicose de 4,5 g/L, alcancada no final da hidrélise enzimética.

A principio essa discrepancia nos dados pode ser tanto devido a
técnica utilizada na quantificacdo de acUcares redutores, quanto daguela usada para
determinacdo do alcool etilico. Para essa afirmacéo leva-se em conta o fato da
Saccharomyces ser um género que produz etanol unicamente a partir de hexoses
(GEDDES et al., 2011); ou seja, o maior rendimento observado ndo poderia ser
decorrente da fermentacdo de outros agUcares presentes no hidrolisado.

Inclusive, um dos maiores inconvenientes do uso da levedura S.
cerevisiae, que é 0 microrganismo mais utilizado na producéo de bioetanol, é a sua
inaptiddo em consumir as pentoses presentes na biomassa lignocelulésica, tais
como a xilose e a arabinose (GIRIO et al., 2010; PAES, 2015).

A gquantificacdo de etanol através da analise cromatografica poderia ter
sido influenciada pela eluicdo de interferentes, como acetaldeido, acetona, metanol
e isopropanol. Contudo, isso ndo foi observado nos cromatogramas cedidos pela

empresa (Anexos B e C).
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Desse modo, considerando o acima exposto, fica dificil entender onde
esta o0 erro da andlise quantitativa, no que concerne ao rendimento do processo
fermentativo, onde se obteve uma maior producéo de etanol do que era esperada
estequiometricamente.

Apesar de nao ter resultados conclusivos, demandando assim novos
estudos, a fermentacdo revelou alguns dados qualitativos interessantes e mostrou
similaridade entre os microrganismos estudados. Foi observado que uma cepa
isolada de um material comercial comum (Fleishmann) apresentou comportamento
similar aquela sabidamente alcoolgénica (Sigma-Aldrich), tanto em relacdo a
quantificacdo celular quanto a producéo de etanol e consumo de glicose.

O foco principal desta pesquisa era verificar a efetividade do pré-
tratamento biolégico na producdo de um hidrolisado rico em acuUcares. Nesse
sentido, apos a sacarificacdo, o bagaco de cana apresentou 5,81 g/L de acUcares
redutores (Tabela 09) e a casca de arroz 3,87 g/L (Tabela 11), sendo que ambos
continham aproximadamente 0,10 g/L de AR no inicio do estudo (Tabela 05).

Assim, seria possivel obter, a partir destes substratos, uma producéo
de etanol entre 1,9 e 2,9 ¢g/L, considerando a quantidade de acUcares alcancada
ap6s hidrdlise e tendo como base um rendimento tedrico. Ou seja, € possivel
converter residuos de baixos valores agregados a um biocombustivel que possui um
valor mais elevado e com grande destaque atualmente (devido as reservas finitas de
petréleo e a vantagem de ser um produto mais ecoldgico).

Entdo, utilizando-se um tratamento biol6gico das biomassas, junto de
uma sacarificacdo exclusivamente enzimatica, pode-se melhorar o cenario ambiental
através do uso de uma técnica mais sustentavel para obtencdo do etanol 22G.
Diferentemente do que ocorre em muitas usinas, onde se utiliza processos
combinados de explosdo a vapor e uso de &cidos fracos para o pré-tratamento, a
aplicacdo de uma rota biolégica ao longo do processo traz a vantagem de reduzir a
presenca de inibidores para as etapas de producdo do etanol, assim como a

reducdo de subprodutos toxicos na natureza.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo de biomassa lignocelulésica para se produzir bioetanol
requer que a tecnologia de producdo seja rentavel e ambientalmente sustentavel
desde o comeco do processo. Considerando a evolucdo e a necessidade de
biocombustiveis de segunda geracdo, com o trabalho desenvolvido foi possivel
chegar as seguintes conclusoées:

e Constatou-se que os fungos Trametes sp. e Pleurotus pulmonarius sao
potenciais produtores de lacase, e que os demais fungos analisados necessitam de
outros meios e condi¢des de cultivo;

e O pré-tratamento realizado com aplicacdo do extrato enzimatico bruto
viabilizou e melhorou a sacarificacdo, em relacdo a biomassa néo tratada;

e A hidrolise enzimatica da celulose e hemicelulose foram mais
pronunciadas nas amostras com pré-tratamento, devido a exposicdo maior de
holocelulose;

e A liberacdo de acucares redutores foi maior no bagaco de cana-de-
acucar do que na casca de arroz, isto porgue esta apresentou uma maior resisténcia
ao pré-tratamento, devido a sua grande composicao de cinzas (silica);

e A producdo de bioetanol 2G a partir das duas leveduras testadas foi
semelhante, porém a Saccharomyces cerevisiae obtida da Sigma-Aldrich se mostrou
mais rapida na conversao dos aclcares fermentesciveis em etanol.

Os resultados deste estudo foram satisfatérios partindo-se do fato de
ndo se ter realizado otimizacbes de todas as etapas para a producdo de
biocombustivel. Além disso, outro ponto importante, € que ndo houve um gasto
energético elevado e nem a geracdo de componentes téxicos na etapa de pré-
tratamento da biomassa, ao contrario do que ocorre em pesquisas feitas por outros

autores, assim como nas industrias de bioetanol 2G.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros séo dadas as seguintes sugestdes:

e Na producé@o dos extratos enzimaticos pode ser feita uma otimizagéo
dos parametros (fisicos e quimicos) utilizados, assim como pode-se avaliar esta
producéo diretamente no bagaco de cana e/ou casca de arroz. E importante também
fazer a caracterizacdo das enzimas ligninoliticas presentes no extrato bruto, em
especial caracterizar a lacase.

e Quanto a etapa de sacarificacdo, sugere-se um estudo cinético com
tempos menores de reacdo. Uma avaliacdo de todos os parametros fisicos
relacionados a esta fase seria importante para a otimizacdo da conversdo de
celulose em acgucares fermentesciveis.

e Por fim, pode ser feito um processo simultaneo tanto da producéo
enzimatica com o pré-tratamento, quanto deste com a hidrélise enzimatica

(sacarificacao).
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APENDICE A - Curva padro de fendlicos totais medindo acido galico de 50 a
450 mg/L, através da metodologia por reagente de Folin
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APENDICE B - Primeira curva padréo de acguicares redutores medindo glicose
de 0,15 a 0,90 mg/mL, através da metodologia por acido 3,5 dinitrossalicilico

Absorbancia (540 nm)

1,4

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

y =1,4755x-0,1291
R?=0,9963

0,2

04 0,6 0,8
Concentragdes (mg/mL)




96

APENDICE C - Segunda curva padr&o de aclicares redutores medindo glicose

de 1 a7 mg/mL, através da metodologia por acido 3,5 dinitrossalicilico
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ANEXO B - Perfil cromatografico para a amostra do periodo de 24 horas da
fermentacéao pela levedura da Sigma-Aldrich

SIOA

eis\]
Ky

d sopejnsanoed\/ g0 Sopell oeu sopei|nswpé0e)ebv

L b
|
e

A

“}15.233
~-~/Acetona 1,704 (5.428)

uns 2y0e\§0-10-810218102 9¢

-llsopropanol 1.737 (5.718)

Wy

SL

Juoi4:puUeyD |
EY

i
)
3
(23
©
N
WY £1°8 ZLOZI0E/Z} O)edal 158

sunsey Qld

2,033 (9.578)

R

OOI.L

5zl

T
A

H=IMIBG, , o.,3463 (12.863)

“ 3

uny2y0e\80-10-81021810Z 22d SOPEIINSanoedy yEQ_ SOPEJ) 0BU SOPEYINSDI\/ YEO-EIEPVEIS\:D:0)1



ANEXO C - Perfil cromatografico para a amostra do periodo de 24 horas da
fermentacéo pela levedura da Fleischmann
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