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RESUMO

A hidrélise enzimdtica de materiais lignocelulésicos compreende uma etapa de adsorcao das
enzimas celulases a esse material, e as chamadas isotermas de adsorcdo sdo curvas extremamente
uteis nesse estudo, pois indicam a forma como o soluto (adsorbato) adsorvera no adsorvente; dao
uma estimativa da quantidade mdxima de soluto que o adsorvente adsorverd, entre outras
caracteristicas importantes. S3o empregadas também para a obtencdo de condigdes mais
favordveis e eficientes na conversao da biomassa a agucares fermentesciveis. Assim, para melhor
entendimento de como o processo da adsor¢do enzimadtica interfere nos rendimentos da hidrélise
enzimdtica da celulose, este trabalho abordou estudos especificos, tais como, a determinacdo da
cinética e dos parametros das isotermas de adsorc¢do das enzimas do complexo celulolitico sobre
diferentes biomassas. Trabalhou-se com o bagaco de cana-de-actcar pré-tratado hidrotérmico
(BH) que apresentou 31,97% de lignina em sua composicao e organossolve (BO), com 4,42% de
lignina, e também com Avicel e com um isolado de lignina (IL). Os experimentos de cinética e
isoterma de adsor¢do foram realizados em duplicata com volume reacional de 15 mL contendo
tampao citrato de sédio 50 mM pH 4.8 complementado com 0.02% de azida sdédica por grama de
substrato onde a biomassa foi adicionada. Nos ensaios de cinética, os fracos foram incubados em
um shaker (Marconi AM-832) a 50°C e 4°C, onde a agitacdo variou de 40 a 250 rpm. Foram
recolhidas amostras dos frascos em tempos pré-determinados e centrifugadas por 15 min a 4,000
rpm para remoc¢ao dos materiais insoliveis. O teor de proteina do sobrenadante foi determinado
usando o método de Bradford. As isotermas de adsorcdo da celulase para as biomassas foram
conduzidas pela variagdo da quantidade proteica da enzima celulase (0,1 — 4,5 mg/mL). Os dados
experimentais foram estimados pela isoterma de adsorcio de Langmuir usando o software
OriginPro 8.0. Os pardmetros En.x € K, obtidos pelo ajuste dos dados experimentais mostraram-
se diferentes para os diferentes materiais. Uma maior capacidade de adsorcdo (36,93 mg
celulase/g de substrato) e, consequentemente, uma afinidade maior da enzima celulase pelo
bagaco pré-tratado foi observada para o pré-tratamento hidrotérmico, pois a celulase, além de
adsorver na celulose, também adsorve na lignina, em menor extensdo. Os dados obtidos da
isoterma de adsor¢do da celulase sobre o IL confirmam a adsorcdo improdutiva da enzima na
lignina (Emax= 11,92 mg/g) e mostram como esses estudos da adsor¢do das enzimas em IL sdo
importantes, porque se torna possivel distinguir a adsorcdo a por¢cdes da celulose e fracdes da
lignina. A agitacdo exerceu influéncia significativa no fendmeno de adsor¢do, onde o aumento da
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agitacdo até 150 rpm melhorou a mistura entre as enzimas e o substratos, porém, a partir de 200

rpm ndo foram observadas mudancas significativas nos perfis de enzima adsorvida.

Palavras-chaves: Lignocelulose, cinética de adsorcao, isoterma de adsor¢do, hidrélise enzimatica.
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ABSTRACT

The enzymatic hydrolysis of lignocellulosic biomass involves one step of adsorption of cellulase
enzymes on this material, and the adsorption isotherms are curves extremely useful for this
research, because they show how the solute (adsorbate) will adsorb on the adsorbent; give an
estimate of what is highest quantity of solute adsorbed by the adsorbent, among other
information. They are also used to attain more favorable and efficient conditions in the
conversion of biomass into fermentable sugars. Therefore, for a better understanding of how the
enzymatic adsorption process interferes in the enzymatic hydrolysis of cellulose yields, this study
has proposed specific studies, such as the determination of the kinetics and parameters of
adsorption isotherms of enzymes from cellulolityc complex on different biomasses. Sugarcane
bagasse hydrothermal pretreated (BH), which presented 31.97% (w/w) of lignin in its
composition, and the organosolv (BO), with 4.42% (w/w) of lignin, were evaluated, as well as
Avicel and an isolated lignin (IL). The adsorption kinetics and isotherm experiments assays were
performed in duplicate with reaction volume of 15 mL of sodium citrate buffer 50 mM pH 4.8
supplemented with 0.02% sodium azide per gram of substrate to which biomass was added. The
adsorption kinetics assays the flasks were incubated in shaker (Marconi AM-832) at 50°C and
4°C where the stirring ranged from 40 to 250 rpm. Flasks were withdrawn at different time
intervals and centrifuged repeatedly for 15 min in a centrifuge at 4,000 rpm to remove insoluble
materials. The protein content of the supernatant was determined using Bradford method
(Bradford, 1976). Cellulase adsorption isotherm on biomasses was conducted by varying the
amount of cellulase protein (0.1-4.5 mg/mL). The experimental data were fit to the Langmuir
adsorption isotherm using the software OriginPro 8.0. The parameters Emax and Kp estimated by
experimental data adjustment showed different values to the different materials. The highest
adsorption capacity (36.93 mg of cellulase/ g of substrate) and, consequently, the highest affinity
of the cellulase enzyme for the pretreated bagasse was found for the hydrothermal pretreated
bagasse, as cellulase, besides adsorbing on cellulose, also adsorbs on lignin to a lesser extent.
The cellulase adsorption on IL data confirms the unproductive adsorption of the enzyme on lignin
(Emax = 11.92 mg/g) and shows how these adsorption studies of enzymes in IL are relevant,
because it becomes feasible to distinguish the adsorption on portions of cellulose and on lignin

fractions. Stirring had significant influence on the adsorption phenomenon, with the increase in
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stirring up to 150 rpm improving the mixture of enzymes and substrate; however, over 200 rpm

stirring influence was not significant.

Key-words: Lignocellulose, adsorption kinetics, isotherm adsorption, enzymatic hydrolysis.
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Figura 30: Isoterma de Langmuir para a adsor¢@o da celulase em BH a 4°C, sob agitacdo de
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Figura 35: Comparagdo entre os perfis de liberacdo de glicose na hidrélise (a) de BH e (b)
BO. Os ensaios foram realizados com 5% de soélidos (m/v), utilizando diferentes
concentragdes protéicas da enzima celulase (Celluclast 1.5 L) com adicao de 25 CBU/g de

bagaco da enzima B- glicosidase (Sigma). -=-=-=-===-=-mmmmmmmmm e 102
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1. INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas, devido a escassez de energia féssil e a poluicdo ambiental
gerada a partir da mesma, o interesse em diferentes fontes de energia (sustentdveis e renovaveis)
vem crescendo em muitos paises (ZHAO et al., 2009). Dentre as energias ditas como limpas, o
etanol é considerado como combustivel sustentdvel devido a algumas de suas vantagens, como
caracteristicas de queima limpa, reducdo da emissdo de materiais particulados e NOx, entre
outras. (PRASAD et al., 2007). Porém, a produgdo do etanol a partir de graos muitas vezes ndo €
sustentdvel e nem economicamente vidvel em muitos paises. Entretanto, uma nova tecnologia, o
etanol de segunda geracdo, produzido a partir de biomassa lignocelulésica, tem se tornado um
potencial atrativo para diversos paises.

Dentre as biomassas lignocelulésicas, o bagaco de cana-de-agicar, que € um residuo
agroindustrial obtido apds a moagem dos talos de cana para a extragdo da sacarose, € uma das
matérias-primas lignocelulésicas mais promissoras e abundantes (DRIEMEIER et al., 2011). No
Brasil, o bagaco de cana-de-aguicar € o principal residuo agroindustrial, sendo produzidos cerca
de 250 Kg de bagaco imido por tonelada de cana-de-agicar (ZANIN et al., 2000; WYMAN et
al., 2005 apud VARGAS BETANCUR & PEREIRA Jr; 2010). Parte deste bagaco é usado no
processo de co-geracdo de energia. Se o bagaco de cana for usado para producdo de etanol de
segunda geracdo via hidrélise enzimdtica, necessita passar primeiramente por um processo
denominado pré-tratamento, que € necessario para alterar caracteristicas estruturais da
lignocelulose, aumentando a acessibilidade das enzimas para propiciar uma hidrélise enzimética
mais eficiente com melhores rendimentos de agucares (ALVIRA et al., 2010). Diversas
tecnologias de pré-tratamento sdo estudas, e elas podem ser divididas em trés categorias
principais: pré-tratamentos bioldgicos, fisicos e quimicos (ZHENG et al., 2009). Entretanto, uma
combinacdo entre os métodos, seja de uma mesma categoria ou categorias diferentes, também
pode ser realizado (ALVIRA et al., 2010).

ApOs o passo do pré-tratamento do bagago de cana-de-agucar, onde a biomassa pré-tratada
sofreu alteragdes fisicas e quimicas em sua matriz lignocelulésica, tais como a quebra parcial ou
total da lignina, e a remog¢do parcial das hemiceluloses, a celulose torna-se mais acessivel a
hidrélise por dcidos ou enzimas. A etapa da hidrélise é onde ocorre a conversdao da celulose a
acucares fermentesciveis. Essa conversdo pode ser realizada via hidrélise dcida ou hidrélise
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enzimdtica. Embora a hidrdlise 4cida seja relativamente barata, gera residuos poluentes e
produtos que inibem a fermentacdo posterior. Além disso, se as condicdes de reacdo
(temperatura, concentracdo de dcido) ndo forem muito bem controladas, ocorre degradacdo dos
produtos finais, incluindo a degradacdo da glicose, o que ndo ocorre na hidrélise enzimadtica
devido a especificidade da enzima (FINGERUT et al., 2008).

A hidrélise enzimdtica € realizada por um complexo celulolitico constituido em geral por
trés tipos de celulases: endoglicanases, exoglicanases ou celobiohidrolases e B-glicosidases ou
celobiases (GAN, et al., 2003), que agem em sinergia. A interacdo entre as enzimas € a matriz
lignoceluldsica € complexa, e com isso alguns problemas de adsorcdo ndao produtiva a lignina
ocasionam baixos rendimentos na hidrdlise enzimética.

A hidrélise enzimdtica compreende uma etapa de adsor¢do das celulases no material
lignoceluldsico. Para melhor entendimento de como o processo da adsorcao enzimdtica interfere
nos rendimentos da hidrélise enzimatica da celulose, muitos pesquisadores (ZHENG, 2007; QI, et
al., 2011; HONG, et al., 2007) fazem o uso das isotermas de adsorcdo das celulases sobre os
materiais lignocelulésicos pré-tratados e/ou Avicel. As isotermas de adsor¢do sdo curvas
extremamente uteis, pois indicam a forma como o soluto (adsorbato) adsorvera efetivamente no
adsorvente, dando ainda uma estimativa da quantidade mdxima de soluto que o adsorvente
adsorverd. Podem ser, ainda, empregadas para a obtencdo de condicdes mais favordveis e
eficientes na conversao da biomassa a agucares fermentesciveis (MORENO-CASTILLA, 2004;
MEZZARI, 2002).

Assim, este trabalho abordara estudos especificos como a determinacdo da cinética e dos
parametros das isotermas de adsorcdo das enzimas do complexo celulolitico sobre diferentes
biomassas. Para isso, escolheu-se trabalhar com o bagaco de cana-de-agucar pré-tratado
hidrotérmico e organossolve além da Avicel e com um isolado de lignina, a fim de se determinar
parametros efetivos que possam melhorar o rendimento da hidrélise enzimdtica do bagaco de
cana-de-agucar, tais como, a maxima quantidade de enzima adsorvida na celulose e lignina, os

coeficientes de afinidade das enzimas sobre cada material e a influéncia da agitagao.



1.1 Objetivo

Dentro do contexto apresentado neste trabalho, o objetivo foi estudar a adsorcdo
enzimatica da celulase e B-glicosidase no bagaco de cana-de-agtcar pré-tratadado hidrotérmico e
organossolve e na celulose pura microcristalina Avicel, assim como em um isolado de lignina.

Para isso, as etapas seguintes foram seguidas:

e Caracterizagdo quimica do bagaco de cana-de-actcar in natura e pré-tratado;

e Determinacdo da atividade enzimadtica e do teor de proteinas das enzimas do complexo

celulolitico;

e Andlise da cinética de adsorcdo das enzimas [-glicosidase e celulase sobre os diferentes
substratos (bagaco pré-tratado hidrotérmico, bagago pré-tratado organossolve, Avicel PH
101 e na lignina isolada do bagaco pré-tratado pelo método hidrotérmico), investigando a
influéncia em diferentes concentragdes de sélidos, agitacdo, temperatura e na presenca de

glicose;

e Estudo das isotermas de adsor¢ao em duas temperaturas (4°C e 50°C) com ou sem a

adicdo de glicose (para inibicdo da rea¢@o de hidrdlise) ao meio reacional;

e Realizacdo de hidrdlise enzimadtica para correlacionar o En,, da adsor¢cdo com a taxa e

rendimento de hidrélise.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A cana-de-aciicar

A cana-de-aguicar, origindria da Indonésia e Nova Guiné, ¢ uma planta pertencente a
familia Poace do género Saccharum, cujas variedades comerciais cultivadas atualmente no Brasil,
sdo hibridas, obtidas de cruzamentos realizados no século XX, na ilha de Java (CIB, 2009), a
partir das espécies genéticas S. officinarum, S. spontaneum, S. sinense, S. barberi e S. robustum
(MATSUOKA, 1996; MATSUOKA et al., 1999).

No Brasil a cana foi introduzida no século XVI e disseminada no Nordeste, onde os
engenhos de agicar se multiplicaram, sendo, ainda, o pais na primeira posi¢do do ranking
mundial na producdo da cultura (CIB, 2009). A Figura 1 mostra os principais paises produtores

da cana-de-agucar.
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Figura 1: Principais paises produtores da cana-de-aguicar (Fonte: FAO, 2011).
Em sua fisiologia, a cana-de-acticar € uma planta de metabolismo C4 com alta capacidade

fotossintética, apresentando melhor desenvolvimento e crescimento em regides tropicais e
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subtropicais (MATSUOKA, 1996). Morfologicamente esta planta é composta por pontas e folhas

(palha da cana), colmos (fibras e sacarose) e pelas raizes, como representado pela Figura 2.
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Figura 2: Representacdo esquemdtica da planta de cana-de-acicar destacando as folhas,
ponteiras e colmo. Fonte: ARBEX et al. (2004) apud GEORGES (2011).

Em geral a cana apresenta a seguinte composi¢ao:

Tabela 1: Composi¢cdo média nos colmos da cana-de-actcar.

Composicao Teor (%)
Agua 63-76
Sélidos Totais 24-27
Fibras 11-16
Sélidos soluveis 10-16

Fonte: Modificado de CHEN & CHOU (1993).

A composicdo quimica da cana pode variar de acordo com a variedade da muda
empregada, regido de cultivo e clima. Os principais componentes macromoleculares da cana-de-
acucar sdo: celulose (38-50%), polioses ou hemiceluloses (25-27%) e lignina (20-30%). Outros
componentes como extratos organicos e minerais inorganicos variam de 5-20% (GEORGES,
2011).

No processamento da cana-de-aguicar, apds a separacdo do caldo na moenda, do qual sdo
produzidos o agucar e o dlcool etilico, hd a geracdo do bagaco, que é em parte queimado para a

geracdo de energia para a propria usina (BIOETANOL DE CANA-DE-ACUCAR, 2008), que
8



atualmente vem sendo comercializada para reduzir os problemas da crise no fornecimento de
energia elétrica. Como o Brasil é o maior produtor de cana-de agtcar, o bagaco € o seu principal
residuo agroindustrial (ZANIN et al., 2000; WYMAN et al., 2005 apud VARGAS BETANCUR
& PEREIRA Jr; 2010).

2.3. Biomassa lignocelulésica e bagaco de cana-de-acucar

A conversdo eficiente do material lignocelulésico em etanol tem se tornado uma das
prioridades na produgdo de combustiveis renovaveis (GIRIO et al., 2010). Muitas revisdes tém
abordado o tema da produc¢do de etanol a partir de biomassas lignocelulésicas (CORDONA et al.,
2010; KUMAR et al., 2012; OJEDA et al., 2011; SHIELDS & BOOPATHY, 2011; DIAS et al.,
2012).

Como todo material lignocelulésico, o bagaco da cana-de-acgticar consiste de feixes de
fibras e outras estruturas elementares, como vasos parénquima e células epiteliais, como

mostrado na Figura 3.
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Figura 3: Arranjo da estrutura da parede celular vegetal de materiais lignocelulésicos. Fonte:
(SANTOS et al., 2011).

Sua composi¢do média é de 50% de umidade, 2% de Brix (sélidos soliveis em dgua),
46% de fibra (32 — 50% de celulose, 19 — 25% de hemiceluloses e 23-32% de lignina) e 2% de
cinzas (SILVA, 2010). Pelo fato do bagaco apresentar baixa quantidade de cinzas (2%), ele

oferece inimeras vantagens em comparacdo com outros residuos agroindustriais como palha de
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arroz (14,5%), palha do bagaco de cana-de-agucar (9,61%), palha de trigo (9,2%) e casca de arroz
(16%). (CARDONA, et al., 2010; AYALA, 2012).

A Tabela 2 apresenta a composicdo quimica média em porcentagem de alguns materiais

lignoceluldsicos, incluindo a composicao do bagaco.

Tabela 2: Composicdo média em carboidratos e lignina de algumas matérias-primas

lignoceluldsicas.
Matérias- Composicao caracteristica (% em peso seco)
] Referéncias
primas Celulose Hemiceluloses Lignina
CAQ et al.
(1987);
Sabugo de milho 32.3-45.6 39.8 6.7-13.9
McKENDRY,
(2002)
MOSIER et al.
Palha de milho 35.1-39.5 20.7 - 24.6 11.0-19.1
(2005)
RUBIO et al.
Talho de algodao 31 11 30
(1998)
GROHMANN et
Palha de trigo 35-39 22 -30 12-16
al. (1985)
MIRON et al.
Farelo de trigo 10.5-14.8 35.5-39.2 83-12.5
(2001)
ALVES et al.
(2010);
Bagaco de cana
36 —43 28 - 32 15-25 CASTRO e
de agucar
PEREIRA JR,
(2010).

Fonte: Tabela adaptada de MENON & RAO (2012).
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2.3.1. Celulose

A celulose é o polissacarideo em maior abunddncia na natureza. E um monopolimero
linear de alto peso molecular e de cadeia longa, cuja composi¢do, (CcH;0Os),, € o principal
constituinte estrutural da parede celular dos vegetais, constituindo aproximadamente 50% da
biomassa (MEDEIROS, 2004). Apresenta em sua estrutura duas unidades de celobiose (dimeros
de glicose) unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4) cujo tamanho ¢ determinado pelo
grau de polimerizagdo (DP) que varia de 100 a 2000 DP. A Figura 4 representa a cadeia linear da

celulose, formada por vdrias unidades consecutivas de celobiose.

Figura 4: Representacao da cadeia linear de celulose.
Fonte: http://www2.ufp.pt/~pedros/bg/carb.htm. Acesso: 18/01/2012.

As longas cadeias de celobiose, combinadas a formar microfibrilas com didmetro entre 4-
10 nm em eletromicrofibrilas tornam a celulose resistente. Esse polimero tem tendéncia a formar
ligacdes de hidrogé€nio, de maneira que as cadeias unem-se formando feixes que apresentam
regides nitidamente cristalinas, mas também € constituida por regides amorfas. Estas duas
porcdes, cristalina e amorfa, apresentam diferencas quando se trata da digestibilidade da
biomassa mediante ataque enzimatico (FENGEL e WEGENER, 1989).

As zonas com estruturas cristalinas sdo formadas através de interacoes de Van der Waals
entre as cadeias poliméricas, em sua maioria bastante ordenadas, que ndo permitem que dgua
penetre no seu interior. As zonas amorfas e secas podem absorver dgua e tornar a celulose macia
e flexivel. Estas ligacdes, juntamente com as zonas cristalinas, que se alternam com zonas
amorfas, correspondem a aproximadamente dois tercos da celulose presente na madeira. Apesar
da natureza higroscéopica das moléculas individuais de celulose, a absor¢do de moléculas de dgua

z

sO € possivel nas zonas amorfas devido a falta de espacos vazios na estrutura cristalina. A
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organizacdo cristalina da celulose influencia a sua reatividade ao controlar o acesso de
substancias quimicas ou enzimas aos grupos funcionais e as ligacdes quimicas nas regides

cristalinas (FERREIRA & ROCHA, 2009).

2.3.2. Hemiceluloses

As hemiceluloses s@o o segundo composto mais abundantes da biomassa lignoceluldsica,
sendo uma classe de polimeros heterogéneos que representam cerca de 15-35% da biomassa de
vegetais e que podem conter em sua estrutura: pentoses (B-D-xilose, a-L arabinose), hexoses (p3-
D-manose, B-D-glucose, a-D-galactose) e/ou acidos urdnicos (acidos: a-D-glucoronico, a-D-4-O-
metildalacturdnico e a-D-galacturonico), como representado pela Figura 5. Outros acticares como
a-L-raminose e a-L-fucose também podem estar presentes em pequenas quantidades, e grupos

hidroxilas de agucares podem ser substituidos parcialmente por grupos acetil.
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Figura S: Estrutura dos monossacarideos que formam as hemiceluloses (FENGEL e
WEGENER, 1989).

As hemiceluloses s@o bastante hidrofilicas, contém consideravel grau de ramificacao entre
suas cadeias, com natureza altamente amorfa e DP (Degree of Polimerization) variando entre

menos de 100 a no maximo 200 (SILVA, 2010).
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As hemiceluloses mais proeminentes sdo as xilanas e glucomananas, sendo as xilanas as
mais abundantes. As xilanas sdo os principais componentes hemiceluloliticos da parede
secunddria de vegetais, constituindo entre 20-30% da biomassa de madeiras e vegetais. Em
alguns tecidos de gramineas e cereais, as xilanas apresentam-se em até 50% da biomassa
(EBRINGEVORA et al., 2005 apud GIRIO et al., 2010). As xilanas estio geralmente disponiveis
em grandes quantidades como subprodutos de florestas, agricultura, agro-industriais, indudstrias
de madeira e de papel e celulose. Manana, um tipo de hemicelulose na forma glucomanas e
galactoglucomananas, estd em menores quantidades nas madeiras, mas dependendo da origem
bioldgica, diferentes estruturas de hemiceluloses podem ser encontradas.

Apés o pré-tratamento, a estrutura das hemiceluloses é quebrada em mondmeros (GIRIO
et al., 2010). No bagaco de cana-de-acticar as hemiceluloses se encontram na propor¢do de 25 a
27% e quando sofrem hidrélise 4cida podem ser decompostas em xilose, arabinose, dcido urénico
e furfural (PATURAU, 1989). O principal acticar encontrado nas hemiceluloses do bagaco € a
xilose (NEUREITER et al., 2002; DEKKER & WALLIS, 1983 apud GIRIO et al, 2010).

2.3.3. Lignina

A lignina apresenta como principal caracteristica o grande potencial estrutural que confere
forca e rigidez as paredes das células vegetais e constitui entre 15% e 40% do peso da matéria
seca de lenhosas. Ela preenche os espacos entre a celulose, hemiceluloses e componentes de
pectina, desempenhando um papel crucial na eficiéncia da conducdo de &dgua nas plantas
vasculares (ZHANG et al., 2012). Além disso, proporciona mais resisténcia ao ataque biolégico
de vdrias formas do que a celulose e outros polissacarideos (DOHERTY et al., 2011). Plantas
com alto teor de lignina tém sido reportadas como mais resistentes ao calor e frio (MIIDLA, 1980
apud DOHERTY et al., 2011).

A lignina nd3o possui uma estrutura primdria definida e € heterogénea. Consiste de
multiplas moléculas de fenilpropandides reticuladas. Acredita-se ser derivada de trés mondmeros
(4lcool p-cumarilico, alcool coferilico e alcool sinapilico) (Figura 6) que sdo unidos por outro
tipo de ligacdo (ZHANG et al., 2012). A massa molecular de isolados de lignina esta na faixa de

1000-2000g/mol, mas o grau de polimerizacdo (DP) € dificil de medir, uma vez que a lignina é
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invariavelmente fragmentada durante a extracdo e consiste de diferentes tipos de subestruturas, os

quais se repetem de maneira casual.

OH
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Figura 6: Monomeros de espécie monolignol. (a) dlcool p-cumarilico (4-hidroxi fenil, H), (b)
alcool coniferilico (guaiacil, G), (c) dlcool sinapilico. Fonte: DOHERTY et al., 2011).

As estruturas dos mondmeros na lignina consistem do mesmo esqueleto dos
fenilpropandides, mas diferem no grau de substituicdo de oxigénio no anel fenil. A estrutura H
(4-hidroxi fenil) tem um grupo hidroxi ou metoxi, a estrutura G (guaiacil) tem os dois grupos, € a
estrutura S (siringil) tém os trés. As ligninas de gramineas, tais como o bagaco de cana-de-agucar,
apresentam grupos p-cumaril, além de grupos siringil e guaiacil (FENGEL e WEGENER, 1989;
FERNANDEZ et al., 1990; FAIX et al., 1992).

Devido a sua estrutura, a lignina é a responsdvel pela reducdo da acessibilidade das
enzimas a celulose e a hemicelulose (ZHANG et al., 2012).

A lignina, tal como as hemiceluloses, normalmente comeca a se dissolver na dgua em
torno de 180 °C sob condi¢des neutras (BOBLETER, 1994). A solubilidade da lignina em
ambiente acido, neutro ou alcalino depende, contudo, do precursor (p-cumarilico, coniferilico,

sinapilico ou uma combinagdo deles) da lignina (GRABBER, 2005).

2.3.4. Outras substancias

Os extrativos sdo uma fracdo significativa dos compostos quimicos existentes nos
materiais lignoceluldsicos. Estas substancias podem ser extraidas utilizando-se diversos
solventes, e em alguns casos, os extrativos sdo classificados pelo tipo de solvente empregado para

extrai-los (BRAGATTO, 2010). Esses extrativos sdo substiancias organicas extrinsecas, ou seja,
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ndo fazem parte da parede celular. As cinzas também sdo encontradas em grande quantidade nos
materiais lignocelulésicos e também nao fazem parte da estrutura da parede celular. Compostos
inorganicos (cinzas) sdo encontrados na forma de sais, sendo os mais significativos os compostos
de silicio, calcio e magnésio (BRAGATTO, 2010).

Os extrativos do bagaco compreendem uma grande variedade de substincias quimicas,
que podem ser extraidas utilizando solventes polares e apolares. Estas substincias sdo
terpenos/terpendides, gorduras/ceras, vérios tipos de compostos fendlicos, assim como proteinas
e cinzas. A soma destes componentes varia em cada espécie de material lignoceluldsico e

representa aproximadamente 5-20% de todo o material (FENGEL & WEGENER, 1989).

2.4. Pré-tratamento

Além de ser considerado um passo crucial na conversdo bioldgica de etanol, o pré-
tratamento da biomassa lignocelulésica representa um dos passos mais dispendiosos no processo.
Na verdade, ele tem sido descrito como a segunda etapa mais cara na conversao de lignocelulose
para o etanol quando seguido de hidrdlise enzimética (MOSIER et al., 2005b apud ALVIRA et
al., 2010).

Uma vez que diferentes materiais lignocelulésicos tém diferentes propriedades fisico-
quimicas, € necessdrio adotar tecnologias apropriadas de pré-tratamentos com base nas
caracteristicas da biomassa lignoceluldsica de cada matéria-prima. Com isso, o pré-tratamento
torna-se um passo necessario para alterar caracteristicas estruturais da lignocelulose, aumentando
a acessibilidade das enzimas e propiciando uma hidrélise mais eficiente e melhores rendimentos
de acucares (ALVIRA et al., 2010).

Como o complexo lignoceluldsico é composto por uma matriz de celulose e lignina ligada
por redes de hemiceluloses, durante o pré-tratamento essa matriz deve ser modificada para
facilitar o ataque enzimatico. Alguns pré-tratamentos removem parte das hemiceluloses e lignina,
outros apenas parte das hemiceluloses e ainda hd pré-tratamentos que ndo mudam a composi¢ao
da biomassa. Outros aspectos também podem interferir na hidrélise enzimatica da celulose como,
por exemplo, a porosidade da superficie de materiais lignoceluldsicos que limitam a hidrélise por
ndo permitirem o acesso das enzimas a celulose, € com um pré-tratamento adequado, a area

superficial pode aumentar e melhorar a acessibilidade enzimatica (ALVIRA et al., 2010), como
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representado pela Figura 7. Esta figura é apenas representativa e nao mostra a complexidade da

forma como celulose/hemicelulose/lignina estao interligadas no material lignocelulésico.

Lignina

Celulose

Pré-tratamento
——

Figura 7: Figura das alteragdes estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina de
materiais lignocelulésicos apds pré-tratamento. Adaptado (SANTOS et al., 2011).

O rendimento da hidrélise enzimdtica € inferior a 20% quando nao sdo realizados pré-
tratamentos (LYND, 1996), enquanto que o rendimento apds pré-tratamento pode chegar
préoximo dos 100% (RABELO, 2010). Portanto € importante que um pré-tratamento seja
realizado.

Virios métodos de pré-tratamentos tém sido sugeridos, mas um método universal ainda
ndo existe devido a complexidade e variedade de materiais lignoceluldsicos. As técnicas de pré-
tratamento podem ser divididas em trés categoriais: pré-tratamentos biolégicos, fisicos e
quimicos (ZHENG et al., 2009). Entretanto, uma combinagdo entre os métodos, seja de uma
mesma categoria ou categorias diferentes, também pode ser realizada (ALVIRA et al., 2010).

Virios métodos de pré-tratamentos para materiais lignoceluldsicos foram e estdo sendo

estudados; a Tabela 3 apresenta alguns deles.
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Tabela 3: Sumadrio das diferentes tecnologias de pré-tratamento e as alteragdes que ocorrem nas caracteristicas composicionais da
biomassa lignoceluldsica.

Caracteristicas composicionais

Geracao de

Pré-tratamento - — tos t6xi Vantagens Desvantagens
Celulose Hemicelulose Lignina €ompostos toxicos
Intensiva ~
. L ~ ~ - Reducido da Alto consumo de
Moinho de bolas diminui¢éo do grau Nao remove Nao remove Nao ha L .
L cristalinidade energia
de cristalinidade
) Pouca 80-100% de Pouca remocio, ) Energia eficiente, Degradagao da
Explosdo a vapor R ~ com mudanga da Alta formacgao nenhum custo de xilana como
despolimerizagdo remogao . e
. s estrutura reciclagem produto inibitdrio
Fisico
Diminuigio do
grau de Pouca remogao, Nao requer
. . cristalinidade e e com moderada . ~ catalisadores, e Altos consumos de
Hidrotérmico Alta solubiliza¢io ~ Baixa formag@o ~ p .
aumento do transformag@o na reatores sdo de dgua e energia
tamanho dos poros estrutura baixo custo
da celulose.
Pouca . 1 Dificil recuperacio
~ Condicoes médias, . X
¢ s Pouca 80-100% de remogao,com . ~ - do acido, corrosivo
Acido diluido R ~ Baixa formagao alta producgdo de .
despolimerizagao remog¢ao mudanga na xilose e relativamente
estrutura custoso
~ S Consideravel ~ . Regente caro,
- 1 Inchagdo Consideravel e . ~ Remocdo efetiva de -
Hidréxido de sédio L . o solubilizacao, Baixa formacdo p recuperagao
significativa solubilidade ésteres .
>50% alcalina
imi S Solubilizacdo Solubilizacdo g s Alta produgio de Recuperacdo de
Quimico Considerdvel L 12a¢ L 1786 Meédia/baixa ap sa PEragao |
Organosolve . ~ significativa, quase | significativa pode ~ xilose, efetiva solvente, técnica
inchacdo formacgao Y .
completa ser quase completa deslignificagdo relativamente cara
Recuperacdo de
Diminui¢do do Acima de 60% de 10-20% de . - Menores perdas de ampma, 1o ©
AFEX* grau de .- O Baixa formacéao . efetivo para alta
o solubilidade solubilizacdo xilanas ~
cristalinidade concentracdo de
lignina
o o 20-30% de Acima de 80% de ~ 40% de Sem formagioa | Daixorequerimento | Perda de celulose,
Bioldgico Biolégico RS e o Lo ~ . ~ de energia, efetiva baixa taxa de
despolimerizagdo solubilizacdo deslignificagdo baixa formacio Lo R,
deslignificacdo hidrélise

Fonte: (SANTOS et al., 2011; e TOMAS-PEJO et al., 2011)* Explosdo a vapor com amOni.
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2.4.1. Pré-tratamentos fisicos

Os pré-tratamentos fisicos ndo usam reagentes quimicos, e incluem as técnicas de
explosdo a vapor, pré-tratamento hidrotérmico, mecanico, radiacdo de alta energia entre outros,
sendo que os pré-tratamentos de explosdao a vapor e hidrotérmico sao os mais comuns € 0s mais

utilizados (ZHENG et al., 2009).

2.4.1.1. Explosao a vapor

Neste pré-tratamento, a biomassa lignoceluldsica é aquecida por vapor de dgua saturado
em alta pressio. E um pré-tratamento hidrotérmico no qual a biomassa é submetida a vapor
pressurizado por um periodo de tempo que pode ser de segundos a alguns minutos, e em seguida,
ocorre uma despressurizacdo subita, com transforma¢do da lignina e a hidrélise das
hemiceluloses. Deve-se levar em conta o tamanho das particulas, temperatura, tempo de
residéncia e a combinagdo entre o tempo e a temperatura. As principais desvantagens sdo a
degradacao parcial das hemiceluloses e a geracao de alguns compostos téxicos que podem afetar
as etapas seguintes de hidrélise e fermentagdo. Os principais inibidores sdo os derivados de
furanos, acidos fracos e compostos fendlicos. Entre os derivados de furano estao o furfural e o 5-
hidroximetilfurfural que decorrem da degradacdo de pentoses e hexoses, respectivamente

(ALVIRA et al., 2010; WRIGHT, 1988 apud ZHENG et al., 2009; EXCOFFIER et al., 1991
apud ZHENG et al., 2009; HEITZ et al., 1991 apud ZHENG et al., 2009).

2.4.1.2. Hidrotérmico

No pré-tratamento hidrotérmico, a pressdo € utilizada para manter a dgua no estado
liquido em temperaturas elevadas que atingem até aproximadamente 200°C (PIENKOS &
ZHANG, 2009; ZHENG et al., 2009). Neste pré-tratamento, a biomassa sofre um processo de
cozimento em 4dgua a alta temperatura e alta pressdo, onde ocorrem melhor digestibilidade da
celulose, melhor extracdo do agucar, facilidade para recuperar pentoses, com a vantagem de
produzir um pré-hidrolisado contendo pouco inibidor na fase de fermentac¢do do agucar (ZHENG

et al., 2009). Algumas biomassas como o bagaco de cana-de-agucar, palhas de milho, trigo e
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cevadas que passaram pelo tratamento hidrotérmico apresentaram hidrélise das hemiceluloses
entre 80-100%, que resultou rendimento de xilose entre 45-65% (SUN & CHENG, 2002;
SANCHEZ & CARDONA, 2008 apud MTUI, 2009).

O pré-tratamento hidrotérmico ndo necessita de neutralizacdo dos fluxos liquidos e
condicionamento de produtos quimicos, desde que um &4cido ndo seja adicionado como
catalisador (MOSIER et al., 2005 apud ZHENG et al., 2009; NEGRO et al., 1996 apud ZHENG
et al., 2009; PEREZ et al., 2007 apud ZHENG et al., 2009). Além disso, ndo € exigida uma
reducdo do tamanho da biomassa, porque as particulas sdo quebradas durante o pré-tratamento, o
que chama a atencdo para a aplicacdo em grandes escalas (ZHENG et al., 2009). Durante o
processo do pré-tratamento hidrotérmico, hd a producdo de 4cido acético e outros dcidos
organicos que ajudam a catalisar a hidrélise; primeiramente de polissacarideos, tais como as
hemiceluloses, em oligossacarideos soliveis, e em seguida, acicares monoméricos. Em
condicdes dcidas, estes agicares monoméricos sdo parcialmente degradados para aldeidos como
furfural e 5-HMF que agem como inibidores para microorganismos na fase de fermentagcao dos
acucares. Ainda, a 4gua quente tem uma constante dielétrica elevada e assim permite dissolver
quase que toda hemicelulose e certa quantidade de lignina. Assim a 4gua quente atua como um
dcido que hidrolisa as hemiceluloses, liberando agtcares e dcidos (ANTAL, 1996 apud ZHENG
et al., 2009).

Para evitar a formacao de inibidores, o pH deve ser mantido entre 4 e 7 durante todo o
pré-tratamento, pois nesta faixa de pH, os actcares hemicelulésicos sdo retidos na forma
oligomérica e a formacdo de mondmeros € minimizada, havendo, entdo, menor degradacdo de
produtos (MOSIER et al, 2005). E geral os pré-tratamentos hidrotérmicos sdo atraentes por
potencial reducdo de custos, como: nenhuma exigéncia de catalisadores e baixo custo na
construcdo de reatores por ndo ocorrer corrosdo. Tem também a vantagem de que os produtos da
solubilizacdo das hemiceluloses e lignina estdo em concentracOes baixas devido a grande
quantidade de dgua, consequentemente a concentragdo dos produtos da degradacdo se encontrara

reduzida. No entanto, a quantidade de dgua requerida no processo, assim como a de energia, sao

bem elevadas (ALVIRA et al., 2010).
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2.4.1.3. Pré-tratamento mecanico

Os processos mecanicos provocam a reducao do tamanho das particulas e a cristalinidade
dos materiais lignocelulésicos para que ocorra um aumento da drea superficial e se reduza o grau
de polimerizacdo dos materiais. Para esse processo sdo empregados métodos como retificacio e
moagem dos residuos ou ainda a combinacdo de ambos, tudo dependendo do tamanho final da
particula que se deseja (ALVIRA et al., 2010). Porém, a energia requerida para esses processos €
alta e dependente das caracteristicas dos materiais utilizados, inviabilizando economicamente

€8S€ processo.

2.4.2. Pré-tratamentos quimicos

Existem diversas categorias desse pré-tratamento, e eles tém como principal objetivo
melhorar a digestibilidade da celulose através da remocao de lignina e/ou hemicelulose e em
menor nivel, diminuir o grau de polimerizacdo do componente de celulose. Dentre os principais
pré-tratamentos quimicos, destacam-se os pré-tratamentos acidos, alcalinos, os pré-tratamentos

de explosdo a vapor catalisados, AFEX, organosolve e pré-tratamento com liquidos i6nicos

(ZHENG et al.,2009).

2.4.2.1. Pré-tratamento acido

O principal objetivo desse pré-tratamento € solubilizar a fracio de hemiceluloses da
biomassa lignoceluldsica e tornar a celulose mais acessivel as enzimas. Nesse pré-tratamento
utiliza-se 4cido concentrado ou écido diluido, porém a utilizacdo de dcidos concentrados nao €
atrativa para a producio de bioetanol devido a maior formacido de compostos inibitdrios na fase
de fermentacdo dos agucares, além de provocar corrosdo nos equipamentos, tornando a técnica
menos atrativa industrialmente (ALVIRA et al., 2010; WYMAN, 1996).

A técnica que faz uso de éacido diluido aparenta ser um método mais favordvel para
aplicagdes industriais e pode ser aplicada em altas temperaturas (~180°C) durante periodos mais
curtos de tempo; ou em temperaturas mais baixas (~120°C) para um espago de tempo maior (30 a

90 minutos). No entanto, dependendo da temperatura do processo, alguns compostos da
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degradacdo de acucares, tais como furfural e 5-hidroximetilfurfural, além de compostos
aromdticos da degradacdo de lignina, sdo detectados e podem afetar o metabolismo dos
microorganismos no processo de fermentacao (SAHA et al, 2005; ALVIRA et al., 2010).

Alguns estudos de pré-tratamento com H,SO, diluido mostram bons rendimentos. Saha et
al. (2005) teve rendimento de sacarificacdo de 74% utilizando 0,74% v/v de H,SO4 a 121°C

durante 1h na palha de trigo.

2.4.2.2. Organosolve

E um método de pré-tratamento promissor, onde indmeras misturas aquosas com
solventes organicos podem ser utilizadas, incluindo metanol, etanol, acetona, etileno glicol e
alcool tetra-hidrofurfurilico em uma faixa de temperatura entre 150-200°C a fim de solubilizar a
lignina e proporcionar celulose para o ataque enzimatico na hidrélise (ZHAO et al, 2009 apud
ALVIRA et al., 2011). Em alguns estudos, estas misturas sdo combinadas com catalisadores
acidos (HCL, H,SO4, oxdlico ou salicilico) para quebrar as ligacdes das hemiceluloses e obter um
maior rendimento de xilose. No entanto, a adicao de dcido pode ser evitada quando se aumenta a
temperatura (acima de 185°C) obtendo uma deslignificagdo satisfatéria (ZHENG et al., 2009).

O pré-tratamento organosolve produz substrato de celulose altamente digerivel para quase
todos os tipos de matérias-primas, e lignina com potencial de alto valor para utilizacdo apds ser
recuperada da etapa de pré-tratamento. Outro beneficio é que o pré-tratamento organosolve,
removendo a lignina, minimiza os problemas de adsorcdo das enzimas celuloliticas a lignina,
refletindo em menores dosagens das enzimas. Um dos inconvenientes € a producdo significativa
de furfural, HMF e fendis da decomposi¢cdo da lignina no pré-hidrolisado obtido do pré-
tratamento (GfRIO et al., 2010, ZHU & PAN, 2010 apud ALVIRA et al., 2011). Pasquini et al.
(2005), citado por Mesa et al. (2010), mostraram alta efici€éncia na remog¢ao de lignina a partir da
deslignificacdo do bagaco de cana-de-agcucar com diéxido de carbono em elevadas pressoes
(supercritico) na presenca da mistura de etanol-d4gua como co-solvente.

A remocao dos solventes do sistema € necessdria e se faz a partir de técnicas apropriadas
de extracdo e separacdo, como por exemplo, a evaporacdo e condensacdo. Os solventes devem ser
reciclados para reduzir os custos operacionais (SUN & CHENG, 2002), j4 que esses tétm um

elevado preco comercial e refletem nas aplicagdes industriais. Os alcodis como metanol e etanol,
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por terem baixo peso molecular e baixo ponto de ebuli¢do sdao os mais favorecidos (ALVIRA et
al., 2010). Entretanto, o pré-tratamento organosolve com etanol comparado com metanol € mais
seguro e vantajoso, pois o etanol € menos toxico que o metanol e tem baixo custo, com condi¢des
operacionais favordveis (baixo ponto de ebuli¢do, co-geracdo), facilitando a recuperacdo deste

por processos de separacdo (ZHAO et al., 2009).

2.4.2.3. Explosao a vapor catalisada

O pré-tratamento de explosdo a vapor catalisada € bem parecido com o pré-tratamento de
explosdo a vapor ndo catalisada no que se refere ao modo de acdo, exceto que alguns reagentes
quimicos, incluindo SO,, H,SOs, CO,, entre outros sdo usados como catalisadores para
impregnar a biomassa antes do pré-tratamento. Comparando esse método com o método de
explosdo a vapor ndo catalisada, é observada maior remocao de hemiceluloses (ZHENG et al.,
2009). Entretanto, essa técnica também gera alguns compostos inibitdrios derivados a partir da
degradacdo de carboidratos, e entdo certas estratégias de destoxificacdo podem ser necessarias
para nao prejudicar os demais processos. Outras limitagcdes também aparecem, como a destrui¢ao
parcial da fracdo de xilana e rupturas incompletas da matriz lignina-carboidrato (ZHENG et al.,

2009).

2.4.2.4. Oxidacao imida

A oxidacdo umida € outro subtipo dos pré-tratamentos fisico-quimicos. Este € um pré-
tratamento oxidativo que emprega oxigénio ou ar como catalisador. A oxida¢do ocorre em
temperaturas entre 170-200°C e pressdo entre 10 e 12 bar. Nesse processo, baixa formacdo de
inibidores e remocao eficiente de lignina foram reportados, mas por outro lado o custo do
oxigénio e outros catalisadores sdo considerados uma das principais desvantagens para o

processo de oxidacdo imida (ALVIRA et al., 2010).
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2.4.2.5. Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino é uma das principais tecnologias dentre as técnicas do pré-
tratamento quimico. Ele emprega vdrias bases e agentes oxidantes, incluindo hidréxido de sédio
(SILVERSTEIN et al., 2007 apud ZHENG et al., 2009; CARRILLO et al., 2005 apud ZHENG
et al., 2009), hidréxido de célcio (CHANG et al., 2001 apud ZHENG et al., 2009; FUENTES,
2009; RABELO, 2010; AYALA, 2012), hidr6xido de potdssio (CHANG & HOLTZAPPLE,
2000 apud ZHENG et al., 2009), amonia liquida (KIM et al., 2003 apud ZHENG et al., 2009),
hidréxido de s6dio em combinag¢do com perdxido de hidrogénio (SAHA & COTTA, 2007 apud
ZHENG et al., 2009; RABELO et al., 2011; AYALA, 2012), entre outras. O pré-tratamento
alcalino compreende basicamente o processo de deslignificacdo, onde certa quantidade de
hemiceluloses também sido solubilizadas, deixando na biomassa a celulose mais acessivel ao
ataque enzimatico (KRISTENSEN, 2008; ZHENG et al., 2009).

O pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos causa inchaco, levando a diminui¢do do
grau de polimerizac¢do, aumento da drea da superficie interna, perturbacdes na estrutura da lignina
e a separagdo das ligagdes estruturais entre lignina e carboidratos (FAN et al., 1987 apud
ZHENG et al., 2009).

Outro exemplo é o pré-tratamento alcalino com reagentes oxidativos, onde sdo
adicionados a biomassa componentes oxidativos como o perdxido de hidrogénio ressuspendido
em dgua em combina¢do com bases como, por exemplo, o hidréxido de sédio. Muitas reacdes
podem ocorrer durante esse pré-tratamento, tais como, substitui¢ao eletrofilica, deslocamento das
cadeias laterais, clivagem oxidativa de nucleos aromdticos, dentre outras reacdes como a
formacdo de compostos inibidores devido a lignina ser oxidada gerando a formacao de compostos
aromdticos (HENDRICKS & ZEEMAN, 2009).

Em comparagdo com outros pré-tratamentos, o alcalino usa temperaturas e pressdes mais
baixas e até mesmo condi¢do ambiente. O tempo do pré-tratamento, no entanto, pode ser maior,
em torno de horas e até dias. A desvantagem mais significativa € a conversdo dos alcalis em sais
ndo recuperaveis e/ou a incorporagdo dos mesmos na biomassa, tornando o pré-tratamento

desafiador em certas ocasides (ZHENG et al., 2009).
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2.4.2.6. AFEX

O pré-tratamento AFEX ¢ similar ao de explosdo a vapor. No AFEX, a biomassa ¢é
exposta a um liquido quente de sal amoniaco, sob alta pressdo, onde a reacdo apds certo periodo
de tempo € despressurizada. A rdpida liberacdo da pressdo € que abre a estrutura lignoceluldsica
da biomassa, aumentando a digestibilidade dessa. Esse método, além de deslignificar, também
solubiliza algumas hemiceluloses presentes na biomassa, porém essa solubilizacdo ndo ¢

comparada com a solubilizacdo de outros métodos como o método de explosao a vapor catalisada

(ZHENG et al., 2009).

2.4.3. Pré-tratamento Biologico

O pré-tratamento biolégico emprega micro-organismos como fungos e bactérias que
degradam madeira para modificar a estrutura dos materiais lignocelulésicos. Os fungos
apresentam caracteristicas distintas para a degradagdo lignoceluldsica, o fungo da podridao
branca, por exemplo, ataca principalmente a lignina, enquanto o da podriddao marrom ataca a
celulose e em menor teor a lignina (SCHURZ, 1978 apud ZHENG et al., 2009). Logo, os fungos
da podriddo branca sdo considerados os mais promissores para o pré-tratamento bioldgico da
biomassa lignoceluldsica.

O pré-tratamento biolégico aparenta ser uma técnica promissora € com vantagens, como o
nao uso de reagentes quimicos e baixo requerimento de energia (ZHENG et al., 2009). No
entanto, as desvantagens também sdo evidentes, como a lentiddao do pré-tratamento, o controle
cuidadoso do crescimento dos micro-organismos, além dos micro-organismos nao consumirem

somente a lignina, mas também a celulose e hemicelulose (ZHENG et al., 2009).

2.5-Hidrolise

Nas ultimas décadas, muitas pesquisas sdo direcionadas para a conversdo de materiais
lignocelulésicos a etanol (SUN & CHENG, 2002; SANCHEZ & CARDONA, 2008,
MANSFIELD & MEDER, 2003). A conversao inclui trés etapas: o pré-tratamento, a hidrélise da
celulose para a producdo de acicares fermentesciveis, e a fermentacdo dos agucares para a

producdo do etanol. Essa conversdao da celulose obtida do pré-tratamento de materiais
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lignoceluldsicos a glicose, pode ser realizada por duas vias distintas, usando dcidos ou enzimas

(PRASAD et al., 2007).

2.5.1. Hidrélise Acida

Na hidrélise 4cida, dcidos concentrados ou diluidos podem ser utilizados. Quando a
hidrélise 4cida diluida € a escolhida, dcidos como H,SO4 e HCL sdo usados, a temperatura é mais
severa (200-240°C), e o rendimento para glicose é de aproximadamente 50% (SANCHEZ &
CARDONA, 2008; CARDONA et al., 2010; HAMELINCK et al., 2005).

O processo de hidrélise com dcido concentrado tem um rendimento de 90% de glicose e €
relativamente rapido (10-12min), faz uso de 30-70% de H,SO, e apresenta pouca degradacgao.
Entretanto, € um processo invidvel economicamente e ambientalmente devido a problemas com a
recuperacio do dcido e corrosio dos equipamentos (SANCHEZ & CARDONA, 2008;
HAMELINCK et al., 2005).

2.5.2. Hidrolise enzimatica

A hidrélise enzimdtica da celulose é promovida por enzimas microbianas celuloliticas, as
quais sdo altamente especificas ao substrato (PRASAD et al., 2007; CARDONA et al., 2010) e
tem demonstrado melhores resultados quando comparada com a hidrdlise &4cida, pois ndo
apresenta na etapa da fermentacdo, componentes formados da degradacdo da glicose, embora o
processo seja mais lento (PRASAD et al., 2007; CARDONA et al., 2010). Os principais produtos
da hidrélise enzimatica da celulose sdo os agucares redutores, principalmente a glicose, que serdao
utilizados na etapa de fermentagdo. O processo da hidrdlise € geralmente conduzido em
condi¢des moderadas (pH 4,6 e temperatura de 45-50°C) e ndo apresenta problemas de corrosao
nos equipamentos, 0 que o torna um processo promissor quando comparado a hidrdlise dcida
(DUFF & MURRAY, 1996; LYND et al., 1996). Como a celulose presente nos materiais
lignoceluldsicos é composta por componentes cristalinos e amorfos, cada um deles apresenta
digestibilidades diferentes frente ao ataque enzimatico na hidrélise. A drea superficial esta entre

as caracteristicas estruturais que mais afetam a susceptibilidade da celulose na hidrélise
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enzimatica (RAMOS et al., 1993; WALKER & WILSON, 1991). Outras caracteristicas também
importantes sdo a umidade, o arranjo molecular da celulose e a presenca de outros materiais

como a lignina (GAN et al., 2003).

2.5.2.1. As enzimas do complexo celulolitico

Celulase refere-se a um grupo de enzimas denominadas hidrolases que contribuem na
degradacdo da celulose em glicose, por meio de clivagens das ligacdes O-glicosidicas. A maioria
dos organismos celuloliticos apresenta varios componentes de celulase, formando um complexo
que atua sinergicamente na hidrélise de substratos celuldsicos. A natureza do sistema enzimatico
celulolitico € que determina o modo de acdo da celulase, a atividade de cada um dos
componentes, a acio sinérgica entre os componentes enzimaticos e o efeito inibitério do produto
e da reacdo sobre a acdo enzimatica (GAN et al., 2003).

Os sistemas celuloliticos mais investigados sdao aqueles extraidos a partir de fungos, tais
como Trichoderma viride, Trichoderma reesei, e Fusarium solani (KLYOSOV &
RABINOWITCH, 1980). As celulases fingicas compreendem na maioria das vezes um sistema
enzimatico complexo que consiste de quatro enzimas. Essas enzimas sdo classificadas de acordo
com seu local de atuacdo no substrato celuldsico, e sdo divididas em trés grupos: endoglucanases
(EnG, 1,4-B-D-glucana-4-glucanohidrolase, EC 3.2.1.4), que clivam liga¢des internas da fibra
celuldsica; exoglucanases ou celobiohidrolases (ExG/CBH, 1-4-B-D-glucana-celobio-hidrolase,
EC 3.2.1.91), que sdo constituidas por celobiohidrolases que atuam na regido externa da celulose
e sdo divididas em dois tipos: enzima do tipo I (CBHI), que hidrolisa terminais redutores,
enquanto que a do tipo II (CBHII) hidrolisa terminais nao redutores; e por glucano hidrolases
(GH), também conhecidas como 1,4-B-D-glucano-hidrolases que s@o capazes de liberar glicose
diretamente da fibra celulosica; e B-glicosidases (BG, B-glicosideo gluco-hidrolase, EC 3.2.1.21),
que hidrolisam oligossacarideos soluveis em glicose (CASTRO & PEREIRA Jr.,, 2010; FAN &
LEE, 1983 apud GAN et al., 2003).

A endoglicanase € a celulase que inicia a hidrdlise, ela hidrolisa randomicamente as
regides internas da estrutura amorfa da fibra celuldsica liberando varios oligossacarideos de
diferentes graus de polimerizacdo (GP), a exoglicanase (celobiohidrolase) atua nas extremidades

redutoras e ndo redutoras dos oligossacarideos, formando principalmente moléculas de celobiose.
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O terceiro grupo, a B-glicosidase hidrolisa a celobiose e oligossacarideos soliveis (GP<7) em
glicose (CASTRO & PEREIRA Jr, 2010). A eficiéncia da hidrélise enzimdtica do material
celulésico nao depende somente da presenca da celulose, mas também da proporc¢do dos vdrios
outros componentes como a lignina e as hemiceluloses (GREGG & SADDLER, 1996). Além dos
trés grupos principais das enzimas celulases, existe também um grupo de enzimas auxiliares que
atacam as hemiceluloses, como as glucomanases, xilanases, B-xilosidases, galactomanases, entre
outras (DUFF & MURRAY, 1996).

As enzimas do complexo celulolitico apresentam um rendimento melhor quando atuam
conjuntamente do que quando atuam isoladamente uma das outras. Tal efeito é denominado
sinergia. A Figura 8 ilustra a ag@o sinérgica entre as enzimas do complexo celulolitico na
hidrélise da fibra celuldsica. Sdo conhecidas pelo menos trés formas de sinergia entre as celulases
(HEIDORNE et al., 2006): sinergia endoglucanase-exoglucanase: a endoglucanase disponibilisa
terminais redutores e nio redutores para a atuacdo de CBHI e CBHII, respectivamente; sinergia
exoglucanase-exoglucanase- as CBHI e CBHII atuam conjuntamente nos terminais liberados pela
hidrélise realizada pelas endoglucanases; sinergias exoglucanase-B-glicosidase e endoglucanase-
B-glicosidase- as celobiohidrolases e endoglucanases liberam celobiose e oligossacarideos,

respectivamente, que sao substratos para a B-glicosidase.

a{) Celobiohidrolase | A/. Celobichidrolase Il O Rglicosidase Q/(:) Endoglucanase

() Glicose sem poder redutor @ Glicose com poder redutor

Figura 8: Figura da atuacdo sinérgica das enzimas do complexo celulolitico na hidrélise da
celulose. Fonte: (adaptado de CASTRO & PEREIRA Jr, 2010).

Apesar das enzimas celuloliticas serem divididas em trés grupos diferentes, algumas

caracteristicas em comum sao reportadas. A maioria das endoglucanases e celobiohidrolases de
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micro-organismos celuloliticos possui um dominio de ligacdo a celulose (CBD — cellulose
binding domain) que € ligado ao dominio catalitico por um peptideo de ligacdo flexivel. O CBD
apresenta especificidade de ligacdo pela superficie da celulose cristalina e enfraquece as ligacdes
de hidrogénio das microfibrilas de celulose vizinhas. As enzimas que possuem o CBD
apresentam maior atividade sobre substratos sélidos, principalmente sobre celulose cristalina,
mas ndo tém sua atividade afetada em substratos soliveis (ITO et al., 2004; SANDGREN et al.,

2005). A Figura 9 ilustra a acdo do CBD de celulose sobre a fibra de celulose.

Figura 9: Figura da interacdo entre o dominio catalitico de ligacdo da celulose (CBD) e a
superficie da celulose. Fonte: (SciDAC, 2010).

2.5.2.2. Mecanismo de catalise da celulase

A reagdo de hidrdlise enzimdtica catalisada pela celulase € caracterizada inicialmente
como uma reacdo heterogénea, que é composta por um reagente insoldvel (celulose) e um
catalisador solivel (enzimas) (GAN et al., 2003). Além da hidrélise enzimatica ser lenta, existem
fatores que a afetam; eles incluem as caracteristicas do substrato, atividades das celulases, e as
condi¢Oes da reacdo (temperatura, pH, entre outros parametros) (SUN & CHENG, 2002).

A concentragdo do substrato € um dos principais fatores que afetam o rendimento e a taxa
inicial da hidrélise enzimatica da celulose. Em baixa concentragdo de substrato, o rendimento da
hidrélise € sempre satisfatério (CHEUNG & ANDERSON, 1997 apud SUN & CHENG, 2002).

Contudo, a concentra¢do elevada de substrato pode causar inibi¢do pelo substrato, o que reduz a
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taxa da hidrdlise; a extensdo da inibicdo pelo substrato vai depender da razdo substrato
total/enzima total (HUANG & PENNER, 1991; PENNER & LIAW, 1994 apud SUN & CHENG,
2002). Além disso, existe o fato de que a susceptibilidade da enzima celulase ao substrato
celulésico depende das caracteristicas estruturais do substrato, que incluem a cristalinidade da
celulose, o grau de polimerizacio da celulose, drea superficial e o conteddo de lignina
(McMILLAN, 1994).

Aumentar a carga de celulases em geral aumenta o rendimento até um certo ponto, mas
também aumenta significantemente o custo do processo. A hidrélise enzimdtica da celulose
consiste de trés etapas: adsor¢ao das enzimas celulases na superficie da celulose, a biodegradacao
da celulose em acucares fermentesciveis e a dessor¢do das celulases. A adsorcdo da celulase
sobre o material celulésico insolivel pode ser descrita como irreversivel (KRAULIS et al., 1989
apud GAN et al., 2003), reversivel (MOONEY et al., 1999 apud GAN et al., 2003), ou semi-
reversivel (DEEBLE & LEE, 1985 apud GAN et al., 2003). Alguns sugerem que a celulase
adsorve sobre a superficie da celulose e promove uma série de acdes cataliticas enquanto se move
ao longo do substrato (SINITSYN et al., 1989 apud GAN et al., 2003). A atividade da celulase
sofre uma diminuicdo durante o decorrer do processo de hidrélise, sendo um dos principais
fatores a adsorcdo irreversivel da celulase na lignina e celulose causando a sua desativacdo
(CONVERSE et al., 1988). Medve et al. (1997) observaram que ocorre adsor¢ao de enzimas ao
residuo da hidrélise, levando a perda das enzimas, enquanto Boussaid e Saddler (1999)
observaram que uma hidrélise completa do material é necessdria para conseguir liberagcdo efetiva
das enzimas com subsequente reutilizacdo das mesmas.

Sabe-se que as enzimas celulases sdo inibidas pela celobiose e em menor grau pela
glicose. O padrao desta inibicdo tem sido investigado ao longo do tempo e apresenta diferentes
pontos de vista quanto a sua natureza. Ghose (1971) e Gregg e Saddler (1996) sugerem que a
inibi¢do competitiva € a que prevalece, ja Holtzapple et al. (1984) argumentaram que a inibi¢ao
nao competitiva foi a dominante, enquanto Gusakov e Sinitsyn (1992) relataram a combinacdo de
ambas inibigdes.

Kastel’Yanos et al. (1995) citado por Gan et al. (2003) descobriram que a glicose inibiu a
celobiase, a celobiose inibiu endoglucanase, enquanto a exoglucanase nao apresentou inibi¢dao
por produtos finais. Quando glicose foi adicionada a mistura da reagdo no comeco da hidrélise

enzimdtica, a taxa e o grau da mesma diminuiram. Além disso, na presenca de celobiose, a taxa
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inicial de produgdo da glicose foi menor. Holtzapple ef al. (1984) citados por Gun et al. (2003)
informaram que todas as formas das espécies enzimaticas (livre, adsorvida e complexada) no
processo de hidrélise da celulose foram sujeitas a inibicdo. Em seus estudos sobre celulases de 7.
reesei, descobriram que este sistema celulolitico foi inibido ndo competitivamente por agicares
redutores e foi menos susceptivel a inibicdo por produto final do que as enzimas celulases

produzidas pelos micro-organismos Thermonospora e T. longibrachiatum.

2.6. Processo de adsorciao de moléculas

A adsor¢do ¢ um processo onde moléculas de uma fase gasosa ou de uma solugdo ligam-
se em uma camada condensada de uma superficie s6lida ou liquida. As moléculas que se ligam
nas superficies sdo chamadas de adsorbatos, enquanto que as substancias que detém os
adsorbatos sdo chamadas de adsorventes (MASEL, 1951). A remoc¢do dessas moléculas da
superficie € denominada dessorcao.

A adsor¢do € considerada um processo de separacdo e, quando comparada com outras
operacdes, apresenta um baixo consumo de energia. E também uma das principais etapas na
catdlise heterogénea, pois € através da formagdo de novas estruturas, resultantes da adsor¢do das
moléculas do meio sobre o catalisador, que ocorrem as modificagdes nos mecanismos de reagao
que levam a reacdes de menores energias de ativacdo (GOMIDE, 1987).

As interagdes entre superficies adsorventes e espécies adsorvidas podem ser tanto de
natureza quimica quanto fisica (PARFITT & ROCHESTER, 1983). Logo, a adsor¢do pode ser
um processo de natureza fisica ou quimica, baseando-se na for¢a que as unem. A adsorc¢do fisica
(fisissor¢do) € causada principalmente por for¢as de Van der Waals ou forgas eletrostaticas como
as de dipolo entre as moléculas do adsorbato e os dtomos que compdem a superficie do
adsorvente, ou seja, as moléculas encontram-se fracamente ligadas a superficie e os calores de
adsor¢do sdo baixos. Normalmente, a adsor¢do fisica ocorre a baixas temperaturas, rapidamente,
e é reversivel (RUTHVEN, 1984).

Na adsor¢@o quimica, ou quimissor¢ao, ha o envolvimento de interacdes quimicas entre o
fluido adsorvido e o sélido adsorvente, onde ha a transferéncia de elétrons, equivalente a
formacdo de ligagdes quimicas entre o adsorbato e a superficie do s6lido, as for¢as de ligacdo sao

de natureza covalente ou até idnica. Ocorre uma ligacdo quimica entre a molécula do meio e a do
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s6lido, o que altera a estrutura eletronica da molécula quimissorvida, tornando-a extremamente
reativa (FOGLER, 1999). Neste caso, o calor de adsor¢do é da mesma ordem de grandeza dos
calores de reacdes quimicas. Na adsor¢do fisica podem formar-se camadas moleculares
sobrepostas, enquanto que na adsor¢ao quimica se forma uma tinica camada molecular adsorvida
(monocamada) (RUTHVEN, 1984).

Virios fatores afetam a adsorc¢@o, tais como a estrutura molecular, tamanho da particula
do material adsorvente, a solubilidade do adsorbato, o pH do meio, o tempo de contato e a
temperatura. Além disso, a rede de interacdo entre molécula adsorvida e superficie pode envolver
mais do que um tipo de interacdo, dependendo da estrutura quimica de ambos componentes

(PARFITT & ROCHESTER, 1983).

2.6.2. Isotermas de adsorc¢ao

A abordagem mais favorecida para uma investigagdo do mecanismo de adsorcdo é um
estudo da isoterma. A isoterma de adsor¢ado € a relacdo de equilibrio entre a concentra¢ido na fase
fluida e a concentragdo nas particulas adsorventes a uma dada temperatura. Para liquidos, a
concentragcao usualmente é expressa em unidade de massa, como em parte por milhdao (ppm). A
concentragao do adsorvato no sélido é expressa como massa de adsorvato por unidade de massa
de adsorvente (MCCABE et al., 1993). As isotermas de adsor¢ao sdo curvas extremamente uteis,
pois indicam a forma como o soluto adsorverd efetivamente no adsorvente; fornece uma
estimativa da quantidade maxima de soluto que o adsorvente adsorverd entre outras
caracteristicas relevantes (MORENO-CASTILLHA, 2004). Alguns aspectos importantes devem
ser considerados em uma isoterma: (a) a taxa de adsorcdo; (b) a forma da isoterma; (c) o
significado do platd encontrado nas isotermas; (d) a extensdo da adsor¢do; (e) se a adsorcdo é
monomolecular ou se estende ao longo de muitas camadas; (f) a orientagdo das moléculas
adsorvidas; (g) o efeito da temperatura; e (h) a natureza das interacOes entre adsorbato e
adsorvente (PARFITT & ROCHESTER, 1983).

Existe uma variedade de tipos e classificagdes de isotermas, porém uma das classificacdes
de isoterma de adsor¢cdo mais usada e detalhada € a de Giles et al. (1960), como mostra a Figura

10. As isotermas sao divididas em quatro classes {S, L, H, e C} e quatro subgrupos {1, 2, 3 e 4}.
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Figura 10: *C representa a concentracdo de soluto em solucdo e ® representa a quantidade
adsorvida por quantidade de adsorvente. Classificacdo das isotermas de Giles et al., (1970).

As isotermas da classe S (sigmoidal) apresentam uma curvatura inicial voltada para cima,
pois as interacdes, adsorvente - adsorbato sdo mais fracas que as intera¢des adsorbato - adsorbato
e solvente - adsorvente.

As isotermas da classe L (de Langmuir) possuem curvatura inicial voltada para baixo
estilo concava ao eixo da concentracdo, o que indica a alta afinidade relativa do adsorvente pelo
soluto a baixas concentracdes e a diminuicdo da superficie livre do adsorvente devido a
diminui¢do da disponibilidade dos sitios ativos.

As isotermas da classe H (‘‘high affinity’’) apresentam uma inclinagdo inicial muito
grande seguida por uma regido quase horizontal, essas isotermas aparecem quando o adsorbato

tem grande afinidade pelo adsorvente.
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As isotermas da classe C (“‘constant partition’”) possuem um inicio linear indicando que o
nimero de sitios ativos € constante. O tipo C ocorre em sistema em que o soluto €é adsorvido mais
rapidamente que o solvente.

Os subgrupos sdo caracterizados como segue: Subgrupo 2 - Indica a saturacdo da
superficie em que o adsorbato tem mais afinidade pelo solvente do que pelas moléculas ja
adsorvidas. Subgrupo 3 - a isoterma € caracterizada por uma subida ap6s um ponto de inflexdo.
Subgrupo 4 - Indica a formacgdo de camadas multiplas de adsorbato adsorvido. Subgrupo mx - A
isoterma apresenta um maximo a altas concentragdes. E um caso raro e indica que em altas

concentragdes do adsorbato as interacdes adsorbato - adsorbato aumentam mais rapidamente do

que as interagdes adsorbato — adsorvente (GILES et al., 1960)

2.7. Consideracoes da transferéncia de massa na hidrdlise enzimatica de materiais

celulodsicos

Desde que, a celulose ¢ um substrato insoluvel e as enzimas celulase e B-glicosidase sdao
catalisadores soldveis, a hidrélise enzimdtica é um processo catalitico heterogéneo, e pode ser
dividido em duas etapas principais (KIRCHMAN et al., 1989):

e Reacdes externas que ocorrem no exterior das particulas
e Reagdes internas que ocorrem dentro dos poros das particulas.

Na Tabela 4, estdo descritos os sete principais passos envolvidos na hidrélise enzimética

de substratos lignocelulosicos (ZHENG, 2007; KIRCHMAN et al., 1989).
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Tabela 4: Principais passos da hidrdlise enzimética de substratos lignocelul6sicos.

Passos Descricoes

1 Transferéncia de massa das enzimas na fase liquida para a superficie externa das particulas
do substrato.
Adsorcao das enzimas a superficie das particulas e adsor¢@o inespecifica na lignina.
Formacédo do complexo enzima-substrato.
Reacdo sobre a superficie do substrato, com libera¢do do produto e da enzima.

Degradacao da superficie da celulose promovida pela acdo das enzimas.

A Ui A W N

Transferéncia de massa dos produtos da reacdo e/ou enzimas da superficie externa da
particula para a parte liquida da reacio.

7 Hidrolise dos oligdmeros soltveis para glicose pelas B-glicosidases na fase aquosa.

O estdgio inicial da reacdo de hidrélise comeca pela difusao externa das enzimas através de
uma camada fina de liquido estagnada ao redor do substrato. A enzima difundida adsorve na
superficie do substrato e comeca a reacdo catalitica. No estdgio inicial da rea¢dao de hidrélise na
superficie exterior da particula, a enzima adsorve rapidamente na superficie externa da celulose e
também na lignina, mesmo que inespecificamente. Na celulose, a enzima ocupa alguns dos sitios
acessiveis da superficie do substrato. Com o progresso da reagdo, as particulas de celulose se
reduzem, e, consequentemente, o nimero de sitios ativos disponiveis também é menor. Isso
continua até que todos os sitios ativos estejam ocupados e toda a superficie do substrato esteja
coberta completamente por complexos enzima-substrato, sejam eles estdveis ou inativados
(KIRCHMAN et al., 1989).

Além da reacdo externa a superficie, a enzima penetra dentro do substrato poroso e
promove a reacdo no interior das particulas, causando mudancas estruturais no substrato
(KIRCHMAN et al., 1989).

Um regime de agitacdo intenso na reagao de hidrélise pode reduzir a resisténcia a
transferéncia de massa, acelerando todo o processo hidrolitico. No entanto, essa agitacdao pode
ocasionar desativagdo quando as enzimas sao expostas a uma tensao na zona de reacdo. Gan et al.
(2003) introduziram um parametro nomeado “tempo de residéncia de cisalhamento” para explicar
a desativacao da celulase pela forca do cisalhamento no processo em seu modelo matemético. No

entanto, as suas simulacdes e experiéncias mostraram que, na maioria dos casos praticos, a tensao
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tangencial no reator ndo é alta o suficiente para causar danos significativos na enzima

(KIRCHMAN et al., 1989).

2.8. Adsorcao de celulase e p-glicosidase em substratos celuldsicos

Para entender a hidrélise enzimdtica da celulose de biomassas lignoceluldsicas pré-
tratadas, é essencial investigar a adsorcdo das enzimas celuloliticas nos componentes de toda a
biomassa (celulose, lignina e hemiceluloses) (ZHENG, 2007). A adsorc¢do das enzimas celulases
em celulose pura e tipos diferentes de biomassa lignocelulésica tem sido estudada para a
determinagdo de parametros que controlam as taxas da hidrélise enzimética e para empregd-los
de modo a se obter condi¢cdes mais favordveis e eficientes na conversdao da biomassa a aguicares
soliveis. Os pesquisadores Girard e Converce (1993) e Deshpande e Eriksson (1984) relataram
que os componentes das celulases adsorvem em isolados de lignina e nos residuos da hidrélise.

Lee et al. (1982) e Lee e Fan (1982) mostraram que as taxas iniciais de hidrélise sao
proporcionais a quantidade de enzima adsorvida inicialmente. Klyosovo (1990) trabalhou com
vinte e seis diferentes preparacdes de celulases, sendo dez delas altamente purificadas, € mostrou
uma forte correlacao entre a taxa de hidrélise e valores da constante de equilibrio da adsorg¢ao.

A maioria das pesquisas de adsor¢ao € baseada em celulose pura e, para que a hidrélise da
celulose ndo afete a reagdo, os ensaios de adsorcdo s@o realizados na maioria das vezes em
temperaturas baixas (0 a 10°C), j4 que em temperaturas mais elevadas, normalmente superiores a
10°C, ocorre a dessorcao das enzimas devido a solubilizacdo da celulose, tornando dificil o
equilibrio de adsor¢do (STEINER et al., 1988).

As enzimas podem ligar-se especificamente ou ndo em superficies solidas. As interacoes
sdo na maioria das vezes nio covalentes, como as ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas
ou eletrostaticas. Outras proteinas adsorvidas, como as de baixa massa molecular, na regido
interfacial, também podem afetar a adsor¢do enzimatica (PALONEN et al., 2004).

REINKAINEN et al. (1995) apud PALONEN et al.( 2004) apresentaram que as celulases
de T. reesei possuem residuos de aminoacidos hidrofobicos expostos em sua superficie; assim,
esse residuos podem interagir com a superficie hidrofébica da lignina, causando a adsorcdo
improdutiva das celulases com a desativacdo das mesmas, reduzindo a eficiéncia do processo

catalitico (PALONEN et al., 2004; YANG & WYMAN 2006; BORJESSON et al., 2007). Por
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isso, a adsorcdo improdutiva da celulase no conteido da lignina deveria ser considerada ao se
desenvolver uma isoterma de adsorcao.

Peitersen et al. (1977) foi o primeiro que sugeriu a relacdo entre enzima livre e adsorvida,
que € descrita por isotermas de adsorcdo. A partir de entdo, a descricdo mais comum para a
adsorc¢do de enzimas do sistema celulolitico é a isoterma de Langmuir (Equagdo 2.1), onde a
adsor¢do é dada por uma constante de equlibrio e por uma constante que representa a maxima
capacidade de adsor¢do da enzima no substrato. A isoterma de Langmuir € representada como:
_E K,E,

= 2.1)
1+KpEf

Ead

Onde, E,4 € a enzima adsorvida (mg ou pumol de enzima/g de substrato); En.x € a adsor¢do
maxima de enzima por g de substrato (mg ou pumol enzima/g substrato); Er € a concentracdo de
enzima livre (mg ou pumol enzima/mL); K, € a constante de equilibrio da adsor¢do, que estd
relacionada com as forgas de interagc@o entre adsorbato e adsorvente (mL/mg ou pmol de enzima)
(ZHENG, 2007).

Zhang e Lynd (2004) explicaram que a isoterma de Langmuir é bastante usada, pois
proporciona, na maioria das vezes, um bom ajuste dos parametros, além de representar um
modelo mecanistico simples que pode ser empregado para comparar as propriedades cinéticas de
varios sistemas enzima-celulose. Muitos estudos de adsor¢do de celulases no qual a isoterma de

Langmuir € usada sdo relatados. Alguns dos trabalhos estdo listados na Tabela 5.

Tabela S: Lista de alguns estudos da adsor¢do de celulase que usam a isoterma de Langmuir.

Micro- Temperatura  E,,, mg/g K, L/g
Celulase Substrato Referéncias
organismo °O) (umol/g) (L/pumol)
OOSHIMA
T. reesei Total Avicel 4 55,6 3,21
et al. (1983)
LEE, et al.
T. reesei Total Avicel 5 64 1,23
(1982)
LU et al.
T. reesei Total Avicel 4 95,2 0,3
(2002)

Fonte: Tabela adaptada de ZHENG (2007).
A isoterma de Langmuir ird apresentar parametros diferentes, pois esses variam de acordo

com o coquetel enzimatico utilizado, os componentes enzimdticos, a temperatura e os substratos.
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Na tabela 5, observa-se que os valores dos parametros variam muito sob as mesmas condi¢des
experimentais, como os encontrados por Lee et al. (1982) Ooshima et al. (1983) e LU et al.
(2002). Algumas suposicoes devem ser levadas em considerag@o para a utilizagdo da isoterma de
Langmuir, como a reversibilidade da adsorcdo, as ndo interacdes entre espécies adsorvidas, a
homogeneidade nos sitios de ligacdo e a composicdo uniforme entre as celulases adsorvidas
(ZHANG & LYND, 2004 apud BANSAL et al, 2009).

Na isoterma de Langmuir, para o célculo da quantidade de enzima adsorvida durante a
hidrélise, uma suposicdo implicita é que o equilibrio de adsorcdo € estabelecido muito ripido,
quando comparado com a reagdo da hidrélise enzimatica (BANSAL et al., 2009). De acordo com
Steiner et al. (1988), essa hipdtese ndo pode ser verdadeira para todas as condicdes
experimentais. O tempo necessario para se atingir o equilibrio de adsorcdo tem sido estimado
entre 5-60 minutos para temperaturas entre 4°C e 25°C (KIM et al., 1994; MEDVE et al., 1998;
MEDVE et al., 1994). Além disso, a utilizacdo das mesmas isotermas em todos os pontos de
tempo durante a reacdo assume que as caracteriticas de adsorc@o do sistema enzima-substrato nao
mudam.

Fan e Lee (1983) e Steiner et al. (1988) verificaram, respectivamente, que a concentracao
de E,4s ndo aumentou com as conversdes de celulose pura e substratos lignoceluldsicos. Hong et
al. (2007) trabalhando com Avicel mostrou que a quantidade mdxima adsorvivel de enzima
(Emax) diminui com a conversdo. Lignina e hemicelulose atuam como barreiras para as celulases
que vao atingir o niicleo da celulose e com isso, as mudangas no processo de adsor¢do sdo mais
pronunciadas para os substratos lignocelulésicos quando comparado com substrato de celulose
pura. Por isso € interessante a comparacao entre a cinética e a isoterma de adsor¢ao das enzimas

do complexo celulolitico em materiais lignoceluldsicos e na celulose pura (Avicel).
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. Matéria-Prima

A matéria-prima de todos os experimentos foi o bagaco de cana-de-actcar (Saccharum
officinarum) pré-tratado hidrotérmico e organossolve e a celulose microcristalina Avicel PH101,
obtida da Sigma-Aldrich. O bagaco de cana-de-agicar foi proveniente de uma mesma safra
(2011/12) e fornecido pela Usina Taruma do Grupo Raizen, localizada na cidade de Taruma,
Estado de Sao Paulo, obtido por colheita mecanizada da cana crua e resultante da dltima moenda
apos a extracdo do caldo. O bagaco de cana-de-acucar foi seco a temperatura ambiente por quatro

dias e armazenado em sacolas fechadas para posteriores andlises.

3.2. Pré-tratamentos

Foram realizados dois pré-tratamentos diferentes ao bagaco de cana-de-agicar, o
hidrotérmico e o organossolve. Ambos pré-tratamentos foram conduzidos no Laboratério
Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) pelo doutorando Jodo Moreira Neto. A

metodologia usada para cada pré-tratamento estd detalhada a seguir, nos itens 3.2.1 e 3.2.2.

3.2.1. Pré-tratamento hidrotérmico

O bagaco de cana integral foi submetido ao pré-tratamento hidrotérmico em um reator de
liga Alloy C-276 (liga niquel-molibdénio-cromo com adi¢do de tungsténio) com capacidade de
7,5 L, marca Parr, modelo 4554. Adicionou-se ao reator 300 g de bagaco com 3L de agua
destilada mantendo a razdo sé6lido-liquido de 1:10 (m/v). A reacdo ocorreu por 10 minutos a uma
temperatura de 190°C. Apés o tempo reacional, realizou-se o resfriamento do reator com fluxo de
agua e, entdo, o bagaco de cana seguiu para lavagem com 4gua até pH neutro, para remoc¢do dos

residuos de hemiceluloses e outros compostos presentes no hidrolisado; em seguida, o material
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permaneceu em temperatura ambiente para secagem e foi guardado para as andlises de

caracterizacdo quimica e adsorc¢ao.

3.2.2. Pré-tratamento organossolve

O bagaco de cana integral foi submetido ao pré-tratamento organossolve em um reator de
liga Alloy C-276 (liga niquel-molibdénio-cromo com adi¢do de tungsténio) com capacidade de
7,5 L, marca Parr, modelo 4554. Foram adicionados no reator 300 g de bagaco com 3L de uma
solu¢do 4gua/etanol (1:2 v/v) mantendo a razdo sélido-liquido de 1:10 (m/v). A reacdo ocorreu
por 150 minutos a uma temperatura de 190°C. Apds o tempo reacional, realizou-se o
resfriamento do reator com fluxo de dgua. O bagago de cana pré-tratado foi desfibrado com uma
solu¢do de NaOH 1% (m/v) para extracdo da lignina solubilizada e adsorvida nas fibras. O
material desfibrado com a solucdo de NaOH 1% (m/v) partiu para lavagem com dgua até pH
neutro, para remog¢ao dos residuos de hemiceluloses e outros compostos presentes no hidrolisado,
e, em seguida, o material também permaneceu em temperatura ambiente para secagem e depois

foi guardado para as andlises de caracteriza¢do quimica e adsorc¢ao.

3.3. Caracterizaciao quimica do bagaco de cana-de-acicar

A composi¢do quimica dos bagacos in natura e organossolve foi realizada pelo grupo de
pesquisa do Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), conforme
metodologia ainda ndo publicada, modificada junto ao Laboratério Nacional de Energias
Renovdveis (NREL), a partir de Sluiter ez a. (2008 a, b, c, d, e). A andlise de composi¢do quimica
para o bagaco hidrotérmico foi conduzida no Laboratério de Engenharia de Processos
Fermentativos € Enzimaticos (LEPFE), na Unicamp. A caracterizacdo compreendeu a andlise de
materiais, tais como: cinzas, extrativos, andlise de carboidratos, lignina solivel e insolavel. E
bom lembrar que a andlise de extrativos foi conduzida apenas para o bagaco de cana integral, pois
durante a etapa de pré-tratamento os extrativos sdo removidos da biomassa. Para a andlise da
composi¢do quimica do bagaco, certa quantidade de bagago pré-tratado passou por um moinho de
facas (modelo MA — 630/1/E da marca Marconi, Brasil) até que o material estivesse com

particulas inferiores a 0,5 mm, que foram selecionadas através de uma peneira de 20 mesh.
40



3.3.1 Teor de umidade

O teor de umidade do bagaco de cana foi determinado em analisador de umidade por
infravermelho GEHAKA, (marca IV 2000, Brasil). Essa andlise sempre foi realizada para que
todos os resultados ficassem em termos de biomassa seca. Cerca de 5 g de bagaco foram
colocados na balanga, a qual é aquecida a 105°C. A balanca mede a porcentagem de perda de
massa que € relativa ao teor de umidade do bagaco. Todas as andlises foram em triplicata.

O célculo do teor de umidade em base imida € dado pela Equagdo 3.1.

massa do bagacotimido—massa do bagacoa.s.

U % = x 100

massa do bagacotimido (3.1)

Onde, U representa o teor de umidade do material e a.s. representa a massa absolutamente

seca do material.

3.3.2. Determinacio do teor de cinzas na biomassa

Para determinacdo da quantidade de cinzas na biomassa, foi adotado o procedimento do
NREL “Determination of Ash in Biomass” (SLUITER, et al. 2005b). Nesta etapa, foram
adicionados cerca de 1,00 g do material, descontando o teor de umidade nos cadinhos de
porcelana j4 identificados e tarados na mufla (modelo Q-318D24 da marca Quimis) a 800°C por
2 horas. Em seguida, as amostras seguiram a mufla e foram calcinadas a 800°C por 2 horas.
Terminado o processo de queima os cadinhos foram transferidos para um dessecador, e
aproximadamente apds 2 horas para que atingissem a temperatura ambiente, pesaram-se OS
cadinhos e os valores foram anotados. Realizaram-se as andlises em triplicata.

O cadlculo do teor de cinzas da biomassa € dado pela Equacao 3.2.

cinza ~ M
MC+B -M

cadinho J x 100 (32)

% teor de cinzas= (
cadinho
Mc:s = massa do cadinho + massa do bagaco seco (g)

Mcadinho = massa do cadinho calcinado vazio (g)

Mcinzas= massa do cadinho com cinzas, (g)
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3.3.3. Determinacido do teor de carboidratos, lignina, acido acético, furfural e

hidroximetilfurfural na biomassa

Estas andlises basearam-se nos procedimentos padrdoes do NREL “Determination of Acid
Soluble Lignin Concentration Curve by UV-Vis Spectroscopy” (HYMAN, et al., 2007),
“Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass” (SLUITER, 2008) e no
artigo “Validacdo de metodologia para a caracterizacdo quimica de bagaco de cana-de-agicar”
(GOUVEIA, et al. 2009). As concentracdes de celobiose, glicose, xilose, arabinose, lignina
(lignina soldvel e insolivel), dacido acético, furfural e hidroximetilfurfural presentes nos
hidrolisados foram analisados por HPLC (cromatégrafo liquido modelo 1260 Infinity HPLC
Agilent Technologies com detector de indice de refracio IR e DAD UV-vis, Alemanha). A
metodologia adotada exigiu que o bagaco estivesse com umidade menor que 10% e livre de

extrativos.

3.3.3.1. Hidrolise acida

A biomassa, moida, peneirada e absolutamente seca foi pesada em aproximadamente 0,30
g para cada amostra de bagaco (M;) em tubos de ensaio previamente identificados. Adicionou-se
3,0 mL de 4cido sulftirico (H,SO4) 72% (m/m) em cada tubo, apds, permaneceram encubados em
banho termostitico a 30°C por 1 hora onde eram agitados a cada 10 minutos a fim de que
ocorresse uma hidrélise homogénea. Decorrido o tempo da hidrdlise dcida, o conteido dos tubos
foi transferido quantitativamente para frascos SCHOTT de 250 mL com tampa, juntamente de 84
mL de 4dgua destilada. Preparou-se um “branco” com acido sulfurico e agua destilada, também.
As amostras seguiram para a autoclave (Autoclave vertical modelo AV 50 da marca Phoenix,
Brasil) a 121 °C e 1,1 bar durante 1 h para a total hidrélise dos oligbmeros formados. Com o
término do processo de autoclavagem, os frascos permaneceram a temperatura ambiente para que

fossem resfriados.
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3.3.3.2. Determinacao de Lignina Klason (insolivel)

Os hidrolisados 4cidos passaram por filtragem em funis de vidro com papéis de filtro
devidamente secos e pesados (M;). As fragdes liquidas foram filtradas para quantificacdo da
lignina soldvel, carboidratos, dcido acético, furfural e hidroximetilfurfural. Os papéis de filtro
com os sélidos retidos passaram por lavagem com dgua destilada, aproximadamente 1,5 L para
total retirada do H,SOy evitando sua queima e consequente perda de massa ao serem secos em
estufa a 105°C até peso constante. Apds este periodo, estes foram removidos da estufa, resfriados
em dessecador e pesados para a determinag@o de suas massas (M3). O papel de filtro contendo o
residuo sélido (lignina insolivel e cinzas) foi calcinado em mufla (modelo Q-318D24 da marca
Quimis) empregando cadinhos de percelana previamante calcinados e tarados, até atingir
temperatura de 800°C por duas horas. Apds esse periodo, o cadinho contendo as cinzas foi
armazenado em dessecador até atingir temperatura ambiente e em seguida pesado. O célculo do
teor de lignina insolivel da biomassa € dado pela Equacao 3.3. A massa de lignina insolivel foi
determinada pela diferenca entre a massa da fragdo s6lida contendo lignina e cinzas e a massa de

cinzas obtida por calcinagao.

M, -M,

% lignina insolivel= ( jx 100 — % cinzas

1

(3.3)
M1: massa do bagaco em g utilizando na hidrélise absolutamente seco

M?2: massa do papel filtro tarado, em g

M3: massa do papel filtro + lignina insoluvel seca, em g

% cinzas: teor de cinzas obtido da calcinagdo do papel de filtro com os sélidos retidos.
3.3.3.3. Determinacao de Lignina solivel

O teor de lignina solivel foi determinado pela medida de absorbiancia em um
espectrofotdmetro UV-visivel (Mini-1240 Shimadzu, Alemanha) a 280 nm. 1,0 mL de cada
hidrolisado 4cido mais certa quantidade de solu¢do de NaOH 6,5N foram tranferidos para baldes

volumétricos de 25 mL, a solucdo de NaOH foi1 adicionada até que o pH fosse proximo de 12,5,
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sendo o baldo completado com 4gua destilada. O calculo da concentracdo da lignina solivel é

realizado pela equagao 3.4 (GOUVEIA, et al. 2009).

Cligninasol(xvel: 4’187 X 1072 (AT - Apd )_ 3,279 X 104

(3.4)
onde: Ciignina solivel - concentracdo de lignina soluvel, em g/L; At - absorbancia da solugdo de
lignina junto com os produtos de degradagdo, em 280 nm; Apq = ci&; + 26, — absorbincia, em
280 nm, dos produtos de decomposi¢cao dos agucares (furfural e HMF), cujas concentracdes c; e
¢, foram determinadas previamente por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) e €; e €;
sdo as absortividades e valem, respectivamente, 146,85 e 114,00 L g-1 cm-1.

O célculo da percentagem de lignina solivel presente na amostra M, é dado pela Equacao

3.5.

Cini *Viitrado - FD
ligninasolivel filtrad
igninasolive iltrado XIOO

% lignina solavel =
o lignin ( M,

(3.5)
Clignina soldvel: concentrag@o da lignina soluvel obtido através da Equagdo 4.5, em g/L
Viirado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

FD: fator de diluicao do hidrolisado, 25

M;: massa do bagaco utilizada na hidrélise absolutamente seco, em g

A percentagem total de lignina presente na amostra M; é dada pela soma da lignina

insolivel (Equagdo 3.3) mais a lignina solivel (Equagdo 3.5).

3.3.3.4. Determinacdo dos carboidratos e produtos de decomposicio por CLAE

(cromatografia liquida de alta eficiéncia)

As concentragdes de celobiose, glicose, xilose, arabinose, acido acético, furfural e
hidroximetilfurfural presentes no filtrado da hidrélise dcida do material lignoceluldsico (descrito
no item 3.3.3), foram analisados no cromatégrafo liquido modelo 1260 Infinity HPLC Agilent
Technologies com detector de indice de refragdo IR e DAD UV-vis.

Os padrdes para as solucdes de arabinose, celobiose, xilose, glicose, acido acético,

furfural e hidroximetilfurfural ficaram na faixa de concentragdao conforme a Tabela 6.
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Os hidrolisados 4cidos foram filtrados diretamente em vials utilizando filtros de

membrana GS em éster de celulose com poros de 0,22 um (Milipore).

Tabela 6: Faixa de concentragdo dos padrdes usados na curva de calibracdo.

Padrdes Faixas de concentracdo mg/mL

Arabinose 0,05-4

Celobiose 0,05-4

Xilose 0,05-4

Glicose 0,05-4

Acido acético 0,1-2,0

Furfural 0,005 - 0,1
Hidroximetilfurfural 0,0005 - 0,01
3.3.3.4.1. Analise dos carboidratos

As amostras e os padroes foram injetados no cromatégrafo utilizando para andlise a
coluna Aminex HPX-87H a temperatura de 30 °C. Como fase movel, foi usado uma solucao de
H,SO4 com pH de 2,6 preparada com 4gua ultra-pura (Milli-Q) com fluxo de 0,6 mL/min. Os
compostos separados na fase estaciondria foram monitorados com um detector de indice de
refracdo (IR) a 35 °C por um tempo de execucdo de 25 min. As concentragdes de cada
componente obtidas pelas dreas dos cromatogramas foram correlacionadas com as curvas padrao
(previamente determinadas por padrdes de celobiose, glicose, xilose e arabinose).

As massas de celobiose e glicose foram convertidas em celulose, com os fatores de 0,95 e
0,90, respectivamente, como também as massas de xilose e arabinose convertidas para
hemiceluloses, empregando-se o fator de 0,88. O calculo do teor de carboidratos é mostrado na
equacao 3.6.

CCLAE -FC- Vfiltrado %100
Ml

% aclicares = [
(3.6)

CCLAE: concentragdo do agucar quantificado por CLAE, em g/L.
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FC: fator de correcdo para calcular a concentragdo polimérica dos aguicares dada a
concentracdo monomérica dos agucares (celobiose= 0,95; glicose= 0,9; xilose= 0,88 e arabinose
=0,88).

Viirado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L.

M;: massa do bagaco utilizada na hidrélise absolutamente seco, em g.

3.3.3.4.2. Analise de acido acético

Realizaram-se as andlises das amostras e padrdes utilizando a coluna Biorad Aminex
HPX-87H, a temperatura de 30 °C utilizando uma solu¢do de H,SO4 a 0,01 mol/L filtrada e
posteriormente desgaseificada como fase mével com fluxo de 0,6 mL/min. O composto separado
na fase estaciondria foi monitorado com um detector de indice de refracdo (IR) a 35 °C por um
tempo de execucao de 25 min.

A drea do pico correspondente ao dcido acético foi utilizada para calcular a concentracao
do grupo acetil utilizando para isso o fator de conversao do 4cido acético para acetato de 0,683. O

célculo do teor de acetato € como mostra a equagao 3.7.

C -FC-V,
% acetato = ( A CLAE flltradoj>< 100
M, (3.7)

Ca cLag: concentracdo de acido acético quantificado por CLAE, em g/L
FC: fator de conversao do acido acético em acetato, 0,683
Viirado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

M;: massa do bagaco utilizada na hidrélise absolutamente seco, em g
3.3.3.4.3. Analise de furfural e hidroximetilfurfural

Para quantificacdo de furfural e hidroximetilfurfural, utilizou-se uma coluna Nova-Pak
C18 (Waters Co., Milford, MA) a temperatura de 30° C, a fase movel foi uma solugdo de

acetonitrila/agua (1:8 com 1% de 4cido acético), previamente filtrada e degaseificada, com fluxo
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de 0,8 mL/min. Os compostos separados foram monitorados pelo detector UV-VIS no
comprimento de onda de 280 nm e tempo de execucao de 20 min.

Empregaram-se as dreas dos picos correspondentes ao furfural e hidroximetilfurfural no
célculo, para descobrir a concentracdo na amostra, para isso usou-se um fator de conversao de

1,37 e 1,2, respectivamente. O cdlculo do teor de furfural € dado pela a equagdo 3.8.

-FC- Vfiltrado %100
M 1

(CFCLAE
% furfural =
(3.8)

CrcLag: concentracdo de furfural quantificado por CLAE, em g/L.
FC: fator de conversdo do furfural, 1,37.
Viirado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L.

M;: massa do bagaco utilizada na hidrélise absolutamente seco, em g.

O cdlculo do teor de hidrometilfurfural é dado pela a equacao 3.9.

C -FC-V,
% hidroximetilfurfural = ( HCLAP filtrado j x100
M, (3.9)

Cu cLag: concentracdo de 4cido acético quantificado por CLAE, em g/L.
FC: fator de conversio do hidroximetilfurfural, 1,20.
Viirado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L.

M;: massa do bagaco utilizada na hidrélise absolutamente seco, em g.

3.4. Determinacao da concentra¢ao de proteina

A quantificacdo de proteinas foi realizada primeiramente para as enzimas celulase de
Trichoderma reesei Celluclast 1.5 L da Novozyme e [-glicosidase de Aspergillus niger
Novozyme 188 da Sigma-Aldrich e posteriormente nos experimentos de adsor¢do e isoterma.
Para determinagdo da concentracio de proteina fez-se o uso do método de Bradford (1976). Esse
método baseia-se na interacdo entre o corante Coomassie Brilliant Blue G 250 (Sigma-Aldrich) e
macromoléculas de proteinas que contém aminodcidos de cadeias laterais bésicas ou arométicas.

No pH de reacgdo, a interacdo entre proteina de alta massa molecular e o corante BG-250 provoca

47



o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica, que absorve em 595 nm. O
célculo para a dosagem de proteinas foi realizado a partir de uma curva de calibragdo com o
padrdo soro-albumina bovina da Sigma-Aldrich na faixa de 0,01-0,2 mg/mL.

A quantificacio do teor de proteinas pelo método de Bradford foi realizada com 1 mL do
reagente de Bradford mais 0,1 mL da amostra que permaneceram incubados por 5 minutos, apds
o periodo de incubacdo, realizou-se a leitura das amostras em cubetas para espectrofotometro de

1,5 mL no espectrofotdometro 600S (Femto, Brasil) a 595 nm. As andlises foram realizadas em

triplicata.

3.4.1. Determinacio da concentraciao de proteina nas enzimas celulase e B-glicosidase

A dosagem de proteinas para as enzimas foi realiza com o intuito de se saber o teor
proteico para cada enzima (celulase e B-glicosidase) que serd correlacionado com a quantidade de
proteina utilizada em cada ensaio de cinética e isoterma de adsorcdo das enzimas do complexo
celulolitico. A curva de calibragao € apresentada na Figura 11. Pode-se observar que a correlacao
entre absorbancia a 595nm e concentracio de albumina bovina se mostrou linear para

concentragdes de albumina variando entre 0,01 e 0,2 mg/mL.

0,20
0,15

0,10

y =0,3108x - 0,0065
R%=0,9958

0,05

Concentracdo de Albumina Bovina (mg/mL)

0,00

T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Absorbancia a 595 nm (-)

Figura 11: Curva elaborada para a quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford. O
grafico correlaciona a concentracdo de proteinas com a absorbancia a 595 nm.
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A Tabela 7 mostra os teores das proteinas para cada mL de enzima. A equacgdo da reta
obtida pelo grafico, presente na Figura 11, foi utilizada no cédlculo para a quantificacdo de
proteinas. A absorbancia a 595nm obtida para cada solucdo enzimdtica previamente diluida foi
substituida na equacdo (Tabela 7). A dilui¢do usada foi 1:1000 para ambas solu¢gdes enzimaéticas,

e o fator da diluicao foi utilizado para multiplicar o resultado final obtido pela equacao.

Tabela 7: Teor de proteina das enzimas do complexo celulolitico.

ABS Proteina Fator Proteina
Enzimas Calculo Equacao
(média) (mg/mL) diluicio  (mg/mL)

Celulase  0.1802044  y=0,3108x0,180—0,0065  0,04944£044 1000 49442044
B_

0,18340,43 y =0,3108 x 0,180 — 0,0065 0,05037+0,43 1000 50,37+0,43
glicosidase

3.5. Métodos analiticos para a quantificacao de Aciicares

Os métodos para a quantificacdo de acucares descritos nos itens 3.5.1 e 3.5.2 foram

realizados somente para se determinar as atividades enzimaticas da celulase e da -glicosidade.

3.5.1. Quantificacdo de Glicose

Para a quantificacdo da glicose, utilizou-se a metodologia descrita por Rabelo (2010),
onde, adicionou-se 20 pL. de cada uma das amostras (diluicdes de uma solucdo de glicose na
faixa de 0 a 5 g/L) em tubos de ensaio previamente identificados com 2,0 mL. do mono-reagente
do kit enzimatico GOD-PAP. Os tubos foram mantidos em um banho termostético a 37°C por 10
minutos para que houvesse o desenvolvimento da coloracdo rosada. Ao término da reacdo foi
adicionado aos tubos, 3 mL de agua destilada e em seguida, efetuada a leitura da absorbancia no
espectrofotdmetro a 540 nm. Para zerar o espectrofotometro, foi utilizado um tubo denominado
“branco” com apenas o reagente. Quando necessdrio, diluicdes das amostras foram efetuadas para

possibilitar a leitura, ja que a reacdo, segundo o fabricante, € linear até 500 mg/dL.
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3.5.2. Quantificacido de acucares redutores totais (ART)

As concentracdoes de ART foram determinadas de acordo com o método do &cido
dinitrosalicilico (DNS) segundo MILLER (1959). Adiciona-se 1 mL de tampao citrato de sddio
0,05 mol/L pH 4,8, com 0,5 mL de amostras (diluicdes de glicose para elaboracdo da curva de
calibracdo) em cada tubo de ensaio, em seguida, 0,5 mL de reagente DNS também foi
adicionado. Os tubos foram mantidos em um banho a 95 °C durante 5 min. Apds este tempo
reacional, as amostras foram resfriadas imediatamente em um banho de gelo fundente,
adicionando-se em seguida 3,5 mL de tartarato de s6dio e potdssio tetrahidratado. As leituras da
absorbancia foram efetuadas no espectrofotdometro a 540 nm. Para zerar o espectrofotdmetro,
preparou-se um “branco”, onde o volume da amostra foi substituido por tampao citrato de sédio.
Para o célculo de concentragdo de glicose foi feita uma curva de calibragdo partindo de uma
solu¢do de 5 g de glicose/L onde foram realizadas as diluicdes necessdrias para que absorbancia

das amostras estivesse dentro do intervalo da curva padrio.

3.6. Determinacao da atividade enzimatica

Para a determinacdo da atividade das enzimas partiu-se da metodologia descrita por
Rabelo (2010), onde se realizou vérias dilui¢des das enzimas em tampao citrato 0,05 mol/L pH
4,8. As enzimas utilizadas foram: a celulase de Trichoderma reesei Celluclast 1.5 L Novozyme e
B-glicosidase de Aspergillus niger Novozyme 188 da Sigma-Aldrich. Para a celulase,
determinou-se a atividade como atividade de filtro de papel (FPA) e expressa em unidades de
filtro de papel (FPU — Filter Paper Units) por volume de enzima original, de acordo com IUPAC
(GHOSE, 1987; WOOD e BHAT, 1988; ADNEY e BAKER, 1996). Para a B-glicosidase, a
medida da atividade foi determinada através de uma solugdo de celobiose 15 mmol/L e expressa
em unidades de celobiose (CBU) por volume de enzima original, de acordo com IUPAC (WOOD
e BHAT, 1988).
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3.6.1. Determinacao da atividade da celulase

Para a determinacdo da atividade da celulase seguiu-se a metodologia descrita por Rabelo
(2010). Partiu-se de uma solugdo de celulase (Celluclast 1.5 L) de dilui¢do de 1:20 e 5 novas
dilui¢des foram realizadas a partir desta. Em cada tubo de ensaio adicionou-se 50 mg de papel de
filtro e em seguida 1,0 mL de tampao citrato de sédio 0,05 mol/L pH 4,8. Os tubos foram
colocados em um banho termostético a 50 °C durante 10 minutos para equilibrio de temperatura.
Em seguida, sem retirar do banho, adicionou-se 0,5 mL da enzima diluida a cada tubo e estes
reagiram por 60 minutos. Ao final deste periodo, interrompeu-se a reagcdo em um banho de gelo
fundente e apds, adicionou-se 1,5 mL de DNS. Os tubos foram fervidos durante 5 minutos a 95
°C e posteriormente transferidos para um banho de gelo fundente. Em seguida, adicionou-se 10,5
mL da solugdo estabilizante e homogeneizou-se a solu¢do invertendo os tubos. Apds o
assentamento da polpa de papel restante da reacdo de hidrélise, a amostra foi lida no
espectrofotdmetro a 540 nm.

Para o preparo do tubo do branco, adicionou-se 1,5 mL do tampao citrato e findado os 60
minutos de reacdo aplicou-se o0 método DNS. Os tubos controle da enzima foram preparados
adicionando-se 1,0 mL do tampao citrato e 0,5 mL de cada uma das diluicdes da enzima,
totalizando 5 tubos controle, que ao final do tempo reacional, tiveram suas reagdes paradas com a
adicdo do DNS, e entdo reagidos como descrito anteriormente. O tubo controle do substrato foi
preparado adicionando 1,5 mL do tampao citrato e 50 mg de filtro de papel enrolado, que ao final
de 60 minutos, também foi analisado pelo método DNS.

Para o célculo da atividade enzimdtica, segundo GHOSE (1987), uma unidade da
atividade de enzima (FPU) € baseada na liberacdo de 2,0 mg de glicose equivalente em mols
(2,0/0,18016 pmol) do volume de enzima adicionada a cada ensaio (0,5 mL), e no tempo de
incubagdo requerido (60 minutos) para a geragcdo dos equivalentes (enzima diluida). Este conceito

€ mostrado na Equacdo 3.10.

2,0
(0,18016 x 0,5 x 60 x [enzimadilw’da]

FPU/mL= ) tmol.min " .mL"

(3.10)
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0,37
[enzimadiluz’da]

FPU/mL =

3.6.2. Determinacio da atividade da p-glicosidase

A atividade da B-glicosidase foi determinada através de uma solucio de celobiose (marca
novozymes) 15 mmol/LL e expressa em unidades de celobiose (CBU), a metodologia seguida
segundo WOOD e BHAT, (1988), foi descrita por Rabelo (2010).

Para a determinacdo da atividade enzimatica da B-glicosidase, partiu-se de uma solucao de
diluicdo de 1:1000 e 5 novas dilui¢des foram realizadas a partir desta, em tampao citrato 0,05
mol/L. pH 4,8. Para cada tubo de ensaio, adicionou-se 1,0 mL de cada uma das diluicdes da
enzima e estes foram colocados em um banho termostitico a 50°C para que a temperatura se
equilibrasse. Ap6s 10 minutos, foi adicionado em cada tubo, 1,0 mL da solucao de celobiose 15
mmol/L e os tubos foram encubados por 30 minutos. Ao término da reacdo, os tubos foram
imersos em um banho de dgua fervente por exatamente 5 minutos e posteriormente transferidos
para um banho de gelo.

Para a determinacdo da concentracdo de glicose liberada de cada solucdo de enzima
diluida, utilizou-se o método de quantificacdo Glicose GOD-PAP (item 3.6). Foram preparados
também, 4 tubos controle da enzima, onde se adicionou 1,0 mL de cada uma das diluicdes da
enzima e 1,0 mL do tampao citrato. Ao final do tempo reacional, aplicou-se 0 método enzimédtico
Glicose GOD-PAP. Ao tubo controle do substrato adicionou 1,0 mL do substrato celobiose e 1,0
mL do tampao citrato que ao final de 30 minutos de reacdo também foi analisado pelo método
enzimdtico Glicose GOD-PAP.

Para o célculo da atividade enzimdtica, leva-se em consideracdo que uma unidade da
atividade de B-glicosidase (CBU) baseia-se na liberacdo de exatamente 1,0 mg de glicose, isto é,
0,5/0,18016 p mol de celobiose convertida por 1,0 mL de enzima diluida em 30 minutos de

reacdo. A Equacdo 3.11 mostra o célculo da atividade.
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0,5

CBU/mL = - - Lmol.min "' mL"
(01816 x1,0x30 % [enzlmadllm’da])
(3.11)
CBU/mL= 0,092
[enzimadilm’da]

3.6.3. Determinacao da atividade enzimatica

A determinacdo das atividades enzimdticas, tanto da enzima celulase quanto da -
glicosidase foram feitas para dosar os volumes corretos de enzimas, necessarios para realizacao
das hidrélises enzimaticas. As Figuras 12 e 13 apresentam os comportamentos dos dados obtidos

na determinagio das atividades da celulase e B-glicosidase, respectivamente.

2,2 4
2,3 -
2,4

2,5

2.6 -
y =0,3625x - 3,0999

R? = 10,9986

2,7

log da concentragao de enzima(-)

-2,8

'219 I 1 T 1 1 1 1 1 T 1 1
o6 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Massa de glicose liberada (mg/0,5 mL)

Figura 12: Comportamento da enzima celulase. Logaritmo da concentra¢do da enzima em
funcdo da massa de glicose liberada a partir de 0,5 mL de enzima diluida.

Com a Equagdo 3.10 mostrada no item 3.6.1, juntamente com a equagdo da reta obtida

através do gréfico da Figura 12, foi possivel calcular a atividade da enzima celulase.

lo g[enzima] =-2,375
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[enzima] =4217x107°

0,37 0,37

FPU/mL= — = 3
lenzimadiluida] 4,217 x10~

=87, 7AFPU/mL

Assim, o valor obtido para a atividade em FPU/mL da enzima celulase foi de 87,74. Esse

valor foi utilizado para encontrar o volume de enzima necessério para cada hidrélise enzimatica

realizada.

A Figura 13 mostra o comportamento da enzima 3-glicosidase.

0,0003 |
Py .
=
E
N
5
=
S 0,0002
g
E
LS) y = 0,0002x - SE-05

0,0001 - R2=0,9901

-
T T T T T
0,6 1,2 1,8

Massa de Glicose (mg/mL)

Figura 13: Grifico da concentracdo da enzima em funcdo da massa de glicose liberada por 1,0
mL da enzima [-glicosidase diluida.

Para o calculo da concentracdo de enzima, utilizou-se a Equagdo 3.11 (mostrada na se¢do

3.6.2) e a equacdo da reta obtida pelo grafico na Figura 13.

[enzima] = 0,0002 x 1 —0,00005
[enzima] = 0,00015

0,0926 _ 0,0926

CBU/mL= =
[enzima] 0,00015

=617,33CBU/mL
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O valor encontrado para a atividade da B-glicosidase, de 617,33 CBU/mL foi utilizado
também para a obtencdo do volume necessdrio de enzima empregado para cada hidrélise

enzimatica realizada.

3.7. Hidroélise do Bagaco Pré-Tratado

As hidrélises foram realizadas para os bagagos pré-tratados hidrotérmico e organossolve
em duplicata, nas condi¢des 6timas de temperatura e pH da enzima, com a finalidade de
quantificar os agucares liberados durante esta etapa.

Apoés a secagem dos bagacgos resultantes dos pré-tratamentos, a hidrélise enzimatica foi
realizada para cada um dos materiais, utilizando uma concentracdo de 5% (m/v) de sélidos. O pH
das amostras foi ajustado para 4,8 (pH 6timo) e os erlenmeyers foram fechados e incubados em
um shaker a 150 rpm. A temperatura utilizada durante a hidrélise foi de 50°C, mesmas condicdes
usadas no trabalho de Rabelo (2010).

Para avaliar a liberacdo em glicose, aliquotas do liquido reacional de hidrélise
(aproximadamente 2 mL) foram coletadas em periodos de tempo pré-determinado (6, 12, 24, 36,
48, e 72 h), e em seguida, fervidas por 15 minutos, em tubos identificados, para inativagdo das
enzimas. Ao final das 72 h de hidrélise, os residuos da hidrélise foram transferidos para uma
peneira de 150 mesh e lavados em 4gua corrente para remocdo do acucar residual

(aproximadamente 200 mL 4dgua). As amostras foram secas a 105°C, pesadas e armazenadas.

3.7.1. Quantificacdo dos Carboidratos no Hidrolisado

Os carboidratos liberados ap6s a hidrdlise enzimética foram quantificados por CLAE,
como descrito nos itens 3.3.3.4.1, 3.3.3.4.2 e 3.3.3.4.3. Para a quantificagdo dos agticares do
hidrolisado, uma curva de calibracdo foi construida. Os padrdes para as solugdes de arabinose,
celobiose, xilose, glicose, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural ficaram na faixa de

concentragdo conforme a Tabela 8.
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Tabela 8: Faixa de concentracdo dos padrdes usados na curva de calibracao.

Padroes Faixas de concentracio mg/mL
Arabinose 0,03 - 10,05
Celobiose 0,03 -10,5

Xilose 0,05 -15,47

Glicose 0,05 -15,14

Acido acético 0,1 -2,0
Furfural 0,005 - 0,1
Hidroximetilfurfural 0,0005 - 0,01

Ap6s a quantificacdo dos agucares, foi tracado o perfil da hidrélise para cada ensaio,
relacionando a concentracdo dos acucares liberados no meio reacional em funcdodo tempo de

hidrélise.

3.8. Cinética e isoterma de adsorc¢iao da celulase na biomassa

A cinética de adsor¢do da celulase nos materiais pré-tratados e na celulose pura foi
realizada variando a carga de sélidos (5% e 10 %) das biomassas e adicionando uma carga fixa de
enzima de 4 mg de proteina/g de substrato (5,5 FPU/g biomassa). Todos os experimentos foram
realizados em duplicata e para cada ponto analisado foi utilizado um frasco. Para uma melhor

visualizagdo, os experimentos € as condi¢cdes experimentais estdo listadas na Tabela 9.
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Tabela 9: Arranjo experimental para as cinéticas e isotermas de adsor¢do das enzimas.

Cinética de adsorcao Isotema de adsorcao
Proteina Proteina
Quantidade de (mg de Tempo de Avitaciio Quantidade (mg de Tempo de Avitacio
substrato (%, proteina/g amostragem Egr ni) de substrato ot fﬁ e d amostragem (gr n(i)
mv) de (h) P (%, miv) | P OE t Eg ¢ (h) p
substrato) substrato)
Avicel
(5) Avicel 0.5
B. Hidrotérmico 40 3) 0,1-4,5 ’
(5) ’
B. Organossolve . . B. . .
(5) 0’ 0’16’ 100’ Hidrotérmico 10.1: 0.2 3
Avicel 0,5;0,75;
(10) 4 0,5;1;2; | 150, ®) 1,0; 1,25; 150
B. Hidrotérmico ],5; 2,0;
10 .
10 3;4e6 | 200e A g
(0) 1 . 3
B. Organossolve 250 reanossolve 3’0’ 3’5’

Observagdes: Foram feitos ensaios nas temperaturas de 4 e 50°C e o pH do meio reacional foi de 4,8, para todos os
ensaios.

Os ensaios de cinética de adsorcdo foram primeiramente realizados para 5% de sélidos,
em Erlenmeyer de 125 mL com volume reacional de 15 mL, onde se adicionou: biomassa seca,
tampdo de citrato de sédio pH 4,8 50mM complementado com 0,02% de azida sddica por grama
de biomassa. Em seguida, os frascos foram para a incubadora refrigerada MA 832 (Marconi,
Brasil) a 50°C e 4°C, permanecendo por 60 minutos para que a temperatura se equilibrasse, e
posteriormente, a enzima foi adiconada em cada frasco. Cinco agitacdes foram testadas, (40 rpm,
100 rpm, 150 rpm, 200 rpm e 250 rpm), a agitacdo foi modificada para verificacdo do processo
de transferéncia de massa na cinética de adsor¢ao. Nos ensaios realizados a 50°C adicionou-se ao
meio reacional uma solucdo de glicose com concentragdo 250 vezes maior que a concentracao
protéica da enzima usada nos ensaios para que a enzima celulase fosse inibida, de forma que o
fendmeno de adsor¢do ocorresse sem a presenca de reacdo, conforme demonstrado no trabalho de
Maurer et al. (2012). Durante o experimento, amostras do sobrenadante foram recolhidas,
centrifugadas em centrifuga NT 810 (Novatecnica, Brasil) e filtradas. Para a filtragem,
utilizaram-se filtros MILLEX - HV com membrana de PVDF, 0,45 um de poro, 13mm de
diametro (Milipore). As amostras, entdo, foram analisadas para a quantificacdo do teor de
proteinas pelo método de Bradford descrito no item 3.4. Posteriormente, ensaios com a maior
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concentracdo de solidos (10%) foram realizados para as biomassas, seguindo todos os passos ja
descritos. A velocidade da agitacdo também variou (40 rpm, 100 rpm, 150 rpm, 200 rpm e 250
rpm).

Para determinar a isoterma de adsorc¢do, trabalhou-se com 5% de sélidos, e, para isso,
usou-se Erlenmeyer de 125 mL com volume reacional de 15 mL, onde se adicionaram: biomassa
seca e tampao citrato de sédio pH 4,8 S0mM complementado com 0,02% de azida sédica por
grama de biomassa. Em seguida, os frascos foram para a incubadora refrigerada a 50°C ou 4°C
onde permaneceram por 60 minutos, para que a temperatura se equilibrasse; apds o periodo, foi
adicionado em cada Erlenmeyer diferentes concentracdes de proteina, as quais variaram entre
0,1-4,5 mg/mL (m/v) que correspondem a uma atividade na faixa de 4,19 — 188,7 FPU/g de
bagaco. A agitacdo e a temperatura foram constantes (150 rpm e 50°C ou 4°C). Foi recolhida
uma amostra de cada Erlenmeyer para a quantificacdo de proteina livre no sobrenadante, no
tempo estimado pelas cinéticas, onde se atingiu o equilibrio da adsor¢do. A quantidade de
proteina adsorvida ao substrato foi calculada pela diferenca entre proteina livre na solucdo e
proteina total adicionada inicialmente ao meio da reacdo. Os dados experimentais foram

ajustados para a isoterma de Langmuir:

_ EmaprEf

= (3.12)
1+KpEf

ad

Onde, E,q € a enzima adsorvida (mg ou umol de enzima/g de substrato); En.x € a adsor¢do
maxima de enzima por g de substrato (mg ou pmol enzima/g substrato); Ef € a concentracido de
enzima livre (mg ou umol enzima/mL); K, € a constante de equilibrio da adsor¢do (mL/mg ou

umol de enzima) (ZHENG, 2007).

3.9. Cinética de adsorc¢io da p-glicosidase na biomassa

Os experimentos da cinética de adsor¢dao da B-glicosidase nos bagacos pré-tratados e em
Avicel seguiram os mesmos procedimentos descritos no item 3.8, exceto pela carga fixa de
enzima utilizada, que foi de 2 mg de proteina/g de substrato (22,13 CBU/g biomassa) para a

obtencdo da cinética de adsorgdo.
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3.10. Preparacao da lignina

Para a obtenc¢ado da lignina, o bagaco pré-tratado pelo método hidrotérmico foi hidrolizado
por 96 h nas dosagens enzimdticas de 15 FPU e 25 CBU/g de biomassa seca. Primeiramente, a
hidrélise enzimatica se deu com amostras de 9 g de bagaco seco imersas em 300 mL de tampao
citrato pH 4,8 50mM complementado com 0,02% azida sddica por grama de biomassa,
correspondendo a uma carga de sélidos de 3% (m/v). O ensaio foi feito em duplicata. Em
seguida, estas amostras seguiram para a incubadora, com rotacdo de 150 rpm e temperatura
controlada de 50°C, as enzimas s6 foram adicionados uma hora apds, quando a temperatura
estivesse equilibrada. O volume reacional foi de 300 mL em um frasco erlenmeyer de 1L.

Terminado o tempo reacional de 96 h da hidrélise enzimdtica do material hidrotérmico, o
residuo foi separado do liquido e lavado com dgua. No intuito de se dessorver toda enzima que
estivesse ainda adsorvida a esse residuo, seguiu-se uma metodologia modificada, proposta por Tu
et al. (2009), Pribowo et al, (2012) e Kumar et al, (2012), onde aos residuos, apds a lavagem com
dgua, foram adicionados 300 mL de tampao acetato 5S0mM pH 5,3 com 0,5% de tween 80 (v/v),
seguindo para incubadora por 2h a 44°C. Apds esse periodo, as suspencdes foram sonicadas a
40KHz por 60 minutos no aparelho UltraSonic clear USC-2800 (Unique, Brasil). Em seguida, os
materiais foram lavados por mais 3 vezes com dgua destilada corrente e secos em temperatura

ambiente.

3.11. Cinética e isoterma de adsorcao da celulase na lignina

A cinética e a isoterma de adsorcdo da celulase na lignina realizaram-se como descrito na
secdo 3.8. Entretanto somente a lignina obtida pelo processo da secdo 3.10 foi utilizada como

biomassa.

3.12. Analise estatistica

Quando necessdrio, foi realizada uma andlise estatistica dos valores obtidos pelos
experimentos. Para comparacio entre as respostas dos ensaios foi utilizado o teste de comparagao

de médias Tukey, através do programa Statistica (data analysis software system), versao?7.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Analise da composicao quimica dos bagacos

A andlise da composi¢do quimica dos bagacos de cana-de-acucar in natura e pré-tratados,
junto com os devios padrdo, encontram-se na Tabela 10. Os ensaios foram realizados em
duplicata para as t€s biomassas. Somente para o bagaco in natura que se realizou a etapa de
extrativos, uma vez que, durante os pré-tratamentos, os compostos que sdo retirados na etapa de
extracao sdo removidos na reacdo de pré-tratamento, tornando desnecessdria a etapa de extrativos

para os bagacos pré-tratados.

Tabela 10: Composi¢ao quimica dos bagacos in natura e pré-tratados pelo método hidrotérmico e
organossolve.

(*) (*)
Bagaco Pré-Tratado
Componente Bagaco in natura Bagaco Pré-Tratado
Hidrotérmico (%)
(%) Organossolve (%)
Celulose 40,75 £ 0,04 61,07 £0,97 86,91 £ 0,40
Hemiceluloses 28,42 + 0,64 2.1 +0,06 6,63 + 0,25
Lignina Total (Soldvel
21,64 £0,11 31,97 £ 0,047 4,42 £ 0,27
e Insoldvel)
Cinza 5,34 £ 0,42 6,44 + 0,056 3,75+ 0,11
Extrativos 5,29 + 0,04 - -
Total 101,43 £0,11 101,58 £ 1,05 101,31 £ 0,49

(*) Composi¢do quimica fornecida pela Dra. Sarita Céndida Rabelo, no CNPEM | CTBE —
Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol.

Observando a Tabela 10, nota-se que para as trés biomassas, 0s componentes que estao
em maior porcentagem sdao a celulose e lignina. Para o bagaco in natura, € visto que os
componentes: celulose, hemiceluloses e lignina estdo em maior quantidade, seguidos da cinza e

extrativo. Para os bagacos pré-tratados, observa-se que houve quase que total solubilizacdo das
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hemiceluloses. O pré-tratamento hidrotérmico € caracterizado pela remocdo de mais de 80% de
hemicelulose, que melhora a digestibilidade da biomassa na etapa de hidrélise enzimética, porém
a solubilizacdo de lignina é pouca ou nenhuma. Quando observamos os valores obtidos da
composi¢do quimica do material organossolve, na Tabela 10, a solubilizagdo da lignina é
evidente, o que aumenta a concentracdo de celulose no material, alcancando mais de 80%. Os
valores obtidos para a composi¢cdo quimica dos materiais estdo, de um modo geral, dentro da
faixa dos valores encontrados mna literatura (CASTRO & PEREIRA Jr, 2010;
CHRISTOFOLETTI, 2010; RABELO et al., 2011), jA que a constitui¢do final de cada planta
sofre a influéncia de varios fatores, como por exemplo, constituicdo do solo, temperatura,
umidade, método de plantio, época de colheita entre outros, fazendo com que plantas de mesma
espécie apresentem composicoes diferentes (RABELO, 2010).

Para uma melhor visualizagdo dos componentes que foram solubilizados, a Tabela 11
apresenta o balanco de massa para as biomassas secas. Para isso, ¢ bom destacar que para o pré-
tratamento hidrotérmico obteve-se 57,84 % =+ 2,59 de rendimento (razdo massa inicial/massa final
de bagaco apds pré-tratamento), e para o pré-tratamento organossolve o rendimento obtido foi de

47,19% + 1,85 (razdo massa inicial/massa final de bagaco apds pré-tratamento).

Tabela 11: Composicdo para o bagaco de cana seco antes e apds os pré-tratamentos hidrotérmico
e organossolve, corrigido pelos rendimentos dos pré-tratamentos.

Bagaco Pré- Bagaco Pré-
Bagaco Porcentagem Porcentagem
Composicao Tratado Tratado
in natuta solubilizada solubilizada
Quimica Hidrotérmico Organossolve
(100 g) (%) (%)
(57,84 g) 47,19 g)
40,75 £
Celulose 35,32 +£0,3 13,32 41,01 £ 0,19 -
0,04
28,42 +
Hemiceluloses 0.64 1,21 £ 0,034 95,74 2,93 +£0,12 88,98
Lignina Total
21,64 +
(Soltdvel e 011 18,5 +£0,03 14,51 2,08 £0,12 90,38
Insolidvel) ’
5,29 +
Extrativos - - - -
0,04
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As fotos apresentadas na Figura 14 ilustram o aspecto visual do bagaco in natura e apds as
diferentes condi¢des de pré-tratamento a que foi submetido. E possivel observar que o bagaco
ficou mais escuro com o pré-tratamento hidrotérmico, e quando submetido ao pré-tratamento
organossolve, o bagaco apresentou uma coloracdo mais clara. Isso pode ser explicado pelo fato
de que durante o pré-tratamento hidrotérmico, pouca ou nenhuma lignina é solubilizada,
enquanto que no pré-tratamento organossolve, praticamente toda lignina é removida. As texturas
também diferem (o bagaco organossolve apresenta visual mais poroso que o hidrotérmico), uma
vez que estdo relacionadas com as mudangas na estrutura quimica do bagaco. Essas mudangas

podem ser mais bem observadas pelas fotos da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),

apresentadas na Figura 15.
(a) (b) ()

Figura 14: Foto do bagaco in natura (a); e pré-tratado pelos métodos: Hidrotérmico, 190°C/10
minutos (b), Organossolve 190°C/150 minutos (c).

As imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram realizadas no
Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibragdo — LRAC, o qual se encontra na Faculdade de
Engenharia Quimica - FEQ/Unicamp. As imagens foram adquiridas com um equipamento
eletronico de varredura com detector de energia dispersiva de raios X, de marca MEV/EDS: LEO
Electron Microscopy/Oxford (Cambridge, Inglaterra), operado com tensdo de aceleracdo igual a 5
kV e corrente do feixe igual a 50 pA. As amostras foram preparadas com particulas metdlicas de
ouro, que agiram como um recobrimento metélico. Para isso foi utilizado o equipamento: Sputter

Coater POLARON, Modelo: SC7620, Marca: VG Microtech (Uckfield, Inglaterra).
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Figura 15: Imagens da MEV nas ampliacdes de 50X, 250 X e 1000X, respectivamente para (a, b
e ¢) bagaco in natura, (d, e, f) bagaco pré-tratado hidrotérmico e (g, h e 1) bagaco pré-tratado
organossolve.

64



O bagaco pré-tratado organossolve, abreviado por BO, apresentou aspecto poroso, que
pode estar relacionado com a abertura das fibras e remocdo da lignina. Pelas micrografias (Figura
15), fica evidente que o pré-tratamento organossolve promove maior rompimento dos feixes,
tornando as fibras celuldsicas mais expostas e disponiveis para o ataque enzimdtico em uma
hidrélise. Portanto, as fotomicrografias corroboram as andlises quimicas, as quais evidenciam
uma grande solubilizacdo dos componentes, tornando as fibras mais expostas em cada pré-

tratamento da biomassa, e aumentando sua drea superficial.

4.2. Preparacao do isolado de lignina

Na preparacdo do isolado de lignina, partiu-se somente do material pré-tratado
hidrotérmico (BH), pelo fato do material proveniente do pré- tratamento organossolve apresentar
pouco teor de lignina (4,42%), como mostrado na Tabela 10, o que dificultaria a obtencdo do
isolado do mesmo.

Para quantificacdo desse material, foram considerados os valores da caracterizacdo
quimica do bagago pré-tratado hidrotérmico (Tabela 10) e a porcentagem de material sélido

obtido apds 96 horas de hidrélise enzimatica nas condicdes descritas na se¢do 3.10.

Tabela 12: Balango de massa da hidrélise enzimdtica para obtencdo do isolado de lignina.

Massa de bagaco
Porcentagem de lignina (%)
(g em base seca)

Massa inicial 9,615 + 0,001 31,97 £ 0,047

Massa apo6s hidrolise de 96
hr

3,93 +0,11 78,12 £ 0,024

De acordo com a massa de material antes e pds hidrélise apresentada na Tabela 12 e com
a porcentagem de lignina incial do bagaco tem-se que 3,07 g do material inicial € lignina, o que
corresponde a 78,12% do material residual, onde foi considerado que a massa de lignina
permanece constante durante a hidrdlise, enquanto que os demais 21,88% sdo considerados
como outros materiais constituintes da massa residual da hidrélise. Considerou-se também para

esse material que houve a dessor¢do das enzimas adsorvidas durante as 96 horas de sacarificacao,

65



uma vez que a metodologia modificada para a dessor¢do de enzimas dos materiais
lignoceluldsicos foi seguida rigorosamente, como descrito no item 3.10, onde Tu et al. (2009),
em seu estudo, estima que aproximadamente 90% das celulases sdo dessorvidas do residuo da
hidrélise. Além disso, nos trabalhos de Borjesson et al. (2007), Park et al. (1992) e Eriksson et al.
(2002), que fizeram o uso de surfactantes para diminuir a adsor¢do de celulases a lignina, eles
afirmam que a adi¢do de surfactantes como o PEG e o Tween 20 podem eliminar em alto grau a
desativagdo enzimdtica a lignina, devido a exclusdo das enzimas da superficie da lignina. De
acordo com Park et al. (1992), as diferentes séries do surfactante Tween atuam também na
dessorcdo das enzimas celulases de substratos insoldveis durante a sacarificagdo, o que aumenta o
rendimento desta. Em resumo, a adicdo de surfactantes € significativamente eficaz e reduz a

adsor¢do ndo especifica das enzimas do complexo celulolitico sob a lignina.

4.3. Estudo da cinética de adsor¢ao das enzimas celulase e -glicosidase nos frascos de vidro

Erlenmeyer

Os experimentos das cinéticas de adsorcdo das enzimas do complexo celulolitico nos
frascos de vidro Erlenmeyer foram conduzidos conforme descritos nos itens 3.8 e 3.9 para a
celulase e para a B-glicosidase, respectivamente. Esses experimentos foram desenvolvidos, pois a
pesquisa de Bommarius et al. (2008) mostrou que as enzimas celulase e B-glicosidase possuem
alta afinidade por diversos materiais e consequentemente adsorvem nao especificamente nas
superficies, principalmente em frascos Eppendorf com paredes de polipropileno, onde a adsorcao
da enzima celulase foi tdo grande que ndo foi possivel determinar a adsorcdo das enzimas no
substrato Avicel.

Assim, ensaios de referéncia para esse trabalho foram realizados com a adi¢do da
quantidade de enzima correspondente a 4 mg/g substrato da enzima celulase e 2 mg/g substrato
da enzima B-glicosidase nas diferentes concentracdes de substrato consideradas (5 e 10%), mas
sem a adi¢cdo de sustrato. As amostras permaneceram incubadas por 6 horas a 50°C e 150 rpm de
agitacdo, com o intuito de reproduzir e comparar 0s ensaios na presenga de substrato.

As Figuras 16 e 17 mostram os graficos obtidos da cinética de adsor¢do na parede dos

frascos de vidro com a adi¢do das enzimas celulase e B-glicosidase ao meio reacional. Pode-se

66



abservar em ambos os graficos (Figuras 16 e 17) a quantidade em proteina das enzimas livres no
sobrenadante. Verifica-se que houve adsor¢do das enzimas nas paredes dos frascos, e que essa
adsor¢do ocorreu aproximadamente nos primeiros 10 minutos da reacdo. Apds esses 10 minutos,
observa-se que nenhuma proteina é adsorvida e a concentragdo de proteina no sobrenadante se
manteve constante durante as 4 horas restantes.

Mesmo com a diferenca entre a concentracdo inicial de proteina adicionada ao meio
reacional e com as diferencas conformacionais entre as duas enzimas (celulase e B-glicosidase),
fica claro pelos graficos, Figuras 16 e 17, que a quantidade adsorvida das enzimas na parede dos
frascos de vidro foi a mesma nos dois casos. Para a Figura 16 onde se tem o perfil de proteinas
livres no sobrenadante para a enzima celulase, foi visto uma reducdo de aproximadamente 25%
da concentracdo inicial das enzimas no meio reacional liquido, decorrente da adsor¢ao dessas a
parede do frasco de vidro, durante o periodo da reacdo. Quando a concentragdo protéica inicial é
dobrada de 0,2 mg/mL de solugdo para 0,4 mg/mL de solucio € observado o mesmo
comportamento. Na Figura 17, onde a -glicosidase também ¢é adicionada em duas concentragdes
diferentes (0,1 mg/mL de solucdo e 0,2 mg/mL de solu¢do), foi observado que também houve
uma redugdo proteica de 25% das enzimas presentes no sobrenadante.

Em estudos de adsorc¢do das enzimas celulase e B-glicosidase na parede de frascos de
vidro sem a presenca de substrato, Bommarius et al. (2008) observaram que 24% das celulases
foram adsorvidas na parede do frasco, concordando com os resultados apresentados nesse
trabalho (25%), entretanto para a B-glicosidase, a adsor¢@o na parede dos frascos encontrada
pelos pesquisadores foi de 42%, diferente dos resultados aqui mostrados (25%). Esses resultados
apresentados confirmaram a perda de enzimas na parede dos frascos de vidro por adsorcao
inespecifica e foram significativos nesses experimentos onde ndo houve a adicdo de substrato
s6lido ao meio reacional. A diferenga encontrada para a adsor¢do da B-glicosidase deve ser pelo

uso de uma preparagdo enzimdtica comercial distinta.
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Figura 16: Quantidade de celulase livre com o tempo reacional. Condi¢des de reagdo:
temperatura de 50 °C, agitacdo de 150 rpm, concentracdes iniciais de celulase de 0,2 e 0,4 mg/mL

(correspondentes a 4mg/g substrato) referentes a cargas de sélidos de 5% e 10 %
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Figura 17: Quantidade de fB-glicosidase livre com o tempo reacional. Condi¢cdes de reacgdo:
temperatura de 50 °C, agitacao de 150 rpm, concentragdes iniciais de B-glicosidase de 0,1 e 0,2
mg/mL (correspondentes a 2mg/g substrato) referentes a cargas de solidos de 5% e 10% (m/v)

respectivamente.
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4.4. Estudo da cinética de adsorcdo da enzima f-glicosidase no bagaco de cana-de-actcar

pré-tratado pelo método hidrotérmico e na celulose pura (Avicel) a 50°C

Os ensaios realizados para o estudo da cinética de adsor¢do da enzima B-glicosidade nos
substratos Avicel e BH foram conduzidos seguindo o item 3.9 na temperatura de 50 °C e agitacao
de 150 rpm. Realizaram-se esses experimentos porque os dados encontrados na literatura para a
adsorcdo da enzima [-glicosidase sdo bastante contraditérios para os diferentes substratos
celulésicos. Alguns estudos reportam uma adsor¢do significativa da B-glicosidase nos materias
lignoceluldsicos e em celulose pura (YANG & WYMAN 2006; OOSHIMA et al., 1986),
enquanto outros mostram pouca ou nenhuma adsorcao da B-glicosidase nesses substratos (LU et
al., 2002; BERLIN et al., 2006). Acredita-se que tal discrepancia entre os trabalhos estd nas
diferencas entre as enzimas utilizadas nos experimentos de adsorcdo, tal como, a diferenca nos
substratos e no pré-tratamento a que foram submetidos.

Neste trabalho, pode-se observar através da Figura 18, a quantidade proteica da B-
glicosidase no sobrenadante da reacdo de adsor¢do, na presenca da celulose pura (Avicel). Pelo
grafico (Figura 18), pode-se dizer que houve pouca reducdo da concentracdo de proteina no
sobrenadante. Mesmo dobrando a concentragdao de sélidos na reacdo de 5% para 10% (m/v), a
reducdo de proteinas fica bem préxima daquela observada na Figura 17 do item 4.6, onde se tem
a reducdo da concentragdo proteica da enzima B-glicosidase pela perda da enzima que adsorveu
na parede do vidro. O mesmo perfil foi obtido para a maior concentracao de sélidos (10%) m/v.

Para a Figura 19, tém-se o grafico da concentracdo proteica da enzima B-glicosidase na
fase liquida do meio reacional contendo o substrato lignocelulésico BH, em funcdo do tempo.
Observa-se que ndo houve reducdo da concentracdo da enzima no sobrenadante da reacdo de
adsorcdo, indicando que a enzima [-glicosidase ndo adsorveu no substrato mesmo quando a
concentragdo do mesmo foi aumentada de 5% para 10% (m/v). Pela Figura 19, também se pode
dizer que ndo teve adsorcdo da enzima pela parede do frasco, devido ao bagaco ser mais
volumoso e ocupar o frasco reacional em maior extensdao que a Avicel, o que previniu a perda da

enzima pela adsorcao dessa na parede do frasco.
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Figura 18: Quantidade de B-glicosidase livre com o tempo reacional. Condi¢des de reacdo: 50°C,
agitacdo de 150 rpm sob as concentragdes iniciais de P-glicosidase de 0,1 e 0,2 mg/mL
(correspondentes a 2 mg/g de Avicel) referentes a 5% e 10% de sélidos (m/v), respectivamente.
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Figura 19: Quantidade de B-glicosidase livre com o tempo reacional. Condigdes de reacao: 50°C,
agitacdo de 150 rpm sob concentra¢des iniciais de [-glicosidase de 0,1 e 0,2 mg/mL
(correspondentes a 2 mg/g de bagacgo) referentes a 5% e 10% de so6lidos (m/v) respectivamente.

Em estudos de adsor¢do da enzima B-glicosidade na celulose pura (Avicel), Zhu et al.

(2009) mostraram que durante os ensaios de adsor¢do, ndo foram observadas mudancas na

70



concentragdo da enzima livre no sobrenadante, o mesmo perfil também foi encontrado por Zheng
et al. (2007). Esses resultados estdo de acordo com os encontrado nesse trabalho para a adsor¢ao
da enzima B-glicosidade em Avicel. Em contrapartida, muitos pesquisadores ainda reportam que
a enzima B-glicosidase adsorve sobre materiais lignoceluldsicos e na celulose pura. Para as
biomassas lignoceluldsicas, a explicacdo da adsor¢do estd na presenca de certa quantidade de
lignina onde a [-glicosidase adsorve improdutivamente e muitas vezes irreversivelmente
(ZHENG et al., 2007; PAREEK et al., 2013; SEO et al., 2011). Entretanto, para esse trabalho, a
adsorcao da enzima B-glicosidade foi considerada como nula tanto para a celulose pura quanto
para os bagacos pré-tratados (BH e BO), e assim os experimentos de isoterma de adsorcao foram

descartados para essa enzima.

4.5. Estudo da cinética de adsorc¢io da enzima celulase no bagaco de cana pré-tratado pelo

método hidrotérmico e na celulose pura (Avicel) a 4°C

Os ensaios da cinética de adsor¢do da enzima celulase sobre as biomassas BPTMH e
Avicel foram conduzidos a 4°C, na presenca ou ndo da solug¢do de glicose/enzima na razao 250:1.
Para esses experimentos seguiu-se a metodologia descrita no item 3.6, onde foram adicionados
aos Erlenmeyers o substrato seguido pelo tampao citrato 0,05 M pH 4,8 complementado com
0,02% de azida sédica por grama de biomassa, juntamente ou ndo com a solugdo de glicose para
se manter a relagao glicose/enzima 250:1, e posteriormente a enzima. Foi utilizada a carga de
celulase de 4 mg de proteina/g de substrato (5,5 FPU/g biomassa) para a concentracdo de 5% m/v
de bagaco pré-tratado ou da Avicel.

A escolha da temperatura de 4°C foi devido ao fato que nessa temperatura o processo de
adsorc¢do da enzima celulase ocorre sem a presenga da reacao de hidrolise da celulose (KUMAR e
WYMAN, 2009; LI et al., 2012). As duas biomassas foram analisadas a fim de comparacao, pois
uma ¢ lignificada (BH) e a outa apresenta somente celulose em sua composicao (Avicel). Assim,
pode-se estudar a afinidade da enzima pelos os dois diferentes substratos na temperatura de 4°C.

A adicdo da solugdo de glicose nestes experimentos foi para analisar se a glicose se
comportaria como um inibidor no processo de adsorcdo, ja que a 4°C ndo hd reacdo e, nas

proximas etapas do trabalho a glicose € usada nos experimentos a 50°C para inibir a reacdo de

71



hidrélise. A escolha da razdo glicose/enzima 250:1 presente nos experimentos de cinética de
adsor¢do foi baseada nos estudos de inibicdo da celulase, conduzidos por Maurer et al. (2012),
onde em seus testes, nenhuma atividade enzimatica foi observada numa faixa de
aproximadamente 100—1000 partes de glicose para 1 parte de enzima em massa, onde utilizou
celulase liofilizada em uma solu¢do aquosa de 6000 ppm de glicose. Com isso, Maurer et al.
(2012) confirmou que a glicose € um inibidor da celulase, ndo havendo hidrélise na presenca
desta quantidade do inibidor.

Os graficos presentes nas Figuras 20 e 21 apresentam os perfis da adsor¢do da enzima
celulase sobre os substratos BH e Avicel, respectivamente. Os resultados indicam que a cinética
de adsor¢ao da celulase sobre os substratos foi diferente. Observando a Figura 20 tem-se que o
processo da adsorcdo da enzima celulase no BH foi igual para os ensaios na presenga ou niao da
adicio da glicose ao meio reacional. E visto para ambos os perfis que a adsorcdo atinge o
equilibrio em aproximadamente 2 horas apds o inicio do experimento e que 0 maximo de enzima

adsorvida foi aproximadamente 3,7 + 0,04 mg de enzima/g bagaco.
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Figura 20: Cinética da adsorcdo da celulase no bagaco pré-tratado a 4°C, pH 4,8 e agitacdo de
150 rpm com e sem a adicdo de glicose,concentragdo inicial de bagaco 5% (m/v), carga de
celulase de 4 mg de proteina/g de bagago e relacao glicose/enzima 250:1.
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Figura 21: Cinética da adsorcdo da celulase na Avicel a 4°C, pH 4,8 e agitacdao de 150 rpm com
e sem a adi¢do de glicose,concentracao inicial de bagago 5% (m/v), carga de celulase de 4 mg de
proteina/g de bagaco e relacdo glicose/enzima 250:1.

Para a Figura 21, o padrao observado pelas curvas do processo de adsor¢do da celulase
sobre a Avicel, na presenca ou nio da glicose, também foi 0 mesmo, ou seja, a adicdo da glicose
ndo interferiu na adsorcdo da enzima sobre o substrato celuldsico. A quantidade de celulase
adsorvida alcangou um valor maximo aproximadamente em 10 minutos. Apdés os 10 minutos, a
quantidade de celulase adsorvida na Avicel atingiu um valor de equilibrio (3,5 = 0,037 mg/g
Avicel), valor préximo ao obtido na reagdo de adsor¢do da celulase no BH (3,7 £ 0,04 mg de
enzima/g bagaco).

Os resultados sugerem que a cinética de adsor¢do da celulase em Avicel e BH ¢é
diferente. O processo da adsor¢do da enzima sobre a celulose pura (Avicel) ocorreu mais
rapidamente do que sobre o material lignocelulosico (BH), de acordo com as cinéticas de
adsorc¢ao (Figuras 20 e 21). Portanto, esses resultados mostrados para uma mesma concentracao
de enzima utilizada (0,2 mg de proteina/mL de solu¢do), estdo de acordo com os resultados
obtidos por Maurer ef al. (2012). Segundo o pesquisador, a glicose ndo compete com a celulase
pelos sitios ativos presentes na superficie dos substratos celuldsicos, € consequentemente, nao
pertuba a adsor¢cdo da celulase na superficie, ndo afetando as propriedades de adsorcdo da

celulase quando complementada como um inibidor na reagdo de adsorcao.
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4.6. Avaliacao dos efeitos: agitaciao e concentracao de substrato, na cinética de adsorc¢iao da

celulase em Avicel

As andlises realizadas para avaliar o efeito da agitacdo e da concentracdo de s6lidos no
processo da adsor¢do da enzima celulase no substrato de celulose pura (Avicel) seguiram os
passos da metodologia descrita no item 3.6. Foram adicionados aos Erlenmeyers, tampao citrato
0,05 M pH 4,8 complementado com 0,02% de azida s6dica por grama de biomassa juntamente
com a solucdo de glicose para se manter a relacao glicose/enzima 250:1, e posteriormente a
enzima. Foi utilizada a carga de celulase de 4 mg de proteina/g de substrato (5,5 FPU/g
biomassa) nas concentracioes de 5% e 10 % (m/v) de Avicel. Além disso, a agitacdo também foi
variada entre 40 rpm e 250 rpm para ambas concentracdes de sélidos, na temperatura de 50° C.

Nos graficos (Figuras 22a e b), observa-se os perfis cinéticos de adsorcdo da celulase
sobre Avicel com varia¢do da agitacao (40, 100, 150, 200 e 250 rpm) para as concentracdes de

5% e 10% (m/v) de s6lidos respectivamente.
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Figura 22: Cinética da adsorc@o da celulase na Avicel sob as agitacdes (40 rpm, 100 rpm, 150
rpm, 200 rpm e 250 rpm) a 50°C , 4 mg de celulase/g de Avicel (a) com concentracdo inicial de
Avicel de 5% (m/v) e (b) com concentracao inicial de Avicel de 10% (m/v).

De forma geral, para as duas concentragdes de sélidos (5% e 10%) m/v, o valor maximo
de celulase adsorvida foi de aproximadamente 3,5 mg/g Avicel, para as agitacdes de 100, 150 e
200 rpm. O equilibrio da adsorcdo foi atingido nos 10 primeiros minutos, 0 mesmo tempo
necessdrio, para se atingir o equilibrio da adsorcao quando a temperatura do processo foi de 4°C.
Para a menor agitacdo (40 rpm), observou-se que o miximo de enzima adosorvida foi préximo
dos 2,8 + 0,22 mg/g Avicel, para ambas concentracdes de solidos (5 e 10%) m/v. Entretanto, os
resultados mostraram que na maior agitacao (250 rpm), para as duas concentracdes de solidos, a
maxima concentra¢do de enzima adsorvida foi em torno de 3,0 mg/g Avicel, valor esse, menor do
que o valor encontrado para as agitagdes de 100, 150 e 200 rpm.

A fim de avaliar estatisticamente se houve diferenca significativa entre a quantidade de
enzima adsorvida para os diferentes valores de agitacdo, foi realizado o Teste de Médias de
Tukey, com o auxilio do programa Statistica 7.0, com os valores das médias da concentragdo de
enzima adsorvida para as 6 horas totais da cinética de adsor¢do. Os testes revelaram diferenca
significativa a 95% de confianca para as agitacdes de 40 rpm e 100 rpm, na concentracdo de 5 %
(m/v). As agitacdes 150 e 200 rpm com 5% de sélidos (m/v) foram consideradas, portanto, iguais

a agitacdo de 100 rpm, onde a quantidade de enzima adsorvida foi a mdxima (3,45 = 0,06 mg/g
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Avicel) e as agitacoes 40 e 250 rpm também foram estatisticamente iguais, onde a quantidade de
enzima adsorvida foi aproximadamente 2,9 + 0,15 mg/g Avicel). Quando o teste de Tukey foi
aplicado para a concentracdo de 10% de s6lidos (m/v), os resultados mostraram que também
houve diferenca, s6 que agora para as agitacdes de 40, 100 e 250 rpm. As menores concentragoes
de celulase adsorvidas foram para as agitagdes de 40 e 250 rpm (2,76 + 0,24 mg/g Avicel e 3,0 £
0,15 mg/g Avicel), enquanto que, para as agitacdes de 100, 150 e 200 rpm a concentracdo de
enzima adsorvida aumentou para 3,64 + 0,07 mg/g Avicel.

A maior velocidade utilizada (250 rpm) para os testes, mostrou efeito negativo na
adsor¢do para as duas concentracdes de sélidos (5 e 10%) m/v. O aumento dréstico na agitacio
em processos enzimaticos € sugerido na literatura (KIM et al., 1982) como um fator que causa
ligeira reducdo na adsorcdo. Kim et al. (1982) concluiram em seus estudos que as celulases
podem ser desativadas ao estarem expostas na interface ar-liquido ou por criacao de bolhas de ar
no meio reacional. Assim, com os resultados dos pesquisadores, os dados obtidos através da
Figura 22a e b ficam coerentes, onde o efeito da agitacdo € positivo somente até uma determinada
agitacdo. Com o aumento na velocidade da agitacdo de 150 para 250 rpm, a consequencia foi
negativa, onde o efeito de desnaturagao enzimatica pela agitacao foi superior a melhora obtida na
distribui¢ao das enzimas no meio reacional.

No intuito de se avaliar a influéncia da carga de sélidos na cinética de adsor¢do foram
plotadas os perfis cinéticos de celulase adsorvida/g Avicel nas concentracdes de 5% e 10% (m/v)
sob as principais agitacdes, aquelas que tiveram efeito positivo e aumentaram a capacidade de
adsorcdo da celulase (100, 150 e 200 rpm), respectivamente (Figura 23a, b e ¢). O tempo
necessdrio onde se atingiu a maxima capacidade de adsor¢do foi o mesmo para todos os perfis
mostrados (Figura 23a, b e ¢), em torno dos primeiros 10 minutos, mesmo tempo obtido em
estudos realizados para a adsorcdo da celulase em celulose pura Avicel pelos pesquisadores
KUMAR e WYMAN (2009). Através da Figura 23a, b e c, os perfis de adsor¢do da celulase na
Avicel (5% e 10%) foram muito proximos, mesmo aumentando concentragdo de solidos. Em
estudo anterior, Wang et al. (2011) chegaram a uma conclusdo diferente da obtida no presente
trabalho, concluindo que a adsor¢@o da celulase em Avicel (em mg/g substrato) era infuenciada
pela concentracdo de substrato, sendo maior com baixa concentracdo (1%) e menor com alta
concentragdo (5%). Entretanto, como estes autores trabalharam com agitagdo baixa (40 rpm),
provavelmente houve influéncia da etapa de transferéncia de massa. Desta forma, conclui-se que
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a agitacdo deve ser mantida alta o suficiente para que a etapa de transferéncia de massa nio seja a
etapa limitante para o processo de adsor¢do das enzimas e, neste caso, como era de se esperar, a

quantidade de enzima adsorvida por massa de substrato é independente da concentracdo de

substrato.
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Figura 23: Cinética da adsorcdo da celulase em Avicel a 50°C, sob duas concentracdes iniciais
de bagaco (5% e 10 % m/v) com carga de celulase de 4 mg de proteina/g Avicel e sob as
diferentes agitacdes: (a) 100 rpm, (b) 150 rpm e (c) 200 rpm.

4.7. Avaliacao do efeito da agitacao e da concentracao de substrato na cinética de adsorcao

da celulase em bagaco de cana-de-aciicar submetido ao pré-tratamento hidrotérmico

Para o bagaco de cana-de-agticar pré-tratado hidrotérmico (BH), também foram realizadas
as andlises para avaliar o efeito da agitacdo e da concentragdo de s6lidos no processo de adsor¢ao
da enzima celulase. Seguiram-se os passos da metodologia que estd descrita no item 3.6. Para
isso, foram adicionados aos Erlenmeyers, tampao citrato 0,05 M pH 4,8 complementado com
0,02% de azida sdédica por grama de biomassa juntamente com a solu¢do de glicose, para se
manter a relacao glicose/enzima 250:1 e posteriormente, a enzima. Foi utilizada a carga de
celulase de 4 mg de proteina/g de substrato (5,5 FPU/g biomassa) nas concentragdoes de 5% e 10
% (m/v) de BH. Além disso, a agitagdo também foi variada de 40 rpm a 250 rpm para ambas as
concentragdes de solidos na temperatura de 50° C.

As cinéticas de adsor¢@o da enzima celulase com variagdo da agitacio estdo dispostas na

Figura 24a e b para as concentracdes de s6lidos, de 5% e 10% m/v, respectivamente.
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Figura 24: Cinética da adsorcdo da celulase no bagaco pré-tratado sob diferentes agitacdes (40
rpm, 100 rpm, 150 rpm, 200 rpm e 250 rpm) a 50°C, 4 mg de celulase/g de substrato (a) com
concentrac¢do inicial de bagaco de 5% (m/v) e (b) 10% (m/v).

O aumento da agitacdo proporcionou em ambas as concentracdes de s6lidos (5% e 10%)
melhoras na capacidade adsortiva. Para 10% de sélidos (m/v), o valor midximo da enzima

celulase adsorvida foi de aproximadamente 3,75 = 0,03 mg/g BH, o mesmo valor encontrado para
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a menor concentracao de sélido (5%). O equilibrio da adsorcdo para ambas as concentragdes foi
alcancado apds 2 horas de reagdo, diferentemente da adsorcdo em Avicel, onde o tempo
necessdrio para atingir o equilibrio foi de 10 min, com adsor¢cdo mixima de 3, 64 + 0,076 mg de
celulase/g Avicel.

Para uma melhor compreenssdo da influéncia da agitacio na concentragdo de sélidos,
analisaram-se estatisticamente 0s ensaios, como ja descritos na secao anterior (4.8). Os testes de
Tukey revelaram diferenca significativa a 95% de confian¢a quando se aumentou a agitacio de
40 para 100 rpm, na concentracdo de 5% (m/v). Entretanto quando a agitacdo passou de 100 para
250 rpm, novamente ndo foi observada melhora significativa na adsorcdo. Pelas médias obtidas
através dos testes das cinéticas de adsor¢ao da celulase a 10% de sélidos (m/v), o teste de Tukey
mostrou que houve diferenca significativa a 95% de confiaca, da menor agitacio (40 rpm) para a
maior agita¢do (250 rpm). Para a maior velocidade (250 rpm), contudo, a quantidade médxima de
enzima adsorvida que foi alcangada nas agitacdes de 150 e 200 rpm, diminuiu de 3,75 + 0,03
mg/g BH para aproximadamente 3,5 £ 0,07 mg/g BH. Esse carater negativo na adsorc¢do foi o
mesmo obtido para a Avicel, onde um aumento muito grande na velocidade da agitacdo
provavelmente levou ao desnaturamento das enzimas, o que consequentemente, causou uma
redugdo na capacidade da adsorgao.

Para uma melhor vizualizagdo do efeito da agitacio no aumento da concentracdo de
s6lidos no processo de adsorcdo da celulase, foram plotados os perfis cinéticos de celulase
adsorvida/g BH nas concentra¢des de 5% e 10% m/v, sob as principais agitacdes, aquelas que
mostraram efeito positivo sob a capacidade de adsorc¢do da celulase (100, 150 e 200 rpm). A
Figura 25 (a, b e ¢) mostra os graficos dos perfis cinéticos de adsor¢do. Os resultados revelam
que, o tempo necessario para atingir a capacidade méaxima de adsorcao foi igual para todas as
agitacoes, apOs as 2 horas iniciais da reacdo, valor esse diferente dos encontrados na literatura,
onde alguns pesquisadores relatam que o tempo necessdrio para se atingir o equilibrio da
adsor¢cdo em substratos lignocelulosicos, € superior as 2h, chegando a 8 h (ZHENG, 2007), e
outros, relatam que o equilibrio da adsor¢dao da celulase leva menos de 2 h (KUMAR &
WYMAN, 2009). Ou seja, o tempo para que o equilibrio de adsorcdo seja estabelecido pode
variar para cada substrato empregado e para o pré-tratamento utilizado, além das condigcdes

operacionais empregadas, como temperatura e agitacao.
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Pelos gréficos, Figura 25 (a, b e ¢), os perfis de adsor¢@o da celulase no BH (5% e 10%)
mostram-se bem distintos. Na Figura 25a, observa-se que houve influéncia da etapa de
transferéncia de massa quando a concentracdo de sélidos passou de 5% para 10% (m/v) sob a
agitacdo de 100 rpm, indicando que a agitacdo nao foi suficiente na distribuicdo das enzimas
sobre o substrato. Assim, a capacidade maxima de adsor¢@o foi menor para a maior concentragiao
de solidos (aproximadamente 3,0 mg de celulase/g BH), enquanto que na menor concentracdo de
s6lidos (5%) m/v, o maximo de enzima adsorvido foi aproximadamente 3,75 + 0,001 mg/g BH.
Todavia, quando se aumentou a agitacdo para 150 e 200 rpm (Figura 25b e 25c¢ respectivamente),
a capacidade méxima de adsorcdo aumentou, e foi igual para ambas concentra¢des de sélidos,
que adsorveram cerca de 3,75 + 0,01 mg de celulase/g BH. Sendo assim, € evidente que, para

altas concentragdes de solidos (10%) m/v, a agitacdo € um fator limitante no processo de

adsorc¢do da celulase de Trichoderma reseei.
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Figura 25: Cinética da adsor¢cdo da celulase no bagaco pré-tratado a 50°C, sob duas
concentragdes iniciais de bagaco (5% e 10 % m/v), com 4 mg de proteina/g de bagago e sob as
diferentes agitacdes: (a) 100 rpm, (b) 150 rpm e (c¢) 200 rpm.
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4.8. Avaliacao do efeito da agitacao e da concentracio de substrato na cinética de adsorciao

da celulase em bagaco de cana-de-aciicar submetido ao pré-tratamento organossolve

Nessa secdo, serdo analisados os resultados dos experimentos com bagaco de cana-de-
actcar pré-tratado organossolve (BO), esses experimentos s6 diferem dos ja discutidos nas secdes
4.8 (Avicel) e 4.9 (bagacgo pré-tratado hidrotérmico) pelo substrato utilizado.

Observando os gréificos presentes na Figura 26 (a e b), podem-se avaliar os perfis
cinéticos de adsorcdo da celulase em duas concentracdes iniciais de sélidos (5% e 10%) m/v e
com variacdo da agitacdo. Para a concentracdo de 5% de s6lidos (m/v), o aumento na agitacao
para velocidade de 150 rpm proporcionou melhor mistura entre o substrato e a enzima, e assim,
melhorou a capacidade de adsor¢ao durante a reagdo. A quantidade maxima de enzima adsorvida
atingiu o equilibrio préximo das 3 horas ap6s o inicio da reacdo, e foi de aproximadamente 3,80 +
0,04 mg de celulase/g BO. Quando a concentracdo de substrato duplicou e passou a ser 10% de
s6lidos (m/v), o mesmo comportamento foi observado. Para a agitacdo de 150 rpm, a quantidade
maxima de enzima adsorvida foi de aproximadamente 3,75 £ 0,033 mg de celulase/g BO. Mesmo
aumentando a velocidade da agitacdo para 200 rpm e posteriormente 250 rpm ndo observou-se
melhora significativa no processo da ador¢ao.

Estatisticamente, para 5% de s6lidos (m/v), ndo houve diferenca significativa a 95% de
confianca para as agita¢des de 40 e 100 rpm, onde o maximo de celulase adsorvida, manteve-se
proximo dos 3,14 + 0,21 mg/g BO. J4 para as demais agitacdes (150, 200 e 250 rpm) a diferenca
encontrada foi significativa, e apontou que a melhor velocidade testada foi da agitacao de 150
rpm, que teve a quantidade mixima de enzima adsorvida perto dos 3,8 =+ 0,04 mg de celulase/g
BO. As velocidades de 200 e 250 rpm exibiram perfis diferentes, com menores quantidades de
celulase adsorvida, fendmeno ja analisado e discutido nas sec¢Oes anteriores (4.8 € 4.9), onde o
aumento na velocidade da agitacdo provavelmente levou ao desnaturamento enzimdtico. Para
10% de solidos (m/v), os testes de Tukey realizados mostraram que, mesmo nas menores
velocidades testadas (40 e 100 rpm) foi possivel aumentar a quantidade maxima de celulase
adsorvida em até 25%. Contudo, essa quantidade maxima de enzima adsorvida aumentou ainda

mais (3,75 = 0,03 mg celulase/g BO) com o aumento na velocidade da agitacdo para 150, 200 e
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250 rpm, velocidades essas, que ndo mostraram diferenca significativa a 95% de confianca entre

elas.
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Figura 26: Cinética da adsorcdo da celulase no bagaco pré-tratado sob diferentes agitacdes (40
rpm, 100 rpm, 150 rpm, 200 rpm e 250 rpm) a 50°C, 4 mg de celulase/g de substrato, (a) com
concentragdo inicial de bagaco de 5% (m/v) e (b) de 10% (m/v).
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O efeito no aumento da concentracdo de sélidos, combinado a variagdo na velocidade de
agitacdo fica mais evidente analisando-se a Figura 27 (a, b e c), onde foram plotados os perfis
cinéticos de enzima adsorvida nas concentracdes iniciais de 5% e 10% m/v. Pelos graficos
(Figura 27 a, b e c), constata-se que, para o BO o aumento na velocidade de agitacdo
proporcionou grande melhora no processo da adsor¢do, onde, a quantidade mdxima de celulase
adsorvida foi a mesma para ambas as concentracdes de sélidos (5% e 10%) m/v para a velocidade
de agitacdo de 150 rpm.
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Figura 27: Cinética da adsor¢cdo da celulase no bagaco pré-tratado a 50°C, sob duas
concentragdes iniciais de bagaco (5% e 10 % m/v), com carga de celulase de 4 mg de proteina/g
de bagaco e sob as diferentes agitacdes: (a) 100 rpm, (b) 150 rpm e (c) 200 rpm.

O perfil cinético de adsor¢do na melhor agitacdo testada (Figura 27 b) apresenta ser
parecido com a cinética de adsor¢do do bagaco pré-tratado hidrotérmico (secido 4.9), onde o

tempo necessario para que se atingisse o equilibrio de adsorc¢do foi de aproximadamente 2 h apds
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o inicio da reacdo. Esse evento € explicado principalmente pela caracteristica do substrato, pois
os dois sdo substratos lignoceluldsicos, o que ndo se pode dizer sobre a cinética de adsorcdao da
celulase na Avicel.

Ainda que a celulose Avicel e os bagacos pré-tratados sejam substratos com
caracterfsticas estruturais diferentes, também houve uma diferenca na granulometria. A Avicel
utilizada nos experimentos possuia didmetro de particula de aproximadamente 50 pm, enquanto
que o bagaco in natura possuia didmetro inferior a 0,5 mm. Samaniuk et al. (2011) demonstraram
em sua pesquisa que, quanto menor a granulometria da particula, mais facil a agitacdo no
processo. Sendo assim, o fato do tamanho da particula da Avicel ser menor que a do bagaco,
possibilitou uma melhor distribui¢do das enzimas na solu¢do para os ensaios com Avicel e,
consequentemente a velocidade da agitacao ndo teve infléncia como a observada nos ensaios com

os bagacos de cana-de-agucar pré-tratados.

4.9. Avaliacao das isotermas de adsorcao da celulase nas trés biomassas: Avicel e bagaco de

cana-de-acdicar submetido aos pré-tratamentos hidrotérmico e organossolve

As isotermas de adsor¢do foram determinadas apds os experimentos de cinética de
adsor¢do da celulase sobre os diferentes substratos. O estudo cinético foi primeiramente
executado para que se pudesse determinar o tempo de equilibrio da adsorcao. Com isso, foram
encontrados para todos os substratos, nos perfis cinéticos de adsor¢do da celulase, dois platos,
indicando duas fases. Uma fase inicial e mais rdpida de adsorcdo, e uma fase secundaria e lenta,
onde o equilibrio da adsorcao foi atingido. O tempo para alcangar o equilibrio foi diferente para
os substratos. Para a celulose pura (Avicel) o tempo necessario foi de 10 minutos, enquanto que
para os dois substratos lignoceluldsicos (BH e BO) o tempo para que se atingisse o equilibrio da
adsorc¢do da celulase foi de aproximadamente 2 horas.

Baseado nesses estudos, o tempo de contato entre a enzima celulase e o substrato foi
fixado. Para a Avicel, fixou-se em 30 minutos e para os bagacos (BH e BO) fixou-se em 3 h o
tempo de contato. Esses tempos determinados para as isotermas de adsor¢do da celulase foram

para assegurar que o equilibrio da adsor¢do fosse atingido. Ndo se determinou as isotermas de
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adsorc¢do para a enzima B-glicosidade, pois essa ndo adsorveu em nenhum substrato nos ensaios
das cinéticas de adsorc¢ao.

Assim sendo, para determinar a isoterma de adsor¢do para os diferentes substratos,
trabalhou-se com 5% de sélidos (m/v) e com agitacdo de 150 rpm, suficiente para que a
concentracdo de sélidos ndo influencie a adsorcdo devido a limitacdes de transferéncia de massa.
Para isso, os passos descritos no item 3.8 foram seguidos. A quantidade de proteina adsorvida ao
substrato foi calculada pela diferenca entre proteina livre na solu¢do e proteina total adicionada
inicialmente ao meio da reacdo. Os dados experimentais foram ajustados para a isoterma de
Langmuir:

_EK,E,

= 4.1
1+KpEf

ad

Onde, E,4 € a enzima adsorvida (mg ou pumol de enzima/g de substrato); En.x € a adsor¢do
maxima de enzima por g de substrato (mg ou umol enzima/g substrato); Efé a concentracio de
enzima livre (mg ou umol enzima/mL) e K, € a constante de equilibrio da adsor¢do (mL/mg ou
umol de enzima) (ZHENG, 2007). Se fizermos uma analogia com a equag¢do de Michaelis —
Menten ou com a equagdo de Monod podemos interpretar 1/Kp como o valor da enzima livre (E¢)
para a qual a enzima adsorvida (E,q) € metade da maxima (E;x)

A isoterma de Langmuir foi escolhida para esse trabalho porque tem sido
abrangentemente usada para descrever a adsor¢do de enzimas do complexo celulolitico,
fornecendo bom ajuste aos dados experimentais na maioria dos casos estudados (KUMAR e
WYMAN, 2009; QI et al., 2011; LI et al., 2012; ZHENG et al., 2013).

Neste trabalho, foi examinada a adsorcao da celulase a 4°C e a 50°C. Essas temperaturas
foram escolhidas pois a maioria dos trabalhos com adsor¢do de celulases em substratos
puramente celuldsicos e lignoceluldsicos foi conduzida a temperatura de 4°C, onde se estuda o
fendmeno de adsor¢do sem a presenca da hidrdlise da celulose (POLONEN et al., 2004;
KUMAR e WYMAN, 2008; PEREEK et al., 2013; ZHENG et al., 2013). Contudo, a temperatura
de 50°C € a temperatura que se conduz a hidrolise enzimdtica dos materiais celuldsicos, € a
temperatura ¢ um dos fatores que mais afeta o processo de adsor¢do (KAYA et al., 1994).
Portanto, as isotermas de adsor¢do devem ser determinadas a 50°C para representar fielmente o

mecanismo de adsorc¢io durante a hidrélise enzimatica da celulose.
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Para que a temperatura de 50°C fosse utilizada na reacdo de adsorcdo foi adicionada uma
solu¢do de glicose (Figuras 28 a, 29 a, 30 a, 31 a e 32 a) na razdo glicose/celulase 100:1. A
solucdo de glicose foi adicionada aos experimentos a 4°C também, para que se pudesse avaliar o
comportamento da isoterma, e comparar os perfis da adsor¢do em ambas temperaturas, além de
avaliar como a glicose, no papel de um inibidor, interfere no processo. A relagdo glicose/celulase
100:1 foi escolhida, porque, segundo Maurer et al. (2012), esta é a menor concentracdo de glicose
na qual ndo hd atividade enzimaética.

Os parametros (Enax € Kp) obtidos, descritos na Tabela 13, juntamente com os graficos
presentes nas Figuras de 28 a 32, indicam que as isotermas de adsorcdo para os diferentes
substratos foram bem ajustadas ao modelo de adsorcio de Langmuir. Determinaram-se os
parametros do modelo de Langmuir pelo ajuste dos dados experimentais de adsorcao da celulase,

com a Equacdo 4.1 por meio do software OriginPro 8.0 (OriginLab,Northampton, MA, USA).

Tabela 13: Constantes de adsor¢do de Langmuir para os diferentes substratos (dados
experimentais nas Figuras 28 a 32).

Substrato Temperatura (°C) Epax (mg/g) K, (mL/mg) R?
Avicel c/glicose 4 15,89 + 0,62 7,78 +1,62 0,956
Avicel s/glicose 4 42,09 +1,78 4,23 +0,71 0,948
Avicel c/glicose 50 17,41 + 0,85 4,46 + 0,87 0,962
Avicel s/glicose 50 17,46 £ 0,43 5,57 £ 0,64 0,983

BH c/glicose 4 10,10+ 0,33  18,19+4,29 0,954
BH s/glicose 4 15,81 £0,58 9,26 +2,10 0,954
BH c/glicose 50 36,93 £2,73 1,28 £0,25 0,963
BH s/glicose 50 20,04 £1,70 13,70 +£5,62 0,844
BO c/glicose 50 28,11 £ 1,67 2,33 +£0,45 0,957
BO s/glicose 50 30,48 + 2,36 1,64 + 0,36 0,957

* Faixa da concentrag@o inicial de celulase em solucdo: 0,1-4,5 mg/mL. Concentragdo de
substrato foi de 5% (m/v) em todos os ensaios. Agitacdo foi de 150 rpm.

Conforme os dados listados na Tabela 13, pode-se dizer mais uma vez que houve
diferenca entre os substratos, e que a adsor¢do mdxima também varia com o aumento da

temperatura e com a presenga de glicose.
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m Celulase Adsorvida

Celulase Adsorvida (mg/g Avicel)

4 -
— Celulase Adsorvida predita
2 pelo modelo de Langmuir
0 T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Celulase livre (img/mL.)

(b)

Celulase Adsorvida (mg/g Avicel)

10 m  Celulase Adsorvida
] —— Celulase Adsorvida predita
5 pelo modelo de Langmuir
0 T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Celulase livre (img/mL.)
Figura 28: Isoterma de Langmuir para a adsor¢do da celulase em Avicel a 4°C, sob agitagdo de

150 rpm, por 30 minutos, na concentracdo inicial de 5% de Avicel (m/v), celulase, 0,1-4,5
mg/mL, (a) com adi¢do de glicose e (b) sem adicao de glicose.
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Figura 29: [soterma de Langmuir para a adsorcdo da celulase em Avicel a 50°C, sob agitagdo de
150 rpm, por 30 minutos, na concentragdo inicial de 5% de Avicel (m/v), celulase, 0,1-4,5
mg/mL, (a) com adicdo de glicose e (b) sem adicdo de glicose.

Analisando os resultados para Avicel a 4°C podemos avaliar se a glicose inibe a adsor¢ao

de celulase. Como nesta temperatura ndo ha reacdo de hidrdlise, o resultado obtido sem glicose
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deve ser o resultado correto. No entanto, nota-se que a quantidade mdxima de enzima adsorvida
na presenca de glicose foi praticamente um terco do valor obtido quando glicose ndo foi
adicionada ao meio (Enax=15,89 mg de proteina/g de Avicel e En,x=42,09 mg de proteina/g de
Avicel). Além disso, a constante de equilibro de adsor¢do (K;) para Avicel sem glicose também
¢ menor, ambos resultados indicando um efeito inibitdrio da glicose na adsor¢do, diferentemente
do que foi afirmado no trabalho de MAURER et al. (2012). A inibicdo da adsor¢do pela glicose
havia sido reportada no trabalho de STUTZENBERGER e LINTZ (1986), razdo pela qual estes
ensaios foram realizados no presente trabalho.

Anteriormente ja havia sido feito o estudo da cinética de adsor¢do a 4°C na presenca e
auséncia de glicose (item 4.7, Figuras 20 e 21), que ndo havia mostrado inibicao da adsor¢do por
glicose. A concentracdo de enzimas usada, no entanto, foi de 4 mg/g de biomassa e a
concentracdo de biomassa 5%, o que correponde a uma concentragdo de 0,2 mg enzima/mL. Na
determinacdo das isotermas esta concentracdo variou de 0,1 a 4,5 mg/mL, e, como a glicose é
adicionada na razao de 100:1 (glicose/celulase), houve adicdo de quantidade bem maior de
glicose, justificando a inibicdo neste caso e ndo no estudo anterior. Quando avaliamos os
parametros para Avicel a 50°C com e sem glicose, vemos que parece ndo haver interferéncia
desta substancia nos parametros. No entanto, a 50°C h4 hidrélise quando ndo se adiciona glicose,
com consequente diminui¢ao da massa de adsorvente e dessor¢ao das enzimas, o que faz com que
o resultado sem adicdo de glicose nao seja confidvel. ZHENG et al. (2013A) estudaram a
adsorcdo de celulase sobre Avicel a 50°C sem adi¢cdo de glicose e mostraram que houve uma
rapida adsor¢do seguida de dessorcao de aproximadamente 30% da quantidade de enzima devida
a hidrélise, sendo o equilibrio atingido no valor mais baixo de enzima adsorvida. Assim,
provavelmente ambos valores de E,.x encontrados (com e sem adi¢do de glicose) devem ser mais
baixos do que o real, no caso com adi¢do de glicose devido a inibi¢do da adsorcao e no caso sem
adi¢do devido a dessorcao.

Os resultados listados nesse trabalho, Tabela 13, para Avicel a 4°C sem glicose e a 50°C
com glicose (Emax= 42,09 mg/g de Avicel e Enax=17,46 mg/g de Avicel, respectivamente), sdo
similares a resultados ja reportados anteriormente por outros autores (ZHENG et al., 2013;
WANG et al., 2011; KIM et al., 1994), onde os valores para E,x possuem a mesma ordem de

grandeza, e diminuiram com o aumento da temperatura. Este decréscimo na capacidade de
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adsor¢do com a temperatura € o que se espera para processos que seguem o modelo de Langmuir
(ZHENG et al., 2013).

Para o bagaco pré-tratado hidrotérmico (BH), as Figuras 30 (ae b) e 31 (a e b), descrevem
o efeito do aumento da temperatura e da adicao de glicose na adsor¢do. O mesmo fendmeno de
inibicdo encontrado para Avicel, embora em menor magnitude, pode ser notado quando
avaliamos os parametros para BH a 4°C com e sem glicose, tendo a constante de adsor¢ao (Emax)
passado de 10,10 mg/g de BH para 15,81 mg/g de BH, e o valor de K, de 18,19 para 9,26

mL/mg, respectivamente.

(a)

m  Celulase adsorvida

Celulase adsorvida predita pelo
24 modelo de Langmuir

Celulase adsorvida (mg/g de bagaco)

T T T T T T T
[¢] 1 2 3 4
Celulase livre (mg/mL)
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(b)
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Figura 30: Isoterma de Langmuir para a adsor¢do da celulase em BH a 4°C, sob agitacao de 150
rpm, por 3 horas, com concentracdo inicial de 5% bagaco (m/v), celulase, 0,1-4,5 mg/mL, (a)
com adicdo de glicose e (b) sem adi¢do de glicose.
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94



(b)

22 -

20 -
— 18
% ]l =
&n 16 -
[}
St 14 ]
20 -
&n ]
E 12
< _
=
= 10 +
Bt
5 ]
= 8-
< ]
% o
= 1 m Celulase adsorvida
3 43 Celulase adsorvida predita

> | pelo modelo de Langmuir
0 T T T T T T T T
0 1 2 3 4

Celulase livre (mg/mlL.)

Figura 31: Isoterma de Langmuir para a adsorc@o da celulase em BH a 50°C e, sob agitacao de
150 rpm, por 3 horas, com concentragao inicial de 5% bagaco (m/v), celulase, 0,1-4,5 mg/mL, (a)
com adicdo de glicose e (b) sem adi¢do de glicose.

Ja para os ensaios da isoterma a 50°C, percebe-se que o parametro E,.x foi maior quando
se adicionou glicose ao substrato, nesse caso, 0 Enax com adi¢c@o de glicose foi igual a 36,93 mg/g
de BH, e para o ensaio na auséncia da solucdo de glicose o Enax foi igual a 20,04 mg/g de BH.
Assim como na adsor¢do em Avicel, provavelmente a diminuicdo de E,x na auséncia de glicose
€ causada pela dessorcdo das enzimas com a hidrdlise de parte da biomassa. Como os pontos
experimentais eram retirados apdés 3 h (tempo determinado como de equilibrio nos estudos de
cinética), uma quantidade consideravel do bagaco deve ter sido hidrolisada neste caso,
especialmente para as concentracdes de enzima mais altas. Como mostrado nos ensaios a 4°C, o
efeito da inibicdo por glicose parece ser menos importante no caso do BH do que quando o
substrato é Avicel, de forma que o valor de E,.« determinado com adicdo de glicose deve estar
proximo do valor real.

Ao contrario da adsor¢cdo em Avicel, onde a capacidade de ador¢do diminuiu com a
temperatura, no caso do BH a capacidade de adsor¢do aumentou bastante com a temperatura.
Este comportamento foi o mesmo obtido por ZHENG et al. (2013) para isolados de lignina
obtidos através de hidrolise de biomassas lignoceluldsicas submetidas a diferentes pré-

tratamentos.
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No bagaco pré-tratado organossolve, somente a temperatura de 50°C foi analisada. Pode-

se notar da Tabela 13 que o valor de E.x foi ligeiramente maior sem adicao de glicose, o que

parece indicar que, neste caso, o efeito da inibi¢cdo da adsorcdo pela glicose foi maior do que o

efeito causado pela dessorcdo devida a hidrélise.

(a)

Celulase adsorvida (mg/g bagaco)

Celulase adsorvida (mg/g bagaco)

m Celulase Adsorvida

5 . .
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Celulase livre (img/mL.)

(b)

m  Celulase Adsorvida
—— Celulase Adsorvida predita
pelo modelo de Langmuir

0,5

T T T T T T T T T T
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Celulase livre (img/mL.)

Figura 32: Isoterma de Langmuir para a adsor¢do da celulase em BO a 50°C, sob agitacdo de
150 rpm, por 3 horas com concentragdo inicial de 5% bagaco (m/v), celulase, 0,1-4,5 mg/mL, (a)
com adicdo de glicose e (b) sem adi¢do de glicose.
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Ao compararmos os valores de En,x para os 3 substratos, nota-se que, quanto menor a
quantidade de lignina na biomassa, menor a capacidade mdxima de adsorc¢do. Para Avicel, que
ndo possui lignina em sua composi¢cdo, o valor de Enax foi de 17,41 £ 0,85 mg/g Avicel; para BO,
que possui 4,42% de lignina, E,=28,11 = 1,67 mg/g de BO; e, para BH, com cerca de 31,97%
de lignina em sua composi¢do, o Enax foi de 36,93 + 2,73 mg/g de BH; todos para adsor¢do a
50°C com adicdo de glicose. A quantidade maxima de enzima adicionada nos ensaios de
determinacdo da isoterma foi de 4.5 mg/mL, equivalente a 90 mg/g biomassa.

Nota-se, também, pela andlise das isotermas, que estas diferencas em quantidade
adsorvida comecam a aparecer apenas para altas concentragdes de enzima. Até 1 mg/mL (20
mg/g de biomassa) de enzima total, a quantidade adsorvida nas 3 biomassas calculada pelas
isotermas € semelhante, de 11.4, 12.2 e 12.8 mg/g de biomassa para Avicel, BH e BO,
respectivamente. A partir desta quantidade de enzima a adsorcdo das biomassas lignoceluldsicas
se torna maior do que para Avicel, permanecendo semelhantes até aproximadamente 2 mg/mL
(40 mg/g biomassa) de enzima total. Para esta concentracdo de enzimas a quantidade adsorvida é
de 20.5 e 19.8 mg/g de biomassa para BH e BO, respectivamente.

Alguns pesquisadores afirmam que a diferenca da adsorcdo sobre os materiais
lignoceluldsicos € causada pela quantidade de lignina presente nos materiais (ZHENG et al.,
2007; QUI et al., 2011; HEISS-BLANQUET et al., 2011). Com isso, os dados obtidos nesse
trabalho estdo de acordo com os da literatura, onde a deslignificacdo nem sempre leva a uma
maior adsor¢do enzimdtica em bagaco de cana-de-aclcar e outros materiais que apresentam

lignina em sua composi¢ao.

4.10. Avaliacao das cinética e isoterma de adsorcio da celulase em isolado de lignina

proveniente do bagaco de cana-de-aciicar submetido ao pré-tratamento hidrotérmico

A adsor¢do da celulase também foi investigada sobre o isolado de lignina, pois tem sido
muito estudada em trabalhos recentes (PALONEN et al., 2004; BORJESSON et al., 2007; SEO
et al., 2011; LI et al., 2012; LOU et al., 2013; ZHENG et al., 2013). Essas pesquisas sugerem a
adsorcdo ndo produtiva das enzimas celulases de Trichoderma reesei na lignina. Os estudos
apontam que as interagdes da celulase com a lignina podem ser através de ligagdes fracas, como

as eletrostaticas (BERLIN er al., 2006; LOU et al., 20013), hidrofébicas (ERIKSSON et al.,
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2002) e por ligacdes de hidrogénio (SEWALT et al., 1997). Com a adsor¢cao improdutiva das
enzimas do complexo celulolitico sobre a lignina, o rendimento da hidrélise enzimética diminui,
e consequentemente, dosagens maiores de celulases sdo requeridas para tornar a sacarificacdo
eficiénte, o que torna o processo mais dispendioso (BORJESSON er al., 2007, ZHU &
ZHUANG, 2012).

Os ensaios de cinética e isoterma de adsorcdo da celulase no isolado de lignina nesse
trabalho foram realizados seguindos os passos descritos no item 3.8, somente para a temperatura
de 50°C e na presenca da solucdo de glicose/enzima na relagao de 100:1.

A cinética de adsorcdo para o isolado de lignina (IL) foi diferente daquela obtida para
todos os outros substratos (Avicel, BH e BO). Primeiro, o tempo de equilibrio para a celulose
pura foi préximo dos 10 min, bem menor do que para o IL, que foi préximo dos 60 min. J4 para
os outros substratos, o tempo de equilibrio foi maior que 60 min, préximo dos 120 min. Além
disso, o perfil cinético de adsor¢cao no IL (Figura 33) também se diferenciou em relacdo aos

demais substratos.
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Figura 33: Cinética da adsor¢d@o da celulase no isolado de lignina em 50°C, pH 4,8 e agitacdo de
150 rpm sob a concentracdo inicial de isolado de lignina (5% m/v) com carga de celulase de 4
mg de proteina/g de isolado de lignina.

A quantidade de celulase adsorvida no IL atingiu um valor midximo de equilibrio préximo
dos 2,75 + 0,03 mg/ g de IL quando foram adicionadas 4mg de enzima/g de biomassa.

Comparando com os valores obtidos para o BH e para o BO, que foram de aproximadamente
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3,75 mg/g de bagaco, nota-se que a adsorcdo na lignina € significativa frente a adsor¢do na
celulase. Ao compararmos este resultado com o trabalho de ZHENG et al. (2013), que avaliou a
adsor¢do de celulases em Avicel e em isolados de lignina provenientes de diferentes biomassas e
pré-tratamentos (pré-tratamento dcido ou por explosdo a vapor de palha de milho e pré-
tratamento por explosdo a vapor de palha de arroz), vemos que os resultados sdao diferentes.
ZHENG et al. (2013) encontraram o equilibrio na cinética de adsorcdo em 1h na temperatura de
4°C, mas quando a temperatura foi de 50°C o equilibrio s6 foi atingido em 12h, resultado bem
diferente do obtido neste trabalho.

Apés a determinacdo do tempo necessdrio para se atingir o equilibrio da adsorcdo da
celulase no IL, a isoterma de adsor¢ao foi determinada. A Tabela 14 apresenta resumidamente os
resultados dos pardmetros (Emax € K;) obtidos. O grifico presente na Figura 34 indica que a
isoterma de adsor¢do da celulase sobre o IL foi bem ajustada ao modelo de adsorcdo de

Langmuir.

Tabela 14: Constantes de adsor¢ao de Langmuir para o isolado de lignina proveniente do BH.

Substrato Temperatura (°C)  Emax (mg/g) K, (mL/mg) R?

Isolado de Lignina c/glicose 50 11,92 £0,760 13,27 +£6,29 0,868

* Faixa da concentrac¢do inicial de celulase em solugdo: 0.1-4,0 mg/mL. Concentracido de
substrato foi de 5% (m/v) em todos os ensaios.

O valor de capacidade médxima de adsor¢@o (Emax) obtido no presente trabalho nao é muito
diferente do obtido no trabalho de ZHENG et al. (2013). Na Figura 34 e Tabela 14, Epax €
determinado como 11,92 + 0,760 mg/g IL. No trabalho de ZHENG et al. (2013), embora os
autores tenham estimado Ep,x em torno de 22 mg/g de IL, ao observarmos os valores
experimentais vemos que este valor € enormemente extrapolado, tendo os valores experimentais
ficado no mdximo em torno de 15 mg/g de IL mesmo para os maiores valores de concentracao
de enzima considerados (2 mg/mL e 1% de substrato, equivalente a 200 mg/g de substrato; valor
bem maior que o méximo do presente trabalho, de 90 mg/g de substrato).

Com os resultados listados da Tabela 14, verifica-se que houve diferenca entre os
substratos celuldsicos e o IL. O isolado de lignina exibiu capacidade de adsor¢do menor para a

enzima celulase do que os demais substratos. A constante de maxima adsorcdo do IL foi de 11,92
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mg de celulase/g de IL, 1,5 vezes menor do que para a Avicel (17,41 mg/g de Avicel), 3 vezes
menor que para o BH (36,93 mg/g de BH) e 2 vezes menor que para o BO (28,11 mg/g de BO).
Com isso, os resultados sugerem que a celulase tem mais afinidade pelos substratos celuldsicos
do que pela lignina.

O caso da celulase adsorver em menor proporcdao no isolado de lignina também foi
encontrado por outros pesquisadores, como Seo et al. (2011) e Palonen et al. (2004), onde
mostraram que a enzima celulase tem maior afinidade pela celulose do que pelo isolado de
lignina, trabalhando com madeira pré-tratada a 4°C. Em contrapartida, Pareek et al. (2013) e Li et
al. (2012) apresentaram que o isolado de lignina dos materiais lignoceluldsicos adsorveu mais

celulase que o material pré-tratado e Avicel, na temperatura de 4°C.

m Celulase adsorvida

Celulase adsorvida predita
pelo modelo de Langmuir

Proteina adsorvida (mg/g isolado de lignina)

T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Proteina livre (mg/mL)

Figura 34: Isoterma de Langmuir para a adsorcdo da celulase em lignina a 50°C e pH 4,8 sob
agitagdo de 150 rpm com adi¢d@o de glicose por 2 horas com concentragdo inicial de 5% isolado
de lignina (m/v) e celulase, 0,1-4,5 mg/mL.

4.11. Avaliacao da hidroélise dos bagacos pré-tratados em concentracdes proteicas diferentes

da enzima celulase

Para investigar o rendimento da hidrdlise enzimdtica e o comportamento dos materiais

pré-tratados com o aumento da concentracdo protéica da celulase, a conversdo dos materiais

100



lignoceluldsicos (BH e BO), usando a celulase comercial (Celluclast 1.5 L Novozymes), com
adicdo de PB-glicosidase Novozymes (Sigma) foi realizada em uma incubadora a 150 rpm de
agitacdo, na temperatura de 50°C por 72 h, como detalhado na secdao 3.7 da metodologia. Os
resultados (Figura 35) sdo demosntrados em termos de liberacdo de glicose, em g/L. A
concentracdo de glicose midxima que pode ser obtida baseada na composi¢cdo em celulose dos

dois materiais pré-tratados é de 33.9 g/L. para o BH e 48.3 g/L para o BO.

(@)
—m— H1(15,09 FPU - 0,36 mg/mL)
—e— H2 (62,89 FPU - 1,5 mg/mL)
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(b)
—=— 01(15,09 FPU - 0,36 mg/mL)
—e— 02 (62,89 FPU - 1,5 mg/mL)
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Figura 35: Comparacdo entre os perfis de liberacao de glicose na hidrélise (a) de BH e (b) BO.
Os ensaios foram realizados com 5% de sélidos (m/v), utilizando diferentes concentracdes
protéicas da enzima celulase (Celluclast 1.5 L) com adicao de 25 CBU/g de bagaco da enzima [3-
glicosidase (Sigma).

Para o bagaco pré-tratado hidrotérmico (Figura 35 a), para a menor concentra¢do de
enzimas usada (0.36 mg/mL) uma conversao de aproximadamente 53% foi obtida, enquanto que
para o bagaco pré-tratado organossolve a conversio foi de aproximadamente 78%. Pelas
isotermas, a quantidade de enzima adsorvida para os dois materiais € semelhante nesta
concentragdo, sendo de 4.8 e 5.2 mg/g de biomassa para BH e BO, respectivamente.

Para concentracdo de enzima de 1.5 mg/mL, as conversoes sdo de aproximadamente 71%
e 87% para BH e BO, enquanto as concentracdes adsorvidas sdo de 16.8 e 17 mg/g biomassa,
respectivamente, calculadas pelas isotermas. Embora nestas concentracoes de enzima as duas
biomassas adsorvam quantidades semelhantes de enzima, a quantidade de lignina no BH € bem
mais alta, o que provavelmente é parte do motivo porque esta biomassa tem menor conversdao. Na
concentragdo de 1.5 mg/mL de enzima a quantidade adsorvida no isolado de lignina calculada
pela isoterma € de 5.8 mg enzima/g IL.

Para o bagaco submetido ao pré-tratamento hidrotérmico (BH), aumentar a concentracdo
de enzimas acima de 1.5 mg/mL ndo tem influéncia na conversdo, que se mantém em torno de

71%, embora a capacidade mdxima de adsorcdo ndo tenha sido atingida. Na verdade a capacidade
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mdxima de 36.93 mg/g BPTMH ndo € atingida nem na concentracdo mdxima considerada, de 6.0
mg/mL, na qual a concentracdo adsorvida calculada pela isoterma € de 31.4 mg enzima/g BH.
Para o bagaco submetido ao pré-tratamento organossolve a conversdo continua
aumentando com o aumento da concentracdo de enzima, chegando a 98% com 5.0 mg/mL de
enzima e 100% com 8.0 mg/mL de enzima. Nesta concentracdo a quantidade de enzima
adsorvida calculada pela isoterma € praticamente igual a maxima, 26.4 mg/g BO (Epnax= 28,11 £

1,67 mg/g bagaco).
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com a obtenc¢do dos perfis cinéticos das enzimas comerciais celulase e B-glicosidase para

os diferentes materiais celuldsicos e para o isolado de lignina, bem como a obtencdo dos

parametros (Emax € Kp) das isotermas de adsorcdo, foi possivel entender que a adsorcdo da

celulase € fortemente influenciada por propriedades fisico-quimicas do substrato e pelos

parametros das reagdes, tais como, a temperatura e a transferéncia de massa. E com isso, também

foi possivel entender um pouco melhor sobre 0 mecanismo do processo da hidrélise enzimatica e

o quanto a adsorcdo das enzimas sobre os materias interfere nesse processo. De maneira

resumida, as conclusdes a respeito dos resultados obtidos foram descritas a baixo:

Os resultados da composicdo quimica encontram-se dentro da faixa média encontrada na
literatura, onde a composi¢ao foi diferente para os dois materiais pré-tratados. O bagaco
pré-tratado hidrotérmico apresentou alto teor de lignina, praticamente nio teve remog¢ao
de lignina apds o pré-tratamento. Ja o bagaco pré-tratado organossolve foi deslignificado
quase que totalmente, apresentando 4,42% de lignina em sua composi¢do. As figuras de
MEV mostram como o pré-tratamento organossolve foi mais eficiente, produziu uma
desintegracdo maior da fibra lignocelulésica, provavelmente pela maior remo¢do da

lignina;

Em relacdo aos estudos da cinética de adsorcdo da celulase nos bagacos de cana pré-
tratados (BH e BO), na Avicel e no isolado de lignina observou-se que o tempo necessario
para se atingir o equilibrio de adsorcao do sistema enzima/substrato, € muito menor para a
Avicel do que para o isolado de lignina e para os bagacos pré-tatados. Para Avicel o
tempo de equilibrio é alcancado em 10 minutos, enquanto que para o IL o tempo € de 1 h
e para os bagacos, ap0Os 2 horas do inicio da reacdo. Os resultados obtidos com o0 aumento
na concentracdo de solidos de 5% para 10% (m/v) ndo levou a mudancas na relacdo
enzima adsorvida/g de substrato nos perfis da cinética de adsor¢do para os materiais
utilizados, uma vez que a agitacdo a partir de 150 rpm fosse empregada. Além disso,
concluiu-se que a agitacdo exerce influéncia significativa no fendmeno de adsor¢do, onde
o aumento da agitacdo leva a um aumento na adsor¢do da enzima no substrato, porém a
partir de um determinado aumento da velocidade de agitacdo ndo foram observadas

mudancas significativas nos perfis de enzima adsorvida;
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Os pardmetros En.x € K, obtidos pelo ajuste dos dados experimentais mostraram-se
bastante significativos para os materiais. A maior capacidade de adsorcdo e,
consequentemente, uma afinidade maior da enzima celulase sobre o BH foi observada,
pois a celulase além de adsorver na celulose, também se adsorve lignina, em menor
extensdo. Os dados obtidos da isoterma da celulase sobre o isolado de lignina confirmam
a adsorc@o improdutiva da enzima na lignina e mostram como esses estudos da adsorcao
das enzimas em IL sdo importantes, porque se torna possivel distinguir a adsorcdo a

porc¢des da celulose e fracdes da lignina;

O estudo da adsor¢do com diferentes materiais lignoceluldsicos além de Avicel mostrou
que muitas vezes as aproximagdes usadas em trabalhos na literatura, que consideram que
a adsorcao acontece em menos de 30 minutos (LI et al., 2012, HEISS-BLANQUET et al.,
2011, KIM et al., 1994) baseiam suas suposi¢des nos estudos com celulose pura e estas
conclusdes sdo bem diferentes para os dois materiais lignoceluldsicos estudados neste

trabalho;

Os estudos de adsorcao a 50°C mostram que os parametros sdo completamente diferentes
daqueles determinados a 4°C, que sdo maioria na literatura (ZHENG et al.,, 2013,
PAREEK et al., 2013, KAYA et al., 1994, OOSHIMA et al., 1983). Para que os estudos
de adsor¢cdo possam ser empregados em modelos matemdticos de hidrélise €

imprescidivel que os parametros sejam determinados na temperatura real de hidrdlise;

A adicdo da solugdo de glicose na relagdo glicose/enzima de 100:1 nas isotermas a 4°C
mostrou que a capacidade de adsor¢do da celulase no substrato € afetada. Entretanto, a
utilizagdo da glicose como um inibidor de rea¢do nos ensaios de adsorcdo a 50°C
proporcionou uma visdo mais realista do processo, com maiores valores de Enax em

comparacao com os experimentos na auséncia desta na maior parte dos casos estudados;

Os resultados das hidrélises também confirmaram a adsor¢do improdutiva da enzima
celulase na lignina, pois o0 BO (4,42% de lignina) resultou maior rendimento de glicose na
hidrélise do que o BH (31,97 % de lignina), mesmo aumentando drasticamente a
concentragdo de enzima adicionada. Os resultados parecem apontar ao fato de que a
lignina impede a adsorcdo da celulase em maior extencdo na celulose para liberar mais
acucar.
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Para trabalhos futuros, sugere-se maiores estudos empregando enzimas do complexo
celulolitico purificadas como estratégia para verificar a adsor¢do individual dos compomentes
sobre o substrato, e assim, analisar a afinidade sobre o material de cada componente
enzimdtico. A obtencdo de um isolado de lignina mais puro, proveniente dos bagacos pré-
tratados também pode ser investigada, bem como os métodos de dessor¢dao das enzimas do
material residual de uma completa hidrdlise, a fim de que ndo ocorra subestimacdo de
adsorcdo da celulase sobre os isolados de lignina. O uso de aditivos nos estudos de adsorcao,
tais como, surfactantes e proteinas também pode ser estudado, buscando verificar o quanto
esses aditivos interferem no processo de adsor¢do e se o uso desses pode melhorar de alguma

forma o rendimento da hidrélise enzimdtica dos materiais lignificados.
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