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APRESENTACAO

O livro “Estudos Interdisciplinares nas Ciéncias Exatas e da Terra e
Engenharias” de publicacédo da Atena Editora apresenta em seu primeiro volume 35
capitulos relacionados tematicas de area multidisciplinar associadas a Educacéo,
Agronomia, Arquitetura, Matematica, Geografia, Ciéncias, Fisica, Quimica, Sistemas
de Informacgéo e Engenharias.

No ambito geral, diversas areas de atuacdo no mercado necessitam ser
elucidadas e articuladas de modo a ampliar sua aplicabilidade aos setores
econdmicos e sociais por meio de inovagdes tecnolbdgicas. Neste volume encontram-
se estudos com teméaticas variadas, dentre elas: estratégias regionais de inovacéo,
aprendizagem significativa, caracterizacao fitoquimica de plantas medicinais, gestao
de riscos, acessibilidade, analises sensoriais e termodinamicas, redes neurais e
computacionais, entre outras, visando agregar informacdes e conhecimentos para a
sociedade.

Os agradecimentos do Organizador e da Atena Editora aos estimados autores
que empenharam-se em desenvolver os trabalhos de qualidade e consisténcia,
visando potencializar o progresso da ciéncia, tecnologia e informacao a fim de
estabelecer estratégias e técnicas para as dificuldades dos diversos cenarios
mundiais.

Espera-se com esse livro incentivar alunos de redes do ensino basico, graduacéao
e pos-graduacdo, bem como pesquisadores de instituicdes de ensino, pesquisa e
extenséo ao desenvolvimento estudos de casos e inovagdes cientificas, contribuindo
entdo na aprendizagem significativa e desenvolvimento socioeconémico rumo a
sustentabilidade e avancos tecnologicos.

Cleberton Correia Santos
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RESUMO: A celulose € um polimero linear
de D-glicose, sendo o polissacarideo mais
amplamente distribuido na natureza. Existe
grande interesse na hidrolise da celulose para

Estudos Interdisciplinares nas Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

ALCALINO

producéo de glicose, cujo campo de atuacgéo
envolve o setor de alimentos, producédo de
combustivel e de substancias quimicas, no
conceito de biorrefinaria. Varios microrganismos
séo capazes de promover a biodegradacao
da celulose, dentre eles, os dos géneros
Trichoderma, Aspergillus e Penicillium. Neste
trabalho, o bagaco de cana-de-acucar (BCA) foi
pré-tratado usando uma combinacéo de acido
sulfarico e peroxido de hidrogénio, em meio
alcalino e, a celulose obtida foi submetida a
hidrélise com diferentes complexos enzimaticos,
separadamente e misturados, com 10, 20 e 30
FPU/g substrato, sendo a cooperagcéo entre
enzimas celuloliticas, parte do mecanismo de
hidrolise da celulose. O uso de combinacgbes
de diferentes complexos enzimaticos com
cargas enzimaticas equivalentes a 30 FPU foi
mais efetivo na hidrélise da celulose do que
suas atividades individuais, evidenciando um
provavel sinergismo entre as enzimas que
degradam a celulose. Tal sistema é complexo
e envolve uma série de variaveis fisicas e
bioguimicas a serem consideradas na hidrélise
da celulose.

PALAVRAS-CHAVE: bagaco de cana-de-
acucar, celulose, hidrolise, sinergismo, enzimas.

SYNERGISM OF ENZYMATIC COMPLEXES
MIXTURES USED IN THE HYDROLYSIS OF
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THE CELLULOSE OBTAINED FROM PRE-TREATED SUGARCANE BAGASSE
WITH H,SO,/H,0,, IN ALKALINE MEDIUM

2727
ABSTRACT: Cellulose is a linear polymer of D-glucose, the polysaccharide being more
widely distributed in nature. There is great interest in the hydrolysis of cellulose for the
production of glucose, whose field of activity involves the food, fuel production and
chemical sectors, in the concept of biorefinery. Several microorganisms are capable
of promoting the biodegradation of cellulose, among them, the genera Trichoderma,
Aspergillus and Penicillium. In this work, sugarcane bagasse (BCA) was pretreated
using a combination of sulfuric acid and hydrogen peroxide in alkaline medium. The
obtained cellulose was separated and subjected to hydrolysis with different enzymatic
complexes, separately and mixed, with 10, 20 and 30 FPU/g substrate, since the
cooperation between cellulolytic enzymes is part of the hydrolysis mechanism of the
cellulose. The use of combinations of different enzymatic complexes with enzymatic
charges equivalent to 30 FPU was more effective in cellulose hydrolysis than their
individual activities, evidencing a probable synergism between enzymes that degrade
cellulose. Such a system is complex and involves a number of physical and biochemical
variables to be considered in the hydrolysis of cellulose.

KEYWORDS: Sugarcane bagasse, cellulose, hydrolysis, synergism, enzymes.

11 INTRODUCAO

A desconstrucéo das fibras lignocelulésicas constituintes do bagago de cana-de-
acucar, visando maior aproveitamento da celulose para conversdo em glicose, tem
sido um dos grandes desafios tecnolégicos a serem superados, em escala industrial,
na producao de etanol celuldsico. Novas tecnologias envolvendo as etapas de pré-
tratamento e hidrélise, com a utilizacdo de enzimas, tém sido estudadas de modo a
garantir a viabilidade econdmica deste processo.

Coquetéis enzimaticos vem sendo desenvolvidos por empresas, tais como
Novozymes, Dupont-Genecor e Abengoa, para atender aos diferentes tipos de
biomassa. Entretanto, a falta de especificidade leva a uma perda de eficiéncia
do processo de hidrélise. Uma estratégia considerada promissora consiste na
customizagdo de coquetéis para cada tipo de biomassa, o que pode levar a reducéo
dos custos do processo de sacarificagcdo da biomassa [KLEIN-MARCUSCHAMER et
al., 2012].

Os complexos enzimaticos celulase séo biocatalisadores altamente especificos
capazes de atuar sobre materiais lignocelulésicos, que atuam em sinergia, ou seja,
apresentam um rendimento melhor em conjunto do que a soma dos rendimentos
individuais. Tanto os substratos naturais como os resultantes de processos de pré-
tratamentos contém lignina e hemicelulose, o que impede o0 acesso de componentes de
celulase as ligacoes 1,4-B-glucosidicas o que pode exigir, para a hidrolise, atividades
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enzimaticas distintas das envolvidas na degradacdo da celulose [CASTANEDA &
MALLOL, 2013]. Desta forma, a realizacdo de uma etapa de pré-tratamento eficiente
da biomassa é fundamental para desestruturar a biomassa, liberando lignina e/ou cinco
acucares hemicelulésicos de carbono, tornando a celulose remanescente acessivel a
hidrolise enzimética, e assim, garantir a acessibilidade das enzimas. Um pré-tratamento
ameno, associado a formula¢des enzimaticas avancadas, pode permitir a diminuicéo
da producéo de compostos inibidores e maior rendimento da fracdo hemicelulose.
Tal abordagem exigira o uso de enzimas “acessorias” para degradar a hemicelulose
restante e sinergizar com as celulases, que sao tipicamente responsaveis por uma
parcela significativa da producdo de acucar durante a conversdo enzimatica da
biomassa. Estas enzimas podem ser divididas em trés principais tipos de reacoes,
as endoglucanases, as exoglucanases (ou celobiohidrolases) e as B-glucosidases
[THAMBIRAJ, 2017].

O sinergismo entre endoglucanases e exoglucanases tem sido muito estudado,
por ser considerado um dos mais importantes para a hidrolise da celulose cristalina,
entretanto, por se tratar de um conjunto envolvendo varias celulases em um sistema
de reacao heterogénea, apresenta um mecanismo altamente complexo.

A hidrolise da celulose também requer a acdo de B-glucosidases (BGs), que
hidrolisam a celobiose, liberando duas moléculas de glicose fornecendo uma fonte de
carbono, que é facil de metabolizar. A primeira etapa da hidrélise ocorre na superficie
de substratos sélidos e libera agucares soluveis com um grau de polimerizacao (DP)
até 6, na fase liquida, por hidrélise, através das endoglucanases e exoglucanases, que
séo limitantes da velocidade de todo o processo de hidrolise da celulose. A segunda
etapa envolve, principalmente, a hidrélise de celobiose em glucose, por B-glucosidases,
embora algumas dessas enzimas também hidrolisam celodextrinas mais longas. As
acbes combinadas de endoglucanases e exoglucanases modificam as caracteristicas
de superficie da celulose ao longo do tempo, resultando em rapidas mudangas nas
taxas de hidrélise [SELIG et al., 2008].

Este sistema complexo de enzimas necessita ser mantido estavel para a
atividade celulolitica elevada. A celobiose e a glicose sao obtidas a partir da acéo
destas enzimas na celulose e, enquanto a concentracdo dos respectivos produtos
aumenta gradualmente no meio reacional, a atividade destas enzimas é inibida por
estes produtos, tendo como resultado uma diminuicdo final na taxa e no rendimento
do processo de sacarificagao.

As combinacbes enzimaticas aparecem como opc¢des promissoras para atingir
rendimentos glicosidicos proximos ao tedrico e o emprego de técnicas modernas de
microbiologia e engenharia genética podem otimizar o processo integrado. O grande
desafio consiste em tornar o processo enzimatico viavel, de modo que a producao
de etanol a partir de biomassas lignoceluldsicas possa tornar-se competitiva com as
demais rotas de producao de biocombustiveis em larga escala.

O objetivo deste trabalho consiste em avaliar o sinergismo de misturas de
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complexos enzimaticos com diferentes cargas, utilizadas na hidrdlise da celulose
oriunda do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com H,SO, e H,0,, em meio &cido,

visando a maximizacao da producao de glicose.

2| EXPERIMENTAL

2.1 Pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar

O bagaco foi previamente lavado em agua para remover o residuo de caldo, seco
em estufa, a 100 °C, peneirado e triturado até 42-60 mesh. Em seguida, foi submetido
a tratamento com H,SO, 1,45% (v/v) a 120 °C, 1:10 (m/v) durante 75 minutos, sob
agitacao constante, em evaporador rotativo Fisatom (Modelo 802 D). O bagaco foi
transferido para um baléo contendo H,0,7,5% (v/v) com pH 11,5, ajustado com NaOH
4,0% (v/v), na proporcao 1:20 (m/v), a temperatura de 80 °C, sob agitacédo constante,
durante 3 horas. Afragdo solida remanescente foi lavada com agua destilada até atingir
a neutralidade e seca, em estufa Quimis (Q317B252), a 100 °C até estabilizacéo da
massa. A celulose obtida foi quantificada através de metodologia de caracterizacéo
qguimica desenvolvida por Sluiter et al. (2012). As aliquotas foram analisadas por
espectroscopia UV-Vis (Cary 60 — Agilent) para lignina solUvel, gravimetria para lignina
insoluvel e, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Chromaster 600 — Merck) para
acucares estruturais.

2.2 Hidrolise Enzimatica

Todas as hidrélises foram realizadas em frascos de Erlenmeyer de 125 mL com
5,5 g de bagaco pré-tratado, solugcéo tampéo citrato de sodio (pH = 4,8) e complexos
enzimaticos comerciais Celluclast® 1,5L (CL) e CelC (CC), ambas da Novozymes, com
cargas enzimaticas iguais a 10, 20 e 30 FPU/g de bagaco pré-tratado, com 8,71%
de teor de umidade. Inicialmente, os ensaios foram realizados utilizando CL e CC
em separado, com diferentes cargas enzimaticas a fim de verificar o desempenho
individual quanto a liberagéo de glicose e, em seguida foram utilizadas misturas destes
complexos, nas mesmas condi¢des (Tabela 1)

Carga Enzimatica

Exp. CL (FPU/g substrato) CC (FPU/g substrato)
1 10 10
2 30 10
3 10 30
4 30 30
5 20 20

Tabela 1: Misturas de complexos enzimaticos.
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Os frascos foram mantidos em mesa incubadora de agitacdo orbital (HX430 —
TECNAL),a 50 °C, durante 120 horas, e 200 rpm. No decorrer da hidrélise, foram coletadas
amostras do liquido reacional nos tempos Oh, 2h, 4h, 8h, 12h, 24h, 48, 72h, 96h e 120h, e
centrifugadas (Eppendorf, Minispin) por 7 minutos na rotacao de 10.000 rpm, sendo que,
os sobrenadantes, apés filtracdo em membrana de 0,45 um, foram submetidos a
analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia visando a quantificacao de glicose.

31 3BRESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 BCA pré-tratado

A composicéo quimica do BCA, antes e ap0s o pré-tratamento, esta mostrada
na Tabela 2.

Composi¢céao Méssica (% m/m)

Amostras Celulose Hemicelulose Lignina*
In natura 39,58 20,50 24,57
Pré-tratado 71,04 7,48 11,91

Tabela 2: Composigéo quimica do BCA in natura e pré-tratado com H,SO, + H,O,, em meio
alcalino.

*Lignina Total = Lignina Solavel + Lignina Insoltvel

Observa-se que ap6s a etapa de pré-tratamento, o bagaco resultante
apresentou um enriquecimento significativo de celulose, 71,04%, em relagcao ao
BCA in natura, 39,58%, resultando em uma fracdo sélida rica em celulose, com
reducao de hemicelulose e lignina, componentes que envolvem a celulose e dificulta
a acessibilidade das enzimas, na posterior etapa de hidrélise enzimatica.

A Figura 1 mostra as morfologias do bagaco in natura e pré-tratadas obtidas
através da analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV).

X500  S50um Fiocruz

Figura 1: Micrografia da fibra BCA in natura (A) e pré-tratado (B).
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Na Figura 1A observa-se uma estrutura uniforme, com fibras ordenadas,
paralelas e lisas, caracteristicas do material lignocelulésico [REZENDE et al.,
2011] [SINGH et al, 2014]. Entretanto, apdés o pré-tratamento (Figura 1B), as
fibras tornaram-se mais desestruturadas, com a formac&o de uma parede celular
estratificada e abertura de fendas ou canais (indicada pela seta amarela), tornando-
se mais exposto para acao de agentes hidroliticos. Verifica-se ainda, a presenca de
espacos entre as fibras decorrentes da remocgéo e solubilizacdo da capa protetora
formada pela lignina e hemicelulose com consequente perda da cristalinidade da
celulose [JOUZANI & TAHERZADEH, 2015].

3.2 3Hidrdlise enzimatica versus sinergismo

A Figura 2 mostra os perfis de conversao da celulose em glicose, construidos
a partir da quantificacdo das aliquotas extraidas em intervalos de tempo pré-
estabelecidos durante a hidrélise, utilizando Celluclast®1,5L e CelC com diferentes
cargas enzimaticas, separadamente, durante 120 horas.

0 25
Il
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~ 40 -
3 5 15
2 = a
(B 7 o—"
B S 10 ﬁ:’—'/_”—___——lj
o E L =
L = —
T Celulose BCA CL 20 FP La [ )
10 ﬂ-gumag:guwﬂ . —F Celulose BCA GC 10 FPU
lulose | k= Celulose BCA CC 20 FPU
o8 ~0=Celulose BCA CL 10 EPU . [ Celulose BCA CC 30 FPU
T T T T T T - T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 2 40 & 8 10 120
Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 2: Perfis de concentracdo de glicose, obtidas a partir da hidrélise enzimética da celulose
com (A) Celluclast®1,5L (CL) e (B) CelC (CC).

Observa-se que, durante as primeiras 12 horas, 0 processo de sacarificagcao
foi acelerado e que, a partir de 24 horas a concentracdo de glicose continuou a
aumentar, entretanto com uma taxa de reacdo menor até atingir 120 horas de
hidrélise, cuja concentracao de glicose obtida foi equivalente a 58,21 g.L™', observada
para o complexo Celluclast®1,5L, com 30 FPU/g substrato, seguido do mesmo
complexo, com carga enzimatica de 20 FPU/g substrato, 49,12 g.L-'. Ao comparar
o desempenho dos dois complexos, verificou-se que o desempenho da Celluclast®
1,5L foi trés vezes maior em relagao a CelC.

A Figura 3 mostra as curvas referentes a producao de glicose utilizando
misturas dos complexos Celluclast®1,5L e CelC, com variacbes nas cargas
enzimaticas, nas mesmas condicoes.
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Figura 3. Perfis de concentracado de glicose, obtidos a partir da hidrolise enzimatica da celulose
utilizando misturas dos complexos Celluclast®1,5L (CL) e (B) CelC (CC).

Observa-se que os resultados obtidos apresentaram conversdes variaveis,
em funcao das misturas dos complexos enzimaticos com diferentes cargas, sendo
gue, a maior concentracéo de glicose (55,77 g/L) foi obtida ao se utilizar a mistura
CL (30 FPU/g) + CC (30 FPU/qg), cuja conversao foi equivalente a 25,48%. A menor
concentragao de glicose ocorreu quando se utilizou a mistura CL (10 FPU/g) + CC
(10 FPU/qg), cuja converséo foi de 5,28%. Verificou-se ainda, que ao se trabalhar
com CL (10 FPU/g) + CC (30 FPU/g), a conversao enzimatica, 15,30%, foi maior
que a da mistura CL (30FPU/g) + CC (10 FPU/qg), correspondendo a 11,52%.

Na avaliacdo da eficiéncia da hidrélise leva-se em conta o sinergismo,
que estabelece a razdo entre a concentracdo de glicose liberada na mistura
de enzimas e o somatério da concentracdo de glicose liberada pela agcéo das
enzimas, individualmente. Para considerar que houve sinergismo entre os
complexos enzimaticos, a concentracdo de glicose obtida na reacao, cujos
complexos encontravam-se misturados, deveria ter sido maior do que a soma
das concentragOes de glicose liberada nas reagcbes onde os complexos foram
utilizados isoladamente

41 CONCLUSOES

Neste trabalho verificou-se que, a concentracdo de glicose obtida durante
a hidrélise enzimatica, quando se utilizaram diferentes misturas de complexos
enzimaticos, foi inferior ao obtido quando se utilizaram os complexos enzimaticos
separadamente. Desta forma, pode-se inferir que ndo houve o sinergismo esperado
entre os complexos enzimaticos Celluclast 1,5L e CelC, apesar da utilizagdo de
diferentes cargas enzimaticas. Uma das justificativas possiveis para a falta de
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sinergismo pode estar relacionada ao fato de o complexo enzimatico utilizado néao
estar devidamente balanceado em relacéo as enzimas individuais. Outra justificativa
pode ser atribuida a presenca de enzimas com a mesma capacidade hidrolitica, ou
ainda, possuir parte das atividades presentes nas enzimas isoladas de maneira que
a sua adigcao pouco contribuiu para um aumento na conversao da biomassa.
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