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RESUMO

Com o aumento da populagdo mundial, a demanda por energia também aumenta
substancialmente, nesse cenario a busca por fontes alternativas de energia passa a ter uma
importancia significativa, j& que o uso do petr6leo como recurso energético e ndo renovavel
torna-se cada vez mais escasso. Fontes alternativas de energia aparecem como uma saida
viavel e limpa para a resolucdo desse problema. O biogas é produzido a partir da degradacédo
bioldgica anaerdbia da matéria organica contida em diferentes residuos e é constituido por
uma mistura de metano (CH,4) e CO,. A producgdo de biogés a partir de biomassa vegetal vem
sendo ampliada em todo 0 mundo, no Brasil tem sido estudada a producdo de biogas a partir
de bagaco de cana-de-agucar e da variedade cana energia. O objetivo este trabalho foi analisar
0 pré-tratamento enzimatico da cana energia com hemicelulases, lacases e pectinases que
possa facilitar a digestdo anaerébica para a producdo de biogas. Inicialmente, as
hemicelulases (endoxilanase e arabinofuranosidase) foram produzidas pelo fungo Humicola
grisea, as lacases foram produzidas pelo fungo P.sanguineus CCT 4518 e as pectinases foram
produzidas pelo fungo Penicillium sp. C2 por fermentacdo submersa, as enzimas produzidas
obtiveram o0s seguintes valores de atividades enziméticas: Lacases (2700U.mL"
1),Hemicelulases (567U.mL™) e Pectinases(375U.mL™"). O bagaco de cana energia foi
submetido a hidrélise com diferentes formulacGes enzimaticas a 36°C, por 48 horas sob
agitacdo constante de 120 rpm. O hidrolisado foi avaliado quanto ao teor de Acucares
Redutores Totais (ART) e glicose por DNS e avaliado quanto ao teor de xilose por HPLC. Os
resultados obtidos indicam que o tratamento que apresentou melhor rendimento relativo foi
utilizacdo da lacase e ap0s 24 h adicao de hemicelulases.

PALAVRAS-CHAVE: Biogas; Hemicelulases; hidrolises enzimatica; lacases; Pectinase.

TITLE: Application of pectinases, laccases and hemicellulases in the pre-treatment of

sugarcane fibers for the production of biogas
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ABSTRACT

With the increase in world population, the demand for energy also increases substantially, in
this scenario the search for alternative energy sources now has a significant importance, since
the use of oil as an energy resource and nonrenewable becomes increasingly scarce .
alternative energy sources appear as a viable and clean exit for the resolution of this problem.
Biogas is produced from the anaerobic biological degradation of organic matter contained in
various waste and consists of a mixture of methane (CH,) and CO,. The production of biogas
from biomass is being expanded around the world, Brazil has been studied the production of
biogas from sugarcane bagasse and sugarcane variety energy. The aim of this study was to
analyze the enzymatic pretreatment of sugarcane energy hemicellulases, laccases and
pectinases that may facilitate the anaerobic digestion to produce biogas. Initially,
hemicellulases (endoxylanase and arabinofuranosidase) were produced by the fungus
Humicola grisea, laccases produced by the fungus were P.sanguineus CCT 4518 and
pectinases were produced by the fungus Penicillium sp. C2 submerged fermentation by the
produced enzymes obtained the following values of enzymatic activities: Laccases
(2700U.mL™), hemicellulases (567U.mL™) and Pectinases (375U.mL™). The power bagasse
was subjected to enzymatic hydrolysis with different formulations at 36 ° C for 48 hours
under constant agitation at 120 rpm. The hydrolyzate was evaluated for content of total
reducing sugars (TRS) and glucose by DNS and evaluated for xylose content by HPLC. The
results indicate that treatment showed the best performance on use of laccase was 24 h and
after addition of hemicellulases.

KEYWORDS: Biogas; Hemicellulase; Enzymatic hydrolysis; Laccase; Pectinase; Enzymatic

pretreatment.
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1 INTRODUCAO

O modelo de producdo de energia utilizado por paises industrializados e em
desenvolvimento se baseia no uso fontes ndo renovaveis e poluentes, como o petroleo. O
agravamento da crise energética mundial se da porque ocorre a finitude desses recursos
juntamente e a pressao internacional, oriunda da preocupacao ambiental, para que as emissdes
de poluentes na atmosfera sejam diminuidas (KUNZ; 2006). Como forma de amenizar ou até
mesmo encerrar essa problematica energética, pesquisas para o desenvolvimento de fontes
alternativas e limpas de producdo de energia tem avancado de forma importante, dentro desse
contexto a utilizacdo de biomassa vegetal figura como uma promessa energética de grande
potencial, para a producédo de energia e de combustiveis (GOLDEMBERG, 2005).

A biomassa sdlida engloba os residuos de origem animal ou vegetal oriundos e 0s
residuos provenientes de acdes florestais, tais como desmatamentos controlados. Com
relacdo aos residuos industriais e urbanos sdo tratados como biomassa s6lida apenas as
fracBes biodegradaveis da sua composicdo, ou seja, aqueles que possam ser decompostos
por acdo bioldgica em sistemas anaerdbios. (TOLMASQUIM, 2005).

A biomassa liquida é formada por compostos oxigenados como: fendis, alcoois e
acidos carboxilicos que sdo obtidos por pirélise rapida a partir de uma grande variedade de
fontes, tais como: residuos florestais como o bagago de cana-de-aglcar e cascas de cerealis,
residuos da industria da madeira. A biomassa liquida pode ser armazenada, bombeada e
transportada como os produtos derivados do petroleo. A biomassa gasosa que também é
designada por Biogas, tem origem nos efluentes agropecuarios, da agroindustria e urbanos
(lamas das estacOes de tratamento de aguas residuais) e ainda nos aterros de residuos solidos
urbanos (TOLMASQUIM, 2005).
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A biomassa é uma fonte renovavel de energia e de baixo impacto ambiental o que
justifica o esforgo para o desenvolvimento de novas tecnologias para a utilizacdo da biomassa
vegetal como fonte alternativa de energia (SILVEIRA, 2016).

O biogas é resultado da degradacdo bioldgica anaerdbia da matéria organica contida
nos residuos anteriormente referidos e é constituido por uma mistura de metano (CH4) em
porcentagens que variam entre os 50% e os 70% vol. em massa, 0 restante é formado
essencialmente por CO,. O biogas também pode ser utilizado em centrais de cogeracdo para a
producdo de energia elétrica e até mesmo como combustivel em diversos meios para a
producdo de trabalho. Contudo, no processo de producdo de energia, considera-se
biomassa todo material organico renovavel que pode ser usado para produzir energia
(MANOCHIO, 2015).

A cana-energia trata-se de uma variedade pesquisada e desenvolvida a partir do
cruzamento de espécies progénie e hibridos comerciais de cana-de-agUcar, o resultado desse
cruzamento € uma cana mais forte, com um teor de fibra maior que as variedades comerciais e
menor conteudo de sacarose, mas com alto potencial produtivo, caracteristicas essas que a
tornam eficientes para producdo de biocombustiveis e bioquimicos de segunda geracgéo e para
geracgdo e/ou cogeracdo de energia elétrica (MANOCHIO, 2015).

Entre seus maiores beneficios, estd o fato dessa variedade de cana-de-agucar poder ser
plantada em areas com pouca propensdo agricola, facilitando a exploragcdo de regides com
solos mais pobres, 0 que pode ocasionar desenvolvimento para populacdes dessas areas mais
pobres, com uma produtividade alta por hectare, a cana energia, ndo compete com a producao
de alimentos, o que em teoria explica o atual interesse no cultivo, producgéo e estudo dessa
variedade de cana (SILVEIRA, 2016).

15



O bagaco de cana energia tem sido utilizado para a producdo de biogas. Na
composi¢cdo do bagaco h& polimeros como a celulose, hemicelulose, pectina e lignina. A
adicdo de enzimas modificadoras destas moléculas ao sistema de tratamento anaerdbio tem
sido estudada, pois pode ajudar na degradacdo dos biopolimeros que formam a matéria
organica, liberando uma maior quantidade de nutrientes para o0 crescimento dos
microrganismos, melhorando também eventuais pds-tratamentos de secagem do material
(AYOL, 2005).

A aplicacdo de enzimas € uma alternativa aos processos quimicos convencionais por
se tratar de uma tecnologia mais limpa, que consome pouca energia e gera minimo impacto

ambiental.

Este trabalho se propde de forma mais especifica em utilizar as enzimas: Lacase,
Pectinase e Hemicelulase, em diversas concentragcdes e combinagfes em um pré-tratamento
(hidrolises) da cana energia, para que com a medida de agUcares redutores liberados, se
proponha uma condicao 6tima na qual auxilie e implemente a producdo de biogas a partir das

fibras tratadas por este método.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Propor um pré-tratamento enzimatico, ao baga¢o da cana energia com a
utilizacdo das enzimas: Lacase, Pectinase e Hemicelulase para ser implementado e

possibilitar o auxilio na producédo de biogas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a combinagdo 6tima de: lacase, pectinase e hemicelulase para promover
um pré-tratamento do bagaco da cana energia, com o intuito de facilitar a acessibilidade das
enzimas as fibras do bagaco, promovendo uma melhor biodigestdo das fibras.

o Hidrélise do bagaco de cana energia com formulacdes de lacase, pectinase e
hemicelulase. Andlise da liberagdo de glicose, xilose e agucares redutores totais.

o Estabelecer a melhor concentragdo de cada uma das enzimas citadas acima para tratar

as fibras da cana energia.

o Verificar especificamente se a adicdo de Pectinase & hidrolise da cana energia

auxiliaria na liberacdo de agucares redutores totais.

17



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CRISE ENERGETICA MUNDIAL

Atualmente parte da energia consumida no planeta se baseia na utilizagédo de fontes de
energia ndo renovaveis em destaque os combustiveis fosseis, 0s quais ja possuem tecnologia
difundida, mas possuem um alto impacto ambiental (BARRETO, 2016). O consumo de
energia, e de alimentos é fundamental para o desenvolvimento da sociedade humana, porém, a
sua geracdo e seu uso de forma impropria acarretam consequéncias danosas ao meio ambiente
e a sustentabilidade do planeta (ROSSETO, 2016).

O processo de formacdo de combustiveis fosseis envolve diversas alteracdes fisicas e
guimicas da matéria organica ao longo de milhdes de anos. O termo combustiveis fésseis se
refere a origem do material que iniciou o processo de degradacdo anaerdbica, a medida em
que estes tém origem em matéria organica subsecivo que se encontra em profundidade
(RABONI, 2017). Os combustiveis fosseis sdo a principal fonte energética da sociedade. Tal
fato deve-se, em parte, ao fato das suas reservas apresentarem uma grande relacdo de energia
por unidade de volume, a sua disponibilidade, a sua facilidade de exploracdo, entre outros.
Atualmente, aproximadamente 66,5% da energia consumida mundialmente tem origem em

combustiveis fosseis: petrdleo, carvdo ou gas natural (International Energy Agency, 2015).

O petroleo é formado por uma mistura de hidrocarbonetos, que de forma natural,
podem surgir no estado liquido, gasoso ou soélido. Entre as fracGes do petréleo, as fases
liquida e gasosa sdo as mais importantes. Estas fracGes passam por processos de refino para a
obtencdo de varios combustiveis e matérias-primas tais como gasolina, gasoleo, asfalto, entre
outros (RABONI, 2017). A combustdo dos combustiveis fosseis é responsavel pelo aumento
das emissdes de dioxido de carbono para a atmosfera terrestre (MARTINEZ, 2009) assim
como, pela formacao secundéria de poluentes capazes de afetar a saide humana. Os poluentes
emitidos para a atmosfera provocam efeitos que vé@o desde o aumento da mortalidade devida a
doencas respiratorias e cardiacas, infecdes no trato respiratdrio superior ou inferior, até outras
patologias fora do trato respiratério. (MATSUOKA, 2010).
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Os combustiveis fosseis sdo obtidos a partir de fontes ndo renovaveis de energia, 0 que
implica que esses recursos irdo se esgotar em algum momento. Seu esgotamento com certeza
trard uma crise de amplo aspecto, seja na economia, na mobilidade humana, na geracdo de
energia, enfim em toda a forma de producdo e consumo da sociedade humana moderna
(CORTEZ, 2008).  Diante desse cenario, a busca por fontes de energia limpa e renovaveis
se torna de suma importéncia, destacando-se a utilizacdo de biomassa para a producgédo de
biogés.

3.2 BIOMASSA VEGETAL

O fogo ainda hoje figura entre as maiores descobertas feitas pelo homem, recurso esse
gue o homem dominou no periodo paleolitico, conhecido como o periodo mais extenso da
evolucdo humana, que durou cerca de dois milhdes e meio de anos, porém o mais importante
é que com a utilizagdo do fogo ocorreu a maior evolu¢do humana até entdo. O fogo permitiu
que alimentos fossem cozidos (ou assados) e forneceu mais calorias com menos gasto de
energia. O que possibilitou a espécie humana se desenvolver até atingir o topo dominante da
cadeia alimentar. Desde tempos imemoriais a biomassa tem sido importante como fonte
energética. Os historiadores estimam que a descoberta do fogo data de 500.000 a.C., o que
certamente corresponde as primeiras utilizacbes da biomassa (principalmente madeira de
arvores) para geracdo de calor para cozimento de alimentos e protecéo contra o frio (COSTA,
2006).

A palavra biomassa foi utilizada pela primeira vez por Eugene Adam e compreende
todo material organico produzido pelos seres vivos (animais, vegetais, fungos e protistas) em
seus diferentes processos, desde quando ocorre a fixacdo da energia solar nas moléculas
constituintes de suas células, passando por todas as etapas da cadeia alimentar, ou trofica
(CRIVELLARI, 2016). A biomassa vegetal engloba todo material derivado da vida vegetal e
gue seja renovavel em um periodo de tempo inferior a 100 anos (PROBSTEIN E HICKS,
1982; KLASS, 1998), e sob essa visdo, 0s recursos energéticos como o petroleo, carvéao
mineral e xistos betuminosos ndo séo considerados renovaveis, apesar da sua origem vegetal

e/ou animal. Diante do exposto o conceito energético de biomassa, abordado pelo CENBIO
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estabelece que biomassa compreende todo recurso renovavel oriundo de matéria organica (de
origem animal ou vegetal) que pode ser utilizado para producdo de energia
(ANDRADE;2012).

Nos combustiveis fosseis, a energia que € liberada em sua queima é proveniente da
energia quimica presente em sua estrutura, no caso da biomassa 0 processo energético ocorre
de forma anéloga que nos combustiveis fosseis, através da liberagcdo da energia quimica, que
estd diretamente associada com os atomos de carbono e hidrogénio presentes nas moléculas
organicas. A organizacdo dessas moléculas organicas esta intrinsicamente associada a
assimilacdo da luz e dos nutrientes envolvidos no processo de fotossintese, tendo como
consequéncia a producdo de biomassa vegetal, ocorrendo a bioconversdo do didxido de
carbono e da dgua para uma forma de combustivel organico (BORSCHIVER, 2014).

O processo de fotossintese pode ser resumido na equagéo 01.

xC02 + yH20 + LUZSOLAR - Cx(H20)y + x0a  Eq.01

Nas reacdes de fotossintese, 0s organismos participantes conseguem absorver de 0,1%
a 3,0% da energia solar total envolvida no processo, esses valores referem-se a medida da
energia maxima que podera ser recuperada pelo organismo participante, caso ocorra a
conversdo do material fotossintetizado em um combustivel sintético. Nesse processo, parte
dessa energia podera ser degradada pela formacdo de produtos intermediarios, e, portanto,
ocorrerdo perdas associadas a bioconversdo da biomassa em um combustivel tradicional
(COSTA, 2006).

Durante todo o curso de evolucdo da humanidade, o uso de madeira proveniente de
areas florestais foi considerado o grande responsavel pelo desmatamento das areas vegetais do
planeta, incluindo-se ai a Europa e os Estados Unidos. Mesmo no Brasil, nos dias atuais a
destruicdo de areas de Mata Atlantica e de grande parte da Floresta Amazbnica €

consequéncia do desmatamento indiscriminado e criminoso, em grande parte para utilizagdo
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da madeira como fonte de energia de forma ndo sustentavel e no caso da Amazonia expansao
de areas voltadas a pecuaria. Por este motivo, durante muito tempo, a biomassa foi vista de
forma pejorativa, como sendo um combustivel para ser usado apenas por paises
subdesenvolvidos (GUIMARAES., 2017). Contudo, as crises do petrdleo durante a década de
1970 tiveram um papel de suma importancia para mudar esta visdo, para tanto o uso da
biomassa como fonte de energia limpa e renovavel passou a ser visto como uma excelente

alternativa em substituicao aos derivados de petroleo.

A biomassa é uma fonte renovavel de energia e de baixo impacto ambiental o que
justifica o esforco para o desenvolvimento de novas tecnologias para a utilizagdo da biomassa
vegetal como fonte alternativa de energia (SILVEIRA, 2016).

A producdo de biogas que utiliza biomassa vegetal vem sendo ampliada em todo o
mundo, em especial no Brasil essa perspectiva vem aumentando nos ultimos anos. O Brasil €
um potencial gerador de energia por fontes renovaveis, a producao agropecudria, em especial,
produz uma quantidade relevante de residuos, que podem ser utilizados para a producédo de
biomassa, o combustivel produzido a partir da biomassa vegetal, passa por um processo de
fermentacdo de 6leos vegetais extraidos do caule de plantas, folhas, lenha, carvao vegetal e
cana-de-agucar. A biomassa vegetal também pode incorporar residuos vindos de atividades
florestais, como a extragdo de madeira (MONLAU.,2012).

Dentre possiveis alternativas para o uso da biomassa vegetal € o0 seu uso em
biodigestores, para a obtencdo de biogés. Os biodigestores podem ser definidos como cadmaras
que ndo contém oxigénio, permitindo que bactérias fermentativas metanogénicas,
acetogénicas e archaeas decomponham os dejetos organicos, produzindo como produto final
adubo organico, biofertilizantes e biogas (MARQUES; 2014).

3.3 BIOGAS
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Os investimentos em energia renovavel apresentam, em sua maioria, custos maiores
aos necessarios para a adocdo de fontes tradicionais. No entanto as energias renovaveis
trazem consigo diversos pontos positivos passiveis de serem citados, como o desenvolvimento
das areas econdmica e social, investimentos na geracdo de energia que se utiliza do biogas
como fonte combustivel podem ser viaveis economicamente devido a um aumento
consideravel na disponibilidade e producdo de biomassa. No Brasil principalmente pelos
frequentes aumentos de produtividade do agronegdcio brasileiro, essa disponibilidade, assim
como o reaproveitamento de residuos sanitarios e da comercializacado dos créditos de carbono
(KARLSSON, 2014). O biogas pode ser produzido em estacGes de tratamento de esgotos e
outras fontes de biomassa, aumentando a oferta e possibilitando a geracdo descentralizada de
energia (PITARELO, 2007).

O biogas € formado a partir da degradacdo bioldgica anaerdbia da matéria organica
contida nos residuos derivados do agronegécio brasileiro, residuos florestais e residuos
sanitarios. Este combustivel é constituido por uma mistura de metano (CH,4) em porcentagens
em volume que variam entre 0os 50%Vol e os 70%Vol sendo o restante essencialmente CO..
Segundo Oliver (2008), o biogas € um gas que pode ser utilizado como combustivel, que tem
por caracteristica uma combustdo de forma limpa, e renovavel, seu poder calorifico varia de
5000 a 7000 Kcal/m3 (OLIVER et al., 2008). Pode-se comparar a relacdo de equivaléncia
energética de 1m3 de biogas com outras fontes de energia como mostrado na Tabelal.

Tabela 1: Relacéo de equivaléncia energética do biogéas (1m®) comparada a outras fontes de

energia
0,61 litros gasolina 0,45 litros de géas de cozinha
0,58 litros de querosene 1,5 quilos de lenha
0,55 litros oleo diesel 0,79 litros de alcool

Fonte: Oliver et al., 2008.
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O metano se forma de maneira natural em ambientes isentos de ar, a partir da
biomassa ou de matéria organica que possua carboidratos, lipideos, proteinas entre outros
nutrientes na sua composicdo. O processo € realizado por bactérias anaerdbicas, onde as
moléculas sofrem decomposicdo formando metano e impurezas. A formacdo do biogés a

partir da biomassa resulta, em geral, da equacdo 02:

CcHhOoNnSs + yH20 — xCH4 + nNH3 + sH2S + (¢ —x) C02 Eq.02

O processo de producdo de biogas possui quatro fases basicas: a hidrélise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese, sendo que na metanogénese ocorre geracdo do biogas no
processo. No processo de producdo do biogas, as reacBes bioguimicas devem ocorrer de
forma sinérgica, sendo que as fases 1-2 e 3-4 ocorrem sempre através de forma seletiva e
intrinseca, assim sdo organizadas em dois estagios distintos. (SZKLARZ, 1999). A Figura 1

representa o conjunto dos processos bioquimicos envolvidos na formacéo do biogas.
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Figura 1: Etapas de producéo do Biogas.

Fonte: <<http://www.ecycle.com.br >> Acesso em 23/05/2018.
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Contudo, dentre as alternativas do ponto de vista tecnoldgico mais favoravel, esta o
aproveitamento da biomassa para geragdo de energia, assim, a ado¢do do método de utilizacéo
do biogés no pais deve caminhar lado a lado ao desenvolvimento tecnoldgico, propiciando o
surgimento de novos projetos eficazes no aproveitamento energeético do biogas. (GALBIATTI
etal., 2010).

3.4 CANA ENERGIA

Trata-se de uma variedade desenvolvida a partir do cruzamento de espécies progénies
e hibridos comerciais de cana-de-acucar. Esta espécie € obtida a partir do cruzamento de
Saccharum officinarum — selvagem e rica em agucar — e Saccharum spontaneum — selvagem.
Esta variedade de cana apresenta uma quantidade maior de fibras vegetais, bem como taxas
produtivas maiores que as apresentadas pela cana-de-agucar tradicional, caracteristicas que a
tornam ideal para fabricacdo de biocombustiveis e bioquimicos de segunda geracdo e para
geracgdo e/ou cogeracdo de energia elétrica (PAIVA 2017).

De acordo com Verissimo, (2016) a cana energia é classificada em duas categorias:
Cana Tipo I: com médio nivel de acucar (acima de 12% de sacarose) e alto teor de fibra
(acima de 18%); Cana Tipo Il: com baixissimo nivel de acucar (sacarose menor que 6%) e
elevado nivel de fibra (acima de 28%). A figura 2 representada abaixo mostra a diferenca

visual entre a cana tradicional e a cana energia.
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Cana-Energia Cana-Comum
1.5a2cm 3,5cmde

de diametro diametro

£ 3 vezes mais produtiva do que a cana convencional
e pode ser plantada em dreas degradadas

Figura 2: Diferenga visual entre a cana tradicional e a cana energia. Fonte:
<<http://www.biomassaworld.com.br>> Acesso em 10/08/2018.

A cana energia apresenta vantagens interessantes em relacdo a cana de acucar
tradicional, uma delas € poder ser cultivada em areas com poucas condi¢des de produtividade,
seja em relagdo a falta ou excesso de minerais importantes no solo, seja pela posicao
geografica em relacdo ao relevo, o que permite a exploracdo de regides mais pobres, devido a
sua alta produtividade por hectare, outra caracteristica importante, o cultivo dessa espécie ndo
compete com a producdo de alimentos (SILVEIRA, 2014).

A cana energia &, portanto, formada basicamente por lignocelulose, as quais quase sempre
precisam passar por um processo de pré-tratamento para separagdo, e entdo utilizagdo, da
celulose. Segundo Matsuoka (2014), a cana energia possui caracteristicas estruturais que a
separa da cana de acUcar tradicional: a cana energia apresenta uma lamina de folha mais
estreita, uma haste mais fina e um perfilhamento mais profuso. Ainda sobre a caracterizagdo
da cana energia de acordo com Kumar (2015), a cana energia produz mais talos e permite

maior propor¢do de multiplicacdo, permitindo um maior nimero de colheitas, gragas ao
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rizoma de S. espontaneum. Em relagdo aos numeros de colheitas referentes a cana energia, a

figura 3, demonstra os valores de colheitas produzidos por essa variedade de cana energia.

250
=200
]
=
3 150
~
]
=
2 100
=
E
& 50
0 - .
(] (4] 2 (4] (4] < (] (4] Z (4] 4] < (] (4] (4] (<]
o cP(Z cP{: rP(: c-"éc eé: 0"{: rPi cP{: cP{: cP{: cP{: 0°<: oé: 0°<: cP{: &
AR R R T NN VNN

Figura 3: Dados referentes aos numeros de colheitas da cana energia. Fonte:

<<http://www.biomassaworld.com.br>> Acesso em 10/08/2018.

A tabela 2 apresenta um quadro comparativo importante entre as caracteristicas da
cana de actcar comum em relacdo a cana energia. Os dados demonstram potencial energético
desse material, é de grande relevancia em um contexto de busca por fontes limpas de energia

e desenvolvimento sustentavel.

Tabela 2: Comparativo da cana- de- agUcar tradicional x cana energia

Caracteristicas Cana-de-agucar Cana Energia
tradicional
Fibras 17,4% 27%
Acucares 12,6% 8,5%
Produtividade (massa verde ton/hA) 92 180
Produtividade (Fibra ton/hA) 16 48,6
Produtividade ( agucares ton/hA) 11,6 15,3

Fonte: <<http://www.biovertis.com.br >> Acesso em 10/07/2018.
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3.5 PRODUCAO DE BIOGAS A PARTIR DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Residuos lignoceluldsicos como o bagaco de cana-de-agucar tém sido utilizados para a
producdo de biogas. Os materiais lignoceluldsicos sdo compostos por trés diferentes tipos de
polimeros associados entre si: celulose, hemicelulose e lignina (SILVA; 2016). Estes

componentes estdo distribuidos na cana energia da seguinte forma (Tabela 3)

Tabela 3: Composic¢éo do bagaco de cana energia in natura

Componentes Fracéo ( % m/m)
Celulose 341+£12
Hemicelulose 29,614
Lignina 194+04
Cinzas 79+11
Umidade 44+0,1
Total 955+4,3

Fonte: MAEDA et al,2011
3.5.1 APAREDE CELULAR VEGETAL

A estrutura da parede celular vegetal é dividida em trés camadas: lamela média, parede
primaria e parede secundaria (Figura 4). A parede primaria é constituida por uma estrutura de
celulose, formada por dois tipos de parede classificados pelos tipos de ligantes. O primeiro
tipo é encontrado em dicotiledéneas e possui quantidades iguais de glucana e Xiloglucana
internalizado em uma matriz de pectina (ZHU., 2010). O segundo tipo estd presente em
cereais e tem glucuroarabinoxilanas como seus ligantes, mas mostra auséncia de pectinas e
algumas proteinas estruturais. A parede secundaria é formada por trés subcamadas: S1
(camada externa), S2 (camada média) e S3 (camada interna).

As microfibrilas de celulose da parede secundaria estdo inseridas em lignina,
funcionando comparativamente com uma estrutura contendo “hastes de a¢o” cobertas por

“concreto”, mas mantendo certa flexibilidade.
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Nas fibras que constituem a madeira, a concentracdo de celulose aumenta da lamela
média para a parede secundaria, tendo as regides S2 (camada média) e S3 (camada interna)
como as que possuem as maiores concentracbes de celulose (VAZQUEZ, 2007). As
hemiceluloses tém sua distribuicdo parecida com a celulose, concentrando-se na parede
secundaria (MCMILLAN, 1994).

A figura 4 esquematiza a parede celular, apontando suas camadas e seus componentes,

apresentando as estruturas e a forma como estdo distribuidos nas estruturas vegetais.

Parede primaria
Lamela média

Parede celular.
peroxidade.
lacase

B - glucosidase

Lignina rica em
Lignina rica em alcoois coniferilico e sinapil alcool p-coumaril

J Lignina e Pectina @ cclulose N~ Hemicelulose
Figura 4: Esquema da parede celular vegetal apontando suas camadas e seus componentes.

Fonte: <<http://www. www.mdpi.com >> Acesso em 02/01/2019

3.5.2 CELULOSE

A celulose é um polimero linear que possui como unidade basica de repeticdo de a
celobiose, um dimero de glicose, e tem como funcéo dar protecdo, forma e suporte as células
vegetais (Figura 5) (KUKRETY et al., 2017). As cadeias de celulose s&o unidas por forgas de
Van der Waals e ligacbes de Hidrogénio. A celulose encontra-se associada a outros

componentes como hemicelulose, pectina, proteinas e lignina (SOUZA, 2012).
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Figura 5: Estrutura molecular da celulose. Fonte: Modificado de Klemm e colaboradores
(2005).

A presenca das ligacGes de hidrogénio na molécula celulose explica a rigidez da sua
estrutura, a tornado praticamente insolivel em agua, ajudando na protecdo contra a
degradacéo das fibras, o que tende a atrapalhar os processos de hidrolises (CHAVES,1982). A
organizacédo das cadeias de celulose forma regides cristalinas intercaladas por regides amorfas
(Figura 6), sendo que a regido cristalina (onde estdo localizados os grupos hidroxilas) é
fortemente organizada conferindo resisténcia e protecdo contra a degradacdo externa, e a
regido amorfa ndo possui uma organizacdo molecular, tornando-a mais susceptivel a
degradacéo externa (CHAVES; 1982).

Refiao Amorfa

Regido Cristalina m

Figura 6: Representacdo esquematica da organizacdo das cadeias de celulose
Fonte: adaptada de Gurgel (2010).

3.5.3 HEMICELULOSE

A hemicelulose € uma classe de carboidratos com composicao e estrutura variaveis de
acordo com o tipo de planta. De forma especifica, as hemiceluloses séo polissacarideos de
estrutura amorfa com cadeia ramificada e podem conter pentoses (B-D-xilose, a-L-arabinose),

hexoses (B-D-manose, B-D-glicose, a-D-galactose) e acidos urénicos. Além disso, grupos
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hidroxila nos aclcares podem ser parcialmente substituidos por grupos acetila (PEREIRA,
2013).

As hemiceluloses séo classificadas de acordo com a identidade dos principais agucares
presentes, como gincanas, Xilanas, mananas, galactanas e galacturanas. Em termos de
composi¢do quimica a xilana é a principal hemicelulose presente na parede celular das
plantas, sendo, ap6s a celulose, o polissacarideo mais abundante encontrado na natureza. Em
plantas, situa-se entre a lignina e as fibras de celulose, formando liga¢cdes covalentes com a

lignina e ligacdes de hidrogénio com as fibras de celulose (MELO, 2010).

AcO OH HO OAc
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Figura 7: Representacdo da molécula de hemicelulose

Fonte: Sousa Neto et al. (2012).

Hemiceluloses s&o utilizadas na producdo de enzimas, produtos de fermentacdo como
solventes, racdo para animais, revestimentos, adesivos, remedios, aditivos plasticos,

impressoes téxteis e nano particulas (GUERRIERO et al., 2016).

3.5.4 LIGNINA

Trata-se de um polimero tridimensional, de estrutura variada, formada por
monodmeros de fenil propano, sua molécula € bastante ramificada e amorfa, sua estrutura
e composi¢cdo quimica variam de acordo com a fonte. As ligninas se apresentam em
associaces com a hemicelulose e contribuindo com a resisténcia a degradagdo natural da
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lignocelulose. Em composicdo percentual a lignina representa 33 % dos materiais
lignocelulosicos, ficando atras em termos percentuais de massa apenas da celulose e da
hemicelulose. A lignina pode ser considerada o terceiro componente mais abundante do
planeta, com cerca de 300 bilhdes de toneladas por todo o globo (CASTRO; 2010).

A lignina é responsavel pelo suporte mecanico e elastico, facilitando o transporte de
agua e nutrientes pela planta, paralelamente a isso ela atua evitando entrada de pat6genos
microbianos, zelando assim pela salde do vegetal, apresenta-se em maior quantidade em
plantas menos lenhosas, oferecendo maior resisténcia a ataques contra sua integridade
estrutural, justamente essa resisténcia € um dos maiores obstaculos para o aumento da
acessibilidade a celulose, pois a lignina atua como uma barreira fisica e quimica para a acao
de enzimas celuloliticas (LUCENA; 2004).

Tragando um paralelo comparativo em torno da sua estrutura, as hemiceluloses séo
mais parecidas com a celulose do que com a lignina e sdo depositadas na parede celular em
um estagio anterior a lignificacdo. Sua estrutura apresenta ramificacdes e cadeias laterais que
interagem facilmente com a celulose, proporcionando flexibilidade e estabilidade ao conjunto,
comparada as celuloses, as hemiceluloses apresentam maior susceptibilidade a hidrdlise acida,

pois oferecem uma maior acessibilidade aos acidos.
3.5.5 PRE TRATAMENTO ENZIMATICO

Os residuos lignocelulésicos podem ser utilizados para a producdo de biocombustiveis
como biogas e etanol celulésico. Para aumentar a disponibilidade dos carboidratos aos
processos de fermentacdo alcoolica e digestdo anaerdbica tem sido proposto o pré-tratamento
enziméatico com enzimas midificadoras da lignina, pectina e hemicelulose. A utilizacdo de
enzimas em sistemas de tratamento anaerébio tem despertado o interesse da comunidade
académica para projetos de pesquisas, pois a adicdo de enzimas pode potencializar a
degradacdo dos biopolimeros que formam a matéria organica, liberando uma quantidade
maior de agucares favorecendo o crescimento dos microrganismos, melhorando também

eventuais pos-tratamentos de secagem do material (AYOL, 2005).
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De acordo com Bochmann et al. (2007), a digestdo anaerdbia de gréos utilizados para
fabricagdo de cerveja, com a utilizacdo de um pré-tratamento enzimatica com uma mistura
enzimatica produzida por obtido com uma fermentagdo em estado solido, aumentou a
qualidade do biogas produzido. Como resultado o biogas produzido apresentou uma maior
concentracdo de CH, e concentracdo menores de CO, e H,S em comparacdo ao biogas

produzido pelos cereais ndo tratados com a enzima.

Angelidaki e Ahring (2000) adicionaram um pré-tratamento enzimatico a fibras
separadas do esterco bovino com a bactéria B4 que degrada hemicelulose. Essa adicdo
aumentou em 30% a producdo de metano, em comparacao as fibras ndo tratadas, A utilizacéo
de enzimas em processos de digestdo de anaerdbia apresenta-se entdo como uma tecnologia

promissora, podendo ser aplicada com sucesso no tratamento de diferentes substratos.

As enzimas sdo proteinas com a funcdo de acelerar reagdes quimicas nas células,
funcionando como um catalisador, o termo enzima foi introduzido por Kuhne em 1878 para
intitular a presenca no lévedo (fermento) de um principio quimico responsavel por sua

atividade fermentativa (de produzir etanol a partir de um acgucar, na auséncia de oxigénio).

Ainda dentro da conceituacdo das enzimas, elas podem ser definidas como moléculas
protéicas, tratando-se de polimeros constituidos por aminoacidos ligados por ligacdes
peptidicas covalentes. Algumas sdo capazes de aumentar em 1014 vezes a velocidade de
determinada reacOes, sem requerer condigdes extremas de pH, temperatura e presséo,
Atuando como catalisadores bioldgicos, sendo capazes de aumentar a velocidade de reacao

sem alterar a constante de equilibrio ou a variacdo de energia livre (SOUZA,2012).

Com o intuito de utilizar enzimas em um pré tratamento das fibras vegetais que
constituem o bagago da cana energia, torna-se necessario discorrer sobre sua composi¢do e

estrutura.

3.5.6 HEMICELULASE

As hemicelulases (xilanases) sdo glicosidases (O-glicosidases hidrolases, EC 3.2.1.x)
que catalisam a hidrolise das liga¢des glicosidicas f 1,4 entre 0s mondmeros de xilose da
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cadeia central da xilana. Foram inicialmente nomeadas de pentonases e entdo reconhecidas
pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) em 1961 quando
foram codificadas como EC 3.2.1.8. A xilanase tem como nome oficial “endo-1,4-B-
xilanase”, porém ela ¢ normalmente chamada por seus diversos sinonimos: Xxilanase,
endoxilanase, 1,4-B-D-xilana-xilanohidrolase, endo-1,4-B-Dxilanase, p-1,4-xilanase e f-
xilanase. As xilanases sdo divididas em duas familias principais: F/10 e G/11), as xilanases da
familia 10 sdo maiores, mais complexas e produzem oligossacarideos menores; as Xilanases

da familia 11 sdo mais especificas para a xilana (MELO, 2010).

Como dito anteriormente, por se tratar de uma estrutura muito heterogénea e altamente
complexa, a hidrolise completa da xilana depende de diversas enzimas atuando de forma
cooperativa. A endo-1,4-B-D-xilanase (EC 3.2.1.8) atua na cadeia de xilana em pontos
diferenciados dependendo da estrutura da molécula, tamanho e presenca de substituintes
enquanto que a P-D-xilosidases atua em extremidades ndo redutoras na formagdo de
mondémeros de xilose, sendo que a retirada dos substituintes é catalisada por enzimas como:
a-L-arabinofuranosidases - ABFases (EC 3.2.1.55), a-D-glucuronidases (EC 3.2.1.139),
acetilxilan esterase (EC 3.2.1.72), acido ferulico esterase (EC 3.2.1.73) e acido p-coumarico
esterase (EC 3.1.1.-) (MELO; 2010).

As ABFases sdo enzimas gque atuam em conjunto com outras enzimas acessorias, de
forma sinérgica para degradar os acUcares de xilana. A inducdo principalmente na
desconstrucdo da xilana fazendo a retirada das cadeias laterais de arabinose do esqueleto de
xilose de arabinoglucuronoxilano. As ABFases sdo classificadas em quatro familias de
glicosil hidrolases (GH) 43, 51, 54 e 62) e podem hidrolisar ligacfes glicosidicas com
inversdo liquida (GH 43) ou retencdo (GH 51, 54), a principal hemicelulose do bagaco da
cana de acglUcar é a arabinoxilana, constituida de uma cadeia central de xilose com
ramificacOes de arabinofuranose. Crivelari (2012), afirma que a arabinoxilana representa
entre 25% a 33% da parede celular de cana-de-acUcar, e que existem algumas ramificaces
especificas, além de monossacarideos, que podem se apresentarem ligadas as arabinoxilanas,

entre elas o termo substituinte metila, acido ferulico e acido paracumarico.
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Durante uma possivel acetilacdo o grupo de entrada pode reagir diretamente na cadeia
principal, enquanto os compostos fenolicos se ligam a arabinose, podendo haver nas
ramificacdes com acido ferulico, levando a formagdo de diferulatos, unindo duas cadeias de
arabinoxilanas de forma a estabelecer uma interacédo intramolecular entre as cadeias organicas
envolvidas, dando origem a formacdo de ligninina. Processo no qual os &cidos feralicos sao
considerados como os iniciadores da formacdo da lignina na parede celular (BUANAFINA,
2009).

3.5.7 LACASES

As lacases (EC 1.10.3.2) sdo polifenoloxidases que catalisam a oxidagdo de uma
diversidade de substancias organicas e inorganicas, incluindo mono e polifenois, aminas,
metoxifendis e aminas aromaticas, com reducdo do oxigénio para agua. A lacase utiliza o
oxigénio dissolvido na agua como receptor final de elétrons, tornando este processo mais
atrativo em relacdo aqueles que utilizam peroxidases, onde o peréxido de hidrogénio é o
agente oxidante. (OGATA,; 2013).

Em termos histdricos a lacase foi observada pela primeira vez em uma arvore japonesa
produtora de Laca, chamada de Rhus vernicifera Stokes (Anacardiaceae) (MOROZOVA et
al., 2007; GIARDINA et al., 2010). Se tornando uma das primeiras enzimas a ser estudada,
sendo cientificamente descrita pela primeira vez, em 1883, por Yoshida. No ano del896,
Bertrand e Laborde descobriram fungos produtores de lacase e, com essa descoberta elas
comecaram a ser encontradas em uma grande variedade de fungos, assim como, em alguns
insetos, plantas e bactérias, sendo produzidas em grande quantidade pelos chamados fungos

de ‘podridao branca’, responsaveis pela degradagéo da lignina (OGATA, 2013).

Contudo a funcdo das lacases em plantas e fungos ainda ndo foi descrita pela ciéncia,
porém estipula-se que, em plantas elas estdo envolvidas na sintese de lignina e catalisam a
polimerizacdo radicalar de unidades estruturais de &lcoois p-cumarililico, coniferililico isso
nas plantas. Para os fungos teoriza-se que a funcéo € inversa, ou seja, a degradacéo de lignina,
além da destruicdo de patogenos, destoxificagdo e desenvolvimento morfologico do fungo,

grande parte das diferentes lacases conhecidas apresentam como caracteristicas gerais: )
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massa molecular (MM) na faixa de 60-100 kDa. Il) possuem 2 ou 3 isoenzimas, em geral
denominadas La (ou Icc) I, 1l e 111 11l) possuem estrutura de glicoproteina, com 15-20% de
contetdo relativo de carboidratos 1V). Todas as lacases conhecidas contém cobre, os quais

apresentam um numero de oxidacdo 2+ (SILVA, 2006).
3.5.8 PECTINASES

As pectinases compdem um grupo de enzimas que degeneram substancias pécticas,
através de hidrolises que atacam as ligacGes glicosidicas ao longo da cadeia carbdnica, sdo
classificadas como ser despolimerizantes ou desesterificantes e séo produzidas por plantas,
fungos filamentosos, bactérias e leveduras. Entre as aplicacfes destas enzimas nas industrias,
incluem amadurecimento de frutas, clarificacdo e reducao de viscosidade em sucos de frutas,
tratamento preliminar do suco de uva para industrias vinicolas, extracdo de polpa de tomate,
fermentacdo de cha e chocolate, tratamento de residuos vegetais, degomagem de fibras nas
indUstrias téxtil e de papel, nutricdo animal, enriquecimento protéico de alimentos infantis e
extracdo de 6leos. (FAVELA & TORRES et al., 2005).

Esse grupo de enzimas pode ser sintetizado por uma grande variedade de
microrganismos capazes de produzir enzimas pectinoliticas, incluindo bactérias, fungos
filamentosos, leveduras, protozoarios, insetos e nematoides. Contudo, devido a facil producéo
e a diversidade de pectinases, os fungos filamentosos sdo 0s mais empregados para a
producdo em escala industrial dessas enzimas, o pH ideal das pectinases produzidas por
fungos, aproxima-se do valor de pH de muitos sucos de frutas, na faixa de 3,0 a 5,5. Assim
esse grupo enzimatico atua diretamente em processos fisiologicos relacionados a
reestruturacdo da parede celular da planta, sendo responsaveis pela degradagdo da pectina,
(BLANDINO et al., 2002; HARHOLT; SUTTANGKAKUL; SCHELLER, 2010; TU et al.,
2014).

Sédo descritos trés grupos de enzimas: as protopectinases, as esterases (pectinesterases)
e as despolimerases (hidrolases e liases). Protopectinases: sdo enzimas que degradam a

protopectina insoltvel gerando a pectina polimerizada altamente solGvel. Esterases:
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catalisam a desesterificacdo da pectina por remocdo do grupo metoxil das substancias
pécticas, formando &cido péctico. A pectina de baixa metoxilacdo liberada pode ser
hidrolisada pela poligalacturonase. As pectinesterases (PE) sdo produzidas por fungos,
bactérias, leveduras e plantas superiores e estdo presentes em praticamente todos o0s
preparados comerciais (MARTINS, 2006).

As enzimas despolimerizantes séo classificadas de acordo com a clivagem hidrolitica
(hidrolases) ou transeliminativa (liases) das ligacGes glicosidicas; mecanismos endo-
(randbmica) ou exo- (a partir do final da molécula) de acéo e preferéncia por acido péctico ou
pectina como substrato. Envolvem as hidrolases (catalisam a hidrdlise de ligagdes a-1,4) e as
liases (catalisam B-eliminacdo) (Uenojo, 2003). Os pontos de ataque das enzimas pécticas na

molécula de pectina estdo representados na Figura 8.

— pectinesterases
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Figura 8: Pontos de ataque das enzimas Fonte: Martins (2006)

A combinagdo de pectinases, celulases e hemicelulases, chamadas coletivamente de
enzimas de maceracdo, € usada na extracdo e clarificacdo de sucos de frutas e vegetais,
tratamento enzimético conduz a uma extensa degradacdo da lamela média e da pectina das
paredes celulares por acdo de poligalacturonase, pectina metil esterase e pectina liase
(FAVELA & TORRES et al., 2005).

4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratério de Enzimologia e Biocatalise

Ambiental da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias, no Laboratério de
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Biotecnologia de Fungos do Instituto de Ciéncia Biologicas, também da Universidade Federal

de Goias e nos laboratérios de Quimica do Instituto Federal de Goias.
4.1 ORIGEM DA CANA ENERGIA UTILIZADA

A cana energia utilizada para a realizacdo do experimento foi cedida pela empresa
Vignis Bioenergia Ltda, que participa do projeto “Biogas redutor de cana energia para
reducdo de minérios lateriticos”’, em parceria com o Instituto Federal de Goias (IFG). E uma
variedade de cana energia desenvolvida pela empresa, que foi entregue ja triturada, com a
identificacdo #26. Este material foi mantido sob refrigeracéo, a - 8°C, conforme protocolo do

grupo de pesquisa em biogas, até seu uso.
4.2 PRODUCAO DE LACASE

A lacase utilizada na realizacdo do trabalho foi fornecida pelo Laboratério de
Enzimologia e Materiais Bioativos da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de
Goias (LENZIBIO), produzida por Cleidilene Gomes dos Santos seguindo o protocolo de
producdo do grupo de estudos enzimaticos sob a orientacdo da professora Dr® Mariangela
Fontes Santiago (SANTOS 2019).

4.2.1 MATERIAL VEGETAL

O Residuo de escolha para inducdo natural foi a casca do pequi (Caryocar brasiliense
camb), a secagem da casca do pequi foi feita em estufa, durante quatro dias em temperatura
de 40° C, o processamento foi feito triturando-se o residuo em moinho. A granulometria foi

padronizada para 60 mesch. O residuo seco e triturado foi armazenado em dessecador.

4.2.2 ORIGEM E MANUTENCAO DO FUNGO

A linhagem de P. sanguineus CCT 4518 foi obtida junto a Fundacdo André Tosello

em Campinas-SP. O fungo foi mantido em meio BDA (Batata Dextrose Agar), no escuro, a
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temperatura ambiente, armazenados a 4° C e repicados mensalmente para a manutencédo das

culturas.

O meio de cultura utilizado para repique do fungo foi o BGA (Batata, glicose, agar).
Foram utilizados 5,0 g de dextrose, 3,750 g de agar, 50 ml do caldo batata e agua destilada
g.s.p para 250 ml. O caldo da batata foi obtido a partir do cozimento de 1 kg de batata em 1
litro de 4gua mineral (N4o foi filtrado e utilizado todo o conteido). Foi autoclavado o meio a
1 Atm, 120° C por 20 min, e em seguida distribuido cerca de 20 mL nas placas de Petri.
Depois da solidificacdo do meio, foi adicionado 5 mm de diametro do fungo. A placa com o

fungo foi incubada e em estufa BOD a 28°C por 7 dias.

4.2.3 PRODUCAO DA LACASE

Em erlenmeyers de 250 mL foram acrescentados 120 mL do meio de cultura CBD
(caldo batata e dextrose) para o meio foi utilizado 0,6 g de dextrose, 1,2 g da casca do pequi,
24 mL caldo batata e 4gua destilada qsp para 120 mL.

A autoclavagem foi feita a 1 Atm 120° C por 20 min, foram incubados 10 discos de 5
mm retirados do meio sélido com o fungo mantido em BOD por 7 dias, em seguida foram
colocados em uma incubadora refrigerada com agitacdo com rotacdo de 150 rpm durante 6
diasa28°C.

O controle negativo foi feito com o microrganismo crescido na auséncia do material
vegetal (residuo da casca do pequi), e o controle positivo foi feito com 2 microlitros de
Xilidina e 0,0005 % de cobre que s&o indutores sintéticos. A producdo da lacase utilizada

neste trabalho foi com 8 dias.

4.2.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA LACASE

A atividade da lacase foi determinada pela oxidagdo do substrato, sendo essa oxidagao

acompanhada por 5 min. Utilizou-se a seringaldazina (Sigma Chemical Company) como
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substrato. A metodologia utilizada para determinacdo da enzima Lacase (Lac) foi a descrita
por Szklarz et al. (1989 - modificado).

Foram utilizados 10 pL de extrato bruto, 890 uL de tampao acetato de s6dio 50 mol.L"
! (pH 5,0) e 100 uL de seringaldazina 1,0 mmol.L™ preparada em etanol. A reagdo iniciou-se
pela adicéo da seringaldazina (Coeficiente de extingdo molar = 525 nm = 65000 L. mol™.cm’
1) e foi acompanhada por 5 min a 525 nm em espectrofotdmetro, & temperatura ambiente.

O branco constitui-se de 10 pulL do extrato bruto e 990 uL do tampéo acetato de sodio
50 mol.L™ pH 5,0, sem adicéo de seringaldazina. A atividade enzimética foi determinada em

triplicata.

Para determinacdo do célculo de atividade enzimatica foi utilizada a Equagéo 1,
descrita por Leonowicz e Grzywnowicz (1981) com modificagOes:

_ 10°. A
T e R.t

Eq.3

Na qual:

A = Absorbancia no comprimento de onda especifico (nm);
¢ = Coeficiente de extingdo molar para cada substrato (L.mol™.cm™);
R = Quantidade de extrato bruto (mL);

t = Tempo de reagdo (min).

Uma unidade U foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 umol.L™ de substrato por

minuto. O resultado é expresso em U.mL™.

4.25 PRODUCAO DE PECTINASE
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A Pectinase utilizada na realizacdo do trabalho foi cedida, pela Professora Dr?
Mariangela Fontes Santiago e produzida pelas alunas: Jéssica Souza e Silva, Germany Borges
Barbosa e Karine Rodrigues dos Santos seguindo o protocolo de produgdo do grupo de
estudos enzimaticos do LENZIBIO .

4.2.6 ORIGEM, MANUTENCAO DO FUNGO E PREPARO DO INOCULO

O fungo Penicillium sp. C2 foi isolado do solo do Distrito Federal e classificado por
analises morfoldgicas. O fungo foi selecionado quanto a capacidade de metabolizar celulases
e xilanases em placa (COSTA; FARIA; TEIXEIRA, 2014). A cultura do fungo foi mantida a

4°C em &gar aveia e repicado a cada 30 dias.

A partir da cultura de manutencdo em agar aveia foi padronizado o in6culo em placas
de Petri incubadas a 25 °C + 2,5 por 5 dias.

Toda manipulagdo do microrganismo foi realizada em cabine de fluxo laminar apés a
utilizacdo de métodos de limpeza e esterilizacdo, luz ultravioleta, alcool de 70% e na presenca
de chama de bico de Bunsen. Todos os materiais e meios de cultura utilizados foram

submetidos a autoclavacéo.

427 PRODUCAO DA ENZIMA E DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ENZIMATICA

Os experimentos foram conduzidos em triplicata utilizando frascos Erlenmeyer de 250
mL, contendo 100 mL de meio com Pectina citrica 1,5% e meio mineral (KH, PO, 0,5%,
FeSO, 7H,O 0,0001%, ZnSO, 7H,0 0,0008%, MgSO, 7H,O 0,0004%, CuSO, 5H,0
0,0001%). Em cada frasco foram inoculados 7 discos obtidos da etapa de padronizagéo e estes
foram mantidos por 15 dias na temperatura de 35°C e pH 5,8 para a producdo enzimatica.
Durante o periodo de produgéo a determinacdo da atividade enzimética foi realizada através
do método DNS, que avalia a velocidade de formacédo de oligossacarideos insaturados a partir

da absorbancia a 540 nm (MILLER, 1959). A atividade enzimatica foi expressa em ABS/min.
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Apbs esse periodo foi realizado a filtracdo a vacuo do meio de producdo, onde o filtrado

contendo a enzima foi congelado.
4.2.8 PRODUCAO DAS HEMICELULASES

As hemicelulases foram produzidas no Laboratério de Biotecnologia de Fungos do
Instituto de Ciéncia Bioldgicas, da Universidade Federal de Goias. Foi adotado o protocolo
utilizado por Faria (2011). A linhagem do fungo termofilico Humicola grisea var thermoidea
utilizada no presente trabalho foi isolada de compostagem na Universidade Federal de Vicosa
(MG) por Chaves (1982). A escolha do fungo se deu devido ao mesmo produzir um eficiente
complexo de enzimas celuloliticas (endoglicanases, celobiohidrolases e [-glicosidases) e
xilanoliticas (endoxilanases ¢ B-Xilosidase) com alta termoestabilidade quando cultivado em

diferentes substratos lignocelulésicos (FARIA, 2011).

Para a producdo de esporos, o fungo H. grisea foi semeado em meio Agar Aveia
(farinha de aveia 4,0 % (p/v) e agar 1,5 % (p/v) e incubado por 4 dias, a 42 °C. Os esporos

foram ressuspensos em solugdo salina 0,15 mol. L-1 e contados em camara de Neubauer.

No preparo do substrato, o farelo de trigo (FT) foi lavado por 5 min em 4agua corrente
e apos a lavagem, foi submerso na dgua por 24 h. Apos a submersdo o farelo foi mantido a 50
°C por 3 h e posteriormente a 30 °C por 2 dias, para sua secagem. Ap6s a secagem o substrato
foi moido em moinho de facas e peneirado em peneira de 20 mesh. (Araujo 2017).

Aproximadamente, 3,5 a 10° de esporos /mL foram inoculados em Meio Minimo
(MM) (NaNO3 a 0,6 % (p/v); KCl a 0,05 % (p/v); KH,PO4 a 0,15 % (p/v); ZnSO,4 a 0,001 %
(p/v) e FeSO,4 a 0,001 % p/v, pH 6,8 (PONTECORVO et al., 1953)) acrescido de FT a 3%,
em Enlenmeyer de 500 mL, a cultura foi mantida a 42 °C, sob agitacdo de 120 rpm. Para a
producdo da enzima ABFase a cultura foi mantida por 24 h e para produgédo de xilanase a
cultura foi mantida por 144 h. A cultura foi submetida a centrifugagéo por 20 min, a 4500 rpm
e 0 sobrenadante de cultura coletado foi analisado quanto a atividade xilanolitica pela
metodologia de quantificacdo de agUcares redutores liberados pelo método DNS (MILLER,

1959). Nesse intuito adicionou-se a 10 pL. do sobrenadante enzimatico a quantidade de 150
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uL de DNS. As amostras foram aquecidas por 5 min a uma temperatura de 100 °C, apds o
resfriamento das amostras em banho de gelo foi realizada a leitura espectrofotométrica a 540

nm.

A atividade da ABF foi determinada utilizando como substrato p-nitrofenil-L-
arabinopiranosidio (pNPA, Sigma N3641) e o p-nitrofenil-D-xilopiranosideo (pNPX, Sigma
N2132), respectivamente, na concentragdo de 5 mmol/L. Os ensaios foram realizados em
tampao citrato de sdédio 50 mmol/L, em pH 4,8. A mistura de reacdo, contendo 10 pL de
sobrenadante de cultura, 100 pL de tampao e 40 pL. de uma solugdo 5 mmol/L de pNPA ou
pPNPX, foi incubada por 5 min a 40 °C, a reacdo foi encerrada pelo resfriamento em banho de
gelo e pela adi¢io de 100 uL de uma solugdo de Na,CO3 0,5 mol/L™, interrompendo a reagéo
por deslocar o pH para o0 meio basico, onde as enzimas nao apresentam mais atividade e por

ser o pH onde o p-nitrofenol exibe coloracdo amarela.

Uma unidade (U) de atividade foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 pmol de 4-nitrophenol/min, medida pela absorbancia a 405 nm. A quantidade de p-
nitrofenol (pNP) liberada foi determinada por leitura realizada por leitor automatico de

microplacas.

Apbs a determinacdo da atividade enzimatica, as enzimas produzidas foram armazenadas para
utilizacdo nos ensaios de hidrdlise (ARAUJO; 2018).

4.2.9 REACOES DE HIDROLISE DA CANA ENERGIA (VARIEDADE #26)

A cana energia utilizada no trabalho foi triturada em liquidificador doméstico. Para as
reacOes de hidrolise foram utilizados 0,5 g de cana energia triturada, em um volume reacional
final de 5 mL, em uma proporc¢éo de 10 % de substrato de cana energia. A reagéo foi realizada
em tampéo citrato de sodio (pH 4,8) a 50 mmol. L-' em tubos falcon de 50 mL. Os tratamentos
enzimaticos foram realizados com as enzimas: hemicelulases (xilanase e ABFases) do H.
grisea, pectinases do Penicillium sp. C2 e lacases do P. sanguineus CCT 4518 nas seguintes
concentracdes: lacase (2700 U/mL™), xilanases (375 U/mL™), ABFases (375 U/mL™) e

pectinase (567 U/mL™). As reaces de hidrélise foram mantidas sob agitacdo constante de
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120 rpm, a 36 °C, por 48 h. Apds 48 h, as reacOes de hidrdlise foram submetidas a

centrifugagdo a 4400 rpm, por 15 min O sobrenadante foi analisado quanto ao teor de

Aclicares Redutores Totais (ART) por DNS, glicose (kit Glicose Oxidase — Doles®) e xilose

por HPLC.

Os tratamentos enzimaticos foram realizados de trés formas: 1. As enzimas foram

adicionadas isoladamente e a reacdo mantida por 48 h, 2. As enzimas foram adicionadas em

tratamentos enzimaticos sequenciais onde a primeira enzima foi adicionada no inicio da

reacdo e a segunda enzima foi adicionada ap6s 24 h de incubacdo, e 3. As enzimas foram

adicionadas em reacOes simultaneas (Tabela 04).

Tabela 04: Tratamento Enzimatico

Tratamento Enzimatico

Unico Sequencial Simultaneo
Enzimal Enzima 2
Lacase Lacase Pectinase Lacase + Hemicelulases + Pectinase

Hemicelulases Lacase

Pectinase Pectinase
Pectinase
Hemicelulases

Hemicelulases

Hemicelulases  Lacase + Pectinase
Hemicelulases  Pectinase + Hemicelulases
Lacase

Lacase

Pectinase

Os tratamentos enzimaticos seguiram o seguinte programa:

1. Controle: Tamp&o citrato de sodio

2. Lacase

3. Hemicelulases (Xilanase + ABFaes)

4. Pectinase
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Tratamentos enzimaticos sequenciais Utilizacdo de enzimas combinadas com intervalo de 24h

entre a utilizagdo da segunda enzima.
e Lacases + Pectinase
e Lacases + Hemicelulases
e Pectinases + Hemicelulases
e Pectinases + lacases
e Hemicelulases + Lacases

e Hemicelulases + Pectinases

Utilizacdo de enzimas combinadas sem o intervalo de 24h
e Lacases + Hemicelulases + Pectinases
e Lacases + Pectinases
e Pectinases + Hemicelulases

4.3 DOSAGEM DE GLICOSE, XILOSE E ART

A dosagem do teor de acUcares redutores totais (ART), foi realizado pelo método
DNS, incubando-se 50 pLL da amostra, 450 uL de tampao citrato de sodio (pH 4,8, a 50 mmol.
L-1) e 750 uL de DNS a 100 °C por 5 min e realizada a leitura espectrofotométrica a 540 nm.
Para a determinacdo do teor de ART, primeiro foi produzida uma curva padréo de xilose nas
concentragdes de 0,3 a 4,2 mg/mL (ARAUJO 2017).

A concentragéo de glicose nas amostras foi utilizado o kit de glicose oxidase (DOLES
Reagentes ®) seguindo as orientacGes do fabricante. Para o calculo da quantidade glicose no

sobrenadante da hidrélise enzimatica da cana energia, foi utilizada a seguinte férmula:
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Quantidade de glicose (mg.dL™') = (Abs.da amostra média padrio) x 100 (Eq.03)

Os resultados foram expressos em unidades enzimaticas, definidas como a quantidade

de enzima capaz de liberar 1 umol de agtcar redutor por minuto sobre as condi¢des do

experimento (ARAUJO 2017).

A dosagem de xilose foi realizada no Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) do
Setor de Engenharia de Alimentos — EA/UFG com HPLC na coluna Shimpack SCR-102 (H)

com fase mével.

As dosagens foram realizadas em triplicata e as andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o teste de Turkey. O Teste proposto por Tukey é também conhecido como teste de
Tukey da diferenca honestamente significativa (honestly significant difference) e teste de
Tukey da diferenca totalmente significativa (wholly significant difference. O teste de Tukey €,
portanto, um teste a posteriori ou post-hoc. Faz comparacfes ndo planejadas (unplanned
comparisons), ou seja, o pesquisador ndo precisa estabelecer as comparaces de médias que

ira fazer sem ter visto os dados.

Ala) =q.a /QMReE (Eq.04)

4.3.1 TESTE DE HPLC (“High Performance Liquid Chromatography”),

Essas amostras foram diluidas 10 vezes com acido sulfurico 5 milimol/L, tratadas com
Sep-Pack C18 e injetadas em colunas HPX-87H 300 mm x 7,8 mm (Bio-Rad). A fase movel

usada foi acido sulfarico 5 milimol/L a uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min a 50 °C.

A cromatografia liquida empregada foi acoplada a um detector de RID. As amostras
foram filtradas em filtros Millex — HV com membrana de PVDF 0,45 um e injetadas, sem
diluicdo, em colunas HPX-87H 300 mm x 7,8 mm (Bio Rad). A fase mdvel usada foi o acido

sulfurico 5 milimol/L com uma taxa de fluxo de 0,6 mL/min
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PRODUCAO DE ENZIMAS

As enzimas lacase, xilanase, ABFase e pectinase foram produzidas de acordo com as
metodologias propostas. Para avaliar se o processo ocorreu da forma que se esperava, foi
realizada a determinacdo de suas atividades enzimaticas. Os resultados de atividade
enzimatica foram expressos em U. mL™. Uma unidade U foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para oxidar 1 pmol. L™ de substrato por minuto. Os valores obtidos

encontram-se na tabela 5.

Tabela 5: Valores de atividade enzimaticas obtidos

Enzimas Atividade enzimatica U.mL™
Lacases 2700
Hemicelulases 375
Pectinases 567

Fonte: Autor

O valor de atividade enzimatica para as hemicelulases demonstram que a producao
superou as expectativas, a producdo de hemicelulases nos estudos realizados pelos autores
mencionados e neste trabalho apresentam diferencas que podem ser justificadas por alguns
fatores, tais como o tipo de substrato utilizado (DEKKER et al 2007). Os valores enzimaticos

estdo de acordo com resultados anteriores na producéo destas enzimas.

5.2 HIDROLISE ENZIMATICA DA CANA ENERGIA SUBSTRATO #26

Nas reacOes de hidrolise foram utilizadas enzimas que modificam os polimeros de
hemicelulose, pectina e lignina o que aumentaria o contetdo de carboidratos solGveis a partir
da hemicelulose e aumentaria o acesso a celulose. Esses resultados representam a quantidade

de acucares liberados apds a reacdo enzimatica, o que indica qual tratamento foi mais
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eficiente do ponto de vista teérico em promover maior quebra dos componentes da parede
celular. A Tabela 6 apresenta os valores de agucar solubilizado apds a hidrélise da cana
energia variedade #26.

Tabela 6: Valores de acUcar solubilizado ap0és a realizacao das hidrolises

ENZIMAS ART Glicose Xilose
(mg/g substrato)  (mg/g substrato)  (mg/g substrato)

Tratamento enzimatico

1. Lacase 380 6,30 76,9

2. Hemicelulases 30 0,15 13,3

3. Pectinases 27 0,20 62,7
Tratamento enzimatico Sequencial

4. Lacase + pectinase 760 5,6 80,2

5. Lacase + Hemicelulase 890 9,5 100,6

6. Pectinase + Hemicelulase 280 4,8 64,8

7. Pectinase + Lacase 340 51 55,7
Tratamento enzimatico Simultaneo

8. Hemicelulase + Lacase 430 5,4 75,0

9. Hemicelulase + Pectinase 250 3,7 71,1

10.Lacase + Hemicelulase 420 6,9 64,4

+Pectinase
Controle 0,00 0,00 57,8

Fonte: Autor

O tratamento com maior quantidade de acucares liberados foi com o tratamento de
lacase por 24 h seguido de Hemicelulase por 24 h, nos tratamentos com a utilizagdo de

enzimas isoladas foi 0 com maior rendimento de aglcares foi com a Lacase.

O resultado do tratamento LAC+HEM faz sentido, pois de acordo com a estrutura da

fibra vegetal, o que envolve as cadeias de celulose e hemicelulose € a lignina (Figura 09)
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(ROSSETO, 2012; SANTOS et al. 2012). Assim, desestruturando-se a lignina, a acdo das
hemicelulases foi otimizada conforme a figura 09.

Lignina / ,

Hemicelulose

Pré—tratamento> :
, o
e

Figura 09: Acgdo enzimaética sobre a fibra vegetal. Fonte: O Autor

Os resultados também apontam que a ac¢do da pectinase na modificacdo dos polimeros
do bagaco de cana energia contribuiu pouco para a solubilizacdo de agUcares, esse resultado
faz sentido, pois a cana energia trata-se de uma espécie que possui niveis muito baixos de

pectina em sua composi¢do (RAMOS 2017).

O teor de acucares redutores € um indicador que representa a quantidade total de
acucares da cana, no caso da cana os principais actcares sdo glicose proveniente da hidrdlise
da celulose, xilose e arabinose provenientes da hidrélise da arabinoxilana. A concentracdo de
acucares na cana varia, em geral, dentro da faixa de 13 a 17,5%. Entretanto, é importante
lembrar que canas muito ricas e com baixa percentagem de fibras estdo mais sujeitas a danos
fisicos e ataque de pragas e microrganismos. Os estudos mostram que nas primeiras 14 horas
de deterioracdo da cana, 93% das perdas de sacarose foram devidas a agdo de
microrganismos, 5,7% por rea¢fes enzimaticas e 1,3% por reagdes quimicas, resultantes da
acidez (MCWILLIAMS 2016).

Ao avaliar as figuras 10 e 11, verificamos o teor de agUcares liberados referentes aos
valores de AR e Glicose nas hidrolises, demonstrando valores em relacdo as triplicatas
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realizadas para este trabalho, permitindo verificar posteriormente, a analise estatistica das
amostras séo significantemente diferentes em relagdo aos teores de AR e glicose liberados,
apontando para uma cana com alto teor de fibras e baixo teor de agucares reduzidos.

Ja o teste de glicose oxidase obteve resultados que corroboram as analises de AR,
indicando que ocorreu a hidrélise das fibras de celulose, 0 que originou uma quantidade de
glicose livre considerada pequena, mas dentro dos resultados esperados (Tabela 6) (BIELY
2003).

110
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30
40
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20
10

Glicose (mg.dL")

-10

lacase
hemcelulase
pectinase
lac+pect
lac+hemi
pect+hemic
hemi+lac
hemi+pect
lac+hem+pect

Amostra

Figura 10: Teor de glicose Liberado nas hidrolises Fonte: Autor
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[
o

AR (mg.dL')

=N W R N WD

lacase
hemcelulase t
pectinase -
lac+pect +
lac+hemi
pect+hemic f
hemi+lac r
hemi+pect |
lac+hem+pect |
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Figura 11: Teor de AR Liberado nas hidrolises Fonte: Autor
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Com relacéo as tabelas 07 e 08, foram realizados ensaios estaticos com o intuito
de verificar a “diferenca honestamente significante”, também conhecido como teste de

Tukey.

O Teste proposto por Tukey, é também conhecido como teste de Tukey da
diferenca honestamente significativa (honestly significant difference) e teste de Tukey
da diferenca totalmente significativa (wholly significant difference. O teste de Tukey e,
portanto, um teste a posteriori ou post-hoc. Faz comparac@es nao planejadas (unplanned
comparisons), ou seja, 0 pesquisador ndo precisa estabelecer as comparac6es de médias
que ira fazer sem ter visto os dados. Aplicando a equacdo 03 em referéncia aos dados
contidos tabela 07 e 08.

Ala) =q.a QMReE (Eq.04)

Observamos de acordo com o teste de Tukey, ao nivel de 5%, que o tratamento 5 na
tabela 07, apresenta uma média maior em relacdo ao teor de ART no hidrolisado, da mesma
forma que o tratamento 5 na tabela 08 em relacéo ao teor de glicose. De acordo com o teste,
duas médias sdo estatisticamente diferentes ao nivel de significancia a toda vez que o valor
absoluto da diferenca entre elas for igual ou maior do que a diferenca honestamente

significante, ou seja, igual ou maior do que o valor HSD.
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Tabela 07:Analise estatistica do ART no hidrolisado dos diferentes pré-tratamentos.

Teste de Tukey HSD: variagdo de AR (mg.dL™)( planilha 1) grupos homogéneos, alfa=0,5000
Erro: entre MS= 0,04275, df= 18,000

Amostra AR 1 2 3 4
8 Hemi+pect 2,600000 Fkokk
3 Pectinase 2,803333 falalale
6 Pect+hemi 2,900000 Fkkk
2 Hemcelulase 3,106667 falaiele
1 Lacase 3,796667 folalela
9 Lac+hem+pect 4,153333 faleiaa
7 Hemi+lac 4,300000 falaiele
4 Lac+pect 8,200000 Fkkk
5 Lac+hemi 8,833333 Fkkk

Fonte: Autor

Tabela 08: Analise estatistica da glicose no hidrolisado dos diferentes pré-tratamentos

Teste de Tukey HSD: variacdo de Glicose (mg.dL*)( planilha 1) grupos homogéneos, alfa=0,5000
Erro: entre MS = 1,2053, df= 18,000

Amostra Glicose M 1 2 3 4 5 6
2 Hemcelulase 1,50000  ****
3 Pectinase 2,00000  ****
8 Hemi + pect 3,73333  FH*x*
6 Pect + hemi 48,00000 Hkkk
7 Hemi + lac 54,33333 Fokkk
4 Lac + pect 55,43333 Fkkx
1 Lacase 63,26667 ke
9 Lac+ hem+pect 70,16667 falalall
5 Lac+hemi 95,16667 Hkdkek

Fonte: Autor



O sinergismo é a interacdo positiva de duas ou mais enzimas em uma reacdo
enzimatica. I1sso pode ser traduzido em um nimero, conhecido como grau de sinergismo.

Abaixo é representada a equacdo para o seu calculo:

__ [glicoselmistura

S = Eq.04

™ 1lglicoselm

Sendo S o sinergismo, [glicose]mistura a concentracdo de glicose liberada na
mistura e Y. [glicoselm m i=1 o somatdrio da concentracdo de glicose liberada pela acdo das
enzimas individualmente. Neste experimento, a quantidade proteica a ser adicionada na

mistura é a soma das quantidades que sao adicionadas em cada ensaio individual.

Observando a Tabela 09, verifica-se que o tratamento contendo pectinase e
Hemicelulase apresenta o maior grau de interacdo positiva entre as enzimas, sendo seguido
pela combinacdo de Lacase e Hemicelulase. O sinergismo entre a Lacase e a Hemicelulase
quando atuam sobre a fibra vegetal, pode ser atribuido a acdo simultanea e complementar
dessas duas enzimas. Desta forma, ao clivar a cadeia em regides aleatdrias, libera novos
terminais celuloliticos. Estas, por sua vez, clivam a fibra de celulose de maneira sucessiva,
devido a sua forte ligacdo a fibra e seu modo de acdo, removendo a camada da parede vegetal

mais externa e expondo a inferior para agdo das enzimas (VALJAMAE et al., 1998).

Baseando-se nos demais dados apresentados verifica-se, que o grau de sinergismo
isoladamente ndo se relaciona intrinsicamente com o processo de acesso as fibras da estrutura
vegetal, porém quando o sinergismo é avaliado em um conjunto de fatores, a interagdo
positiva entre a Lacase e Hemicelulase potencializam a remogédo da camada mais externa da
parede vegetal (DELABONA et al. 2013)
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Tabela 09- Grau de sinergismo entre as enzimas empregadas no tratamento enzimatico

sequencial.
Tratamento Enzimatico Sequencial
12 Reacao 2% Reacdo Xilose Sinergismo Glicose Sinergismo
(mg/g da cana) (mg/g da cana)
Lacase - 76,9 6,3
Hemicelulase - 13,3 0,15
Pectinase - 62,7 0,2
Lacase Pectinase 80,2 0,57 5,6 0,86
Lacase Hemicelulase 100,6 1,11+ 9,5 1,47 **
Pectinase Hemicelulase 64,8 0,85 48 13,7 **
Pectinase Lactase 55,7 0,40 51 0,78

Fonte: Autor

Os sobrenadantes provenientes das hidrolises foram analisados por cromatografia
liqguida HPLC (“High Performance Liquid Chromatography”), inicialmente para determinacéo

das concentragoes de xilose, porém foi possivel identificar acido acético, glicerol e etanol.

Tabela 10- Resultados de HPLC

Reacoes de Hidrdlise Xilitol Glicerol Etanol Ac. Acético
g/L g/L g/L mg/L
1. Lacase 1,06 0,00 0,00 239,71
2. Hemicelulases 1,23 0,93 1,21 147,91
3. Pectinases 1,18 0,94 1,26 471,72
4. Lacase + pectinase 1,48 0,95 0,92 339,37
5. Lacase + Hemicelulase 1,04 0,92 0,93 381,17
6. Pectinase + Hemicelulase 1,36 0,00 0,94 158,20
7. Pectinase + Lacase 0,88 0,93 0,94 0.00
8. Hemicelulase + Lacase 0,91 0,95 0,00 154,76
9. Hemicelulase + Pectinase 1,46 0,96 0,93 123,45
10.Lacase + Hemicelulase 1,02 0,00 1,05 212,89
+Pectinase
Controle 1,13 0,00 0,00 0,00

Fonte: Autor
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Analisando a tabela 10, o etanol presente nos sobrenadantes poderia ser explicado,
pela presenga de etanol celuldsico, também chamado etanol de lignocelulose, é a
denominacdo dada ao etanol obtido a partir da fermentacédo da glicose e xilose que podem ser
produzidos por leveduras da cana energia (BANERJEE et al., 2010).

O etanol obtido a partir da biomassa lignocelulésica é referido como uma segunda
geragdo de biocombustiveis, cujo processamento conta com uma das mais promissoras
tecnologias em desenvolvimento (COSGROVE, 2000).

A presenca de acido acético no hidrolisado pode ser explicado, por reacbes de
oxidacOes do etanol e agucares presentes nos sobrenadantes. A produgéo de &cido acético a partir
de derivados de biomassa refere-se a geragao de acido acético a partir do etanol, através de processos ndo
fermentativos. Estes processos tradicionalmente compreendem duas etapas: na primeira gera-se
acetaldeido via reacdo de desidrogenagao ou oxidacdo do etanol; na segunda o aldeido obtido é oxidado
a &cido acetico (HU et al., 2011).

Com o intuito de comprovar que a presenca do etanol e do &cido acético, nos
sobrenadante das hidrolises ndo eram resultados de processos fermentativos derivados das
acOes enzimaticas, ou da presenca de leveduras naturais ou contaminantes ao meio, realizou-

se uma analise por HPLC, utilizando-se dessa vez a agua de lavagem do préprio substrato.

Foram lavados 5g de substrato” in natura “, utilizando-se 20ml de agua destilada.
Foram realizadas quatro lavagens, sendo que cada lavagem se utilizou 5ml da dgua que foram

recolhidas e analisadas seguindo o protocolo de HPLC descrito no texto.

A tabela 11 contém os resultados obtidos das analises realizadas com as aguas de

lavagem.
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Tabela 11 Resultado de HPLC das aguas de lavagem da cana energia

Resultados de HPLC Etanol ( g/L) e Acido Acético (mg/L)

Amostras Etanol Acido acético
12 agua de analise 1,573 279,991
2° agua de analise 1,67 281,456
3° agua de analise 1,54 274,554

Fonte: Autor

Analisando os resultados contidos na tabela 11, pode-se concluir que 0s processos
oxidativos descritos fazem sentido, pois comprova-se a presenca das substancias citadas, antes

da realizacdo das hidrolises.

Nas reacBes de hidrolise descritas na Tabela 06 podemos observar que a glicose
também foi liberada nas reacdes de hidrélise. Para analisar se as enzimas com atividade de
celulases estavam ativas nas reacdes foi dosada a atividade de celulase (CMCase) nos
hidrolisados (Tabela 12).

Tabela 12. Resultados do teste de CMCase nos hidrolisados

Atividade Enzimética teste (CMC) (umol/min)
Lacases 0,583
Hemicelulases 0,542
Pectnases 0,503
Lacases + Pectnases 0,585
Lacases + Hemicelulase 0,698
Pectnase + Hemicelulase 0,545
Pectnase + Lacase 0,404
Hemicelulase + Lacase 0,588
Hemicelulase + Pectnase 0,499
Lacase Hemicelulase+ Pectnase 0,578
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No entanto, convem destacar que em relacdo aos demais tratamentos, o uso de lacase
(e apds 24 h as hemicelulases) resultou em uma quantidade maior de glicose livre no
sobrenadante, indicando que a acessibilidade entre as partes que compde a parede celular.

Com relacdo as concentracdes enzimaticas, foram realizados os mesmos ensaios
citados acima porem com variagdes nas concentracdes das enzimas, as concentrages foram

aumentadas para cada ensaio obedecendo o seguinte critério:

Na primeira rodada de hidrolises as concentragdes foram aumentadas em 50% do valor
citado na metodologia, para a segunda rodada as concentragdes foram aumentadas em 70% do
valor inicial e por fim na terceira rodada de experimentos as concentragdes foram dobradas

em relacdo as iniciais.

Apos realizado o mesmo protocolo citado acima para as hidrolises e calculos de
acucares redutores totais, os valores obtidos ndo sofreram alteragdes significativas, em termos
de rendimentos valores contidos na tabela (5),sofreram variagfes do ordem de 0,2% em
média, 0 que demonstra que a concentracdo enzimatica ndo altera na acao das enzimas sobre
as fibras, talvez utilizando as teorias que envolvam a cinética quimica, o tempo de hidrolise
poderia ser diminuido com o aumento da concentracdo, mas essa verificacdo nao foi testada

nesse trabalho.

A dificuldade de se fazer bioconversdo de materiais lignoceluldsicos sem a utilizagédo
de reagentes quimicos e técnicas mais agressivas como, acidificacdo do meio, pode ser
explicada pela préopria morfologia da parede Celular. Sabendo que a lignina e a hemicelulose
atuam como uma camada protetora natural a propria degradacdo enzimatica (GOURLAY et
al., 2013)

Nos processos de hidrolises enzimaticas as enzimas atuam em relagdo as fibras,
reduzindo a formacdo de subprodutos indesejaveis no processo reacional, essa especificidade
das enzimas evita justamente a degradacdo da glicose no meio reacional. O que explica a
dificuldade de se promover um ensaio menos agressivo, com a utilizacdo de enzimas para
promover o afrouxamento das fibras e componentes da parede celular, j& que as enzimas
atuam de forma especifica.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

O presente estudo ainda ndo pode concluir efetivamente que a utilizacdo de enzimas
pode favorecer a hidrolise da cana energia. Porem os dados obtidos, apontam que a hidrolise
realizada com a lacase e ap0s 24h a adicdo de hemicelulases tiveram os melhores valores
sobre a liberagdo dos ART e a glicose. A interpretacdo dos resultados obtidos indica que a
lignina e a hemicelulose sofreram uma desestruturacdo, fato esse que pode proporcionar um
ganho no processo de obtencdo de biogas, pois facilitaria a acdo dos microrganismos

envolvidos no processo.

Com relagdo as concentracbes enzimaticas os dados obtidos ndo demonstraram
nenhuma grande interferéncia ao processo de hidrolise, com uma alteracéo pouco significativa

nos valores de AR e glicose, alteracbes em média na casa de 0,2% de aumento.

Sobre a presenca das pectinases nas hidrolises baseando-se nos valores obtidos, ndo
houve nenhuma interferéncia relevante no processo de desestruturaces lignocelulosicas.
Porém houve uma sinergia com um valor interessante entre a pectinase e a lacase, outra
observacdo interessante observando os dados obtidos, é que aparentemente a pectinase libera
algum bloqueador enzimatico desfavorecendo a acdo de outras enzimas no processo, fato esse

que poderé ser estudado em trabalhos futuros.

Com relacdo a andlise dos resultados de HPLC, além da identificacdo dos agucares
presentes foram encontradas fracdes de etanol e acido acético. A presenca do etanol e do
acido acético podem ser explicados pela oxidacdo de parte dos acucares presentes na propria
fibra da cana energia utilizada nas hidrolises, admitindo que a cana cedida para o trabalho
esteve armazenada por um longo periodo de tempo, periodo esse em que ndo se pode garantir
que a temperatura e o isolamento foram totalmente controlados. Demonstrando que o
tratamento enzimatico ndo interfere no processo oxidativo de formacdo de etanol e &cido

aceético.
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