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RESUMO

Diversos microrganismos sao conhecidos como bons produtores de enzimas com a
capacidade de hidrolisar a biomassa vegetal. Fungos do Filo basidiomicetos como o fungo
Trametes sp. e fungos do Filo ascomicetos como Aspergillus sp. e Penicillium sp. sdo tidos na
literatura como bons produtores de enzimas lignoceluloliticas. Essas enzimas possuem grande
interesse industrial, tendo em vista que podem ser empregadas nos mais diversos processos.
Logo, o objetivo deste trabalho foi realizar pré-tratamento do residuo do cultivo de milho
(palha) utilizando fungos amazodnicos, para aumento da eficiéncia hidrolitica. O residuo in
natura € apos o pré-tratamento foi caracterizado quanto aos teores de celulose, hemicelulose e
lignina, bem como avaliagio de modificagdes estruturais apds o pré-tratamento. Foi
determinada a presenca das enzimas celulases, hemicelulases (xilanases) e ligninases (
lacases, lignina peroxidases e manganés peroxidases) em cada pré-tratamento. A melhor
atividade de celulases detectada foi a de Fpase com uma atividade de 6,6 U/mg ap6s 5 dias de
fermentagdo utilizando o co-cultivo de Aspergillus oryzase mais Trametes versicolor. Ja a
melhor producdo de xilanase apresentou uma atividade de 1,74 U/mg utilizando o mono
cultivo de Penicillium citrinum e a melhor producao de ligninases foi a de Lacases com uma
atividade de 29,4 U/mg utilizando o fungo Trametes versicolor em mono cultivo. Quanto ao
teor de lignina, o cultivo que apresentou melhor remocao deste componente foi os mono
cultivos de Trametes versicolor e Aspergillus oryzae, com remogdo de 36 e 22%,
respectivamente. Em contra partida o cultivo que apresentou melhor modificacdo na estrutura
da parede celular da palha de milho foram os co-cultivos contendo Penicillium citrinum mais
Trametes versicolor e o co-cultivo onde ha a presenca dos trés fungos (Aspergillus oryzae,
Penicillium citrinum e Trametes versicolor). De forma geral, o consorcio microbiano mostrou
resultados promissores para agregar valor aos residuos provenientes da agroindustria. O
residuo in natura e apos o pré-tratamento bioldgico com os fungos A. oryzae, P. citrinum e T.
versicolor em mono e co-cultivo foram avaliados quanto a eficiéncia hidrolitica, apresentando
7,3% de eficiéncia hidrolitica na biomassa in natura e 90% de eficiéncia hidrolitica apos pré-
tratamento com 7. versicolor em monocultivo, demonstrando que o pré-tratamento bioldgico
foi capaz converter os agucares presente na palha de milho, sendo uma etapa fundamental para
o processo de sacarificacao da biomassa.

Palavras-chave: Fungos filamentosos, Basidiomicetos, Ascomicetos, Biomassa

vegetal, Celulases, Ligninases.



ABSTRACT

Several microorganisms are known as good producers of enzymes with the ability to
hydrolyze plant biomass. Fungi of the phylum Basidiomycetes such as Trametes sp. are
considered to be excellent producers of ligninolytic enzymes and fungi of the phylum
Ascomycetes such as Aspergillus sp. and Penicillium sp. are considered in the literature to be
good producers of cellulolytic enzymes. These enzymes are of great industrial interest as they
can be used in a wide variety of processes. Therefore, the aim of this study was to pre-treat
corn crop residue (straw) using Amazonian fungi in order to increase hydrolytic efficiency.
The residue in natura and after pre-treatment was characterized in terms of cellulose,
hemicellulose and lignin content, as well as assessing structural changes after pre-treatment.
The presence of the enzymes cellulases, hemicellulases (xylanases) and ligninases (lacases,
lignin peroxidases and manganese peroxidases) was determined in each pre-treatment. The
best cellulase activity detected was that of Fpase with an activity of 6.6 U/mg after 5 days of
fermentation using the co-cultivation of Aspergillus oryzase plus Trametes versicolor. The
best xylanase production showed an activity of 1.74 U/mg using the mono-culture of
Penicillium citrinum and the best ligninase production was lacases with an activity of 29.4
U/mg using the fungus Trametes versicolor in mono-culture. In terms of lignin content, the
cultures that showed the best removal of this component were the mono-cultures of Trametes
versicolor and Aspergillus oryzae, with 36% and 22% removal, respectively. On the other
hand, the cultures that showed the best changes in the structure of the corn straw cell wall
were the co-cultures containing Penicillium citrinum plus Trametes versicolor and the co-
culture where all three fungi were present (Aspergillus oryzae, Penicillium citrinum and
Trametes versicolor). In general, the microbial consortium showed promising results for
adding value to waste from the agro-industry. The waste in natura and after biological pre-
treatment with the fungi 4. oryzae, P. citrinum and T. versicolor in mono and co-cultivation
were evaluated for hydrolytic efficiency, showing 7.3% hydrolytic efficiency in the biomass
in natura and 90% hydrolytic efficiency after pre-treatment with 7. versicolor in mono and co-
cultivation. 7. versicolor in monoculture, demonstrating that the biological pre-treatment was
able to convert the sugars present in the corn straw, which is a fundamental stage in the
biomass saccharification process.

Keywords: Filamentous fungi, basidiomycetes, ascomycetes, plant biomass,

cellulases, ligninases.
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1 INTRODUCAO

A demanda mundial por energia tém crescido nos tltimos anos e com isso espera-se
que até 2040 tenha um aumento de 28%, o que seria aproximadamente 739 quatrilhdes de Btus
(CAPUANO, 2018). Com isso, t€m se discutido com frequéncia a respeito do uso de recursos
fosseis (petroleo, gas e carvao) para a producdo de energia e combustiveis, tendo em vista o
grande impacto ambiental que seu uso causa ao planeta e o fato de ndo serem recursos
renovaveis. Nesse contexto, a producdo de etanol através da cana-de-aglicar surgiu como
alternativa para a producao de biocombustiveis e energia limpa. Paises como os Estados Unidos
e o Brasil chegaram a produzir em 2019 15,8 bilhdes de galdes e 8,57 bilhdes de galdes, obtidos
principalmente do milho e da cana-de-agucar, respectivamente (KARP ez al., 2021).

Diferente do etanol de primeira gera¢dao que sdo feitos de matérias-primas ricas em
amido e agucar (por exemplo, cana-de-acucar e milho), o etanol de segunda geracdo também
chamado de etanol celuldsico ou combustivel avangado, ¢ obtido a partir de biomassas vegetais
ricas em celulose, que passam por um processo de sacarificagdo por via enzimatica antes da
fermentagdo (PISHVAEE et al., 2021). A utilizacdo do etanol celuldsico emergiu com o
objetivo de aumentar a produ¢do de biocombustiveis sem gerar aumento da area cultivada, sem
competir com a producdo de alimentos, ¢ diminuir os danos causados ao meio ambiente,
apresentando assim vantagens econdmicas e ambientais, utilizando nesse processo residuos
agroindustriais, agroflorestais, residuos municipais, etc, além de ser uma fonte renovavel,
sustentavel e de baixo custo (MONTES, 2017).

Os residuos agricolas (bagago de cana, farelo de trigo, casca de arroz, casca de
mandioca, palha de milho, entre outros), sdo residuos ricos em celulose (40 a 50%),
hemicelulose (20 a 30%) e lignina (15 a 20%), que s@o unidos por ligagdes intermoleculares.
A celulose e a hemicelulose sdo polissacarideos de grande interesse industrial, com produgao
anual de bilhdes de toneladas de celulose, que podem ser convertidas em energia e outros
subprodutos (GUPTA et al., 2016; MANKAR et al., 2021). Contudo, a conversao dessa
biomassa em glicose possui alguns gargalos que tornam o processo oneroso, sendo necessario
o pré-tratamento deste residuo a fim de melhorar o seu aproveitamento (OGEDA e PETRI,
2010).

Nesse contexto, o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica ¢ uma etapa essencial na
bioconversdo da celulose em acucares fermentdveis, pois atua sobre a parede celular

rompendo-a e assim reduzindo a cristalinidade da celulose e, consequentemente, removendo
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ou reduzindo a lignina para que facilite a a¢do das enzimas lignoceluldsicas aumentando a
eficiéncia da hidrélise, liberando assim, os agucares necessarios para a fermentagdo e
producdo do etanol de segunda geragdo ou outros subprodutos. Adicionalmente, o pré-
tratamento da biomassa lignocelulosica aumenta a recuperacdo de agucares e diminui a
liberacdo de substancias toxicas com poder inibitério ao metabolismo microbiano

(MANKAR, et al., 2021).

Assim, diferentes métodos de pré-tratamento, que sejam eficientes, de baixo custo e
sustentaveis t€ém sido buscados exaustivamente, tendo em vista que a parede celular vegetal ¢
rigida e complexa, altamente resistente a degradacdo por microrganismos, dificultando a
ruptura das ligagdes quimicas para a conversdo em agucares fermenteciveis e outros

componentes.

O pré-tratamento bioldgico tem sido visto como um grande aliado nessa busca, pois
evita a formagdo de produtos inibidores na etapa de conversdo, além de ndo necessitar de
produtos quimicos, apresentar bom custo beneficio e ser realizado em condi¢gdes brandas de
pressao e temperatura (KUMAR et al., 2020). Muitos microrganismos sao conhecidos como
bons produtores de enzimas capazes de hidrolisar a biomassa vegetal. Dentre esses os
fungos filamentosos tém sido destaque na industria de fermentacdo devido a capacidade e
facilidade de excretar enzimas hidroliticas no meio de crescimento, além de apresentarem bom
desempenho, alto potencial hidrolitico e baixo custo quando comparados com outros sistemas,
sendo o Trichoderma reesei a principal fonte comercial de celulases e xilanases (MENDEZ-
LITER et al., 2021).

A maioria das enzimas utilizadas nas industrias brasileiras sdo produzidas fora do pais.
Contudo, a Amazodnia possui grande vantagem no processo de desenvolvimento de bioprocessos,
tendo em vista sua rica biodiversidade microbiana que pode ser detentora de enzimas com
grande poder catalitico. O desenvolvimento de bioprocessos eficientes com fungos amazonicos
pode trazer um grande potencial inovador para o Brasil, além de diminuir os custos de produgao.
Portanto, a busca por novas formas de pré-tratamento que sejam eficazes na “quebra” da parede
celular dessas biomassas, tem sido um grande desafio para a industria que almeja a alta
eficiéncia hidrolitica de forma economicamente viavel.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi realizar pré-tratamento bioldgico do
residuo do cultivo de milho (palha) utilizando fungos amazdnicos, visando aumentar a

eficiéncia na etapa de hidrolise enzimatica.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Biomassa vegetal

Os materiais lignocelulésicos, também chamados de biomassa vegetal, sdo os
componentes mais abundantes do planeta, participando de 50% da biomassa terrestre.
Assim, a biomassa lignoceluldsica ¢ uma fonte abundante de energia renovavel, também
conhecida como energia verde, oriunda de residuo agricola como o cultivo de arroz, cana-de-
acucar, milho, soja, entre outros, de residuo agroflorestal como a madeira e de rejeitos urbanos
ou industriais (PEREIRA JR et al., 2008). Estudos que visem o melhoramento do rendimento
na producdo de bioetanol tém despertado grande interesse na biotecnologia moderna mundial,
com o intuito no desenvolvimento de biorrefinarias sustentaveis e como alternativa energética
de baixo custo (KUMAR, et al., 2020).

O Brasil possui grande vantagem quando se fala em biomassa lignoceluldsica, devido a
sua vasta biodiversidade vegetal, sendo um dos maiores produtores de biomassa lignoceluldsica
provenientes de atividades agricolas bem estabelecidas, entretanto, ha certa limitacdo na
producdo de bioetanol através dos processos tradicionais de moagem, devido ao baixo
rendimento obtido (RODRIGUES et al, 2016). Logo, as pesquisas voltadas para o
desenvolvimento de bioprocessos, que visem a conversdo dessa biomassa em produtos
industriais e que aumente o rendimento na producao de bioetanol, podem trazer grande avango
tecnologico - inovador para o pais (RODRIGUES et al., 2016; WANG et al., 2023) com o
intuito no desenvolvimento de biorrefinarias sustentaveis e como alternativa energética de

baixo custo.

2.2 Constituicio de biomassas lignoceluldsicas recalcitrantes

A biomassa lignocelulosica, também chamada de biomassa vegetal, possui uma
estrutura complexa, sendo composta de 3 fragdes poliméricas principais, correspondendo a
celulose, hemicelulose e lignina, unidas covalentemente formando um complexo que a torna
resistente a ataques biologicos (figura 1), dificultando assim, o seu uso em processos industriais
de larga escala (HIMMEL et al., 2007).

O constituinte principal da biomassa vegetal ¢ a celulose, compreendendo cerca de 40 a
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50% da massa seca, sendo um homopolissacarideo linear ndo ramificado com grande parte da
sua estrutura cristalina insoluvel em 4gua e resistente a despolimerizagdo, seguida da
hemicelulose, que compde de 25 a 30%, ¢ um heteropolissacarideo ramificado composto por
polissacarideos de baixa massa molecular, e a lignina que corresponde de 15 a 20% da biomassa
vegetal, uma molécula hidrofébica, amorfa com estrutura tridimensional e bastante
ramificada, como apresentado no esquema representativo na figura 2 (GALBE e
WALLBERG, 2019; GUPTA et al., 2016). E importante ressaltar que, a propor¢io de
celulose, hemicelulose e lignina presente na biomassa vegetal difere de acordo com a fonte da
matéria-prima e parte da planta utilizada (tabela 1) (KHAIRE et al., 2021; RAMOS, 2003).
Além disso, ¢ importante salientar que algumas propriedades como a acessibilidade da
celulose, as enzimas e microrganismos utilizados, e teor de lignina determinam a

aplicabilidade da biomassa e sua digestibilidade (CHEN, 2014).

Beomassa hgnoosluldaica

Cabluka vegatal

Parede celular

Molécusias de

glicoss

Figura 1: Esquema da estrutura lignoceluldsica da biomassa vegetal

Fonte: Adaptado de Santos et al., 2012.
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Figura 2: Esquema representativo dos componentes presente na biomassa lignocelulosica
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Fonte: Adaptado de Saldarriaga-Hernandez et al., 2020.

Tabela 1: Composi¢ao da biomassa lignocelulosica de diferentes fontes vegetais.

Celul Hemicelulo Lignina
Tipo de LCB ose se (%) Referéncia

(%) (%)

42 18 29 Ma et al., 2020
Bambu
Pontas de cana 43 27 17 Sindhu et al., 2014
Bagaco de cana 39 22 19 Oliveira et al., 2018
Palha de milho 38 23 20 Wan e Li, 2010
Casca de arroz 37 30 24 Kalita et al., 2015
Palha de arroz 36 21 24 Imman et al., 2015
Casca de coco 36 24 30 Oliveira et al., 2018
Bagaco de caju 21 11 46 Oliveira et al., 2018

Fonte: Mankar et al., 2021(modificado)
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2.3 Cultivo de milho no Brasil

O milho ¢ um dos cereais mais produzidos no mundo e possui papel relevante no
agronegocio brasileiro (Confederacdo da Agricultura e Pecudria do Brasil — CNA, 2023).
Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB (2018) o Brasil produziu cerca
de 97,84 milhdes de toneladas de milho em 2017, ocupando a terceira posi¢do entre os paises
produtores de milho, ficando atras apenas dos EUA e China. A producdo de milho no pais
provém de varias regides, seja de clima frio ou quente, sendo possivel mais de um cultivo por
ano chamado de 1? e 2% safra. Adicionalmente, com o desenvolvimento de novas tecnologias e
processos de inovacgao, seu cultivo tem se expandido a cada ano juntamente com seu consumo,
visto que ha grande diversificagdo no seu uso e na sua lucratividade.

Segundo a Associagdo de Brasileira de Produtores de Milho — ABRAMILHO (2023) o
etanol ¢ uma das principais fontes de biocombustivel no pais, tendo o milho como uma das
fontes mais promissoras para a sua producao. O Brasil conta com 18 usinas de etanol de milho,
que juntas renderam em 2022/23 de 4,5 bilhdes de litros de etanol, superando a producao de
etanol de cana-de-agucar. Estima-se que até 2030 o pais atinja uma produgdo de 10 bilhdes de
litros de etanol ( Unido Nacional do Etanol de Milho — UNEM, 2023). Esse aumento no setor
possibilita o desenvolvimento de fontes de energia limpa e renovéavel como os biocombustiveis
de segunda geracdao. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2023),
as duas safras tiveram uma producao total superior a 100.000.000 de toneladas em 2022 (figura

3).
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Figura 3: Producdo de milho nas cinco regides do Brasil no ano de 2022
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Fonte: IBGE, 2023.

A regido norte, em particular apresentou um desenvolvimento de 290%, a partir da
década de 1980. Porém, quando comparada a outras regides, € a regiao que menos produz, uma
vez que a maior parte da producao € voltada para o consumo interno. A regido centro-oeste a
que detém a maior area cultivada de milho, seguida pela regido Sul (ARTUZO et al., 2019).
Estima-se que a cada 1 tonelada do grao produzida, sdo 2,3 toneladas de residuos (KELLES e
BISCARO, 2012). A casca/palha do milho ¢ um importante subproduto para a indistria, nao
possuindo uma utilizagdo definida, tornando-se um residuo de grande valor agregado.

De acordo com o Instituto de Desenvolvimento Agropecuario e Florestal Sustentavel do
Estado do Amazonas - IDAM (2020), foram produzidos na safra de 2019/2020, 10,9 mil
toneladas de milho em grao e 8,2 mil toneladas de milho verde, sendo os municipios de
Nhamunda, Maués, Careiro da Varzea e Apui os maiores produtores de milho verde. Os
municipios de Boca do Acre, Humaita e Manacapuru os maiores produtores de milho em grao,
registrando um crescimento de 42% no ano de 2019, quando comparado ao ano anterior.

E importante ressaltar que os residuos gerados do cultivo de milho servem de alimento
para animais € insumos para a industria, porém se descartados de maneira incorreta acabam
trazendo danos ao meio ambiente. Parte desse residuo ¢ possivel ser usado para producao de

subprodutos de valor agregado como ¢ o caso de acucares fermentesciveis que podem ser
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utilizados pela propria industria, além de outros subprodutos, trazendo beneficios financeiros

(EMBRAPA, 2019).

2.4 Celulose

A celulose, cuja formula quimica ¢ C6H1005, ¢ constituida por mondmeros de
glicose, unidoss por ligagdes de hidrogénio com 10 a 15 mil unidades de glicose. Usualmente,
¢ o homopolimero organico mais encontrado no mundo e tem como unidade de repeticao a
celobiose. Possui composicao quimica simples com cadeias lineares de D-glicose unidas
através de ligacdes B-1,4 e possui alto grau de polimerizacdo, apresentado na figura 4 (SAJITH
etal., 2016).

Essa macromolécula ¢ constituida de regides cristalinas e amorfas, sendo a forma
cristalina mais ordenada e altamente resistente tornando-a insoluvel em agua. Ao passo que as
regides amorfas sao menos ordenadas e a sua presenca na fibra de celulose faz com que ela seja
susceptivel a hidrolise (EICHHORN, 2011) (figura 5). Suas cadeias s3o unidas paralelamente
em estruturas cristalinas chamadas de microfibrilas. Essas microfibrilas possuindo espessura
média de 2 a 4 nm, sdo unidas por meio da hemicelulose. Sua unidade repetitiva ¢ a celobiose,
que sdo dimeros de glicose (BECKHAM, 2011). Devido a associagdo de diversos monomeros,
obtem-se um material extremamente resistente a tensao e insoltivel em uma gama de solventes,

0 que o torna resistente a degradagao microbiana (DING e HIMMEL, 2006).

Figura 4: Esquema da estrutura de celulose.

CH,O0H OH CH;0H OH

° o = o
4
oH | 4DH 1 oH 1 IGH
HO o H
OH CH;OH OH CH;OH
- An
Celulose

Fonte: Toda Matéria, 2023.



26

Figura 5: Esquema da regido cristalina e amorfa presente na celulose.
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2.5 Hemicelulose

A hemicelulose ¢ um heteropolissacaridio complexo composto por D-glicose, D-
galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose, acido D-glucurdnico e dacido 4-O-metil-
glucurénico formadas por residuos de pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose,
galactose e manose), acidos urdnicos e grupos acetilas (figura 6). Diferentemente da celulose
apresenta maior susceptilibilidade a hidrolise dcida (DONATE, 2014; SANTOS et al., 2012).

Essa macromolécula é constituida de estruturas ramificadas e amorfas, associadas a
celulose e a lignina, podendo ser classificada em cadeias nio ramificadas, cadeias helicoidais,
cadeias ramificadas e substancias pécticas, com grau de polimeriza¢ao de 500 a 3000 unidades
monoméricas, sendo menor do que da celulose. E importante ressaltar que a xilana é o principal

componente da cadeia hemicelulosica (PEREIRA Jr et al., 2008).
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Figura 6: Esquema da estrutura de hemicelulose
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2.6 Lignina

As ligninas sdo redes poliméricas tridimensionais formadas por unidades de
fenilpropano ligadas de forma ndo linear e aleatdria, consistindo em um polimero aromatico
hidrofobico, que se liga a substancias de alto peso molecular por meio de ligagdes carbono-
carbono ou ligagdes de éter (figura 7), ¢ constituida por regides amorfas e estruturas globulares
(OGEDA e PETRI, 2010).

Essa macromolécula é composta por trés alcoois aromadticos principais, o sinapilico,
coniferilico e o p-cumarilico (figura 8) e, pode ser dividida em trés tipos: de unidades de
hidroxifenil lignina polimerizada por hidroxifenilpropano (H) derivada do éalcool cumarilico,
guaiacil lignina polimerizada por guaiacilpropano (G) derivado do alcool coniferilico e siringil
lignina polimerizada por siringilpropano (S) derivado no alcool sinapilico (CHEN, 2014;
SALDARRIAGA-HERNANDEZ, et. al., 2020).

A lignina ¢ o segundo polimero de maior quantidade presente na parede celular das
plantas, conferindo rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques microbiologicos e
mecanicos aos tecidos vegetais. Adicionalmente, tem sido utilizada para producgdo de energia

através da combustdo ou na conversdo para outros bioprodutos (WENG et al., 2021).
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Figura 7: Estrutura do polimero de lignina
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Figura 8: Estrutura quimica dos principais precursores da molécula de lignina
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Fonte: Saliba et al., 2001.

2.7 Enzimas lignoceluloliticas e suas aplicacoes industriais

Durante a Segunda Guerra Mundial se observou que objetos que continham o algodao
em sua composi¢do como bolsas, fardas, etc., estavam se deteriorando rapidamente e isso
chamou a aten¢ao dos soldados. Foi entdao que o Dr. Elwyn T. Reese, juntamente com sua

equipe, relataram a presenga de fungos que eram capazes de excretar enzimas com a capacidade
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de degradar o algodao (celulose). Essas enzimas, produzida por fungos, podem atuar
diretamente sobre essas macromoléculas (celulose, hemicelulos e lignina) e ocasionarem a
desestruturacdo da parede celular vegetal, aumentando sua porosidade e,
consequentemente facilitando o processo de hidrélise da biomassa (AGUIAR e FERRAZ,
2011). Desse modo, muitas pesquisas foram e vém sendo realizadas com o objetivo de se
conhecer melhor a respeito dessas moléculas e elucidar seu funcionamento e seus beneficios

para a sociedade (CASTRO e PEREIRA JR., 2010).

Dentre as moléculas que atuam no processo de hidrolise da biomassa vegetal, as enzimas
degradadoras de ligninas, principalmente lacases, t€ém despertado grande interesse industrial
devido ao seu poder redox e seu uso como biobranqueador na industria de polpa e celulose,
além do seu emprego na industria de biocombustivel e na producdo de alguns subprodutos da
degradacdo da lignina (FARINAS, 2011; WENG et al., 2021).

Nos tltimos anos, as enzimas tém se destacado industrialmente, devido as suas fungdes
cataliticas, podendo ser aplicadas desde a industria alimenticia, farmacéutica, até¢ a industria de
biocombustiveis com a capacidade de degradar uma variedade de substratos. As principais
enzimas envolvidas na degradacdo da biomassa lignocelulosica sdo divididas em enzimas
oxidativas (lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase) e em enzimas hidroliticas
(celulases e hemicelulases). As enzimas lignoceluloliticas sdo enzimas que possuem a
capacidade de catalisar a degradagdo da biomassa lignocelulosica e converté-la em glicose e

xilose (AGUIAR e FERRAZ, 2011; CARVALHO, 2005).

As lacases apresentam ampla gama de especificidade de substratos e alta versatilidade,
tornando-as assim interessantes para aplicacdo em diversos processos industriais, como
industria de papel e celulose, biorremediacdo, aplicagdes farmacéuticas, e téxteis,
processamento de alimentos, industria de cosméticos, biodegradagdo de compostos

xenobidticos e biobranqueamento de corantes sintéticos (tabela 3) (SINGH e GUPTA, 2020).
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Organismo

Aplicacao

Referéncia

Streptomyces cyaneus

Schizophyllum commune

Trametes versicolor

Rhizoctonia praticola

Coriolopsis gallica

Phanerochaete chrysosporium

Trametes hirsuta

Coriolus hirsutus

Botrytis cinerea

Pleurotus eryngii

Aspergillus flavus
Aspergillus niger

Bacillus licheniformis

Bacillus tequilensis

Descoloragio e
desintoxicac¢do de corantes azo
Descoloragdo das aguas
residuais descartadas da
polpagdo a base de bagago
Degradacdo da lignocelulose
em bioprocessos de
decomposicao da madeira
Remocgdo de composto
fenolicos
Tratamento de dguas residuais
do tratamento de cerveja
Degradagao de lignina; unir
os sistemas hidroliticos e
oxidativos; descarte
manganés; redugdo do 6xido
de manganés
Biossensor para monitorar
lignina em 4guas residuais da
industria de celulose e papel
Biossensore para
determinagdo de compostos
fenolicos de efluentes de
fabricas de papel
Processamento de comida

Degradagdo de lignina e
organopoluentes (PAHs) para
aumentar o potencial de
biorremediacdo

Descoloracdo do corante verde
malaquita
Biossensor para determinagao
de xenobioticos em esgoto
Descoloracdo de corantes
sintéticos como antraquinona,
azo e indigo
Biobranqueamento da polpa
de madeira macia

Moya et al., 2010

Belsare ¢ Prasad, 1988

Oktem et al., 2012
Karam e Nicell, 1997

Madhavi e Lele, 2009

Henriksson et al., 2000

Shleev et al., 2006

Freire et al., 2002

Lietal., 1999

Gomez-Toribio et al.,

2009
Ali et al., 2009
Timur et al., 2004

Lin et al., 2010

Sondhi et al., 2015

A lignina resultante da hidrolise da biomassa vem sendo utilizada como matéria prima
na industria para a produ¢do de emulsificantes e vanilina, muito usadopara aplicacao
em alimentos, perfumaria e na composicdo de produtos farmacéuticos, inseticidas, pesticidas,
etc. A manganés peroxidase ¢ empregada na industria de papel e celulose para o
branqueamento da polpa promovendo um alto nivel de deslignificagdo e no tratamento de

efluentes. Ela também pode ser utilizada na industria téxtil na remog¢ao do excesso de corantes
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(RESENDE, 2017).

As celulases e xilanases sdo usadas na industria téxtil para dar melhor acabamento aos
tecidos tornado-o macio e liso. Também sao utilizadas na industria de bebidas para producao
de sucos de frutas e nos processos de vinificacdo. Na industria animal s3o aplicadas para
aumentar a digestibilidade das fibras da biomassa lignoceluldsica e na conversao dos residuos
lignoceluldsicos em glicose para a producdo de biocombustiveis (tabela 4) (DAL MAGRO et
al., 2018; SAJITH et al., 2016).

Tabela 4: Aplicagdes Industriais das celulases e xilanases

Setor industrial Enzima Funcao Referéncia

Biolapidagdo de jeans; biopolimento

Celulases de fibras téxteis; melhoras da
Téxtil (endoglucanases) ~ qualidade de tecidos; remogéo do Kuhad ez al., 2011;
. excesso de corantes dos tecidos; Singh et al., 2016

acidas e neutras restaura¢do do brilho e da cor

Biobranqueamento de polpas Kraft;

Polpa de celulose Celulases destintamento enzimatico;
desidratagdo; biopolpacao; '
e papel (endoglucanases) melhoramento de drenagem Singh et al., 2016
xilanases em fabricas de papel

Aditivos de detergentes -
melhoramento da cor; Removem
Detergente Celulases alcalinas  protuberancias asperas deixando o Kuhad et al., 2011
tecido mais suave e brilhoso

Melhoria de rendimentos na extracdo
de amido e proteinas; aumento de
rendimento na extragdo de 6leo de

oliva; melhoria na maceracgao e

Al ¢ Celulases extragdo de cores de frutas e
tmentos (Betaglucosidases) legumes; clarificacdo de sucos de
frutas, melhoria da textura, sabor, Soares et al., 2016

aroma e propriedades volateis de
frutas e verduras; controle de sabor
amargo de frutas citricas

Melhoria do aroma de vinhos;
Clatless maltagem de cereais - melhoria na
Bebidas fermentacdo primaria e qualidade da Chakraborty et al., 2016
(Betaglucosidases)  cerveja; melhora na taxa de filtragdo
e estabilidade do vinho
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B b Celulases Conversdo de materiais celuldsicos Castroetal.,2010
iocombustiveis em agucares fermentaveis; produgio .
¢ P ¢ Carrigan, 2016

Xilanases de etanol de fontes renovaveis

Fonte: Pimentel, 2019.

2.7.1 Celulases

A enzimas celuloliticas possuem grande importancia biotecnologica, contribuindo com
aproximadamente 20% do mercado global de enzimas (SILVA, 2021). As celulases
compreendem um complexo multienzimatico, que atuam de forma sinérgica sobre a fibra de
celulose, sendo divididas em 3 classes: Endoglucanases (EG), Exoglucanases (CBH) e B -
glicosidades (BG) (LYND et al., 2002). De acordo com Comité de Nomenclatura da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) que classifica as enzimas com um
numero EC (Enzyme Commission Numbers), essas enzimas fazem parte do grupo E.C 3.2.1,
correspondendo as enzimas glicosilhidrolases, responsaveis pela hidrélise de ligacdes
glicosidicas.

As enzimas endoglucanases classificadas como 1,4-f- D-glucano-4-glucanohidrolase
(EC 3.2.1.4), atuam nas regides amorfas da cadeia de celulose, quebrando as ligagdes P -1,4-
glicosidicas gerando regides redutoras e ndo redutoras (CASTRO e PEREIRA JR., 2010). As
exoglucanases ou 1,4-B-D-glucanocelobiohidrolase (EC 3.2.1.91 e EC 3.2.1.176) atuam sobre
os terminais redutores e ndo redutores gerados pela endoglucanase e liberam celodextrinas e
celobiose. Segundo CAO e TAN (2002) as exoglucanases sdo enzimas que atuam sobre a
celulose microcristalina e a hidrolisam com maior eficiéncia. Ao passo que as B-glicosidades,
classificadas como [-D-glucosideo glucohidrolase (EC 3.2.1.21) atuam sobre essas

cadeias menores de oligossacarideos e liberam a D-glicose (figura 9).
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Figura 9: Mecanismo de acdo das celulases
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Fonte: Perim, 2014.

2.7.2 Hemicelulases

As hemicelulases sdo classificadas em endoxilanases (1,4-p-D-xilano xilanohidrolase,
EC 3.2.1.8), a-arabinofuranosidases (a-L- arabinofuranosideo, EC 3.2.1.55), B-D-xilosidases
(1,4-B-D-xilano xilohidrolase, EC 3.2.1.37), B-manosidases ( exo f-D-mananase, EC 3.2.1.25)
e esterases (EC 3.1.1.72). As endoxilanases clivam a cadeia primdria das xilanas, diminuindo
a forca de polimerizagdo do substrato por hidrolise das ligagdes B-D-xilopiranosila, com a
consequente liberagao de xilo-oligossacarideos, xilobiose e xilose.

Apos essas clivagens, as [ - xilosidases iniciam uma fragmenta¢do gradual da
hemicelulose, a partir dos extremos nao redutores dos xilo- oligossacarideos, liberando xilose
como produto. As enzimas B-xilosidases e B-manosidases hidrolisam os dimeros de xilose e
manose, respectivamente. Ao passo que as L-arabinofuranosidases atuam sobre os residuos de
xilose e, outras enzimas como as a-glucuronidases (EC 3.2.1.139) e acetil-esterases atuam sobre
as ligacdes de acido urdnico e grupos acetila com moléculas de acucares (AGUIAR e FERRAZ,

2011; BINOD et al., 2018) (figura 10).
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Figura 10: Atuagdo das enzimas hemiceluloliticas
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Fonte: Adaptado de Chen et al., 2015.

2.7.3 Ligninases

As enzimas ligninoliticas sdo enzimas responsaveis pela hidrolise da lignina,
compreendendo as lacases, ligninas peroxidases e manganés peroxidases. Essas enzimas, em
especial, tém ganhado bastante atencdo nos ultimos anos, devido ao seu alto potencial de
degradacao da biomassa lignoceluldsica, sendo a lignina peroxidase (E.C 1.11.1.14) uma das
principais enzimas envolvidas na degradacao da lignina (NGUYEN et al., 2018).

A lacase (E.C 1.10.3.2) ¢ uma fenol-oxidase que catalisa a oxidagdo de compostos
aromaticos e substincias inorganicas. Possui em seu sitio ativo atomos de cobre que sdo
classificados em T1, T2 e T3 (figura 11). Essa enzima ¢ resistente a solventes organicos e
remove fenil-propano presente na regido mais externa a cadeia, gerando radicais fenoxil.
Contudo, também podem oxidar compostos como: organofosforos, corantes fendlicos,

difenilmetano, benzopireno e clorofenois (DURAN et al., 2002; SINGH e GUPTA, 2020).



Figura 11: Ciclo catalitico da oxidagao realizada por lacase
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As ligninas peroxidases (LiP — EC 1.11.1.14) tém alto poder de oxidacao de substratos
aromaticos fenodlicos e catalisam a clivagem oxidativa de C-C e C-O-C (figura 12), sendo
enzimas nao especificas com a presenga do grupo heme em dois dominios: distal (C-terminal)
e proximal (N-terminal). O Fe (Ferro) contido no grupo heme passa por oxirreducdo de Fe (III)
para Fe (IV) pela acdo do H>O» (peroxido de hidrogénio) gerando o composto I oxidado e, a
partir da redug¢do desse composto I, ¢ formado o composto II. Essa enzima atua como um

mediador redox, por meio da formacao de radical catidnico, facilitando o processo de hidrolise

(WONG, 2009; SALDARRIAGA-HERNANDEZ et al., 2020).

Figura 12: Ciclo catalitico da Lignina Peroxidase
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As manganés peroxidases (MnP — EC 1.11.1.13), por sua vez, oxidam Mn Il a Mn III,
degradando estruturas aromaticas fenoélicas, € na presenca de mediadores, degradam estruturas
aromaticas nao fenolicas, resultando em radicais bastante reativos, com alto poder de redugao,
que atacam estruturas recalcitrantes (figura 13), tanto a MnP quanto a LiP necessitam de H>O»
para sua atividade (CARVALHO, 2005; CHEN et al, 2020). Alguns fungos possuem a
capacidade de produzir lacases, manganés peroxidases e lignina peroxidases, contudo, ha
fungos que produzem apenas uma ou duas dessas enzimas degradadoras de lignina (AGUIAR

e FERRAZ, 2011).

Figura 13: Ciclo catalitico da Manganés Peroxidase
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2.8 Microrganismos lignoceluloliticos

Fonte: Hofrichter, 2002.

Na regiao norte do Brasil, como o Amazonas, hd uma grande diversidade de fungos
com alto indice de endemismo a ser explorada, principalmente em area de mata nativa, tendo
em vista que a regido abriga parte da maior floresta tropical do mundo, abrigando expressiva
diversidade de fungos degradadores de madeira. Esses fungos encontram nessas regides as
condi¢des que garantem o melhor funcionamento de sua atividade fisioldgica.

Em trabalho realizado por Santana et al., (2022) se observeu que 70% dos fungos

encontrados sdo do Filo Basidiomycota e 30% ao Filo Ascomycota em sudoeste do
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Amazonas. Adicionalmente, pouco se sabe sobre a grande diversidade bioldgica microbiana
em relagdo aos microrganismos e suas interagdes com o ambiente e outros seres.

Os fungos filamentosos sdo seres multicelulares heterotréficos que desempenham um
papel crucial na natureza, se alimentando através de absor¢cdo e excretando enzimas que
degradam residuos organicos como a biomassa vegetal. Devido a capacidade natural de secretar
uma grande quantidade de enzimas no meio de crescimento, sdo considerados os principais
produtores de enzimas lignoceluloliticas, sendo frequentemente utilizados em processos
industriais (NEVALAINEN et al., 2005; COUTURIER et al., 2016).

Esses fungos tém sido amplamente utilizados na industria para produgao de compostos,
como exemplo temos os acidos organicos (fumadrico e citrico) e antibidticos (penicilina)
produzidos por fungos filamentosos. Adicionalmente, os fungos Trichoderma e Aspergillus
sdo os principais produtores industriais de enzimas lignoceluloliticas, devido a sua alta
atividade enzimdtica em pH e temperaturas brandas, além da sua adapta¢do a uma ampla gama
de fonte de carbono (TROIANO et al., 2020).

Trichoderma reesei ¢ descrito como um 6timo produtor de enzimas lignoceluloliticas,
incluindo duas classes de celobiohidrolases, oito endoglucanases e sete B-glucosidases que
atuam de forma sinérgica na degradacao eficiente da biomassa vegetal. Esse fungo ¢ um dos
secretores de proteinas extracelulares mais poderosos, sendo muito utilizado para producao
industrial de enzimas homologas e heterologas (VIIKARI et al., 2007).

Aspergillus oryzae ¢ um microfungo filamentoso utilizado na alimentagdo hé séculos
em varios paises pelo mundo. Adicionalmente, possui uma rica produ¢do de metabdlitos
secundarios bioativos, e gragas ao seu sistema secretor excelente que lhe permite secretar altas
concentracdes de enzimas em seu meio de cultivo, vem sendo amplamente utilizado como

ferramenta biotecnologica (DABA et al., 2021).

Fungos pertencente ao género Penicillium também siao descritos como excelentes
produtores de enzimas lignoceluloliticas, fornecendo enzimas com melhor equilibrio de
atividades enzimaticas hemiceluloliticas quando comparados ao género Trichoderma. E
importante ressaltar que a industria chinesa utiliza fungos do género Penicillium para producao
de enzimas lignoceluloliticas em escala industrial, utilizando-as para a degradagdo da biomassa
lignoceluldsica, pois estes segregam enzimas com melhor equilibrio nas atividades

hemiceluloliticas (MENDEZ-LITER et al., 2021).

Os fungos de podridao branca pertencem a um grupo diverso de fungos que sao do filo

dos basidiomicetos divididos em 2 grupos de acordo com o tipo de degradacdo da biomassa,



38

correspondendo aos de podridao branca, como o Pleurotus ostreatus e Trametes versicolor,
com capacidade de decompor todos os constituintes da biomassa lignoceluldsica. Outro grupo
sao os de degradacao parda, como o Polyporus, que despolimerizam a celulose de forma rapida
e eficiente logo nos primeiros estagios de colonizacdo, podendo ser usado para suplementar

coquetéis enzimaticos (Tabela 2) (ANDLAR et al., 2018).

Tabela 2: Classificagdo dos tipos de degradagdo realizada por fungos basidiomicetos

Tipo de Componente da Caracteristicas da .
& Alguns géneros
degradacio madeira degradado degradacio i i
Todos os componentes Progressiva erosdo  Phanerochaete,
Degradagio  da parede da célula. de toda a parede da Phlebia,
branca  Algumas espécies atacam célula, Trametes e

preferencialmente a ignna.  nclundo lamela média.  Ceriporiopsis

Degradagio Carboidratos e alguma  Despolmerizacao difusa Poria e
parda modificagdo da lignina da celulose Polyporus
Fonte: Modificado de FARIA, 2010.

O mecanismo de degradagdo da biomassa lignocelulosica ¢ especifico para cada grupo
de fungos basidiomicetos. Dentre as espécies que atuam como podriddo branca ndo seletiva,
destaca-se Trametes versicolor, espécie essa que vem sendo bastante estudado quanto a
aplicacdo de suas enzimas em biobranqueamento e biopolpacdo nas industrias de papel
(ZHANG, 2010). Adicionalmente, esse género fingico tem ganhado destaque quanto as suas
aplicagoes biotecnologicas devido a producdo das enzimas ligninoliticas como as lacases e

manganés peroxidases.

2.9 Fermentac¢ao em Estado Solido (FES)

A fermentacdo em estado solido se caracteriza pela auséncia de agua livre no meio de
cultivo. A 4gua contida nesse sistema através da fase s6lida, formando uma fina camada sobre
a superficie das particulas de biomassa lignocelulésica, logo a determina¢do da umidade no
processo ¢ um parametro fundamental para o crescimento, desenvolvimento e producdo de
metabolitos secundarios, como as enzimas, produzidas pelos microrganismos (PANDEY,

1992). Os fungos filamentosos mais utilizados neste tipo de fermentagdo sdo ascomicetos
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(4spergillus e Penicillium) e basidiomicetos (Polyporus).

Valores de umidade abaixo de 12% impossibilitam a atividade dos microrganismos, pois
diminui a difusao de nutrientes, o inchago do susbtrato, ¢ a estabilidade enzimatica. No entanto,
quantidades excessivas de agua também podem prejudicar o processo, tendo em vista que ha a
formag¢ao de uma espessa camada liquida que dificulta a passagem de ar e ha aglomeragdo de
particulas sobre o substrato (KRISHNA, 2005; ORZUA et al., 2009; YOON et al., 2014).

Dessa forma, os niveis ideais de umidade variam entre 30 a 85%, de acordo com o tipo
de microrganismo € o tipo de substrato utilizados na FES. Além da umidade outros fatores
bioldgicos, fisico-quimico e ambientais podem afetar diretamente o processo da FES, como pH,
substrato, valores nutricionais, tempo de fermentacdo, e aeragdo sdo alguns desses fatores
(KRISHNA et al., 2005).

A temperatura ¢ uma variavel fisica importante para a fermentagdo em estado solido,
podendo afetar no metabolismo celular dos microrganismos, na producdo das enzimas de
interesse, pois alguns metabdlitos sdo sensiveis a temperatura, influenciando na viabilidade
celular e na producao do produto que se deseja obter, em geral a faixa ideal € entre 25°C e 30°C
(COUBER et al., 2020; KUMAR et al., 2020; KUMAR et al., 2021; YOON et al., 2014).

A grande vantagem em se utilizar essa técnica se d4 em simular o habitat natural de
microrganismos selvagens, além de apresentar maior produtividade dos extratos enzimaticos,
maior estabilidade das enzimas, menor susceptibilidade a inibicao, etc (SINGHANIA et al.,

2010; CASTRO et al., 2015).

2.10 Producio de Etanol (Primeira e Segunda Geracio)

Nesse contexto, a produ¢ao de biocombustiveis através da fermentagdo em estado
solido (FES) ¢ uma alternativa economicamente viavel, tendo em vista o baixo valor
energético gasto e por ser considerado um processo ecologicamente correto gerando energia
limpa e renovavel, sem afetar a seguranga alimentar.

O Etanol, também conhecido como etanol 1G, ¢ uma fonte de energia renovavel que
surgiu como alternativa ao uso de combustiveis fosseis. Ha diversos tipos de matérias-primas
disponiveis para a producao de etanol, dentre elas a cana-de-acticar e o milho sdo as mais
utilizadas no Brasil, sendo produzido através do caldo da cana-de-acticar e do grao de milho.
Sua produgdo gera muitos residuos como o bagaco e a palha da cana-de-agtcar, que corresponde

a 25 e 16 % do volume total da cana inteira, respectivamente (MENDES et al,, 2017).
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Esses residuos resultantes da producdo de etanol 1G podem ser convertidos em
bioprodutos, como o etanol 2G (CANILHA, et al., 2011). Geralmente, a producao de etanol 1G
ocorre em trés etapas, a primeira ¢ a obtengao de uma solucao de acucares fermentdveis, a
segunda onde ocorre a fermentacdo desses acucares em etanol e a terceira onde ocorre a
separacdo e purificacdo do etanol (MUSSATTO et al, 2010).

A produgdo de etanol 1G a partir de graos, como o milho, envolve etapas de moagem e
hidrolise do amido, que deve ser completamente convertido em glicose. Essa etapa de
sacarificacdo ¢ imprescindivel antes de realizar a fermentagao, sendo necessario um processo
enzimatico a altas temperaturas devido sua insolubilidade. Apos a etapa inicial de sacarificagdo,
as outras etapas sdo as mesmas empregadas na producdo de etanol de cana-de-agucar.
Adicionalmente, a produgao de etanol 2G a partir do residuos do milho como a palha, sabugo e
colmo se da da mesma forma do processo produtivo empregado para o bagago de cana-de-

acucar, seguindo as quatro etapas mencionas anteriormente (SILVA et al., 2020).

Diferentemente do processo de produgdo do etanol de primeira geracao, onde o caldo e
o melago obtidos a partir da cana-de-agucar e o amido do milho ap6s cozimento vao diretamente
para o processo de fermentagdo, o processo para producao de etanol de segunda geragao
também chamado bioetanol, etanol verde ou etanol celuldsico, necessita de pré-processos que
visem o aumento da exposicao das fibras de celulose tornando os aglicares ainda presentes na
palha e sabugo de milho e no bagaco e palha da cana-de-actcar, facilitando o processo de
extracao desses agticares e tornando o processo mais vidvel e rentdvel (BUORO, 2021; WANG,
et al., 2020).

A producao de etanol de segunda geracdo ocorre principalmente por meio de quatro
etapas. A primeira etapa do processo consiste em romper ao maximo as fibras presente no
bagaco de cana-de-agucar, a fim de remover a hemicelulose e lignina, diminuindo o grau de
polimerizacgao da celulose para que as enzimas hidroliticas possam acessar a celulose converté-
la em glicose, podendo ser feita de forma mecanima, quimica, termoquimica ou biolégia. Apds
a etapa de pré-tratamento ocorre entdo a de hidrolise, onde duas técnicas sdo amplamente
empregadas, a hidrélise acida e a hidrdlise enzimatica (SOUZA, 2011).

Apos a liberagdo de agucares como a glicose e a xilose na etapa de hidrolise, € realizada
a etapa de fermentagdo, onde leveduras sdo adicionados ao meio agucarado para que ocorra a
conversao desse acucar em alcool e CO,. Adicionalmente, a fim de se purificar essa mistura ¢
realizado a ultima etapa, a destilagdo fracionada, onde um recipiente cilindro contendo vapor e

liquido sofre transferéncia de massa e calor até que haja um equilibrio entre as massas (LYND



41

et al., 2005).

2.11 Pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas

A etapa de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica € o primeiro passo que deve ser
realizado visando a produ¢do de biocombustiveis de biomassa vegetal, a fim de reduzir a
cristalinidade da celulose, remover parte da lignina e hemicelulose e aumentar a porosidade da
biomassa para a melhor atuacdo das enzimas lignoceluloliticas, com o intuito de melhorar a
acessibilidade e digestibilidade das enzimas na biomassa lignocelulésica (figura 14) (ZHAO et
al., 2012b). Assim, a etapa de pré-tratamento ¢ utilizada para facilitar os processos de conversao
da celulose em agucares fermentaveis de interesse comercial, podendo ser realizada por método
quimicos, fisico-quimicos, fisicos e biologicos (ALVIRA et al., 2010)

E importante ressaltar que essa etapa é crucial para que se tenha uma hidrolise
eficiente, cuja finalidade ¢ a obten¢do de uma polpa celuldsica altamente digerivel, sendo de
suma importancia que apresente uma abordagem ecologicamente correta, de baixo custo e que
seja eficiente na conversao da biomassa lignoceluldsica em agucares fermentaveis sem a
geracdo de inibidores nos processos subsequentes (KASSAEY et al., 2017). Contudo, o tipo de
pré-tratamento que sera adotado no processo depende do tipo de biomassa que sera utilizada e

do produto que se deseja obter.



4

Figura 14: Pré-tratamento da biomassa lignocelulosica
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2.11.1 Pré-tratamento quimico

O método quimico consiste em utilizar produtos quimicos como peréxido de hidrogénio
e hidroxido de sddio, sendo divididos em: 4cido, alcalino, oxidativo e solventes organicos
(organosolv) basico, agentes redutores. Essas substancias quimicas ocasionam o inchago da
biomassa, aumentando a superficie interna da celulose e diminuindo o grau de polimerizagao,
resultando na ruptura da lignina (deslignificacdo) (TAHERZADEH e KARIMI, 2008). Dentre
os métodos quimicos mencionados, o pré-tratamento alcalino permite condigdes reacionais
menos severas para a biomassa, promovendo uma menor degradacao dos agucares presentes €

menor formagao de inibidores ap6s o pré-tratamento (MORAES, 2018).

2.11.2 Pré-tratamento fisico

O pré-tratamento fisico consiste em diminuir o grau de polimerizacdo € aumentar a
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area superficial e o tamanho dos poros da particula lignoceluldsica, convertendo a biomassa
vegetal em po, podendo ser realizado através de moagem, radiacdo, temperaturas elevadas e
trituracdo (ALVIRA et al., 2010). Adicionalmente, o método de radiagao pode degradar a
lignina, diminuindo a resisténcia da biomassa lignoceluldsica. Ao passo que, reduz
efetivamente a cristalinidade, o grau de polimerizagdo e a estrutura molecular da celulose (FEI

et al., 2020).

2.11.3 Pré-tratamento fisico-quimico

No pré-tratamento fisico-quimico se utiliza agentes quimicos em conjunto com
processos fisicos como o aumento da temperatura, pressdo, etc, sendo os principais processos
utilizados a explosao de vapor de SO» (didxido de enxofre); 4gua quente; micro-ondas, explosdo
de CO; (gas carbonico) e explosdo de fibra de amonia (AFEX). Esses métodos t€ém como
objetivo separar a fragdo hemiceluldsica e hidrolisar parcialmente a biomassa (RODRIGUES

etal., 2016).

No método AFEX, por exemplo, ocorre a retirada dos grupos acetil da hemicelulose e
descristalizacdo da celulose. Nesse processo, ¢ utilizado amoénia liquida na biomassa e,
juntamente a isto, ha o controle de temperatura e pressao. Assim, a descompressao da amonia
resulta na formag¢do de poros na parede celular, aumentando a area de digestibilidade da

celulose (KUMAR, 2020).

2.11.4 Pré-tratamento Biologico

No pré-tratamento bioldgico sdo utilizados microrganismos (fungos e bactérias) ou
somente as enzimas oriundas desses microrganismos, com a capacidade de degradar ou
modificar a estrutura da biomassa. Dentre os microrganismos que possuem capacidade de
degradar a matéria lignoceluldsica, destacam-se os fungos de podriddo branca e parda.

Esse processo ocorre através da produgdo de enzimas lignoceluloliticas (peroxidases e
lacases) que sao excretadas pelos microrganismos através de seu metabolismo secundario, onde
a lignina ¢ mineralizada por meio de um processo oxidativo (KUMAR et al, 2009a). Para que

ocorra essa mireralizacdo, ha dois processos essenciais: (1) a quebra do polimero e a (2)
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clivagem dos anéis aromaticos, abrangendo tanto conversdes de oxidagdo e reducao.

A deslignificagdo utilizando microrganismos lignoceluloliticos apresenta muitas
vantagens frente aos outros métodos de pré-tratamento como: maior rendimento de produto,
condi¢des brandas no processo, sem o uso de reagentes corrosivos toxicos, além de ter menor

gasto energético (AGUIAR e FERRAZ, 2011).

De acordo com Mankar et al, (2021), um pré-tratamento eficaz precisa ter a
capacidade de deslignificar a biomassa lignoceluldsica causando pouca alteracdo na lignina
nativa; possuir baixo consumo de energia; ser econdmico; diminuir o indice de cristalinidade
da celulose; reduzir o tamanho da particula de biomassa lignocelulésica a fim de aumentar a
eficiéncia hidrolitica; evitar a producdo de inibidores enzimaticos e ser ecologicamente

correto.

3 JUSTIFICATIVA

A biomassa vegetal ¢ o recurso renovavel mais abundante na Terra, sendo uma
alternativa ideal para a producao de biocombustiveis como o bioetanol, pois resolve problemas
de seguranga alimentar, uma vez que sao utilizados residuos agricolas para a produgdo do etanol
de segunda geracao (etanol celuldsico). Além disso, no conceito de biorrefinaria a biomassa
pode ser convertida em uma ampla gama de produtos quimicos e transportadores de energia.
Entretanto, devido a composi¢ao da biomassa, esses processos possuem ainda alguns gargalos
industriais e o maior deles estd relacionado ao pré-tratamento, que para facilita o acesso a
matéria-prima.

Os métodos de pré-tratamento comumente utilizados incluem processos fisicos
(moagem, trituragdo, irradiagdo, sonicacdo); quimicos (alcalis, acidos, agentes oxidantes,
solventes organicos, liquidos i6nicos e solventes eutéticos profundos); métodos fisico-quimicos
(pré-tratamento com vapor, oxidagdo umida e hidrotermolise); bioloégicos e/ou a combinagao
entre eles.

A literatura atual descreve maior eficiéncia de métodos bioldgicos de pré-tratamento
utilizando fungos que degradam a lignina ¢ a hemicelulose. Estirpes de fungos do género
Aspergillus sp., Penicillium sp. e Trametes sp., isolados no bioma amazonico, ja foram
avaliados e descritos com um excelente desempenho na hidrdlise de biomassa vegetal com
indices altos de lignina. Assim, estes microrganismos sao promissores para o processo de pré-

tratamento de importantes biomassas como a palha de milho. Além disso, a utilizacdo de
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linhagens fungicas do bioma amazonico ¢ promissor e de extrema importancia para contribuir
com o desenvolvimento de tecnologias nacionais e regionais.

Dessa maneira, frente ao desenvolvimento técnico-cientifico que o Brasil vem passando,
encontrar técnicas € microrganismos promissores para o pré-tratamento eficiente da matéria
lignoceluldsica para resolver um dos gargalos do processo de producdo de etanol celuldsico
trard grande impacto para a produgdo de energia a partir de fontes renovaveis e para a producgao
de bioprodutos, como as enzimas, minimizando perdas ¢ aumentando a produtividade nas

industrias brasileiras, além de agregar valor a esses residuos agroindustriais e agroflorestais.

4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Realizar pré-tratamento bioldgico da palha de milho utilizando fungos amazoénicos,

visando aumentar a eficiéncia na etapa de hidrélise enzimatica.

4.2 Especificos

o Determinar a composi¢ao de celulose, hemicelulose e lignina da palha do
milho;

o Avaliar a fermentagdo em estado so6lido (FES) em palha de milho pelos fungos

filamentosos Aspergillus oryzae; Penicillium citrinum e Trametes versicolor em mono e co-

cultivo;

o Determinar as atividades de ligninases (lacases, manganés peroxidases e
lignina peroxidases) produzidas durante a FES e as atividades de celulases e xilosidases

(endoglucanase, exoglucanase, - glicosidase, FPase e xilanase);

o Aplicar a palha de milho fermentada como residuo so6lido na hidrolise

enzimatica utilizando coquetéis enzimaticos de celulases comerciais;
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o Determinar o carregamento so6lido/FPU para a hidrélise da palha de milho pré-

tratada biologicamente;

o Determinar a eficiéncia hidrolitica apos pré-tratamento biologico.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Microrganismos

Neste trabalho foram utilizados trés fungos filamentosos, que ja foram avaliados em
trabalhos anteriores como degradadores de biomassa lignoceluldsica recalcitrante. Penicillium
citrinum (c6digo de acesso NCBI: No. KU686951) e o Aspergillus oryzae (cddigo de acesso
NCBI:No. MT989354) foram isolados de decomposicao de material vegetal e de polpa de
celulose reciclada, respectivamente e estavam preservados em glicerol 5%, e armazenados no
Laboratorio de Microbiologia Industrial da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).
Trametes versicolor (c6d.406), foi cedido pelo Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia
(INPA), proveniente da Cole¢do de Microrganismos de interesse Agrossivilcultural e se
encontrava preservado em tubo inclinado contendo meio BDA, como demonstrado na figura

15.

Os fungos foram reativados em placas de petri contendo o meio Batata Dextrose Agar
(BDA), a partir das culturas preservadas. As placas foram mantidas a 30 °C por até¢ 10 dias

para crescimento e esporulacao.
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Figura 15: Preservacao dos fungos utilizados neste trabalho. Em tubo inclinado o fungo (a) Trametes versicolor

e em tubos tipo eppendorf os fungos (b) Penicillium citrinum e (¢) Aspergillus oryzae

5.2 Padronizacio do inéculo

Para padronizagdo dos experimentos e reducao de riscos de alteragdes genéticas por
repiques sucessivos, a cada experimento os microrganismos foram reativados a partir do
preservado em glicerol, em novas placas de BDA, incubadas em estufa a 30°C por 7 dias.

Os in6culos dos fungos Aspergillus oryzae e Penicillium citrinum foram preparados por
meio da suspensdao de esporos feita por meio da raspagem do micélio crescido no meio
contido na placa de Petri com esporulacdo, sendo transferidos para um erlenmeyer contendo
10 mL de 4gua destilada estéril (figura 16).

Todo o procedimento foi realizado em fluxo laminar a fim de se evitar contaminagdes.
As amostras foram levadas ao vortex por cerca 30 segundos e, posterioemente, uma aliquota
foi transferida para camara de Neubauer para contagem dos esporos em microscopio optico a
um aumento de 100x. Um volume de 10% de solucdo de esporos foi inoculado com a

concentragio de 82x10° do fungo Penicillium citrinum e 79x10° de Aspergillus oryzae.
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Figura 16: Padronizacdo do indculo por meio da contagem de esporos em camara de Neubauer dos fungos

A. oryzae e P. citrinum

Para padronizagdo do indculo do fungo Trametes versicolor foi realizado,
primeiramente, o indéculo de 5 discos miceliais com aproximadamente 7 mm, em caldo de
batata dextrose por 7 dias, a 160 rpm, a 30°C. Apos esse periodo, foram retirados volumes de

10% para uso em experimentos posteriores (figura 17).

Figura 17: Padronizacdo do indculo de T. versicolor

AT

5.3 Determinacao da composicio da biomassa in natura

O residuo do cultivo de milho, especificamente, a palha que envolve a espiga do milho
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foi utilizada como biomassa lignocelulosica, sendo adquirida na feira da Manaus Moderna,
centro comercial de Manaus (Provenientes de cultivo de milho realizado na regido oeste do
estado Para, Rodovia PA-370, Km 47, coordenadas geograficas: 2°43°32”S 54°30°15”W) . A
biomassa foi caracterizada quanto ao seu teor de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas, a
partir da metodologia descrita pelo Laboratério Nacional de Energia Renovavel - NREL
(SLUITER, 2005).

Inicialmente, as palhas foram separadas e secas ao sol por aproximadamente 5 dias, apos
a secagem foi cortada em pedacos menores para facilitar a trituracdo em liquificador. Antes da
sua utilizacdo na FES, foi submetida a um processo de descontaminacdo (autoclavagem sob a
pressao de 1 atm, 121°C 40 minutos e secagem a 100°C, 24 horas) para remocao de possiveis
contaminantes. Em seguida, em tubos de vidro contendo 300 mg da casca de milho
descontaminada, triturada e seca, foram adicionados 3,0 mL de acido sulfarico 72% resfriado,
previamente diluido em dgua deionizada. Essa mistura foi homogeneizada em vortex e incubada
a 30°C por 1 hora. Apos esse periodo foi adicionado 84 mL de agua deionizada para a diluicao
do 4cido para 4% e, em seguida, foi autoclavado por 1 hora a 121°C. Apos a autoclavagem e o
resfriamento do hidrolisado, foi realizado a filtragdo em cadinhos de vidro tipo Gooch n° 1, 50
mL (previamente calcinado a 550 °C e pesado). Posteriormente,o hidrolisado foi neutralizado
com hidréxido de sodio para pH 5.5 e 6.0 e entdo, filtrado em papel de filtro e avolumado para
200 mL, utilizando agua destilada estéril. A partir do hidrolisado, foram determinadas as
concentragdes de glicose e de acucares redutores utilizando os métodos de GOD (Glicose

oxidase) e DNS (Acido Dinitrosalicilico) GHOSE (1987) ¢ EVELEIGH et al., (2009).

O residuo so6lido presente no cadinho foi seco a 100 °C por 24 h e pesado (W 1), seguido
de calcinacdo em mufla por 5 h, a 550 °C. Apds esse periodo, o material resfriado em dessecador
foi pesado novamente (W2). Os ensaios foram realizados em triplicata, tanto da biomassa in

natura (apenas seca e triturada) quanto da biomassa apos a FES.

Para a determinacao do percentual dos componentes se utilizou as seguintes

equagoes:

Celulose (% m/ m) = (0,9 0,96) * C1 * (v m) * o * 100
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Onde,

0,90 = coeficiente que resulta da relacdo entre peso molecular do polimero e do
monodmero de glicose;

0,96 = rendimento de sacarificagdo C1 = concentra¢do de glicose (g/L)

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

oc = diluicdo da amostra (se houver)

Hemicelulose (% m/ m) = (0,88/ 0,93)+(C1-C2) * (v m)* o * 100 Onde,

0,88 = coeficiente que resulta da relacdo entre peso molecular do polimero e do
monomero de glicose
0,93 =rendimento de sacarificacdo C1 = concentracao de glicose (g/L)

C2 = concentracao de actcares redutores (g/L) v = volume total da solucao de agucar

(L)

m = peso da amostra seca (g)

oc = diluicdo da amostra (se houver)

Lignina (% m/m) = W1-W2 / m*100 Onde,
W1 =residuo seco da filtragem (g)

W2 = peso do residuo apos calcinagdo (g)m = peso da amostra seca (g)

Cinza (% m/m) = W2 / m*100 Onde,

W2 =peso do residuo ap6s calcinagdo — Cinza (g) m = peso da amostra seca (g)

5.4 Etapas do pré-tratamento biolégico da casca de milho

5.4.1 Determinacao da umidade na FES

O residuo de cultivo de milho (palha) foi triturado e seco, em seguida, foi quantificado

através do determinador de umidade infravermelho sem a adi¢do de agua para que fosse
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determinado a umidade inicial presente na biomassa, apresentando uma umidade inicial de
6,27%.

A umidade ¢ um dos fatores que influenciam o crescimentos de fungos filamentosos, o
crescimento destes ¢ favorecido em umidades acima de 70%, embora algumas espécies mais
resistentes possam crescer em umidades baixas (SEDLBAUER, 2001). Portanto, determinou-
se utilizar umidade de 80% para o cultivo dos fungos por FES.

Para a determina¢do do volume de liquido a ser acrescido para se atingir umidade de
80% se adicionou um volume de 4gua sobre a palha de milho da seguinte maneira: apds a
determina¢do da umidade inicial do residuo, foram adicionados 5 mL de 4gua, homogeneizado
e deixado em repouso por 10 minutos, seguido de uma nova medicao da umidade. Este processo
foi repetido varias vezes até que se obtivesse uma umidade de 80%, totalizando um volume de
agua de 40 mL. Para todos os experimentos da FES foi padronizado esse mesmo volume de
agua. A balanga analisadora de umidade infravermelho utilizada foi a GEHAKA 1V 3100 que
permite até 100 g de solidos (figura 18).

Figura 18: Determina¢@o da umidade da palha de milho em analisador de umidade infravermelho

5.4.2 Fermentac¢io em Estado Sélido (FES)

ApOs ser cortada, triturada e descontaminada por 40 minutos a 121°C sob a pressao de
1 atm, a palha de milho foi colocada para secar por 24 horas a 100°C, para perda da umidade
resultante do processo de descontaminacgdo (figura 19), o tamanho dos fragmentos da palha de
milho apds serem triturados, utilizada na FES foram de at¢ 3 mm. Finalizado esse processo,

foi realizado o indculo dos microrganismos. A fermentagdo em estado solido foi conduzida de
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acordo com a metodologia de Boratynski (2018) com modificagdes. Frascos do tipo bércker
(500 mL) foram utilizados como biorreatores, contendo 10 g de palha de milho. Apos esse
periodo foram hidratados (80%) com uma solugdo de micronutrientes previamente esterilizada
composta por: (NH4)2SO4, 10 g/L; KH2PO4, 3 g/L; MgS04.7H20, 0,5 g/L; CaCl,, 0,5 g/L;
FeS04.7H20, 0,005 g/L; MnSO4.H>0, 0,0016 g/L; ZnSO4.7H20, 0,0014 g/L (MANDELS e
WEBER, 1969) e uma solugédo de esporos de 10%, com 10° (esporos por grama de substrato).
Para obtencdo de um processo eficiente, foram analisados 3 fungos em FES (4spergillus
oryzae, Penicillium citrinum e Trametes versicolor) em mono e em co-cultivo.

Para os co-cultivos foram utilizadas as seguintes combinagdes: 7. versicolor + A.
oryzae; T. versicolor + P. citrinum; T. versicolor + A. oryzae + P, citrinum e A. oryzae + P.

citrinum. Todas as fermentacdes foram realizadas em 3 réplicas de cultivo (triplicata).

Figura 19: Preparo da palha de milho para utilizag@o na FES (a) palha de milho seca, (b) palha de milho

cortada em pedacos, (c) palha de milho triturada e (d) palha de milho em FES

Os béckers contendo a biomassa inoculada com os fungos foram incubados em BOD
(Demanda Biologica de Oxigénio) a 30 °C por 120 h, sem agitac¢do (figura 20). Ao final da
fermentagdo, foi adicionado 100 mL de tampao citrato pH 5, 50 mM, na propor¢do de 1:10
(m/v), homogeneizado em um agitador rotativo a 120 rpm, 30 °C durante 90 minutos, seguido

de posterior centrifugacdo (4000 rpm, 15min) e filtracdo utilizando 13 de vidro. Os extratos
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obtidos foram mantidos a -20°C até a avaliag@o das atividades lignoceluloliticas.

O material so6lido resultante da filtragao foi autoclavado por 40 min, a 121 °C e seco a
100 °C em estufa por 24 h. Apos resfriamento a biomassa vegetal foi pesada a fim de se verificar
o consumo pelos fungos. Essa biomassa resultante foi armazenada e utilizada nos experimentos
posteriores de hidrélise enzimatica e na determinacdo de celulose, hemicelulose e lignina
resultantes.

Figura 20: Fermentacdo em estado solido (FES) (a) e crescimento apds 120h dos fungos (b) A. oryzae,

(¢) P. citrinum e (d)T. versicolor em mono cultivo e, () P. citrinum ¢ T. versicolor, (f) A. oryzae e T. versicolor,

(g) T. versicolor, P. citrinum e A. oryzae em co-cultivo

5.5 Determinacio das atividades de ligninases

5.5.1 Lacase

A atividade de lacases foi determinada de acordo com o método de Wolfenden &
Wilson (1982), por meio da quantificacdo do produto da oxidacdo do 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) utilizado como substrato. A andlise foi realizada em
placa de 96 pogos, contendo 0,135 mL do extrato enzimético bruto e 0,135 mL de tampao

acetato de sodio 0,2 M, pH 5,0; 0,030 mL de ABTS 5 mM.
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A cinética foi realizada em um tempo total de 60 segundos a 25 °C, com leituras a cada
5 segundos em comprimento de onda de 420 nm. Para o branco da reagdo foi utilizado apenas o
tampao ¢ o ABTS. Uma unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima

livre ou imobilizada necessaria para oxidar 1 uM de substrato por minuto.

5.5.2 Manganés peroxidases

A determinacao da atividade da manganés peroxidase foi obtida a partir da metodologia
de Kuwahara et al., (1984), tendo como substrato o vermelho de fenol. Os teste enzimaticos
foram realizados em tubos tipo eppendorf e a leitura foi realizada em placa de 96 pogos a 610
nm. A mistura reacional foi constituida por 0,147 mL de tampao succinato de s6dio 20 mM pH
4,5;0,0735 mL de reagente (0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%; 0,1 mL de lactato de s6dio 250
mM; 0,2 mL de albumina bovina 0,5%; 0,05 mL de MnSO4 2 mM ¢ 0,05 mL de H>2O> 2 mM)
e 0,0735 mL de extrato enziméatico. Apos incubag¢ao durante 5 minutos, a 30°C, em banho-
maria, as reacdes foram interrompidas pela adi¢ao de 0,0059 mL de NaOH 2 M.

Para preparo do branco das amostras foi utilizado 0,195 mL de tampao succinato de
sodio; 0,097 mL de amostra e 0,007 mL de NaOH 2M na mistura reacional antes de expor a
mistura ao banho-maria a 30°C. Uma unidade de atividade foi considerada como a quantidade

de enzima capaz de catalisar a formagao de 1 pmol de vermelho de fenol oxidado por minuto.

5.5.3 Lignina Peroxidase

A atividade de lignina peroxidase foi determinada de acordo com a metodologia de Tien
e Kirk (1984) com leitura em placa de 96 pogos. Para a mistura reacional foram utilizados 0,112
mL de extrato; 0,075 mL de H2O> 2 mM; 0,112 mL de alcool veratrilico 4 mM em tampao
tartarato de soédio 250 mM, pH 3,0. Os ensaios foram realizados em uma cinética de 5 minutos
a 30°C, com leitura espectrofotométrica a cada 5 segundos em comprimento de onda de 310
nm. A atividade de LiP foi definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 pmol de

alcool veratrilico por minuto. As atividades foram determinadas em unidades por grama.

5.6 Determinacao das atividades celuloliticas e xilanoliticas

5.6.1 Endoglucanase (CMCase)
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A atividade enzimatica foi realizada em tubos tipo eppendorf de 2 mL, sendo composto
por 0,05 mL do extrato enzimatico previamente diluido em tampao citrato pH 5,0 e 0,05 mL
do substrato carboximetilcelulose na concentracdo de 2%. As amostras foram pré-incubadas
por 15 minutos a 50°C e, apds esse periodo, foi adicionado 0,3 mL de DNS, prosseguindo a
incubagao a 100 °C, durante 5 minutos (GHOSE, 1987; EVELEIGH et al., 2009). As leituras
foram realizadas no comprimento de onda a 540 nm. A determinagdo dos actcares redutores
totais liberados nas reacdes enzimaticas de endoglucanase foi calculado em mg/mL, utilizando
a glicose como padrdo. Para determinacdo dos agucares liberados foi utilizado as curvas

padrdes de glicose e xilose e a atividade foi determinada em unidades por grama.

5.6.2 [Exoglucanase (Avicelase)

A determinacdo da atividade de exoglucanase foi realizada em tubos tipo eppendorf
de 2 mL, contendo 0,05 mL do extrato enzimatico previamente diluido em tampao citrato pH
5,0 e 0,05 mL do substrato avicel 2%. As amostras foram pré-incubadas por 15 minutos a
50°C, e apos esse periodo, foi adicionado 0,3 mL de DNS, prosseguindo a incubagao a 100°C
por 5 minutos (GHOSE, 1987; EVELEIGH et al., 2009). As leituras foram realizadas em

comprimento de onda de 540 nm.

5.6.3 pB-glucosidase

A determinagdo da atividade de B-glucosidase foi realizada em tubos eppendorf de 2
mL, contendo 0,05 mL do extrato enzimatico diluido e 0,05 mL do substrato celobiose na
concentracdo de 2% . A reacdo foi pré-incubada por 15 minutos a 50 °C, apos esse periodo,
foiadicionado 1 mL do reagente glicose oxidase (kit GOD), prosseguindo para inbucagdo a 37°C
por 15 minutos, para determinagao da glicose liberada.

Todos os testes de atividade enzimatica foram realizados em triplicatas, e em cada
ensaio foi realizado um controle de enzima (sem substrato) ¢ um controle do substrato (sem

enzima), de acordo com Ghose (1987) e Eveleigh et al., (2009) para as celulases e xilanases.
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5.6.4 FPase (Celulases totais)

A atividade da FPase foi determinada utilizando-se papel de filtro watman n° 1 (1
disco) como substrato da enzima, 0,02 mL de extrato enzimatico e 0,04 mL de tampao citrato
pH 5,0. As amostras foram incubadas por 1 h a 50°C. Apo6s incubacao foi acrescido 0,12 mL
de DNS a reagdo, prosseguindo a incubagdopor 5 minutos a 100°C. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas em placa de 96 pocos em comprimento de onda de 540

nm.

5.6.5 Xilanases

Para determinar a atividade de xilanases, foi utilizado como substrato da enzima a xilana
2% (xylan birchwood). As amostras (0,05 mL) foram previamente diluidas em tampao citrato
50 mM, pH 5,0 e adicionadas aos tubos contendo o substrato (0,05 mL). Os tubos eppendorf
foram incubados por 15 min a 50°C e posteriormente, foram adicionados 0,3 mL de DNS para
dosagem dos acgtcares liberados (MILLER, 1959; GHOSE, 1987; EVELEIGH et al., 2009). A
concentracdo de xilose (mg) foi determinada a partir de curva de calibragdo, construida

utilizando o agucar xilose.

As atividades enzimadticas lignoceluloliticas foram determinadas em UI (unidades

internacionais), onde UI, corresponde a 1pmol de produto liberado por minuto.

5.7 Quantificacao de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi obtida utilizando-se o método de Bradford (1976). O
ensaio consistiu em 0,005 mL de extrato bruto e 0,12 mL de reagente bradford, em microplaca
de leitura de 96 pocos. A mistura reacional foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos,
na ausencia de luz. As leituras foram realizadas no comprimento de onda de 595 nm. Para o
branco se utilizou dgua deionizada estéril e o reagente bradford. A concentracao de proteina foi

expressa em mg/mL, obtida a partir da curva padrao com albumina de soro bovino (BSA).
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5.8 Hidrolise enzimatica

Os experimentos de hidrdlise enzimatica foram realizados conforme as metodologias
descritas por Barcelos ef al. (2013) e Rocha et al. (2013) com modificagdes. A hidrélise foi
realizada na propor¢ao de 25 g/L de residuo so6lido (biomassa solida composta de palha de
milho apds o pré-tratamento bioldgico) em um volume reacional de 1 mL, em tubos eppendorf

de 2 mL. O experimento foi realizado em triplicata.

Os volumes das enzimas celulases comerciais AMZ e Celic Cetec 2 adquirida das
empresas Amazonzyme ¢ Novozymes, foram adicionados aos tubos de acordo com a
concentracdo de Unidade enzimatica FPU (Unidade de atividade de em papel de filtro - FPase)
de cada uma, para que estivessem na concentragdo requerida (12 FPU / g de biomassa) , o
volume final da reagdo de hidrolise foi completado com tampao citrato 50 mM em pH 5,0. A
mistura reacional foi incubada a 50 °C por 72 h em shaker com agitagdo orbital, e apoOs esse
periodo foram feitas as dosagens de glicose liberada em solucdo, pelo método de glicose-
oxidase utilizando o Kit glicose enzimdatica® (/n vitro Diagnodstica). A determinagdo da
concentragdo de glicose g/L foi realizada por meio de curva de calibracdo de glicose,

preparada nas mesmas condigdes das amostras.

A eficiéncia hidrolitica foi calculada utilizando-se a equacao abaixo:

E.H.(%) = Glicose (g/L)

Substrato (g/L) x Celulose (g/g) x 1,1 x 100

Onde,

E.H (%): Eficiéncia da hidrélise enzimatica;
Substrato (g/L): Concentragdo de substrato utilizado na hidrélise; Celulose (g/g):
Concentragao de celulose no substrato utilizado;

1,11: Fator de conversdo, relacionado a adicdo de uma molécula de 4gua para a
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liberagdo de uma molécula de glicose, apds o rompimento de cada ligagdo covalente durante a

hidrélise.

5.9 Determinacio do carregamento solido/FPU para hidrdlise da palha de milho

pré- tratada biologicamente.

A determinag¢do do carregamento ideal da propor¢do solido/FPU da hidrdlise foi
realizada utilizando a biomassa pré-tratada biologicamente com o fungo, que apresentou o
processo mais eficiente avaliado, utilizando-se o blend enzimatico AMZ.

A quantidade de so6lido (palha de milho) e a quantidade de enzima (FPU) utilizados na
hidrolise foram estudados para se obter um processo que permita o carregamento eficiente de
solidos e quantidade ideal de unidades enzimaticas (FPU).

As propor¢des de solido e enzima utilizadas variaram conforme a matriz do
planejamento experimental composto rotacional (DCCR), com 2 fatores (varidveis independes),
2 niveis mais os pontos axiais e 1 varidvel de resposta (variavel dependente), correspondente a
eficiéncia hidrolitica (%) (tabela 5).

O Software Statistica® foi utilizado para gerar a matriz experimental, de acordo com a
tabela de niveis e o planejamento experimental DCCR, compreendendo 8 experimentos
diferentes, mais 3 repeticdes no ponto central (tabela 6) e valor de p <0,05. A hidrdlise foi
conduzida nas condigdes da matriz, incubada a 50 °C por 72 horas. Apos esse periodo foi
realizada a dosagem de agucares liberados durante a hidrolise, pelo método glicose oxidase

(GOD) e método DNS.
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Tabela 5: Tabela de niveis do DCCR para otimizagdo do carregamento de biomassa e quantidade de enzima

Niveis
Fatores -0 -1 0 +1 tea
(- 1,41) (+1,41)
Biomassa pré-

tratada (g / L) o5 36 63 89 100
FPU/gde
biomassa

2 5 12 18 21

Tabela 6: Matriz do DCCR com os valores codificados e os valores reais

Valores codificados Valores reais

Experimentos x1 x2 Biomassa g/L FPU/g
1 -1,00 -1,00 36 5
2 -1,00 1,00 36 18
3 1,00 -1,00 89 5
4 1,00 1,00 89 18
5 -1,41 0,00 25 12
6 1,41 0,00 100 12
7 0,00 -1,41 63 2
8 0,00 1,41 63 21
9(© 0,00 0,00 63 12
10 (C) 0,00 0,00 63 12
11 (C) 0,00 0,00 63 12

5.10 Analises estatisticas

Os planejamentos experimentais, a analise de variancia (ANOVA), célculos de desvio-
padrao e graficos foram obtidos utilizando-se os softwares Statistica® versao 10.0, StatSoft,

Inc.(2011).



