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Este trabalho teve como objetivo estudar a hidrélise enzimatica do bagaco de cana-
de-acucar, utilizando gas liquefeito de petrdleo (GLP) como fluido pressurizado, e
ultrassom. Para tanto, primeiramente foi investigado o comportamento das enzimas
celulase NS50013 e xilanase NS50030 em rea¢des com GLP pressurizado, e também
reacdes com a enzima com GLP pressurizado e ultrassom. Foram estudadas as
variaveis pressao, tempo de reacdo e temperatura, utilizando para 0s ensaios cerca
de 1mL de enzima. Foram encontradas atividades residuais de mais de 300% com
pressao de 270 bar e tempo de reacdo de uma hora para a enzima celulase. Nos
ensaios onde foi utilizada pressdo menor, variando a poténcia do ultrassom, a
atividade da enzima se manteve elevada, com valores semelhantes, utilizando-se a
poténcia total do equipamento (154 W). Essa atividade foi corroborada com as
cinéticas, que indicaram atividades concernentes as anteriores. O melhor resultado,
em termos de atividade residual relativa, para a xilanase, foi de 242%, nas seguintes
condicBes: pressao de 30 bar, 50 °C e uma hora de exposicéo ao fluido pressurizado.
Nos experimentos de hidrélise, foram estudadas quatro condi¢cdes: com GLP
pressurizado, GLP pressurizado e ultrassom, hidrolise somente utilizando ultrassom,

hidrélise somente com incubagéo a presséo atmosférica. Foi realizado um ensaio com
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hidrélise acida do bagaco de cana, para comparac¢do com as hidrélises enzimaticas.
Para as reacdes com fluido pressurizado, foi estudada a influéncia da porcentagem
de umidade contida no bagaco, porcentagem de enzima e pressao, onde o melhor
resultado obtido, entre todas as reacdes, foi com a utilizacdo de presséo de 200 bar,
10% de enzima e 80% de agua adicionada ao bagaco, resultando em 0,2450 g de
acucar redutor total por g de bagaco seco. Esse valor corresponde a 62% de
rendimento da reacdo de hidrdlise da celulose em aclcares redutores totais, neste
trabalho quantificados como glicose e xilose. A utiliza¢ao do ultrassom contribuiu para
uma melhor taxa de hidrélise em algumas condi¢des, porém a condicdo na qual foi
obtido o melhor resultado ndo utilizou ultrassom. JA nos experimentos realizados a
pressao atmosférica, o uso do ultrassom levou a uma pequena diminuicdo do teor de

acucares redutores totais.
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This work aimed to study the enzymatic hydrolysis of sugarcane bagasse, using
liquefied petroleum gas (LPG) as pressurized fluid and ultrasound. For this purpose,
first it was investigated the behavior of the enzymes cellulase NS50013 and xylanase
NS50030 in LPG medium, and also with coupled LPG and ultrasound. The variables
studied were pressure, reaction time and temperature, using for tests about 1mL of
enzyme. It was found residual activity more than 300% at 270 bar of pressure and for
one hour reaction time for cellulase enzyme. In tests carried out at the lowest pressure,
varying the ultrasound power the enzyme activity remained high, with similar values
using the full power of the machine (154 W). This activity was supported with the
kinetics, which indicated activities related to the above. The best results in terms of
residual activity relative to the xylanase were 242% under the following conditions: 30
bar, 50 ° C and one hour of exposure to the pressurized fluid. In the hydrolysis
experiments, four conditions were studied: pressurized LPG, pressurized LPG and
ultrasound, hydrolysis using only ultrasound, hydrolysis only with incubation at
atmospheric pressure. A test was conducted with acid hydrolysis of sugarcane
bagasse, for comparison with the enzymatic hydrolysis. For reactions with pressurized
fluid, it was investigated the influence of the moisture in the bagasse, enzyme content

and pressure, where the best result among all reactions was found at 200 bar, 10%



enzyme and 80% of water added to the bagasse, resulting in 0.2450 g of total reducing
sugar per g dry bagasse. This value corresponds to 62% yield of the hydrolysis of
cellulose into reducing sugars, quantified in this work as glucose and xylose. The use
of ultrasound contributed to a better hydrolysis rate in some conditions, but the
condition in which the best result obtained was without ultrasound. In experiments at
atmospheric pressure, the use of ultrasound led to a small decrease in the content of

total reducing sugars.
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Capitulo 1 - Introducéo

1 INTRODUCAO

No Brasil, aproximadamente 46% da energia fornecida € baseada em energia
renovavel, com 31% dessa energia associada a utilizacdo de biomassa. Além disso,
15,9% da energia baseada em biomassa esta diretamente associada com a cana-de-
acucar e derivados. Esses numeros sao bastante elevados quando comparados com
os da matriz energética mundial, onde somente 12,9% estéo associados com energia
renovavel (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2010).

O etanol é atualmente produzido através da conversdo de carboidratos de
colheitas como milho (EUA), cana-de-acucar (Brasil) e beterraba (Europa). O etanol
produzido a partir de materiais contendo agucar e amido é considerado como etanol
de primeira geracao. A segunda geracao de bioetanol usa residuos de celulose como
matéria-prima, pela sua relativa abundéncia e baixo custo. Os materiais investigados
para a conversao de bioetanol de segunda geracao sdo extensos e a maioria desses
materiais € proveniente de fontes agricolas: residuos de safras de vegetais frescos e
processados, palha de trigo, caule do milho, pastagens, e capim com alto conteudo
de xilose (GE; WANG; MOU, 2011).

O uso potencial desses residuos € de muita importancia; no Brasil a
agroindustria de milho, cana-de-acucar, arroz, mandioca, trigo, frutas citricas, coco e
capim geram 597 milhdes de toneladas de residuos por ano (GOTTSCHALK;
OLIVEIRA; BON, 2010).

O bagaco de cana-de-acucar é um abundante residuo agroindustrial
apresentando em sua composicdo 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de
lignina (PANDEY et al., 2000). Estima-se que, a cada ano, sobrem de 5 a 12 milhdes
de toneladas deste material, que corresponde a aproximadamente 30% da cana
moida. As préprias usinas utilizam de 60% a 90% deste bagaco como fonte
energética. Existem potencialmente usos ndo energéticos para o bagaco da cana,
sendo que alguns deles ja sdo viabilizados comercialmente. Merece destaque seu
emprego como matéria-prima na industria de papel e papeldo, na indastria quimica,
como material alternativo na construcdo civil, como racdo animal e na producao de

biomassa microbiana. Mesmo assim ha ainda um excedente deste residuo que néo é



Capitulo 1 - Introducéo

utilizado, causando sérios problemas de estocagem e poluicdo ambiental (REVISTA
FAPESP, 2010).

A producao de etanol a partir de material lignocelulésico inclui o pré-tratamento
da biomassa, a hidrélise da celulose, fermentacdo das hexoses, separacdo e
tratamento de efluentes. Atualmente, tem-se concentrado esforcos no
desenvolvimento de tecnologias eficientes para a realizacdo do pré-tratamento da
biomassa, desenvolvimento de enzimas que melhoram a sacarificacdo da
celulose/hemicelulose e o desenvolvimento de tecnologias para a fermentacéo
simultdnea das pentoses e hexoses. A tarefa de hidrolisar um material lignoceluldsico
para monossacarideos fermentaveis ainda € tecnicamente problematica, pois a
digestibilidade da celulose ¢é dificultada por muitos fatores fisico-quimicos e
estruturais. Devido a essas caracteristicas estruturais, 0 pré-tratamento € um passo
essencial para a obtencéo de acucares fermentaveis na etapa de hidrolise. O objetivo
do pré-tratamento € quebrar a estrutura da lignina e de enfraquecer a estrutura da
celulose para melhorar a acessibilidade das enzimas durante a etapa de hidroélise

(ALVIRA et al., 2010).

No entanto, o pré-tratamento representa um dos maiores custos no processo.
Dessa forma, € de fundamental importancia propor alternativas que visem a reducao
de etapas para que 0 processo se torne viavel. Nesse sentido, combinar as etapas de
pré-tratamento e hidrolise numa Unica etapa através da utilizacdo de fluidos
pressurizados pode ser uma alternativa. Com relacdo a hidrélise, estes fluidos podem
atuar como meio reacional para o processo, aumentando a estabilidade e a atividade
das enzimas (OLIVEIRA et al., 2006; KNEZ; HABULIN, 2002; MANERA et al., 2011).

A descoberta de que enzimas podem manter a atividade biocatalitica em altas
pressdes tem incentivado o seu uso sob condi¢des sub e supercriticas. Na presenca
de uma quantidade controlada de agua, necessaria para a atividade da enzima, os
fluidos pressurizados podem ser usados como meio de reacgéao, e a cinética enzimatica
pode ser correlacionada com propriedades dos solventes, como constante dielétrica
e hidrofobicidade (REZAEI; TEMELLI; JENAB, 2007).

Neste sentido, o uso de solventes pressurizados pode ser uma alternativa
interessante, ndo s6 para conduzir rea¢des enzimaticas, mas também para melhorar
a atividade de sistemas enzimaticos (ANDRADE et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2006;
FRICKS et al., 2006).



Capitulo 1 - Introducéo

Para a realizacdo de reacfes enzimaticas a altas pressbes, € necessario
primeiramente avaliar o comportamento das enzimas em fluidos pressurizados, uma
vez que é possivel aumentar ou diminuir a atividade enzimética, dependendo da
enzima, das caracteristicas do solvente, do conteldo de agua da enzima/meio
reacional e das variaveis do processo envolvidas, significando que diferentes efeitos
podem ser obtidos dependendo das caracteristicas do sistema sob investigacdo. Além
da utilizacéo de fluidos pressurizados, a utilizagdo de ultrassom aliado ao processo
pode aumentar a atividade enziméatica, intensificando o tratamento enzimatico de
substratos a base de celulose, melhorando a transferéncia de massa e a difuséo entre
a enzima e o substrato (CONDON et al., 2009).

Considerando os aspectos relacionados ao pré-tratamento e hidrélise de
materiais lignocelulésicos com fluidos pressurizados, verifica-se que ha uma caréncia
na literatura em relagdo ao assunto envolvendo as enzimas celulases e xilanases e
gases de pressurizagcao, como dioxido de carbono, mas principalmente com propano
e butano. Tendo em vista essas investigacdes prévias, fundamenta-se a proposta

desse trabalho, cujos objetivos estado descritos abaixo.

1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho baseia-se na avaliagcdo do pré-tratamento e
hidrolise enzimatica do material lignocelulésico de bagaco de cana utilizando fluidos
pressurizados, associando-os com a tecnologia de ultrassom, visando a obtencao de

acucares fermentaveis em uma Unica etapa.

1.2 Objetivos Especificos

Visando a necessidade de tornar mais viavel a obtencdo de acucares
fermentaveis a partir do bagaco de cana, foram tracados 0s seguintes objetivos

especificos:
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- Avaliar a atividade enzimatica de celulase e xilanase submetida a tratamento prévio
em GLP pressurizado, utilizando o planejamento de experimentos para analisar a

variacao de pressao, temperatura e tempo de exposi¢cao ao fluido pressurizado;

- Avaliar a atividade enzimética de celulase e xilanase submetida a tratamento prévio
em GLP pressurizado simultaneamente com ultrassom, também avaliando os efeitos

da variagéo de presséao, temperatura e tempo de exposicéo ao fluido pressurizado;
- Avaliar o efeito da poténcia do ultrassom sobre a atividade da enzima celulase;

- Verificar a influéncia do ultrassom sobre a xilanase, pela variacdo do pH e da

temperatura;

-Avaliar o pré-tratamento e a hidrélise enzimatica do bagaco de cana usando fluido

pressurizado como meio reacional e ultrassom, estudando as cinéticas de reacao;

- Com base nas informacdes obtidas experimentalmente, propor uma rota tecnoldgica
para a producdo de agucares fermentaveis em uma unica etapa de processamento,

com a juncéao das etapas de pré-tratamento e hidrélise;

- Comparar o rendimento em agucares fermentaveis para o bagaco hidrolisado usando

fluido pressurizado, com outras metodologias de pré-tratamento.

A estrutura desse trabalho esta apresentada da seguinte forma: no Capitulo 2
sera apresentada uma revisao bibliografica para o assunto em questéo, o Capitulo 3
apresenta as metodologias analiticas e aparato experimental utilizado para a
realizacdo dos experimentos, no Capitulo 4 serdo apresentados e discutidos os
resultados obtidos. Concluindo, o Capitulo 5 constara das conclusdes e sugestdes
para esse trabalho, e o Capitulo 6 as referéncias bibliogréaficas utilizadas como base

para a execucédo desta tese de doutorado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisao bibliografica procura abordar primeiramente os aspectos
relacionados a composicdo do material celulésico, bem como as enzimas que o
degradam. Apds, serd apresentado o estado da arte concernente a fluidos
pressurizados e utilizagdo de ultrassom. Por fim, uma explanacdo sobre pré-

tratamento de compostos celuldsicos seguido de sua hidrolise.

2.1 Cana-de-acucar

A cana foi introduzida inicialmente na China, antes do inicio da era Cristd. Na
Europa, foi introduzida pelos arabes e, com a insuficiéncia da producao, aliada ao
descobrimento da América, a expansao das areas cultivadas de cana-de-agucar foi
extraordinaria. As primeiras mudas aqui plantadas foram trazidas da llha da Madeira,
em 1502, e, ja em 1550, os numerosos engenhos espalhados pelo litoral brasileiro
produziam um acucar de qualidade equivalente ao da india (BATTISTELLE et al.,
2008).

As plantacfes de cana-de-agUcar e usinas expandiram-se rapidamente com a
colonizacéo do Brasil pelos portugueses no século 16. Devido a razbes geograficas,
politicas, econdmicas e climaticas, a cana-de-acucar foi inicialmente cultivada na
regido Nordeste. Hoje a regido centro-sul € a principal produtora, e o estado de Séo
Paulo, onde a producéo de cana duplicou nos ultimos 10 anos, responde por 60% da
producéo total de cana do Brasil (GAUDER; GRAEFF-HONNINGER; CLAUPEIN,
2011).

O volume de cana-de-acgUcar processado até 1° de janeiro de 2012 pelas
unidades produtoras da regido Centro-Sul do Pais somou 492,23 milhdes de
toneladas no acumulado desde o inicio da safra. O total para 0 mesmo periodo da
safra anterior foi de 555,39 milhdes de toneladas. No més de dezembro, a moagem
somou 3,65 milhdes de toneladas, 67,61% abaixo do valor registrado em dezembro
de 2010 (11,27 milhdes de toneladas). A producado de acucar, acumulada desde o

inicio da safra até o final de dezembro, atingiu 31,17 milhdes de toneladas, recuo de
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6,86% comparativamente a igual periodo de 2010. No tocante ao etanol, esta queda
foi de 18,74%, com 20,56 bilhdes de litros produzidos na safra de 2011/2012, dos
quais 12,66 bilhdes de litros de etanol hidratado e 7,90 bilhdes de litros de etanol
anidro (UNICA, 2012).

2.2 Bagaco de cana-de-agucar

Materiais lignoceluldsicos oriundos de diferentes residuos tém sido utilizados
para conversdo em etanol. Um dos principais materiais encontrados em grandes
guantidades a ser considerado, principalmente em paises tropicais, € 0o bagaco de
cana-de-acucar, um residuo fibroso obtido apos extracdo do caldo da cana
(Saccharum officinarum L.) no processo de producédo de acucar (PANDEY et al.,
2000). Alem de ser utilizado como fonte de energia nas industrias, o bagaco de cana
tem sido utilizado como matéria-prima para produzir eletricidade, em producéo de
polpa e papel, e os produtos hidrolisados tém sido utilizados em diferentes processos
baseados em fermentacdo. Uma das aplicacbes do bagaco de cana tem sido para a
producéo de alimentos enriquecidos de proteina para gado e enzimas, e producao de
xilitol, um substituto da sacarose que encontra muitas aplicacdes na industria
(BEUKES; PLETSCHKE, 2010; PANDEY et al., 2000).

O bagaco de cana é produzido em grandes quantidades pelas industrias de
actcar e alcool no Brasil, india, Cuba, China, México, Indonésia e Colémbia
(CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010). No geral, uma tonelada de cana-de-acucar
gera em torno de 280 kg de bagaco. Uma parte do bagaco é queimada para produzir
energia, mas grande quantidade ainda nao é utilizada (CERQUEIRA; RODRIGUES;
MEIRELES, 2007). As industrias brasileiras de acucar e alcool geram 195 milhdes de
toneladas de bagaco de cana por ano, os quais sdo queimados de forma ineficiente
em usinas de cogeracdao de energia, como uma forma de reduzir o problema do
destino do bagaco. Apesar disso, ainda ha um excesso de 12% que pode ser usado
como matéria-prima para a producdo de etanol lignocelulésico. Além disso, um
aumento de 12% a 50% do excesso de bagaco tem sido previsto, devido ao aumento
do rendimento das caldeiras e do sistema de producdo de energia elétrica
(GOTTSCHALK; OLIVEIRA; BON, 2010).



Capitulo 2 — Reviséo Bibliogréafica

2.3 Composicdo do material celulésico
2.3.1 Celulose

A celulose é o componente mais abundante da biomassa vegetal, é encontrada
na natureza quase que exclusivamente na parede celular de plantas, embora seja
produzida por alguns animais marinhos e algumas bactérias (LYND et al., 2002). E
um polimero de p-glicose, onde as subunidades séo linearmente unidas por ligacdes
glicosidicas (-1,4 (B-p-glucana). Duas unidades adjacentes formam uma ligacao
glicosidica através da eliminacdo de uma molécula de 4gua, que envolve 0s grupos
hidroxilicos dos carbonos 1 e 4. Esta estrutura dissacaridica recebe o nome de
celobiose (Fig. 2.1 e Fig. 2.2). A celobiose é definida como unidade conformacional
minima da celulose, enquanto a glicose representa tdo somente a unidade
fundamental das cadeias do homopolimero (PITARELO, 2007).
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Figura 2.1- Formacdo da ligacdo glicosidica entre duas unidades de glicose,
produzindo celobiose (SOLOMOUNS, 1996).
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Figura 2.2— Estrutura linear da cadeia de celulose, formada por unidades de celobiose
(MARTINS, 2005).
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Nas plantas, a celulose consiste de partes com uma estrutura cristalina
(organizada), e partes com uma estrutura amorfa (BRETHAUER; WYMAN, 2010). Na
estrutura cristalina, as moléculas que comp&em as microfibrilas estdo entrelacadas de
uma maneira suficiente para evitar penetracdo de pequenas moléculas de agua e
enzimas, através de ligacdes do tipo pontes de hidrogénio. Em adi¢do as estruturas
cristalina e amorfa, as fibras de celulose contém varios tipos de irregularidades, como
dobras ou tor¢des das microfibrilas, ou espacos vazios, como microporos na superficie
e capilares. Essa heterogeneidade estrutural das fibras faz com que elas sejam pelo
menos parcialmente hidratadas pela dgua quando imersas em meio aquoso, e alguns
microporos e capilares acabam permitindo a penetracdo de moléculas relativamente

grandes, incluindo em alguns casos, as enzimas celuloliticas (LYND et al., 2002).

Devido as ligagdes intramoleculares de pontes de hidrogénio, a molécula de
celulose apresenta uma estrutura rigida, enquanto as ligacdes intermoleculares de
ponte de hidrogénio entre moléculas de celulose adjacentes deixa o material
altamente insoluvel em agua. Por esta razédo, a molécula adquire uma configuracao
flexivel mais estavel, o que permite as plantas construirem caules longos com
diametros pequenos. Simulagcbes moleculares predizem que ha oito ligacbes de
hidrogénio por unidade na celulose cristalina, enquanto que na forma amorfa ha 5,3
ligacOes. Esses valores explicam porgque a forma amorfa da celulose € mais facilmente
hidrolisada que a forma cristalina. A energia de ligacéo de pontes de hidrogénio entre
celulose e agua é de aproximadamente 25 kJ/mol. Devido a este alto valor, a celulose

mostra propriedades insolUveis em agua (CROCKER, 2010).

Segundo Sun e colaboradores (2004), em termos quimicos, a celulose é um
polimero natural linear de unidades de anidroglicose ligadas no carbono 1 e 4 por
ligacdes B-glicosidicas. Isto é confirmado pela presenca de trés grupos hidroxila com
acidez/reatividade diferentes, OH secundario no C-2 e C-3, e OH primario na posicéo
do C-6, e em conformidade pela formacao de varias ligacdes ponte de hidrogénio intra
e intermoleculares. E organizada em fibrilas, as quais sdo rodeadas por uma matriz
de lignina e hemiceluloses. Além disso, pelo uso de difracdo de raio X e por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, quatro maiores polimorfos de
celulose tem sido reportados, nomeados como celuloses I, II, Il e IV. A celulose | é
nativa e de estrutura predominante cristalina de algas, bactérias, alguns animais e em

plantas, e pode ser convertida em outros polimorfos através de uma variedade de
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tratamentos. A fibra de celulose é parcialmente cristalina, com duas formas diferentes,
a celulose la e celulose IB. A celulose la possui estrutura triclinica e a celulose I3
possui estrutura monoclinica, e elas diferem nas ligacbes de hidrogénio. Ainda, a
celulose la é reportada como o polimorfo dominante em bactérias e algas, enquanto
a celulose 1B é predominante em plantas como algodao, madeira e bagago. Sabe-se
gue a celulose la pode ser convertida irreversivelmente a celulose I3 pela aplicagéo

do calor.

A celulose Il pode ser preparada por duas rotas distintas: por tratamento
alcalino e regeneracao (solubilizacdo seguida de recristalizacdo), para a formacéo de
filmes de fibras. E a de maior relevancia técnica. As celuloses Il e Ill; podem ser
formadas a partir de celuloses | e Il, respectivamente, por tratamento com amonia
liquida, e a reagédo é reversivel. As celuloses 1V, e IV, podem ser obtidas pelo
aquecimento das celuloses lll; e lll; (PARK et al., 2010).

A estrutura cristalina da celulose tem sido estudada desde sua descoberta no
século 19. Atualmente, a celulose | esta recebendo mais atencéo devido ao seu uso
potencial em producdo de bioenergia. Como a estrutura da celulose nao é perfeita,
uma parte significante de sua estrutura € menos ordenada, essa porgcao €
frequentemente chamada de amorfa. Um parametro chamado de indice de
cristalinidade é utilizado para descrever a quantidade de material cristalino na
celulose. Embora a maioria da celulose utilizada venha da madeira, o bagaco de cana
também pode ser utilizado para esse fim. Para isso a lignina que é uma parte amorfa
e que representa uma barreira para o tratamento (polpacéo) deve ser removida. Nesse
caso a remocédo das polioses (hemiceluloses) aumenta o indice de cristalinidade, o

gue é desejado para se obter uma polpa de boa qualidade (PARK et al., 2010).

O indice de cristalinidade (Crl) da celulose é definido como a porcentagem da
parte cristalina presente na celulose total, fornece uma indicacdo da reatividade do
substrato. A difracdo de raios-X (XRD) e espectroscopia RMN sdo geralmente
utilizados para a determinacdo do indice de cristalinidade da celulose. A grande
maioria dos métodos utilizados para medir o indice de cristalinidade esta baseada em
difracdo de raios X, pois permite que as mudancas estruturais sejam monitoradas
durante tratamentos diferentes (CROCKER, 2010).

A extensdo da cadeia de celulose é medida através do seu grau de

polimerizacdo (GP), que representa o numero de unidades de anidroglicose que
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formam a cadeia polissacaridica. Esse valor varia de acordo com a fonte, o grau de
maturacdo da parede celular, o processamento que as fibras foram submetidas e o
seu tipo de envelhecimento. Em plantas superiores, o GP da celulose varia de 10000
a 15000 unidades de anidroglicose. No entanto, todos os processos que envolvem o
seu isolamento para fins industriais geram uma diminuicdo de uma a duas ordens de
grandeza nos valores de GP (PITARELO, 2007).

2.3.2 Hemicelulose

7

A hemicelulose é o segundo polimero natural mais abundante do mundo
vegetal depois da celulose, representando cerca de 15-35% das plantas e madeiras
(BIGAND et al., 2011). E uma estrutura de carboidrato complexa que consiste de
diferentes polimeros como pentoses (xilose e arabinose), e hexoses (manose, glicose
e galactose) (BRETHAUER; WYMAN, 2010). O componente predominante da
hemicelulose de madeiras duras (hardwood) e plantas agricolas, como capim e palha,
€ a xilana, enquanto este é a glucomanana para madeiras moles (softwood)
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

Sao estruturalmente mais parecidas com a celulose do que com a lignina e
foram depositadas na parede celular em um estagio anterior a lignificacdo. Sua
estrutura facilita a interacdo com a celulose, resultando em uma forte associacéo, o

gue da uma grande estabilidade ao agregado (RAMOS, 2003).

A hemicelulose tem um peso molecular mais baixo que a celulose, e se ramifica
com cadeias laterais curtas que consistem de diferentes acucares, 0s quais S&o
polimeros facilmente hidrolisaveis. A hemicelulose serve como uma conexao entre a
lignina e as fibras de celulose e da mais rigidez a toda a rede celulose-hemicelulose-
lignina (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

A solubilidade de diferentes componentes da hemicelulose aumenta com a
temperatura, sendo, em ordem decrescente: manose, xilose, glicose, arabinose e
galactose. A solubilizacdo dos componentes da hemicelulose em agua comeca no
intervalo de 150°C-180°C, ndo dependendo somente da temperatura, mas também
de outros aspectos como umidade e pH (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).



11
Capitulo 2 — Reviséo Bibliogréafica

A xilana é a maior constituinte da hemicelulose, encontrada largamente em
angiospermas (15 a 30% da parede celular) e em gimnospermas (7 a 10 % da parede
celular). E um complexo polissacarideo composto por uma cadeia de residuos de B-
xilopiranose mantidos por ligagdes glicosidicas p-1,4. O grau de polimerizagdo das
xilanas € diversificado, podendo variar de 70 a 200 residuos de [-xilopiranose,
dependendo da espécie (BEG et al., 2001; POLIZELI et al., 2005). Estruturalmente, a
xilana existe como uma forma de um complexo de xilana-lignina através de ligacdes
covalentes. Esse complexo também pode se ligar com outros polissacarideos, tais
como a pectina, utilizando outras ligacdes quimicas (OTIENO; AHRING, 2012).

A Figura 2.3 mostra a estrutura da xilana de bétula.

Figura 2.3— Estrutura da xilana de bétula (BIGAND et al., 2011).

Entre os residuos agricolas, a palha de arroz tem a maior porcentagem em
peso seco de xilana, correspondente a 24,5%. Outras matérias-primas que possuem
mais de 20% de xilana sdo a palha de milho, bagaco e palha de trigo (OTIENO;
AHRING, 2012).

2.3.3 Lignina

A lignina é, depois da celulose e hemicelulose, um dos mais abundantes
polimeros na natureza e esta presente na parede celular. E um heteropolimero
amorfo, consistindo de trés unidades de fenilpropano (p-coumaril, coniferil e alcool

sinapil) que estao unidas por ligacdes dos tipos C-O-C e C-C. A principal funcao da
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lignina € dar suporte estrutural & planta, impermeabilidade e resisténcia contra
ataques microbianos e stress oxidativo. O heteropolimero amorfo ndo é sollivel em
agua e opticamente inativo, fazendo com que a degradacao da lignina seja dificultada
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

A lignina possui mais ligacdes que a hemicelulose e celulose, formando uma
barreira fisica ao redor dos ultimos dois componentes, prevenindo a penetracédo de
solucdes e enzimas (HOWARD et al., 2003).

A Tabela 2.1 apresenta a composicao de celulose, hemicelulose e lignina de

alguns materiais lignocelulésicos.

Tabela 2.1- Composicao percentual de alguns residuos lignocelulésicos.

Material lignocelulésico Celulose Hemicelulose Lignina Referéncia

46 27,5 26,3 Canilha et al., 2007
Bagaco de cana-de-
Satyanarayana et al.,

acucar 32-44 27-32 19-24
2007
Satyanarayana et al.,
Bambu 33-45 30 20-25
2007
Palha de arroz 35 25 12 Saha, 2003
Palha de milho 40 25 17 Saha, 2003
Papel 85-99 0 0-15 Howard et al.,2003
Jornal 40-55 25-40 18-30 Howard et al., 2003
Algodao 80-95 5-20 0 Balat, 2011

2.4 Celulases

As celulases sao enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre
materiais celuldsicos, promovendo sua hidrélise. Estas enzimas séo biocatalisadores

altamente especificos que atuam em sinergia para a liberacdo de agucares, dos quais
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glicose é o que desperta maior interesse industrial, devido & possibilidade de sua
conversado em etanol (PEREIRA Jr; CASTRO, 2010).

As celulases sdo usualmente uma mistura de varias enzimas. No minimo trés
principais grupos de celulases estdo envolvidas no processo de hidrélise: (1)
endoglucanase (EG, endo-1,4-p-glucanohidrolase, ou EC 3.2.1.4.), a qual ataca
regifes de baixa cristalinidade na fibra celuldsica, criando finais de cadeia livres; (2)
exoglucanase ou celobiohidrolase (CBH, 1,4-B-p-glucancelobiohidrolase, ou EC
3.2.1.91)), a qual degrada ainda mais a molécula pela remo¢do de unidades de
celobiose dos finais livres da cadeia; (3) B-glucosidase (EC 3.2.1.21), que hidrolisa
celobiose para produzir glicose (SUN; CHENG, 2002; GOTTSCHALK et al., 2010,
BALAT, 2011).

A Figura 2.4 ilustra a atuacdo das celulases no processo de hidrdlise da

biomassa lignoceluldsica.

Regido cristalina Regido amorfa
‘ A\
Celulose natural
Regido reativa Pré-tratamento
v

Celulose
Pré-tratada

\ Endoglucanases

Criacdo de finais
redutores

Exoglucanases
l * Glicose - Celobiose

Producdo de
celobiose

l B-glucosidase

Producdo de
glicose

Figura 2.4- Representacdo esquematica de hidrdlise da celulose para glicose atraves

de enzimas celuloliticas (Taherzadeh; Karimi, 2007b, adaptado).
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Todas as celulases de Trichoderma reesei, salvo a EG Ill (endoglucanase), e a
maioria das celulases produzidas por outros microrganismos, compartem da mesma
estrutura: dois dominios bem diferenciados unidos por um peptideo flexivel. Em um
dos dominios reside a atividade catalitica (CD = Catalytic Domain) e no outro a
capacidade da unido dos carboidratos (CBM = Carbohydrate Binding Module). Este
CBM inicialmente foi denominado de dominio de unido a celulose (CBD = Cellulose
Binding Domain), j& que os primeiros CBM descritos se uniam a celulose. O CBM tem
um papel importante na solubilizagdo das zonas cristalinas da celulose nas cadeias
individuais de glicana, j& que desestabiliza as ligacdes de hidrogénio, envolvendo as
cadeias mais acessiveis do dominio catalitico (RABINOVICH; MELNICK;
BOLOBOVA, 2002; RABELO, 2010). A Figura 2.5 ilustra a enzima endoglucanase,
bem como os dominios de atividade catalitica e sitio ativo.

Figura 2.5 — Exoglucanase cujo dominio de ligacdo a direita extrai uma cadeia de
celulose (CBM). No sitio ativo no dominio catalitico a esquerda (CD), a cadeia de

celulose € hidrolisada, produzindo subunidades de celobiose (NREL, 2000).

As bactérias e fungos podem produzir celulases. Esses microrganismos podem
ser aerobios ou anaerébios, mesofilicos ou termofilicos. Bactérias pertencentes aos
géneros Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, Ruminococcus,

Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora e Streptomyces podem produzir
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celulases. No entanto, pelo fato dos anaerébios terem uma taxa de crescimento muito
baixa e requererem condi¢cdes de crescimento anaerdbias, a maioria das pesquisas

para producéo de celulase comercial foi focada em fungos (SUN; CHENG, 2002).

Os fungos filamentosos, como Trichoderma, Penicillium e Aspergillus, sdo bem
conhecidos como produtores de celulases, xilanases e outras enzimas celuloliticas
(GOTTSCHALK et al., 2010). Também se estuda a producado de enzimas celuloliticas
a partir dos fungos Acrophialophora nainiana e Ceratocystis paradoxa (BARROS et
al., 2010). As celulases tém ampla aplicacdo, sendo utilizadas na clarificacdo de
sucos, vinhos e cervejarias, ragdo animal, industrias téxteis, de papel e celulose
(BHAT, 2000).

2.5 Xilanases

Xilanases sao glicosidases responsaveis principalmente pela hidrdlise das
ligagcbes B-1,4 presentes na xilana vegetal (componente da hemicelulose). Devido a
heterogeneidade da xilana, sua hidrolise requer a acdo de um sistema enzimatico
complexo, sendo necessaria a interacdo de enzimas que degradem as cadeias
principal e laterais. Na cadeia principal, as enzimas envolvidas sdo endo-Bp-(1,4)-
xilanases, B-(1,4)-xilosidases e também as exoxilanases. As a-L-
arabinofuranosidases, a-D-glucuronidases e esterases Sao responsaveis por
degradar a cadeias laterais (CORRAL; VILLASENOR-ORTEGA, 2006).

Embora a degradacédo completa da cadeia de xilana envolva varias enzimas, a
enzima mais necessaria para sua despolimerizacdo é a endo-3-(1,4)-xilanase (EC
3.2.1.8, endoxilanase), que cliva ligacfes glicosidicas internas na cadeia de xilana,

podendo solubilizar e degradar os seus polimeros (CUYVERS et al., 2011).

Apesar da predominancia de xilana nas hemiceluloses, apenas cerca de 20-
25% desta pode ser hidrolisada por xilanases. Limitacdes difusionais devido ao
tamanho relativo dos poros pode ser um fator para explicar tal fato. Tem sido também
sugerido que a distribuicdo heterogénea da hemicelulose pode limitar a acessibilidade
da xilana a enzima. Outras razdes possiveis incluem baixa suscetibilidade da xilana a

hidrélise devido a sua natureza, instabilidade térmica da enzima e inibicdo pelo
produto final (MACIEL, 2006).



16
Capitulo 2 — Reviséo Bibliogréafica

A xilanase é amplamente utilizada em branqueamento na industria de papel,
facilitando a deslignificagdo da planta para a producao de papel de alta qualidade.
Dessa forma, os agentes clareadores contendo cloro, que sdo um grave problema
ecologico, podem ser reduzidos (SONG; WEI, 2010).

A aplicabilidade das xilanases aumenta dia a dia como na producéo de rayon,
celofane e diversos produtos quimicos, tais como os ésteres de celulose (acetatos,
nitratos, propionatos e butiratos) e éteres de celulose (carboximetilcelulose, metil e etil
celulose), que séo produzidos a partir de dissolucdo da polpa. As aplicacoes
potenciais de xilanases incluem também a bioconversdo de material lignocelulésico e
residuos agroindustriais para produtos de fermentacdo, clarificacdo de sucos,
melhoria na consisténcia de cerveja e a digestibilidade em racdo animal. A aplicagcéao
da xilanase na sacarificacdo de xilana em residuos agroindustriais intensifica a
necessidade de explorar seu potencial na biotecnologia (SUBRAMANIYAN; PREMA,
2002).

As xilanases sdo encontradas em uma grande variedade de organismos Vivos,
incluindo bactérias marinhas e terrestres, fungos, algas marinhas, protozoarios,
crustaceos, insetos, plantas terrestres e suas sementes. No entanto, os fungos
filamentosos sdo produtores interessantes de xilanases do ponto de vista industrial,
devido ao fato de que eles excretam enzimas que degradam a xilana para o meio,
eliminando a necessidade de ruptura da célula antes da purificacdo (POLIZELI et al.,
2005). Além disso, os niveis de xilanase a partir de culturas de fungos séo tipicamente
muito maiores que os das leveduras ou bactérias. A maioria dos fabricantes de
xilanase utilizam fermentacdo submersa para sua producdo. Ha, no entanto, um
grande interesse na utilizacdo de fermentacdo em estado solido para a producao de
uma grande variedade de enzimas, incluindo as xilanases de origem fungica
(CORRAL; VILLASENOR-ORTEGA, 2006).

A maioria das preparacdes comerciais de xilanase séao produzidas a partir dos
fungos Trichoderma spp e Aspergillus spp. Entretanto, h& estudos de producao de
xilanase a partir de outros fungos, tais como: Usma-Guez et al. (2011), que estudaram
sua producao a partir do fungo Aspergillus awamori utilizando fermentacdo em estado
sélido, e Michelin et al. (2012), que estudaram a producdo de xilanase a partir dos
fungos Aspergillus terricola e Aspergillus ochraceus. Além destes, pode-se citar 0s

estudos envolvendo a bactéria Lysinibacilus sp e o fungo Neosartorya
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spinosa (ALVES-PRADO et al., 2010), Penicillium janczewskii (TERRASAN et al.,
2010) e leveduras (LOPES, 2010).

2.6 Fluidos supercriticos

Os fluidos supercriticos sao substancias que se encontram sob condi¢cdes
acima de sua pressao e temperatura criticas. No estado supercritico, nas
proximidades da regido critica, as propriedades fisico-quimicas de um fluido assumem
valores intermediarios aqueles dos estados liquido e gasoso, apresentando densidade
proxima a dos liquidos, viscosidade proxima a dos gases, difusividade duas vezes
maior que a tipica dos liquidos, alta compressibilidade e baixa tensédo superficial
(MOURA et al., 2007; BRUNNER, 2005).

Préximo do ponto critico, pequenas mudancas na temperatura ou pressao
podem levar a mudancas significativas na densidade e nas propriedades dos
solventes dependentes da densidade, como o parametro de solubilidade, o coeficiente
de particdo e a constante dielétrica (PALJEVAC et al., 2007). De acordo com Penedo
(2007), quando se aumenta a pressao sob temperaturas baixas, ha um aumento da
densidade do fluido, aproximando-se das caracteristicas de um liquido,
consequentemente aumentando seu poder de solvatacéo. A densidade de um fluido
supercritico € maior que a dos gases e muito proxima a dos liquidos. Existe um
relacionamento direto entre a densidade de um fluido supercritico e seu poder de
solvatacado, a qual, devido a sua alta compressibilidade, é extremamente dependente
da pressédo (CARRILHO; TAVARES; LANCAS, 2001).

A Tabela 2.2 contém as condicdes criticas de alguns solventes utilizados em
reacdes enzimaticas. A Tabela 2.3 apresenta as caracteristicas de um solvente em

estado supercritico.
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Tabela 2.2— Condig¢@es criticas de alguns dos solventes mais utilizados.

Solventes Quimicos Temperatura critica (°C) Pressao critica (bar)

Di6xido de Carbono 31,1 73,76
Etano 32,3 48,83
Propano 96,7 42,45
Butano 1519 37,97
Amonia 132,5 112,77
Agua 374,0 220,48

Fonte: PENEDO (2007); REID et al. (1988).

Tabela 2.3— Propriedades fisicas de um gas, liquido e fluido supercritico.

Propriedade Unidades Gas Liquido Fluido supercritico

Densidade g/mL 104-10°% =1 0,2-0,9
Difusividade cm?sec  102-1  <10° 10%-103
Viscosidade  poise =10+ 107 10%-103

Fonte: CARRILHO, TAVARES e LANCAS (2001).

A constatacdo de que algumas enzimas sao estaveis e ativas em solventes
organicos ampliou imensamente o ambito de suas aplicagdes como catalisadores em
sintese organica. No entanto, a protecdo do meio ambiente exige uma reducao do uso
de solventes organicos em processos quimicos, por serem compostos organicos
volateis. Portanto, os processos que evitem 0 uso de solventes organicos sao Vvistos
como uma contribuicdo valiosa para o meio ambiente. Dessa forma, as tecnologias
baseadas em fluido supercritico oferecem vantagens importantes em relacdo a
tecnologia de solventes organicos, tais como a responsabilidade ambiental e
facilidade de fracionamento do produto (WIMMER; ZAREVUCKA, 2010; KNEZ, 2009).

A taxa e a seletividade de reacBes enzimaticas em solventes organicos e

supercriticos pode ser diretamente afetada pela for¢a do solvente ou influenciada por
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medidas indiretas da for¢a do solvente incluindo a atividade de agua e a solubilidade
do substrato. A catalise enzimética em fluidos supercriticos explica a habilidade para
alterar a forca do solvente com pequenas mudancas na temperatura e pressao na
regido proxima do ponto critico. As caracteristicas versateis dos fluidos supercriticos,
a especificidade catalitica extrema das enzimas e a habilidade para alcancar completa
remocédo do fluido supercritico por despressurizacdo fazem a catalise enzimética em
fluidos supercriticos atrativa para industrias farmacéuticas e alimenticias (KNUTSON;
SARKARI, 2005).

As enzimas apresentam diversas vantagens quando utilizadas em processos
industriais. As reacbBes enzimaticas podem ocorrer sob condicbes brandas de
temperatura, pH e pressado, exigindo menor consumo energético e minimizando a
degradacao térmica dos produtos finais. Em funcdo da seletividade enzimatica é
possivel a obtencdo de produtos especificos, que dificilmente seriam obtidos por
reacdes quimicas convencionais (MOURA et al., 2007).

A estabilidade de uma enzima pode ser alterada apenas pela mudanca de
pressao. Em fluido supercritico, a enzima geralmente néo € influenciada em pressoes
de até 300 bar. Em pressao superior a 1500 bar, pode ocorrer a inativagao enzimatica.
Em niveis de altissima pressédo (> 4000 bar) podem ocorrer mudancas estruturais
irreversiveis na enzima. No entanto, dentro da faixa tipica de pressédo aplicada na
maioria dos estudos (100-400 bar), podem acontecer apenas algumas mudancas
reversiveis na conformacéo. Destas, muitas néo interferem com o desempenho geral
da enzima. No entanto, a alta temperatura € sempre destrutiva para as enzimas
(KNEZ, 2009; REZAEI; TEMELLI; JENAB, 2007).

Dentre os fatores que influenciam na atividade enzimatica, a concentracdo de
agua é um dos mais importantes, pois as enzimas necessitam de uma quantidade
especifica de agua ligada a elas para manter a atividade. Usualmente uma quantidade
muito pequena de agua é necessaria para a reacao em fluidos supercriticos. A agua
afeta a acdo das enzimas, influenciando sua estrutura através de ligacdo nao-
covalente, ou pela ruptura de ligacbes de hidrogénio, ou facilitando a difusdo de
reagentes que influenciam o equilibrio da reacdo (KNEZ, 2009). No entanto, ndo é a
solubilidade de agua em si, mas a particdo de agua entre o suporte da enzima e do
solvente que influencia a estabilidade da enzima (HABULIN; PRIMOZI; KNEZ, 2005).
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Em altas atividades de 4gua, mudancas estruturais da proteina podem ocorrer
e até mesmo uma pequena mudanca conformacional pode ter um efeito importante
sobre a atividade. O excesso de agua também pode levar a aglomeracao da enzima,
reduzindo a &rea superficial disponivel para a reacdo. Além disso, as limitacbes de
transferéncia de massa também podem afetar o desempenho da enzima em niveis
maiores de agua (KNEZ, 2009).

A maioria das reacdes biocataliticas reportadas na literatura foram realizadas
com diéxido de carbono supercritico (PALJEVAC et al., 2007; KNEZ; HABULIN, 1998;
OLIVEIRA et al., 2006; ANDRADE et al., 2008; FRICKS et al., 2006; WIMMER,;
ZAREVUCKA, 2010; LANZA et al., 2005; PRIMO, 2006). Porém surgem limitacdes no
uso de COg2, devido a sua nao-polaridade e, portanto, a sua preferéncia para a
dissolugcdo de compostos hidrofébicos. Embora a agua seja necessaria para a
atividade enzimatica em CO- supercritico, a desnaturacao irreversivel de enzimas tem
sido reportada por uma variedade de sistemas enzimaticos aquosos na presenca de
CO2 pressurizado. Estudos de espectroscopia de fluorescéncia pressurizada in-situ
demonstraram que a mudanca na conformacao da proteina de tripsina bovina aquosa
€ rapida (ocorrendo nos primeiros minutos de contato) e que as mudancas nos
segmentos da enzima néo séao limitadas ao sitio ativo (KNUTSON; SARKARI, 2004).
Dessa forma, tem-se buscado novas alternativas para realizar biotransformacdes,
como a utilizacdo de outros gases, como fluorocarbonetos, propano, butano, éter
dimetilico e hexafluoreto de enxofre (KNEZ, 2009).

A utilizacao de gas liquefeito de petroleo (GLP) como fluido pressurizado pode
ser considerado muito promissor. Esse gas € comercialmente utilizado como gas de
cozinha, sendo constituido de uma mistura de propano, n-butano, isobutano, etano,
além de outros gases minoritarios. Isso faz esse gas ter um custo ligeiramente menor,
comparado com diéxido de carbono, mas principalmente em comparagdo a propano
e n-butano. Silva et al. (2012) observaram um aumento da atividade residual relativa
de 163%, utilizando GLP como fluido supercritico e a enzima inulinase de
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. Em contrapartida, com inulinase de
Aspergillus niger, foi obtido um aumento de 129% em sua atividade residual relativa.
Johns, Smallridge e Trewhella (2001) utilizaram géas liquefeito de petréleo, a 8 bar,

juntamente com levedura de panificacdo como catalisador, para reduzir etil
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acetoacetato para (S)-3-hidroxibutirato. Nesse processo foram obtidos 74% de

rendimento da reagéo.

Recentemente, a modelagem molecular, uma técnica computacional usada
para modelar ou simular o comportamento de moléculas comecou a ser utilizada. A
modelagem molecular tem se tornado uma ferramenta muito importante para entender
e explorar a estrutura e funcdo das macromoléculas. O principal objetivo desse estudo
tedrico é criar um modelo simplificado de um sistema, a fim de reproduzir mudancas
estruturais e comportamento dinamico de um sistema. A simulagdo dindmica
molecular (MD) é um método computacional comumente utilizado e amplamente
implementado para estudar as estruturas e propriedades das enzimas, e entender
seus comportamentos em altas temperaturas (NOORBATCHA; WAESOHO; SALLEH,
2010).

Noorbatcha, Waesoho e Salleh (2012) estudaram a enzima endoglucanase
nativa de Fusarium oxysporum. Examinaram as mudangas no comportamento
dinamico da enzima a 80 °C através da analise da derivacdo média da raiz quadrada
(RMSD) da estrutura inicial da enzima. Os valores de RMSD das regides helicoidais e
0 numero de voltas da estrutura secundaria (turn) encontram-se mais elevada em
comparacao com as regides em forma de a-hélice e folha-B. Estes fatores podem
explicar a perda de atividade da enzima em altas temperaturas. Verificou-se que as
diferentes regides da enzima se comportam de maneira diferente. O namero de
ligacOes de hidrogénio entre os residuos de aminoacidos e as moléculas de agua nas
regides turn da endoglucanase é maior. Regifes turn mostram maior flutuacéo do que
as regides a-hélice e folha-B. Uma contribuicdo importante para estas flutuacdes
decorre de mudancas rapidas nas regides turn que ligam a folha- e os 310-hélice.
Estes efeitos poderiam romper a conformacédo ativa da enzima, conduzindo a perda

de atividade enzimatica a temperaturas mais elevadas.

Embora se saiba que muitas das enzimas podem ser instaveis em condi¢cdes
severas de CO: supercritico, estudos experimentais recentes argumentaram que as
enzimas sao ativas e estaveis em propano, com a mesma pressao e condicdo de
temperatura. Mas ndo existem razdes claras a nivel molecular para a atividade e a
estabilidade das enzimas em tal condicdo. Nesse sentido, Monhemia e Housaindokht
(2012) examinaram as propriedades estruturais globais de lipase de Candida

antarctica B (CALB) em propano, hexano, dgua e em CO2 supercritico, utilizando
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simulacdo dinAmica molecular. Os valores de andlise da derivagdo média da raiz
guadrada (RMSD) mostram que a enzima tem uma estrutura mais semelhante a
nativa. Foi observado que mutacdes nas regides de entrada do sitio ativo levam a
obtencdo de mutantes de CALB, com aumento da atividade hidrolitica. Simula¢des
MD mostraram que a enzima tem uma estrutura mais semelhante a nativa em propano
gue em CO; supercritico. As estruturas secundarias da enzima permanecem intactas
em propano proximo ao ponto critico. Além disso, verificou-se que a atividade da
enzima em ponto proximo ao critico do propano pode estar relacionado com a particdo
de agua sobre a superficie da enzima. Os resultados deste trabalho explicam como a

enzima mantém-se estavel em condi¢des de alta pressdo de um gas comprimido.
2.7 Ultrassom

O uso de ultrassom de baixa frequéncia tem recebido atencédo crescente na
Ultima década para o aprimoramento de varios processos biotecnolégicos. O
ultrassom é definido como um som agudo acima da audicdo humana, que é usado
para uma variedade crescente de finalidades em diversas areas. E considerado uma
“tecnologia verde”, devido a sua alta eficiéncia, baixos requisitos instrumentais, seu
desempenho ser economicamente viavel e devido a reducéo significativa no tempo de
processo em comparacdo com outras técnicas convencionais (ROKHINA; LENS;
VIRKUTYTE, 2009).

O uso de um banho ultrassénico tem vantagens, como simplicidade e baixo
custo. As limitacbes mais evidentes sdo de que a frequéncia de operagcdo é
normalmente fixa e podem ocorrer variagbes de poténcia dentro do banho,
consequentemente, a padronizacdo dos locais de amostragem é essencial para fins
comparativos (BARTON; BULLOCK; WEIR, 1996).

O funcionamento de um banho ultrassénico consiste na producdo de ondas
sonoras de alta frequéncia por um gerador de ultrassom, as quais sédo convertidas por
um cristal piezelétrico (transdutor) em ondas mecéanicas no interior do liquido,
normalmente agua. A propagacdo dessas ondas no meio reacional origina uma

variacdo de pressédo, por se movimentarem mais rapidamente que o liquido. Dessa
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forma, ocorre a formacao de bolhas microscopicas de ar e vapor de agua, chamada
de cavitacdo (BARBOZA; SERRA, 1992).

A formacéao de cavitacdo se da em trés fases: formacédo de bolhas, crescimento
e violenta implosdo. A implosdo das bolhas produz um grande aumento da
temperatura, que é dissipada no liquido. No bioprocessamento enziméatico, €
importante a formacao de cavitag&o, o crescimento e colapso implosivo de bolhas no
liquido. O rapido colapso das bolhas de cavitacdo forma forcas de cisalhamento no
liquido e como resultado produz uma forte agitacdo. Esse efeito pode aumentar
significativamente a transferéncia de calor e massa, podendo ser util para o
carregamento dos reagentes ao sitio ativo da enzima e assim aumentar sua atividade

(CONDON et al., 2009, WANG et al., 2011).

O ultrassom pode ser classificado de acordo com o nivel de frequéncia em: alta
frequéncia e baixa poténcia (2-10 MHz) de ultrassom, também chamado de longo
alcance ou ultrassom diagnostico, que é usado na area medica e em analises
guimicas, e baixa frequéncia e alta poténcia (20-100 kHz) de ultrassom, o tipo
convencional de ultrassom que é usado para limpeza. Nesse caso, as bolhas
formadas possuem uma dimensdo menor, o que facilita a difusdo no liquido
(ROKHINA; LENS; VIRKUTYTE, 2009).

Durante anos, o ultrassom tem sido utilizado em varias aplicacbes da
biotecnologia, por exemplo, com a finalidade de rompimento celular para liberar
enzimas intracelulares e organelas que séo aplicadas na industria e medicina. Outras
aplicacdes incluem a transferéncia facilitada da célula para o solvente, a intensificacédo
de transferéncia de massa de celulose e pectinase durante o bioprocessamento de
tecidos de algodado e durante a oxidagédo do colesterol para colestenona por células
de Rhodococcus erythropolis. O ultrassom mostrou influenciar a cinética da reacao e
reduzir o tempo de reacdes de esterificacdo (ROKHINA; LENS; VIRKUTYTE, 2009).

Barton, Bullock e Weir (1996) observaram um aumento na atividade da
invertase de 37% e uma reducdo na inibicdo da hidrélise da sacarose em
concentracfes elevadas de substrato. As possiveis explicacdes para as mudancas
observadas sdo melhorias na eficiéncia da mistura e rompimento de interacdes intra
e intermoleculares com o substrato. Os autores ainda citam que o ultrassom pode ter

efeito de diminui¢cdo da inibicdo pelo substrato.
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Basto et al. (2007) observaram a descoloragéo de 65 - 77% de uma solucao de
indigo carmim, com tratamento enzimatico por lacase de Trametes villosa estabilizada
com alcool polivinilico, juntamente com ultrassom. O tratamento somente com a
enzima foi capaz de descolorir 20% da solugdo em 1 hora de tratamento. Estes
resultados tém implicacBes importantes para a exploracao de sonicacao na industria
téxtil, onde a poluicdo causada pelo lancamento de corantes em efluentes é uma das

principais preocupacoes.

Wang et al. (2011) estudaram a influéncia do ultrassom sobre a atividade da
enzima aliinase de alho fresco. Utilizando uma frequéncia de 40 kHz, foi obtido um
aumento na atividade da enzima de 47% com a temperatura de 35 °C. O ultrassom
ndo afetou a temperatura e pH O6timos da enzima, podendo aumentar a sua

estabilidade térmica.

Souza et al. (2013) investigaram os efeitos do uso do ultrassom sobre a amilase
comercial. Os resultados mostraram uma diminui¢cado de 80% na energia de ativacao,
e a atividade foi trés vezes maior para a temperatura de 40 °C na presenca de
ultrassom. Em relacdo ao pH, com a presenca de ultrassom apresentou efeito
negativo, ao passo que, com a auséncia, apresentou efeito positivo na atividade da

enzima.

Leaes et al. (2013) concluiram que os efeitos da irradiacdo ultrassonica alterou
a atividade das enzimas a-amilase e amiloglucosidase. Os resultados obtidos
indicaram que a atividade enzimatica foi maior em temperaturas acima de 50 °C na
presenca de ultrassom. Ainda, a energia de ativacdo de ambas as enzimas foi
reduzida consideravelmente na presenca de ultrassom, o que torna possivel a

hidrolise do amido a temperaturas baixas, como 30 °C.

2.8 Hidrdlise do material lignocelulésico

Os polimeros presentes nos materiais lignocelulésicos necessitam serem
convertidos a acucares simples antes da fermentacdo, através de um processo
chamado hidrdlise. Varios métodos tém sido descritos para a hidrélise desses
materiais. Os mais comumente citados séo a hidrélise acida e enzimética. Muitos

produtos podem resultar da hidrélise de material lignocelulésico. Quando a
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hemicelulose é hidrolisada, os produtos normalmente liberados para 0 meio séo
xilose, manose, acido acético, galactose e glicose. A principal aplicacdo da xilose é
para a bioconversao do xilitol, utilizado como adogante. Contudo, a degradacao de
xilana produz oito produtos principais: agua, metanol, &cidos férmico, acético e
propidnico, hidroxi-1-propanona, hidroxi-1-butanona e 2-furfuraldeido. Sob alta
temperatura e pressao, a xilose é preferencialmente degradada a furfural, enquanto

que a celulose é hidrolisada para glicose (BALAT, 2011).

2.8.1 Hidrélise acida

Os materiais lignocelulosicos podem ser hidrolisados quimicamente pela
adicéo de acidos. O acido sulfarico é mais frequentemente utilizado, baseado no preco
e toxicidade. A hidrdlise acida pode ser dividida em duas categorias: hidrolise com
acido concentrado e com acido diluido. O processo com acido concentrado opera a
baixas temperaturas (40°C), obtendo rendimentos altos em agucar. No entanto, o
consumo de acido € alto, embora pouca energia seja consumida para a recuperacao
e reciclo do acido. Além disso, o equipamento pode sofrer corroséao e € requerido um
tempo de reacado de 2 a 6 horas (TAHERZADEH; KARIMI, 2007a).

O processo com acido diluido € conduzido sob alta temperatura e pressédo, com
um tempo de reacao no intervalo de segundos ou minutos, o qual facilita o processo
continuo. O processo com acido diluido envolve uma solucédo de aproximadamente
1% de H2SO4 em um reator de fluxo continuo a alta temperatura (aproximadamente
215°C) (BALAT, 2011).

A hemicelulose é geralmente muito mais susceptivel a hidrélise acida que a
celulose, podendo obter rendimentos de mais de 85% em condi¢des relativamente
brandas. CondicGes mais severas atingem altos rendimentos de glicose através da
celulose, no entanto, levam a degradacédo dos aclUcares da hemicelulose, por serem
hidrolisados primeiramente, resultando em baixos rendimentos e produtos
indesejados, que também sao fortes inibidores da fermentacdo. Para reduzir a
degradacdo de monossacarideos em alta temperatura, a hidrélise com &cido diluido é
tipicamente conduzida em dois estagios: o primeiro com hemicelulose solubilizada sob

condicdes relativamente brandas, e no segundo com residuos solidos hidrolisados sob
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as mais severas condi¢cdes necessarias para decompor a celulose (TAHERZADEH;
KARIMI, 2007a).

A hidrélise que envolve o tratamento de lignocelulose a alta temperatura sob
condicdes acidas leva a formagcdo e liberacdo de véarios compostos. Quando a
hemicelulose é degradada, sao formados xilose, manose, acido acético, galactose e
glicose. Celulose é hidrolisada a glicose. A alta temperatura e pressao, a xilose € ainda
degradada a furfural, e 5-hidroximetilfurfural (HMF) é formado a partir da degradacao
da manose, galactose e glicose. Ainda pode haver a formacao de acido férmico a partir
do furfural e HMF e &cido levulinico com a degradacdo do HMF. Da lignina séo
gerados os compostos fendlicos e também podem ser formados durante a degradacao
dos carboidratos (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000b).

2.8.2 Hidrélise Enzimatica

A hidrdlise enzimatica de lignocelulose é conduzida pelas enzimas celulases,
gue degradam a celulose, e por enzimas que atacam a hemicelulose, como
glucuronidase, acetilesterase, xilanase, B-xilosidase, galactomanase e glucomanase.
Os produtos da hidrélise sdo usualmente acucares redutores, incluindo a glicose e
xilose (SUN; CHENG, 2002; BALAT, 2011).

A rota enzimatica tem recebido grande atencéo entre as diferentes alternativas
tecnoldgicas para a hidrolise de material lignocelulésico para a producao de etanol. A
principal vantagem relacionada ao uso de enzimas € a condicdo amena de operacao,
implicando numa reducdo da formacédo de produtos de degradacédo, o que elimina
etapas subsequentes para a remocao de furfural, &cido acético e acido levulinico
(SOCCOL et al., 2010; ALVIRA et al., 2010; CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).
Além disso, 0 uso de enzimas evita etapas posteriores de neutralizacéo que, além de
utilizar produtos quimicos, consome grande quantidade de agua e leva a geracao de

um efluente téxico que precisa ser tratado antes da sua liberacdo no ambiente.

Apesar das inumeras vantagens oferecidas pela hidrélise enzimatica de
residuos agroindustriais, o custo das enzimas tém dificultado a implantacéo e difusédo
desta tecnologia. Chen e Qiu (2010) afirmam que as celulases sdo responsaveis por

30% a 50% do custo total do processo. Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas
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com o objetivo de reduzir o impacto do preco das enzimas no valor do etanol produzido
com resultados animadores, porém ainda nao plenamente satisfatérios. Para o etanol
de segunda geracdo tornar-se economicamente viavel, o custo total com as enzimas
deve ficar abaixo de US$ 0,16 por litro de etanol (POLITZER; BON, 2006).

A hidrélise enzimatica de materiais lignocelulésicos € limitada por varios
fatores, como a cristalinidade da celulose, grau de polimeriza¢gdo, umidade, area de
superficie e contetdo de lignina (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

No caso da hidrélise enzimatica da celulose, a concentragédo de substrato é um
dos principais fatores que afeta o rendimento e taxa inicial de hidrolise. A alta
concentragao de substrato pode causar inibicdo, a qual baixa substancialmente a taxa
de hidrdlise. A lignina interfere na hidrélise por bloquear o acesso das celulases na
celulose e por ligar irreversivelmente enzimas hidroliticas. Em vista disso, a remogéo
da lignina pode aumentar consideravelmente a taxa de hidrolise (SUN; CHENG,
2002).

Varios estudos contemplam a utilizacdo da hidrélise enzimatica, tendo um
aumento consideravel nos ultimos anos. Chen et al. (2007) realizaram hidrolise
enzimatica e producao de etanol utilizando espiga de milho. Gottschalk, Oliveira e Bon
(2010) testaram a atuacéo sinérgica de celulases, xilanases, B-glucosidase e esterase
de acido ferulico na hidrolise de bagaco de cana-de-acucar. Aguiar (2010) estudou a
hidrolise enzimatica dos residuos lignocelulésicos de bagaco de cana-de-acucar,
palha de milho e palha de trigo, utilizando celulases produzidas pelo fungo Aspergillus
niger. Além destes, foram reportadas outras formas de hidrdlise da celulose, como em
agua supercritica (SASAKI et al., 1998; SAKA; UENO, 1999), ultrassom (SULAIMAN
et al., 2010), e também a hidrdlise enzimatica de carboximetilcelulose, baseado na

frequéncia de emissao de um sensor de ondas acusticas (HE et al., 2000).

2.8.3 Fatores que afetam a hidrolise enzimatica

O pré-tratamento € uma etapa necessaria para alterar algumas caracteristicas
estruturais da lignocelulose, aumentando a acessibilidade a glucana e xilana para o

ataque enzimatico. Como foi mencionado, essas modificagBes estruturais sao
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altamente dependentes do tipo de pré-tratamento aplicado e tem grande efeito sobre

a hidrolise enzimatica e etapas subsequentes (ALVIRA et al., 2010).

Os principais fatores que influenciam a hidrolise enzimatica da celulose em
matérias-primas lignocelulésicas podem ser divididos em fatores relacionados a
enzima e ao substrato, apesar de muitos deles estarem interligados durante a hidrélise
(ALVIRA et al., 2010). Os fatores que afetam a hidrélise enziméatica de celulose
incluem substratos, atividade da celulase, e condi¢cbes de reacéo (temperatura, pH, e
outros parametros) (SUN; CHENG, 2002).

Foi observado que o pré-tratamento melhora a hidrélise, mas em alguns casos
aumenta o indice de cristalinidade da frac@o celulésica. Este fato foi sugerido ser
devido a remocéo ou reducao da celulose amorfa mais facilmente disponivel apés pre-
tratamentos como explosao a vapor. Em contraste, pré-tratamentos com pH elevado
mostraram ter menos efeito e reduzirem a cristalinidade da biomassa em alguns casos
(ALVIRA et al., 2010).

O comprimento da cadeia de celulose, medido como grau de polimerizacao por
uma variedade de meétodos, € uma caracteristica importante do material que é
convertido em acUcares fermentaveis por meio de digestdo enzimatica. A
caracterizacao exata do comprimento da cadeia nativa de celulose é fundamental para
0 estudo do desempenho da celulase, em particular no caso de exo-celulases
(HUBBEL; RAGAUSKAS, 2010).

O grau de polimerizacdo esta essencialmente relacionado com outras
caracteristicas do substrato, como a cristalinidade. Embora o papel do comprimento
da cadeia de glucana ndo seja definitivamente conhecido, acredita-se afetar a
hidrolise da celulose. A despolimerizacdo depende da natureza do substrato. Na
hidrolise enzimatica, as endoglucanases clivam os locais internos das cadeias de
celulose, de preferéncia a menos ordenada, sendo a principal responsavel pela
reducdo do grau de polimerizacdo de substratos celulésicos. No entanto,
independentemente do substrato a ser atacado, parece haver um "nivelamento” do
GP da celulose, correlacionado com o0 aumento da recalcitrancia da celulose cristalina
residual (ALVIRA et al., 2010).
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Substratos

A concentracdo de substrato € um dos principais fatores que afeta o rendimento
e taxa inicial de hidrélise enzimatica de celulose. A baixos niveis de substrato, um
aumento da concentracdo deste geralmente resulta em um aumento do rendimento e
taxa da reacdo de hidrélise. No entanto, a alta concentracdo de substrato pode causar
inibicdo, a qual baixa substancialmente a taxa de hidrélise, e o grau de inibicdo pelo
substrato depende da razdo do substrato total e enzima total (SUN; CHENG, 2002).

A susceptibilidade de substratos celulésicos para celulases depende das
caracteristicas estruturais do substrato incluindo cristalinidade de celulose, grau de
polimerizacdo da celulose, area de superficie, e conteudo de lignina (SUN; CHENG,
2002; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). A lignina interfere na hidrolise por bloquear o
acesso das celulases na celulose e por ligar irreversivelmente enzimas hidroliticas.
Em vista disso, a remocéo da lignina pode aumentar consideravelmente a taxa de
hidrolise (SUN; CHENG, 2002). Ja a remocao da hemicelulose aumenta o tamanho
do poro do substrato, aumentando assim a acessibilidade e a probabilidade de
hidrolise da celulose (ALVIRA et al., 2010).

Celulase

Aumentar a dosagem de celulase no processo pode aumentar o rendimento e
taxa de hidrélise, mas aumentaria significativamente o custo do processo. A
concentracao de celulase na hidrdlise varia de 7 a 33 FPU/g de substrato, dependendo
do tipo e concentracao de substrato. A hidrélise enzimatica da celulose consiste de
trés etapas: adsorcao da celulase sobre a superficie da celulose, a biodegradacdo da
celulose para acucares fermentaveis, e desorcao de celulase. A atividade da celulase
diminui durante a hidrdlise. A adsorcéao irreversivel de celulase sobre a celulose é
parcialmente responsavel por esta desativacdo. A adicdo de surfactantes durante a
hidrolise € capaz de modificar a superficie da celulose e minimizar a ligacéo
irreversivel da celulase sobre a celulose. As celulases podem ser recuperadas do

liquido sobrenadante ou residuos sélidos, e a maioria das celulases recuperadas séo
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do liquido sobrenadante. A recuperagdo da enzima pode aumentar efetivamente a

taxa e o rendimento da hidrélise e baixar o custo da enzima (SUN; CHENG, 2002).

2.8.4 Inibicdo da atividade da celulase

A atividade da celulase € inibida pela celobiose, e, em menor grau, pela glicose.
Varios métodos foram desenvolvidos para reduzir a inibicao, incluindo o uso de altas
concentragdes de enzimas, o suplemento de B-glucosidases durante a hidrdlise, e a
remocdo de acUcares durante a hidrélise por ultrafiltracdo ou sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas (SSF). Neste, os acucares redutores produzidos na hidrélise
da celulose séo simultaneamente fermentados a etanol, o qual reduz extremamente a
inibicdo do produto na hidrélise (SUN; CHENG, 2002).

A sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF) é uma forma de evitar a
inibicdo enzimatica, uma vez que a medida que a glicose esta sendo formada, também
esta sendo consumida para a producao de etanol, levando a uma maior conversao de
celulose. Um processo em SSF requer uma condicao intermediaria de temperatura
para as enzimas e para a levedura adicionada, uma vez que a temperatura 6tima para
a sacarificacdo é cerca de 55 °C e 30 °C para a fermentacdo (SANTOS; SOUTO-
MAIOR; GOUVEIA, 2010). A vantagem da sacarificacdo e fermentacdo separadas
(SHF) é a habilidade de conduzir cada etapa sob condi¢cfes 6timas, tais como hidrdlise
enzimatica a 45-50 °C e fermentacdo em cerca de 30 °C. E possivel também realizar
a fermentacdo em modo continuo, com reciclo de células. A maior desvantagem de
SHF € inibir os acucares liberados durante a hidrélise (GALBE; ZACCHI, 2002).

2.8.5 Formacao de inibidores

Durante a hidrélise de materiais lignocelulésicos, uma série de compostos 0s
guais sao inibitérios a microrganismos sao formados ou liberados. Baseados em sua
origem, os inibidores séo usualmente divididos em trés grandes grupos: acidos fracos,
derivados do anel furano, e compostos fendlicos. Estes compostos limitam a utilizacao

eficiente dos hidrolisados para a producéo de etanol por fermentacao. Se os inibidores
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séo identificados e os mecanismos de inibicdo elucidados, a fermentagao pode ser
melhorada através do desenvolvimento de métodos de desintoxicacdo especificos,
escolher o microrganismo adaptado ou otimizar a fermentacédo (PALMQVST; HAHN-
HAGERDAL, 2000a).

Muitos métodos de desintoxicagdo como neutralizacao, calagem com hidroxido
de célcio, carvdo ativado, resinas de troca ibnica e de desintoxicacdo enzimatica
usando lacase sdo conhecidos para a remocao de varios compostos inibidores a partir
de hidrolisados lignocelulésicos (CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).

Desde que os inibidores nos hidrolisados celulésicos séo identificados, o
processo de fermentacdo pode ser melhorada de varias formas. A formacéo de
inibidores pode ser minimizada através da otimizacdo do pré-tratamento e das
condicdes de hidrolise. Podem ser desenvolvidos métodos de desintoxicacio
especificos para a remocao eficiente de inibidores antes da fermentacdo dos
hidrolisados. Uma melhor compreenséo dos mecanismos de inibicdo dos compostos
e de seus efeitos de interacdo, bem como a influéncia dos parametros ambientais tais
como pH, permitira a otimizacdo das condicbes durante a fermentacdo. Devem
também ser consideradas a taxa de bioconversdo e a resposta adaptativa do
microrganismo para 0s compostos toxicos no hidrolisado (PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000b).

2.9 Consideracdes acerca do estado da arte

Nesta revisdo bibliografica, procurou-se relatar o estado da arte acerca da
obtencdo de acucares fermentaveis a partir de materiais lignocelulésicos, com a
utilizacdo de novas tecnologias, como € o caso da utilizacdo de fluidos pressurizados
e a tecnologia de ultrassom. O Brasil € o maior produtor de etanol, obtido a partir de
cana-de-acUcar, planta que apresenta os maiores rendimentos de producdo desse
biocombustivel. A obtencéo de bioetanol a partir do bagaco da cana € uma forma de
aumentar sua producdo sem aumentar a fronteira agricola, além de gerar menos

residuos, o que é satisfatorio para o meio ambiente.

A etapa de hidrolise utilizando catalisadores bioldgicos é bastante utilizada. No

entanto, é necessario um pré-tratamento da biomassa para deixa-la acessivel para as
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enzimas hidrolisarem a celulose em acgucares fermentaveis. Grande parte dos
trabalhos reportados na literatura apresenta essas duas etapas separadas. Uma
juncdo dessas etapas seria interessante, pois 0 que se busca € um processo para a
producdo de etanol de segunda geracdo que seja viavel economicamente.

Particularmente, no que se refere ao emprego de GLP pressurizado como
agente modificador das enzimas aqui investigadas, ndo se encontrou nenhum estudo

a este respeito na literatura.

Diante da caréncia de dados na literatura, surgiu a proposta para esse trabalho,
que é a juncdo do pré-tratamento e hidrélise da biomassa lignocelulésica a alta
pressdo, utilizando fluidos pressurizados, visando a obtencdo de acUcares

fermentaveis para producao de etanol.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo encontram-se descritos os materiais e metodologias utilizadas
para a realizagdo dos experimentos com a enzima celulase em meio pressurizado,

bem como para mensuracéo de sua atividade.

3.1 Biomassa lignocelulésica

O bagaco de cana-de-acUcar utilizado neste trabalho foi obtido em uma
agroindustria do municipio de Marcelino Ramos/RS, o mesmo foi passado em peneira
de 16 mesh (1,0 mm/um) para a retirada das particulas maiores, ou seja, parte da

lignina existente, e acondicionado em lugar ao abrigo da luz e umidade.

Apos foi realizada a analise da composicdo quimica do bagaco de cana-de-
acucar, segundo metodologia descrita no Anexo A — Determinacdo da Composicao
Quimica por Van Soest (RABELO, 2010).

3.2 Enzima utilizada

Foram utilizadas nesse estudo o complexo celulolitico de Trichoderma reesei
(NS50013) e a enzima endo-xilanase (NS50030), gentiimente cedidas pela
Novozymes Latin America Ltda (Brasil). O complexo celulolitico catalisa a quebra do
material celulésico em glicose e celobiose, podendo ser utilizado para a reducéo de
viscosidade ou aumentar o rendimento de extracdo de produtos de origem vegetal.
Os principais produtos da reacdo de hidrolise da celulose com NS50013 sédo a
celobiose e a glicose. Ja a endo-xilanase é um kit destinado a conversao de materiais

lignocelulésicos.
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3.3 Reagentes

O GLP (gés liquefeito de petréleo) utilizado como fluido pressurizado foi
fornecido pela Petrobras e é constituido por uma mistura de propano (50,3%), n-
butano (28,4%), isobutano (13,7%), etano (4,8%) e outros componentes minoritarios
(metano, pentano, isopentano, etc.). A xilana de bétula, D-glicose e D-xilose foram
adquiridos da Sigma-Aldrich.

3.4 Planejamento experimental

3.4.1 Influéncia de ultrassom sobre a atividade da enzima xilanase NS 50030

Os experimentos foram realizados em um banho ultrassénico (USC - 1800A,
UNIQUE, Brasil), equipado com um transdutor com vibragdes longitudinais. O banho
ultrassénico tem uma frequéncia de funcionamento de 40 kHz e uma poténcia maxima
de 132 W. O transdutor de ultrassom (area de superficie de 282,2 cm?) é montado no

fundo do banho na horizontal ao longo do comprimento do banho.

Foram avaliados os efeitos da temperatura e do pH da solugcédo tampéao sobre a
atividade da xilanase. Foi realizado um delineamento composto central rotacional
(DCCR) para avaliar os efeitos da temperatura e do pH, baseados no intervalo de
temperatura e pH 6timos da enzima, de 35 a 60 °C e 5,2 a 8,0, respectivamente, de
acordo com a Tabela 3.1. Os efeitos do ultrassom na atividade foram avaliados através
da determinacdo da atividade da xilanase na presenca e auséncia de irradiacéo
ultrassénica, buscando-se saber se o ultrassom aumenta ou diminui a atividade da
enzima durante o processo. Os resultados serdo apresentados na forma de ganho ou
perda de atividade (Equacéo 1). Todos os resultados foram analisados através do
programa Statistica® 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA), considerando um nivel de

significancia de 95% (p <0,05).
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Tabela 3.1 - Varidveis e niveis utilizados no DCCR 22 para a enzima xilanase

NS50030 em banho termostatico e em banho ultrassoénico.

Niveis
Variaveis
-1,41 -1 0O +1 +1,41
pH 52 56 6,6 7,6 8

Temperatura (°C) 35 39 47 56 60

(Atividade ultrassom—Atividade banho termostatico)

Ganho ou perda de atividade = *100 (1)

Atividade banho termostatico

3.4.2 Influéncia do ultrassom e GLP pressurizado sobre a atividade da xilanase

Os experimentos com GLP pressurizado, simultaneamente com ultrassom,
foram realizados na unidade para tratamento enzimatico com fluido pressurizado e
ultrassom. A unidade utilizada nesse trabalho consiste basicamente de um
reservatorio de solvente, um banho termostatico (Nova Etica), um banho ultrassénico
(USC - 1800A, UNIQUE), com frequéncia ultrassbnica de 40 kHz e poténcia
ultrassonica total de 154 W (correspondente a 100% da poténcia), uma bomba de
seringa (ISCO 260D), uma célula de aco inoxidavel com um volume interno de 1mL,
um transdutor de pressdo (Smar, LD301) equipado com um indicador (Smar,
HT201).As linhas experimentais empregaram tubulacées com diametro externo de
1/16" de aco inoxidavel (HIP) e entre a bomba e o reservatorio de solvente ha uma
“‘checkvalve” (HIP 15-41AF1-T 316SS), para evitar o refluxo do solvente pressurizado.
O diagrama esquematico do aparato experimental € apresentado na Figura 3.1, e na
Figura 3.2 é apresentada a vista geral da unidade, bem como o sistema com a célula

mergulhada no banho termostatico.
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Figura 3.1 - Aparato Experimental - A unidade experimental consiste de: cilindro de

GLP (A), banhos termostaticos (B), bomba seringa de alta presséo (C), célula (D),
transdutor de presséao (E), indicador de pressao (F), valvula micrométrica (G).

(a) (b)

Figura 3.2 — Vista geral da unidade para utilizacao de fluido pressurizado (a) e sistema

com a célula mergulhada no banho termostético (b).

O extrato bruto enzimatico foi diluido em tampéao fosfato de sdédio pH 5.3, na
proporcdo de 1:10 (v/v), e cerca de 1mL desta diluicdo foi colocada na célula com
ajuda de uma seringa e mergulhada no banho com a temperatura estabelecida pelo
planejamento de experimentos. Nos experimentos que utilizavam ultrassom, essa

funcdo era acionada, nos outros experimentos o banho ultrassénico era utilizado
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também com a funcdo de banho termostatico. ApOs esta etapa, o sistema foi
pressurizado e mantido a pressao e temperatura constantes pelo tempo de exposicao
pré-estabelecido. O tempo necessario para o alcance da pressao de operagdo e
estabilizacdo do fluxo na bomba de seringa era de cerca de 5 minutos. Com a
estabilizacdo do sistema, era iniciada a contagem do tempo de exposi¢cédo ao fluido

pressurizado.

Ao término da reacdo, iniciava-se o processo de despressurizacao, que foi
mantido a 10 bar/min para todos os experimentos. Apds, a célula era desconectada e
a enzima retirada. A quantidade exata de enzima retirada da célula era obtida
gravimetricamente, e apds sabendo-se o0 peso e a densidade da enzima chegava-se
ao volume final, que era utilizado para a andlise de atividade enzimética. A atividade
da enzima foi determinada antes (atividade inicial) e depois (atividade final) do

processo de tratamento com fluido pressurizado.

Foi realizado um delineamento composto central 23, para avaliar os efeitos da
pressao, temperatura e tempo de exposi¢cdo ao fluido sobre a atividade da xilanase,
na presenca e na auséncia de irradiacdo ultrassénica, conforme a Tabela 3.2. As
variaveis foram estudadas nesses intervalos devido a estudos anteriores e as

caracteristicas da bomba seringa de alta presséao.

Tabela 3.2— Variaveis e niveis utilizados no DCC 23 para a enzima xilanase NS50030

em GLP pressurizado e em GLP pressurizado combinado com ultrassom.

Niveis
Variaveis

-1 0 +1

Temperatura (°C) 50 65 80
Presséao (bar) 30 150 270

Tempo (h) 10 35 6,0
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3.4.3 Determinagéo da atividade enzimatica da xilanase

A atividade da xilanase foi determinada de acordo com a metodologia proposta
por Lopes et al. (2011), que consiste na adicdo da enzima em uma solucdo de xilana
de bétula 1%, dissolvida em tampéao fosfato de sédio pH 5.3. Os tubos foram deixados
em banho-maria a temperatura de 50 °C por 5 minutos. Apds o término da reacao,
procedeu-se a determinacao dos acucares redutores totais, que se baseia no método
proposto por Miller (1959), com acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Esse método consiste
em pipetar 0,5 mL da amostra e adicionar a mesma quantidade de DNS em um tubo
de ensaio. A seguir, o tubo é levado ao banho-maria, em agua fervente, por 5 minutos.
Apos a amostra é resfriada em banho de gelo e adicionado 8mL de tartarato de sodio
e potassio 0,05 M. Por ultimo é feita a leitura das amostras em espectrofotdmetro
(Perkin Elmer Lambda 35 UV/VIS) a 540 nm. Uma unidade de atividade de xilanase
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1umol de agucar
redutor (D-xilose) por minuto a 50 °C. A atividade sera expressa em termos de
atividade residual relativa, para verificar o efeito dos tratamentos com ultrassom e

fluido pressurizado, de acordo com a Equacéao 2:

Atividade apds tratamento

Atividade Residual Relativa = * 100 (2)

Atividade antes do tratamento

3.4.4 Influéncia do ultrassom e GLP pressurizado sobre a atividade de celulase

Para avaliar o efeito da temperatura, pressao e tempo de exposi¢ao do fluido
pressurizado sobre a enzima celulase, foi realizado um delineamento composto
central (DCC) 23. Os resultados foram analisados usando o software Statistica® 8.0
(Statsoft Inc, Tulsa, OK, USA). A Tabela 3.3 apresenta os niveis utilizados, bem como
os intervalos de temperatura, pressao e tempo de exposicdo ao fluido pressurizado.
O mesmo planejamento foi utilizado para a avaliacdo da atividade da enzima,
utilizando tratamento com fluido pressurizado combinado com ultrassom, com
poténcia equivalente a 80% da poténcia total do equipamento (123 W). Os

experimentos foram realizados da mesma forma que a enzima xilanase, utilizando o
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aparato experimental da Figura 3.2, e 0 mesmo procedimento citado anteriormente
(item 3.3.2). O extrato bruto enzimético foi diluido em tampéao acetato de sodio 0,2 M
pH 5.5, na proporc¢ao de 1:10 (v/v) para a execugao dos experimentos, e os intervalos
estudados de temperatura, pressao e tempo de reacao foram baseados em trabalhos
anteriores, caracteristicas da enzima e capacidade da bomba seringa de alta presséao.

Tabela 3.3— Variaveis e niveis utilizados no DCC 22 para a enzima celulase NS50013

em GLP pressurizado e em GLP pressurizado combinado com ultrassom.

Niveis
Variaveis

-1 0 +1

Temperatura (°C) 40,0 47,0 54,0
Presséao (bar) 30 150 270

Tempo (h) 1,0 3,5 6,0

Apoés a execucdo dos experimentos de acordo com a Tabela 3.3, um novo
planejamento foi conduzido, a fim de estudar o efeito da variacdo da poténcia do
ultrassom e o tempo sobre a atividade da enzima celulase. A temperatura e pressao
foram fixadas no ponto central (47 °C e 150 bar). O intervalo de variacao do tempo foi
de 10 a 60 minutos. Ja a poténcia do ultrassom variou de 31 W a 154 W. Dessa forma,

foi realizado um delineamento composto central (DCC) 22, conforme a Tabela 3.4.

Tabela 3.4—Variaveis e niveis estudados no DCC 22 variando a poténcia do ultrassom

e o0 tempo da exposicao ao fluido.

Niveis
Variaveis

-1 0 +1

Poténcia do ultrassom (W) 31 92 154

Tempo (min) 10 35 60
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3.4.5 Determinacgdo da atividade enzimatica de celulase em papel filtro (FPU/mL)

O procedimento foi realizado de acordo com a metodologia proposta por
Mandels (1976). Foi adicionado 50 mg de papel filtro (Whatman, n°1) em tubos de
ensaio, com a enzima celulase antes do tratamento e apds o tratamento. Apds,
adicionou-se 2mL de tampdao acetato de sodio 0,2 M pH 5,5 (BALSAN et al., 2012).
Os tubos foram deixados em banho-maria a temperatura de 50 °C por 60 minutos.
Apés o término da reacao, procedeu-se a determinacdo dos acgucares redutores totais,
gue se baseia no método proposto por Miller (1959), com &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). Uma unidade de celulase é definida como sendo a quantidade de enzima
necessaria para a liberacdo de 1umol de acucar redutor por minuto, ou seja, U =

pumol.mint. A atividade foi expressa em termos volumétricos (U.mL™1).

Para se determinar a concentracdo de acucares redutores presentes nas
amostras, construiu-se a curva de calibrac&o utilizando glicose como acucar redutor,

nas concentracoes entre 0,3 a 3 g/L.

A atividade enzimatica da celulase sera expressa em termos de atividade
residual relativa, para verificar o efeito do tratamento com fluido pressurizado e fluido
pressurizado juntamente com ultrassom, que consiste na razéo entre a atividade ap6s

o tratamento e antes do tratamento, de acordo com a Equacéo 1 (Item 3.3.3).

3.4.6 Hidrdlise Enzimatica do Bagaco de cana-de-acucar

Para conduzir os experimentos de hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-
acucar, foi utilizada a mesma unidade para tratamento da enzima em fluido
pressurizado e em ultrassom (Fig. 3.1 e 3.2-a), apenas foi utilizada uma célula com

volume interno de 30 mL em substituicdo a célula de 1mL (Fig. 3.3).
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Figura 3.3 — Célula utilizada para a hidrélise do bagaco de cana-de-acucar.

Para os proximos ensaios, foi mantida a temperatura 6tima dos experimentos
anteriores, que foi de 47 °C, tempo de exposicédo de 4 horas e poténcia ultrassénica
de 154 W. Foram variadas a porcentagem de enzima e de umidade, com relacdo a
guantidade de bagaco de cana, e a pressao do sistema. Os calculos da porcentagem
de agua e de enzima utilizadas foram realizados por meio de fracdo massica. Para
tanto dois delineamentos composto central 23 foram realizados, para ensaios
utilizando a poténcia do ultrassom, e sem a utilizagéo do ultrassom, totalizando dessa
forma 22 experimentos (Tabela 3.5). Da mesma forma, nas condicdes com maior
rendimento de hidrdlise da celulose em glicose, foram realizadas cinéticas para avaliar

0 comportamento da hidrdlise.

Tabela 3.5 — Variaveis e niveis utilizados para o planejamento experimental da
hidrdlise enzimatica do bagaco de cana em GLP pressurizado e em GLP pressurizado

combinado com ultrassom.

Niveis
-1 0 +1
Enzima (%) 2 6 10

Variaveis

Umidade (%) 40 60 80

Pressdo (bar) 50 125 200
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Para a realizacdo dos proximos experimentos, primeiramente foi realizada a
correcdo de umidade do bagaco. Foi calculada, através de fragdo massica, a
guantidade de agua que deveria ser adicionada ao bagaco para estar de acordo com
a umidade que seria estudada, ou seja, de 40 a 80%. Dessa forma, foi adicionada a
guantidade de agua referente a cada umidade em amostras de 10 gramas de bagaco
de cana, e as amostras foram levadas a estufa a 105 °C por 24 horas, para, por
gravimetria, chegar a umidade real do bagaco.

Célculo da umidade do bagaco de cana:

(peso béquer+peso bagaco+peso dgua)—(peso apos estufa)

Umidade =

«100 (3)

(peso bagaco+peso dgua)

O procedimento para realizacdo dos experimentos baseou-se em
primeiramente pesar a agua (para adicdo de umidade do bagaco), apos a enzima,
para que houvesse solubilizacdo entre a enzima e a agua, e por ultimo o bagaco de
cana. Apos alguns minutos, a mistura era adicionada na célula, e conectada a
unidade. Apos o sistema era submetido a elevacao de presséao; decorrido o tempo da
reacdo, o sistema era despressurizado e apos a célula era desconectada, onde

procedia a determinacéo de acucares redutores totais.

3.4.7 Determinacado da concentracao de acgucares redutores totais (ART)

Apés o procedimento a alta presséo, os acucares redutores totais do bagaco
de cana foram extraidos utilizando 100 mL de agua destilada, adicionados a amostra.
Essa mistura era levada a incubacéao, por 20 minutos a uma temperatura de 40 °C
(MAZUTTI et al., 2010). ApGs esse periodo, a amostra era filtrada utilizando-se papel
filtro qualitativo Whatman n° 1, feita afericdo a 100 mL, e preparada para leitura de
ART no espectrofotdmetro (Perkin EImer Lambda 35 UV/VIS), de acordo com Miller
(1959). As amostras eram preparadas em duplicata e a leitura era realizada também

em duplicata.
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Como o método quantifica agucares redutores totais, podem ser quantificados
glicose e xilose. Dessa forma, os resultados serdo expressos em ART/g de bagaco,

gue inclui glicose e xilose.

O célculo de ART (Eq. 4) leva em consideracao a curva de calibracdo do
espectrofotometro (valor 2,4109), a absorbancia medida em 540 nm, e quantidade de
agua destilada utilizada para a extracéo dos agucares do bagaco de cana (100 mL de
agua destilada), utilizando 2 gramas de bagaco de cana. Como apG@s o0 experimento o
bagaco nédo foi seco em estufa, foram feitas pequenas altera¢des nos célculos levando
em consideracdo a umidade do bagaco de cana.

ART (g/g bagaco) = 2,4109 * abs * (%) (4)

3.4.8 Hidrdlise enziméatica do bagaco de cana em sistema a pressao ambiente

Nesse procedimento foi utilizado apenas o banho ultrassénico, com (154 W) e
sem a utilizacdo de poténcia. Foram utilizadas as mesmas condi¢des do planejamento
utilizando GLP pressurizado. Dessa forma, foram estudadas a porcentagem de
enzima e agua utilizadas nos ensaios, mantendo-se a mesma temperatura (47 °C) e
tempo de 4 horas de reacdo, de acordo com o planejamento 22 (Tabela 3.6). As
amostras de 2 gramas de bagaco de cana, juntamente com a a4gua e a enzima foram
colocadas em erlenmeyers que foram mergulhados no banho ultrassénico. Apés esse

procedimento, foi realizada a extracdo do acucar conforme item 3.3.7.

Tabela 3.6 — Planejamento experimental para a hidrélise do bagaco de cana a pressao

ambiente.

Niveis
-1 0 +1
Enzima (%) 2 6 10

Variaveis

Umidade (%) 40 60 80
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3.4.9 Hidrdlise &cida do bagaco de cana-de-acglcar

Para comparacao com a hidrélise enzimatica, foi realizada uma hidrdlise acida,
utilizando a mesma quantia de bagaco de cana-de-agucar (2 gramas), adicionando
100 mL de &cido cloridrico 2 M. A mistura foi levada ao banho fervente por 20 minutos.
ApGs a mistura foi filtrada e neutralizada com NaOH 2 M até pH 6. A leitura de ART
da amostra foi realizada conforme procedimento citado anteriormente, de acordo com
Miller (1959).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos e também uma
discussao sobre o assunto, baseada em dados reportados na literatura.

4.1 Influéncia do ultrassom sobre a atividade da enzima xilanase NS50030

A Tabela 4.1 apresenta os resultados relativos a atividade da xilanase em funcéo

do pH e temperatura, na presenca e auséncia de irradiacao ultrassonica.

Tabela 4.1- Efeito do pH e temperatura sobre a atividade da xilanase determinada

em banho termostatico e em banho ultrassonico.

Atividade Atividade

Ganho/perda
_ banho banho o
Experimento pH T (°C) » . de atividade
termostatico  ultrassénico
(%)
(U/mL) (U/mL)
1 5,6 (-1) 39 (-1) 18,25 40,27 120,70
2 7,6 (1) 39 (-1) 15,50 39,11 152,29
3 5,6 (-1) 56 (1) 24,74 3,43 -86,12
4 7,6 (1) 56 (1) 25,32 6,02 -76,24
5 5,2 (-1,41) 47 (0) 21,83 53,23 143,80
6 8,0 (1,41) 47 (0) 19,55 40,27 105,93
7 6,6 (0) 35 (-1,41) 16,22 2,70 -83,36
8 6,6 (0) 60 (1,41) 26,28 2,51 -90,46
9 6,6 (0) 47 (0) 21,50 51,45 139,28
10 6,6 (0) 47 (0) 22,01 48,41 119,91

11 6,6 (0) 47 (0) 20,31 45,67 124,82
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De acordo com a Tabela 4.1, a condigdo na qual foi obtida o maior ganho de
atividade foi o experimento 2, com temperatura de 39 °C e pH de 7,6. Porém o ganho
de atividade foi alto nos experimentos a temperatura de 39 °C (experimentos 1 e 2) e
47 °C (experimentos 5, 6, 9 e 10), independentemente do pH utilizado. Os resultados
desses experimentos indicam que a atividade da xilanase aumentou

consideravelmente utilizando ultrassom em condi¢Bes especificas.

Através da Tabela 4.1, percebe-se também que a enzima responde de forma
diferenciada as variacbes nas variaveis independentes (temperatura e pH). Para
verificar a influéncia do ultrassom sobre a atividade, os dados da Tabela 4.1 foram
utiizados para avaliar os efeitos de interacdo e quadraticos das variaveis

independentes.

A Figura 4.1 mostra os efeitos calculados para a atividade determinada na
auséncia de ultrassom. A temperatura apresentou efeito positivo (p<0,05), enquanto
o pH apresentou efeito negativo sobre a atividade, sendo significativo estatisticamente
(p<0,05). Entre os efeitos, a temperatura foi 0 mais pronunciado, indicando que o seu

aumento levou a uma atividade de xilanase mais elevada.

o ////

(1)pH(L) / -2,88585

1Lby2L 12,520092

PH(Q) 1,06534

Temperatura(Q) / -,056286

p=,05
Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 4.1 — Gréfico de Pareto para as variaveis estudadas no tratamento da xilanase
NS50030 em banho termostético, p<0,05, 132 W.



47
Capitulo 4 — Resultados e Discusséo

A Figura 4.2 mostra os efeitos para a atividade determinada na presenca de
ultrassom. Nesse caso, apenas o0 efeito da temperatura foi significativo
estatisticamente (p<0,05), apresentando valor negativo, indicando que a diminuicéo

da temperatura levou a uma maior ganho de atividade enziméatica.

Temperatura(Q) -4,80173
(2)Temperatura(L) / -2,12952
(DpHL) -,510967
pH(Q) -,299138
1Lby2L , 1606414
P=;05

Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 4.2— Grafico de Pareto para as variaveis estudadas no tratamento da xilanase
NS50030 em banho ultrassoénico, p<0,05, 132 W.

Através da andlise estatistica, conclui-se que o0 uso do ultrassom alterou o
comportamento da enzima. O pH foi significativo apenas com a auséncia de
ultrassom. O termo linear para a temperatura apresentou um valor positivo e um efeito
mais pronunciado sobre a atividade na auséncia de ultrassom, enquanto que na
presenca de ultrassom apenas o termo quadratico para a temperatura foi significativo,
apresentando efeito negativo. Na Figura 4.3 pode ser visualizada a curva de contorno,
onde pode ser visto claramente que a atividade maxima da xilanase foi obtida entre

0s pHs de 5,2 e 7 e entre as temperaturas de 43 a 47 °C.
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T (°C)

Il > 50
| Il <50
B < 40
B < 30

: : : <20
5,2 5,6 6,6 7,6 8 % <10

Figura 4.3 — Curva de contorno mostrando os efeitos do pH e temperatura sobre a

atividade da xilanase na presenca de ultrassom.

Estas diferencas nos resultados obtidos na presenca e auséncia de ultrassom
sao discutidas por alguns autores, no entanto ndo ha nenhum esclarecimento acerca
do assunto. No que concerne ao pH, alguns autores citam que o ultrassom quebra
interacdes fracas e induz a mudancas conformacionais nas estruturas das proteinas
(OZBEK; ULGEN, 2000; BATISTELLA et al., 2012; WANG et al., 2011; BASHARI et
al., 2012), as quais podem ter causado a diferenca na magnitude dos efeitos sobre a
atividade entre os experimentos. Com relacdo a temperatura, sabe-se que a
sonicacdo de um liquido causa dois efeitos primarios, chamados de cavitacdo e
aquecimento (WANG et al., 2011). Embora o efeito de aquecimento do ultrassom seja
minimizado pelo controle da temperatura durante os experimentos, a tensdo de
cisalhamento causada pelo colapso das bolhas pode promover um leve aquecimento,
gue nao é medido devido a posicdo do sensor, que pode resultar em um aumento
local da temperatura, levando a um efeito menos pronunciado da temperatura na

atividade enziméatica na presenca de ultrassom.

Bashari et al. (2012) avaliou o efeito da irradiacéo ultrassdnica nas estruturas

secundérias e terciarias de dextranases pela medi¢do da fluorescéncia intrinseca e
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espectro de dicroismo circular na presenca e auséncia de irradiacéo ultrassoénica. Eles
observaram que a baixa intensidade ultrassonica induziu o desdobramento molecular
da proteina, destruindo as interagfes hidrofébicas das proteinas, disponibilizando
mais grupos e regides nas moléculas e diminuindo a fluorescéncia da dextranase. Por
outro lado, os resultados das analises do espectro de dicroismo circular mostrou que
a fragao da a-hélice aumentou por meio do ultrassom. Os autores atribuiram esse
aumento as transformacdes causadas pelo tratamento com ultrassom, o qual afetou

beneficamente a atividade enzimatica.

4.2 Influéncia do ultrassom e GLP pressurizado sobre a atividade de xilanase

Na Tabela 4.2 constam os resultados obtidos no delineamento composto
central (DCC) referente a atividade residual relativa da xilanase obtida apos
tratamento com GLP pressurizado e GLP pressurizado combinado com ultrassom,

154 W. Os dados também estdo expressos em ganho ou perda de atividade.

Tabela 4.2- Planejamento de experimentos realizado (valores codificados e reais)
bem como valores de atividade residual relativa para o tratamento da enzima xilanase
NS50030 com GLP pressurizado, GLP e ultrassom (154 W) e ganho ou perda de

atividade.
Atividade residual ~ Ganho ou perda de
Exp. T (°C) P (bar) Tempo (h) Relativa (%) atividade (%)
GLP e GLP e
GLP GLP
ultrassom ultrassom
1 50(-1) 30(-1) 1(-1) 242.4 83,8 142,4 -16,2
2 80 (+1) 30 (-1) 1(-1) 108,6 13,8 8,6 -86,2
3 50 (-1) 270 (+1) 1(-1) 120,9 75,9 20,9 -24,1
4 80 (+1) 270 (+1) 1(-1) 9,5 14,2 -90,5 -85,8
5 50(-1) 30(-1) 6 (+1) 106,1 50,9 6,1 -49,1

6 80 (+1) 30 (-1) 6(+1) 14,3 196  -857 -80,4
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Tabela 4.2 — Continuagéo.

7 50 (-1) 270(+1)  6(+1) 1005 623 0,5 -37,7
8 80 (+1) 270(+1) 6(+1) 103 149  -89,7 -85,1
9 65(0) 150(0) 3,5(0) 22,0 16,1  -98,0 -83,9
10 65(0) 150(0)  3,5(0) 19,0 182  -91,0 -81,8
11 65(0) 150(0)  3,5(0) 17,2 184  -828 -81,6

De acordo com a tabela acima, os resultados da atividade residual relativa para
o tratamento com GLP, houve uma grande variacdo entre os resultados obtidos, com
ganhos e perdas de atividade. A atividade mais pronunciada foi verificada no
experimento 1, condicdo na qual foi estudada o nivel mais baixo de todas as variaveis
do DCC, enquanto que perdas na atividade foram verificadas para as condi¢cbes

experimentais 4,6 e 8 a 11.

Tendéncia similar foi verificada entre os experimentos 1 e 2, onde houve apenas
0 aumento da temperatura de 50 para 80 °C, observou-se que a atividade residual
relativa diminuiu consideravelmente. Comportamento similar foi verificado nos
experimentos 3 e 4, onde também a variavel que sofreu alteracéo foi a temperatura
(de 50 para 80 °C), sendo que a diminuicdo da atividade foi mais pronunciada no
segundo caso. Para esses resultados é possivel verificar a influéncia da presséo, de
modo que um aumento na pressao de 30 para 270 bar, para os experimentos 1 e 2,
ou 3 e 4, levou a diminuicdo da atividade residual relativa. O tempo de exposicéo
também afetou negativamente a atividade da enzima, se verificado os experimentos
5 a 11, comparados aos experimentos 1 a 4. A analise dos efeitos das variaveis

encontra-se na Figura 4.4.
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(1)Temperatura (°C) / -2,92607 1
(3)Tempo (h) -1,71372
(2)Presséo (bar) -1,57673
2by3 1,445225
1by3 ,4328827
1lby2 / ,1643858
P=105 |

Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 4.4— Grafico de Pareto para as variaveis estudadas no tratamento da xilanase
NS50030 em GLP pressurizado, p<0,05.

Somente a temperatura foi significativa estatisticamente (p<0,05) no intervalo
estudado. Isso foi devido ao fato de o intervalo estudado ser muito amplo. Os
resultados corroboram com Um e Walsun (2010), que afirmam que a temperatura
Otima para a preparacdo enzimatica esta entre 35-55 °C e acima desse limite a
estabilidade da enzima diminui consideravelmente, justificando a diminuicdo
pronunciada na atividade enzimatica para temperaturas maiores que 50 °C. Embora
as outras variaveis nado tenham sido significativas no intervalo avaliado, possivelmente
influenciadas pelo forte efeito da temperatura, seus valores negativos sdo um
indicativo que pressdo maior que 30 bar e tempo de exposicdo maior que 1 hora é

prejudicial para a atividade da xilanase.

Considerando o tratamento da xilanase com GLP pressurizado e ultrassom (62
coluna da Tabela 4.2), foi verificada uma atividade residual relativa baixa em todas as
condicBes experimentais (perda de atividade), indicando que o tratamento com
ultrassom nao foi eficaz para melhorar a atividade da xilanase. Esse resultado néo
corrobora com os resultados verificados na secédo anterior, onde houve um ganho de

atividade com a utilizacdo do ultrassom. No entanto, as alteragcdes promovidas na
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enzima devido ao ultrassom, como, por exemplo, o desdobramento molecular da
proteina, destréi interagcbes hidrofébicas das moléculas de proteina, causando mais
grupos e regides dentro das moléculas para expor para a parte externa (BASHARI et
al., 2012) e nesse caso, 0 GLP pode ter desativado a estrutura terciaria do seu sitio

ativo.

Os dados da Tabela 4.2 foram utilizados na avaliacdo dos efeitos sobre a
atividade da xilanase, de acordo com o Gréfico de Pareto da Figura 4.5. Somente a
temperatura foi a variavel significativa (p<0,05) no intervalo estudado, enquanto a
pressdo e o tempo de exposicdo apresentaram efeito negativo sobre a atividade

residual relativa.

(1)Temperatura (°C) -4,0162
1by3 1,0117
(3)Tempo (h) -,763548
2by3 ,2710594
1lby2 -,148892
(2)Presséo (bar) -,015271
D:;05

Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 4.5— Grafico de Pareto para as variaveis estudadas no tratamento da xilanase
NS50030 em GLP pressurizado e ultrassom, p<0,05, 154 W.

Analisando os tratamentos a que a enzima foi submetida, a magnitude do efeito
da temperatura foi maior para a enzima tratada com GLP pressurizado e ultrassom do
gue para a enzima tratada somente com GLP pressurizado. Esse resultado é
corroborado com Bashari et al. (2012), que afirma que o ultrassom promove alteracao

na estrutura terciaria de seu sitio ativo que, na presenca de GLP pressurizado, levou



53
Capitulo 4 — Resultados e Discusséo

aresultados indesejaveis. Ainda, Wang et al. (2011) diz que a sonicacao de um liquido
causa dois efeitos primarios, chamados de cavitacdo e aquecimento. No entanto, o
efeito de aquecimento do ultrassom foi eliminado pelo controle da temperatura, e a
tensdo de cisalhamento causada pelo colapso das bolhas pode promover um leve
aguecimento que nao € medido devido a posi¢do do sensor, que pode resultar em um

efeito mais pronunciado da temperatura sobre a atividade enzimatica.

4.3 Efeito do tratamento a alta presséo e ultrassom na atividade da celulase NS50013

A Tabela 4.3 apresenta os resultados da execucdo do planejamento
experimental realizado para a enzima celulase a alta pressao utilizando como fluido
pressurizado o GLP (gas liquefeito de petroleo) e também GLP pressurizado

combinado com ultrassom.

Tabela 4.3— Planejamento de experimentos realizado (valores codificados e reais)
bem como valores de atividade residual relativa para o tratamento da enzima celulase
NS50013 com GLP pressurizado, GLP pressurizado e ultrassom (123 W), e ganho ou

perda de atividade em ambos 0s casos.

Atividade residual Ganho ou perda de

Exp. T (°C) P (bar) Tempo (h) Relativa (%) atividade (%)
GLP e GLP e
GLP GLP
ultrassom ultrassom

1 40 (-1) 30 (-1) 1(-1) 219,8 230,8 119,8 130,8
2 54 (+1) 30 (-1) 1(-1) 64,5 34,8 -35,5 -65,2
3 40 (-k1) 270 (+1) 1(-1) 114,9 312,6 14,9 212,6
4 54 (+1) 270 (+1) 1(-1) 167,7 381,1 67,7 281,1
5 40 (-1) 30 (-1) 6 (+1) 122,9 171,8 22,9 71,8
6 54 (+1) 30 (-1) 6(+1) 3,90 68,6 -96,1 -31,4
7 40 (-1) 270(+1) 6 (+1) 168,9 15,7 68,9 -84,3

8 54 (+1) 270 (+1) 6 (+1) 44,5 339  -555 -66,1
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Tabela 4.3 — Continuagéo.

9 47 (0) 150(0)  3,5(0) 1156 1780 156 78,0
10 47 (0) 150(0)  3,5(0) 1179 1622 17,9 62,2
11 47 (0) 150(0)  3,5(0) 1206 1793 20,6 79,3

De acordo com os resultados obtidos, 0 maior ganho em atividade residual
relativa, considerando os ensaios com GLP pressurizado, foi obtido no experimento 1
(T=40°C, P=30 bar, t=1 h), com 219,8%. Também verifica-se que os resultados
obtidos no ponto central do DCC demonstraram a boa reprodutibilidade dos dados
experimentais, pois foram verificados desvios baixos entre a triplicata. Observou-se
gue a atividade enzimatica da celulase era muito instavel; dessa forma optou-se em
medi-la todos os dias em que eram realizados os experimentos. Apds o0 término dos

mesmos, a atividade continuou sendo medida periodicamente.

Pode-se verificar também que os experimentos que resultaram em uma menor
atividade tinham em comum a temperatura (54 °C), seguidos do tempo de exposi¢cao
ao fluido de 6 horas. Dessa forma pode-se inferir que apesar de apenas a temperatura
ter sido estatisticamente significativa neste estudo (Figura 4.6a), o tempo de
exposicao ao fluido também é importante nesse processo, pois 0s ensaios onde foram
obtidas as menores atividades residuais relativas tinham os maiores tempos de
exposicdo ao GLP pressurizado, juntamente com a temperatura mais elevada. De
acordo com Paljevac et al. (2007), uma vez que as enzimas sao proteinas, sua
atividade é fortemente dependente da temperatura. Em altas temperaturas, as
interacdes fracas que dao sustentacédo a estrutura globular da proteina séo destruidas,
seguidas de inativacdo. Além disso, as caracteristicas apolares do GLP, combinadas
com a alta temperatura, podem favorecer a solubilidade de residuos apolares de

proteina, levando a inativacao.

Com relacao aos experimentos envolvendo GLP e ultrassom, houve um aumento
na atividade residual relativa na maioria dos ensaios, sendo que a maior atividade
residual foi com a condicdo 4, com 381%, experimento este consistia da maior
temperatura e maior pressao estudadas, seguidos dos ensaios 3, 1, ponto central e
experimento 5. Nesse tratamento observa-se através do grafico de Pareto (Figura

4.6b) que o parametro que mais influenciou na atividade da enzima foi o tempo de
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exposicdo, influenciando negativamente na atividade residual. As interacdes entre
pressao e tempo e entre temperatura e pressdo também foram significativas a 95%

de confiancga.

7

(1)Temperatura (°C) / //// -3,00547

(3)Tempo (h) -1,96976

1by2 1,76123

1by3 -1,22426

2by3 , 7672256

(2)Presséo (bar) |/ , 7376835

p=,05
Efeito estimado (valor absoluto) (a)

(3)Tempo (h) -8,150

2by3 -7,53658

1by2 / 4,699252

(2)Presséo (bar) 2,889693

(1)Temperatura (°C) —2,58769

1by3 ,5175387

p=,05
Efeito estimado (valor absoluto) (b)

Figura 4.6— Grafico de Pareto para o tratamento da celulase NS50013 em: (a) GLP

pressurizado, p<0,05; (b) GLP pressurizado e ultrassom, p<0,05, 123 W.
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A andlise de variancia (ANOVA) foi empregada para a validacdo do modelo
matematico codificado utilizado para a predicdo da atividade enzimatica da celulase
em GLP pressurizado. O valor de F reflete a razdo entre a soma quadratica média
devido a regressédo e a soma quadréatica média devido ao erro e indica a significancia
de cada fator do modelo. Analisando a Tabela 4.4, o F calculado é 3 vezes maior que

o F tabelado. Isso valida o0 modelo a seguir, com 95% de confianga.

A=116,9 -43,2.T +10,6.P -28,3.t + 25,3.T.P -17,6.T.t + 11.P.t (5)

Tabela 4.4— ANOVA (andlise de variancia) para o tratamento da celulase com GLP

pressurizado.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fou
Variacao guadrados liberdade medio
Regresséao 30888,8 6 30888,8 18,65
Residuo 6623,0 4 1655,7
Total 37511,8 10

R =0,91; F (0,95:6:4) = 6,16

A partir da andlise dos efeitos apresentados na Fig. 4.6 pode-se sugerir que 0s
tratamentos utilizados neste trabalho podem modificar o comportamento da enzima, o
gue pode ser explicado com base na solubilidade do GLP em enzima liquida, que é
muito baixa, devido a natureza hidrofébica desse gas. No tratamento de uma solucao
enzimatica com o GLP pressurizado, um contato muito baixo entre a enzima e o GLP
pode ser esperado, devido a baixa solubilidade mutua e o fato de que o sistema néo
foi mantido sob agitacdo durante os experimentos. Nesse sentido, numa mesma
condicdo de temperatura e pressao, levando em consideracdo que nao ha mistura de
GLP com solucdo enzimatica, ocorre uma diminuicdo no tempo de meia vida da
enzima, de maneira que o aumento da temperatura tenha um efeito negativo na

atividade da enzima.
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Entre os estudos reportados na literatura, observa-se que os resultados dos
tratamentos utilizando fluidos pressurizados séo dependentes da enzima em questéao,
a comecar por Knez e Habulin (2002). Os autores se referem que as diferencas na
particdo da agua sdo responsaveis pela maior atividade de lipase em propano
comparada a CO2. Além disso, a baixa constante dielétrica do propano favorece a
abertura do sitio ativo da enzima. O efeito hidrofébico e o desenvolvimento de ligacbes
de hidrogénio intramolecular sédo as principais forcas de estabilizacdo de proteinas.
Na presenca de alguns solventes organicos, proteinas devem expor seus residuos
apolares, ocorrendo o desdobramento da proteina. Espera-se que os fluidos
pressurizados com baixa constante dielétrica, como o propano, possam contribuir para
este fendbmeno. Dessa forma, pode-se sugerir que 0 propano possa manter ou
aumentar a atividade enzimatica (ANDRADE et al., 2008).

Oliveira et al. (2006) avaliaram os efeitos da presséo, temperatura e tempo de
contato com a lipase Novozym 435 utilizando como fluidos pressurizados COo,
propano e n-butano. O estudo revelou que o tratamento com didxido de carbono levou
a perdas na atividade, enquanto o uso de propano e n-butano promoveu melhorias da
atividade da enzima. Em geral, dentro da faixa estudada, a temperatura e tempos de
exposicao afetaram positivamente a atividade enzimatica. Os autores ainda citam que
0 aumento da atividade enzimatica pode estar associado possivelmente com as
caracteristicas hidrofébicas do propano e n-butano, e devido a afinidade da enzima

com estes solventes.

Knez e Habulin (1998) avaliaram a estabilidade da lipase imobilizada de
Rhizomucor miehei, durante 46 horas, a 60 °C e pressao atmosférica, apds exposicao
a n-butano e a uma mistura de propano:n-butano (70:30), a 100 bar e 35 °C. Nessas

condi¢Bes quase ndo houve perda de atividade.

Com a enzima proteinase de mamao (Carica papaya), Habulin, Primozic e Knez
(2005) observaram a diminui¢ao da atividade a 300 bar e 24 h utilizando propano como
fluido pressurizado, comparada a CO2 supercritico. Nesse caso, a enzima pode ter

uma maior afinidade com solventes que podem formar ligaces de hidrogénio.

Andrade et al. (2008) estudaram o efeito do tratamento de b-hidantoinase
liofilizada a partir de feijdao Azuki (V. angularis) em propano comprimido. Em termos
de atividade residual, a enzima mostrou boa estabilidade nesse solvente, ndo havendo

muita perda nem ganho de atividade nas condi¢cbes estudadas, variando pressao,
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temperatura e tempo de exposi¢édo. Em condi¢des de pH de 10 e 11 foram observados

aumentos de 33% na atividade residual dessa enzima em tratamento com propano.

Em tratamento com GLP, a enzima inulinase de Kluyveromyces marxianus
NRRL Y-7571 apresentou um aumento de 163% na atividade residual utilizando GLP.
Comainulinase de Aspergillus niger, foi observado um aumento de 129% na atividade
residual relativa. Os autores concluiram que a atividade da enzima ap6és o tratamento
com GLP pressurizado depende da natureza estrutural da enzima e das condi¢cbes
experimentais aplicadas, tais como o tempo de exposic¢ao, a taxa de despressurizacao
e a pressao do sistema (SILVA et al., 2013a).

Silva et al. (2013b) obtiveram melhores resultados no rendimento da produgao
de frutooligossacarideos de origem microbiana, quando as enzimas inulinases foram
previamente tratadas com GLP, em comparacdo com outros fluidos, como COg,
propano e n-butano pressurizados. Pelos resultados obtidos, o uso de fluidos
pressurizados, como GLP, é importante no sentido de melhorar o desempenho da

enzima, contribuindo assim para o desenvolvimento de novos processos.

Uma comparacgao entre os valores de atividade residual relativa obtidos com
GLP pressurizado e GLP pressurizado juntamente com ultrassom pode ser

visualizada na Figura 4.7.

Em geral, houve um comportamento semelhante com relacdo ao ganho ou
perda de atividade residual, comparado ao tratamento somente com GLP
pressurizado. Na grande maioria das condi¢ées em que houve um ganho em atividade
residual nos experimentos com GLP pressurizado, com a adi¢cdo de ultrassom houve

um ganho ainda maior.
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Figura 4.7— Comparacdo entre os dados de atividade residual relativa da enzima
celulase NS50013 obtidos somente com GLP pressurizado e com a juncdo de

ultrassom.

O tratamento simultdneo com GLP pressurizado e ultrassom esté vinculado a
um melhor contato entre a enzima e o GLP devido a cavitagcdo provocada pelo
ultrassom, certamente melhorando a transferéncia de massa em toda a mistura. Neste
caso, os efeitos de interacdo da temperatura, pressao e tempo de exposi¢cao foram
significativos, indicando que o contato da enzima e GLP leva a alteracbes na
conformacdo da proteina. Como o ganho de atividade foi superior para a técnica
combinada, pode salientar-se que GLP interage com a estrutura terciaria da enzima

aumentando a sua atividade.

Deste ponto de vista, é possivel afirmar que o GLP aumenta o poder catalitico
da enzima, tornando-se, portanto, um solvente interessante para tratar a enzima antes
da sua utilizacdo no processo, ou para realizar reac¢des, usando GLP como meio de
reacdo enzimatica. Esta afirmacéo é suportada pelos resultados mostrados na Fig.

4.7, que compara o ganho / perda de atividade enzimatica obtida a partir de ambas as
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técnicas de tratamento. Com poucas excecdes, 0 ganho de atividade enzimatica foi
maior para o tratamento combinado envolvendo GLP pressurizado e ultrassom do que
para GLP pressurizado apenas. No experimento 4, este aumento foi de cerca de trés

vezes maior.

Com relacéo a influéncia da temperatura sobre a atividade enzimatica, Liu et
al. (2008) observaram que a temperatura 6tima e de inativacédo da lipase em banho
ultrassénico foi entre 5-10°C maior, comparado com a auséncia de ultrassom. Ja
Rokhina, Lens e Virkutyte (2009) afirmam que a tolerdncia de enzimas apdés
tratamento com ultrassom pode depender da localizacéo fisiolégica da enzima na
célula e do seu peso molecular, e também que o processo de sonicacdo néo destroi
o sitio ativo da enzima, ao contrario da desnaturacao pelo calor.

Condon et al. (2009) observaram o aumento da taxa de hidrolise da Accelerase
1000, tendo como substrato residuos de uma industria téxtil. Os autores se referem
gue o ultrassom causa uma agitacdo mecanica, e dessa forma pode aumentar a
transferéncia de calor e massa na superficie do substrato, ao romper as camadas
interfaciais, ativando o desempenho catalitico das macromoléculas da enzima
adsorvida na superficie do substrato. Do mesmo grupo de trabalho, Yachmenev et al.
(2009) também obtiveram resultados positivos com a utilizacdo de ultrassom na
hidrolise de palha de milho e bagaco de cana, utilizando a enzima celulase de
Trichoderma reseei ATCC 26921.

Yasuda et al.(2010) consideraram que o ultrassom rompe fisicamente a
superficie da celulose, acelera a difuséo da celulase e remove a celulase que esteja
inativada juntamente com a glicose. Barton et al. (1996) cita que o ultrassom tem o
potencial de influenciar a taxa de reacdo em varias maneiras, sendo que € um
processo que deixa a mistura de reacdo mais homogénea, facilitando a difusédo para

0s sitios ativos da enzima.

Wang et al. (2011) diz que o ultrassom aumenta a atividade enzimatica, pois a
irradiacdo de baixa frequéncia pode causar efeitos estaveis de cavitacdo, o que altera
a configuracdo da enzima e melhora sua atividade. Tendo um efeito de cavitacéo
estavel e transferéncia de massa, uma mistura mais homogénea € alcancada. Isso
favorece o movimento dos reagentes ao sitio ativo da enzima, aumentando a
eficiéncia da reacdo. Ainda, o autor cita a formacéo de radicais contendo O> que s&o

formados no campo de cavitagdo do ultrassom. Quimicamente, os radicais hidroxila
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produzidos pelo ultrassom podem reagir com as moléculas intermediarias produzidas

pela enzima, limitando sua inativacgao.

Dessa forma, pode-se dizer que o aumento da atividade da celulase em GLP
pressurizado e ultrassom esta relacionado a afinidade da enzima com o solvente, e
gue o tratamento com ultrassom contribuiu para uma melhora na transferéncia de
massa entre a enzima e o solvente, facilitando o processo de difusdo, contribuindo

para o aumento da atividade em determinadas condi¢gdes experimentais.

A andlise de variancia (ANOVA) foi empregada para a validacdo do modelo
matematico codificado utilizado para a predicdo da atividade enzimatica da celulase
em GLP pressurizado e ultrassom. Analisando a Tabela 4.5, o F calculado € 26 vezes
maior que o F tabelado, com o coeficiente de determinacdo de 0,98. Isso valida o
modelo a seguir, com 95% de confianga.

Tabela 4.5— ANOVA (anélise de variancia) para o tratamento da celulase com GLP

pressurizado, combinado com ultrassom.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fo
Variacao guadrados liberdade médio
Regresséao 135380,3 6 135380,3 160,64
Residuo 3371,0 4 842,7
Total 138751,2 10
R = 0,98; Foes64) = 6,16
A=160,8-26,6.T +29,7.p -83,6.t + 48,2.T.p + 5,3.T.t - 77,4.p.t (6)

Onde A é a atividade residual relativa, T, p e t sdo os valores codificados para

temperatura, pressido e tempo, respectivamente.

Na Figura 4.8, com a superficie de reposta e curva de contorno, pode ser

visualizado os intervalos nos quais houve maior registro de atividade residual relativa
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da celulase. Correlacionando as variaveis pressao e tempo, as figuras indicam que as

maiores atividades residuais relativas foram alcancadas nas reacbes onde foram
testadas maiores pressdes nos menores tempos.

I = 250
I < 350
Il < 200
B <250
[ ]=<200
<150
B < 100
=50

Lopay BRSRP NENTMES SRS

Tempo (h)

Bl < 400

Il < 300

<200

30 150 270 E <100
Pressao (bar)

Figura 4.8- Superficie de resposta e curva de contorno, correlacionando o tempo e a

pressao utilizados nos experimentos envolvendo a celulase NS50013.
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4.4 Efeito do tratamento da enzima celulase com fluido pressurizado variando a

poténcia do ultrassom

Como foi observado que os menores tempos de exposi¢céo ao fluido tiveram
maior influéncia sobre a atividade da celulase, um novo planejamento foi conduzido,
a fim de estudar o efeito da variacdo da poténcia do ultrassom e o tempo sobre a
atividade da enzima celulase. A temperatura e pressao foram fixadas no ponto central
(47,5°C e 150 bar). O intervalo de variagdo do tempo foi de 10 a 60 minutos. J& a
poténcia do ultrassom variou de 31 W a 154 W. Dessa forma, foi realizado um
delineamento composto central (DCC) 22. A Tabela 4.6 apresenta os resultados para

o planejamento estudado.

Tabela 4.6— Planejamento de experimentos realizado (valores codificados e reais)
bem como valores de atividade residual relativa para o tratamento da enzima celulase

NS50013 com GLP pressurizado, variando a poténcia do ultrassom e tempo.

Experimento Poténcia do Tempo de Atividade Residual
Ultrassom (W) exposicao (min) Relativa (%)
1 31 (-1) 10 (-1) 185,9
2 154 (+1) 10 (-1) 80,9
3 31 (-1) 60 (+1) 297,4
4 154 (+1) 60 (+1) 383,8
5 92 (0) 35 (0) 175,2
6 92 (0) 35 (0) 153,8
7 92 (0) 35 (0) 171,8

Como pode ser observado na tabela acima, os ensaios 3 e 4 obtiveram uma
maior atividade residual relativa, nesses ensaios foram avaliados os extremos de
poténcia do ultrassom e tempo de exposi¢cdo ao tratamento. De acordo com o

diagrama de Pareto (Figura 4.9), apenas o tempo foi significativo estatisticamente, a
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95% de confianga, indicando que os maiores tempos levam a maiores atividades

residuais relativas.

(2)Tempo (min) 3,851923

1by2 1,779098

(1)Poténcia do ultrassom (W) -,17289

p=,05
Efeito estimado (valor absoluto)
Figura 4.9 — Grafico de Pareto para as variaveis estudadas no tratamento da celulase
NS50013 em GLP pressurizado, combinado com ultrassom, variando sua poténcia e

tempo, p<0,05.

Em dados obtidos na literatura acerca da variacéo da intensidade ultrassoénica,
Li et al. (2004) observaram um aumento da sacarificacdo de polpa de papel com
celulase em tanque agitado. Foram estudadas poténcias de até 45 W, sendo com esta
poténcia a maior taxa de sacarificacdo. Xiao et al. (2005), utilizando ultrassom com
frequéncia de 20 kHz, observaram que o aumento da poténcia diminuiu o tempo de

reacao de transesterificacédo de glicose envolvendo solventes e protease de B. subtilis.

A poténcia é um fator importante em rea¢des conduzidas sob ultrassom. As
ondas ultrass6nicas de baixa intensidade tém um efeito menor sobre a transferéncia
de massa de uma solucdo, em comparacdo a alta intensidade, a qual aumenta a
transferéncia de massa. Por outro lado, o0 aumento da intensidade do ultrassom pode
levar a inativacdo da enzima (OSBEK; ULGEN, 2000; ERCAN; SOYSAL, 2011).

Portanto, o aumento da energia ultrassbnica, em um intervalo apropriado, pode
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aumentar a atividade enziméatica, devido a diminuicéo da inibicdo pelo substrato e uma

menor aglomeracao da enzima (LIU et al., 2008).

4.5 Influéncia do tempo de tratamento com GLP pressurizado e ultrassom na atividade
da celulase

Conforme os resultados dos ensaios da Tabela 4.6, foi realizada uma cinética,
visando determinar o tempo 6timo para a atividade residual relativa, levando em
consideracdo as poténcias de 31 W e 154 W. Para tanto, foram conduzidos
experimentos nos tempos de 15, 30, 45, 60 e 120 minutos, com pressao de 150 bar e
temperatura de 47,5 °C. Os ensaios foram realizados em duplicata. Com a poténcia
do ultrassom de 31 W foi alcan¢cada uma atividade residual relativa de 241% no tempo
de 30 minutos, e com a poténcia de 154 W foi obtida uma atividade residual relativa
de 350%, com tempo de 60 minutos, conforme a Figura 4.10. Portanto, 0 maior ganho

em atividade residual relativa no processo foi utilizando a poténcia de 154 W.

Usualmente, um aumento na poténcia do ultrassom proporcionara um aumento
nos efeitos sonoquimicos, devido a um aumento do processo de cavitacao
(FILGUEIRAS et al., 2000). Com isso podera ser aumentada a transferéncia de
massa, influenciando no sitio ativo da enzima e aumentando a atividade enzimatica
(WANG et al., 2011; CONDON et al., 2009). Estes fatos podem ser considerados

relevantes nas cinéticas realizadas.
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Figura 4.10— Cinética da atividade residual relativa da enzima celulase NS50013

(média e erro padréao), submetida a tratamento com GLP pressurizado, variando a
poténcia do ultrassom: (a) 31 W; (b) 154 W.
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4.6 Hidrdlise enzimatica do bagaco de cana-de-acucar utilizando GLP como fluido

pressurizado

ApOs as andlises realizadas com as enzimas xilanase e celulase e os
tratamentos realizados com GLP pressurizado e GLP pressurizado simultaneamente
com ultrassom, foi observado que o tratamento com fluido pressurizado néo teve o
efeito esperado para a xilanase, na qual foi conseguido um aumento consideravel em
apenas uma condicdo experimental, com os niveis mais baixos estudados pelo
delineamento composto central, e sem a utilizacdo de irradiacao ultrassonica. Sabe-
se que para hidrolisar o bagaco de cana com a utilizacdo de fluidos pressurizados é
necessaria a utilizacao de pressdes elevadas para obter o rompimento da cadeia de

celulose, e assim, em conjunto com a enzima, hidrolisa-la em agucares fermentaveis.

Dessa forma, para a proxima etapa do trabalho, a de hidrolise enzimética do
bagaco de cana com GLP pressurizado, e em combinagcédo com ultrassom, foi utilizado
apenas a celulase NS50013, pelo desempenho consideravel obtido anteriormente no

estudo envolvendo a enzima com GLP pressurizado e ultrassom.

Nas analises de caracterizacdo quimica do bagaco de cana-de-acucar
peneirado, encontraram-se 0s seguintes valores: celulose 39,17%, hemicelulose
35,52% e lignina 1,12%. Considerando que foi utilizada nestes experimentos a enzima
celulase NS50013, a composicao do bagaco de cana que se torna hidrolisavel com a
utilizacdo dessa enzima € a celulose. Sendo assim, para os célculos de eficiéncia do
processo sera utilizada a porcentagem de celulose existente no bagaco de cana-de-

acucar.

A Tabela 4.7 apresenta os resultados do delineamento composto central em
termos de acucares redutores totais obtidos na execucdo dos 11 ensaios. Foram
obtidos valores de ART de 0,1672 a 0,2450 g/g bagaco. Os melhores resultados foram
obtidos no experimento 8, seguidos do ponto central e experimento 6. Considerando
a celulose total do bagaco de cana utilizado nesse trabalho de 0,3917 g/g, o melhor
resultado corresponde a uma eficiéncia do processo, em termos de celulose, de
62,5%.
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Tabela 4.7— Planejamento de experimentos realizado (valores codificados e reais)

bem como valores de agucares redutores totais para a hidrélise do bagaco de cana

utilizando a enzima NS50013 com GLP pressurizado.

Experimento Umidade Presséao Enzima ART (g/g de

(%) (bar) (%) bagaco)
1 40 (-1) 50 (-1) 2 (-1) 0,1805
2 80 (+1) 50 (-1) 2 (-1) 0,1769
3 40 (-1) 200 (+1) 2 (-1) 0,1903
4 80 (+1) 200(+1) 2 (-1) 0,1916
5 40 (-1) 50 (-1) 10 (+1) 0,1672
6 80 (+1) 50 (-1) 10 (+1) 0,2071
7 40 (-1) 200 (+1) 10 (+1) 0,1980
8 80 (+1) 200 (+1) 10 (+1) 0,2450
9 60 (0) 125 (0) 6 (0) 0,1870
10 60 (0) 125 (0) 6 (0) 0,2174
11 60 (0) 125 (0) 6 (0) 0,2104

ART= glicose e xilose

Os dados da Tabela 4.7 foram utilizados para a avaliacdo dos efeitos das

variaveis sobre a quantidade de acucares liberados, que sdo apresentados na Figura

4.11. Como pode ser visto na figura, a pressdo, umidade e interacdo entre umidade e

enzima tiveram efeito significativo positivo sobre a hidrolise, (p<0,1). Isso indica que 0

aumento da umidade do bagaco de cana, 0o aumento da pressao e também o aumento

da umidade e quantidade de enzima adicionada levaram a uma maior taxa de ART.
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(2)Pressao (bar) / 2,42596
1lby3 2,321282
(1)Umidade (%) 2,197409
(3)Enzima (%) 2,026649
2by3 1,150235
1by2 / ,3109819

p=.1
Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 4.11- Grafico de Pareto para as variaveis estudadas na hidrélise enzimatica

do bagaco de cana utilizando GLP pressurizado, p<0,1.

Trés fatores devem ser considerados nesse processo: a matéria-prima (bagaco
de cana-de-acucar), o fluido pressurizado utilizado (GLP) e o complexo celulolitico
NS50013. O bagaco de cana, apesar de ter sido peneirado, ainda continha quantidade
de fibras, o que pode ter contribuido para a dificuldade em hidrolisar a parte celulésica.
Em adicao, o gas liquefeito de petrdleo é um fluido de natureza hidrofébica, e agiu em
todos os ensaios com baixa solubilidade com o bagaco de cana que continha certa

umidade.

Nesses experimentos buscou-se utilizar a menor quantidade possivel de
enzima, e verificar qual era seu efeito na hidrélise. Convém ressaltar a baixa atividade
enzimatica da celulase, que por ser uma enzima liquida, se tornava menos estavel;
sendo assim verificada periodicamente, atingindo valores no intervalo de 3-5 FPU/mL.
Dessa forma, além da enzima ter atividade enzimatica baixa, infere-se que haja no
meio grande quantidade de celobiose, necessitando de uma enzima mais especifica
para degrada-la em glicose, como a B-glucosidase. Yang et al. (2012) utilizaram £3-

glucosidase em excesso para prevenir o acumulo de celobiose. Ja grande parte de



70
Capitulo 4 — Resultados e Discusséo

trabalhos reportados na literatura utiliza a juncdo de duas ou mais enzimas para
conseguir bons resultados em hidrélises, citando alguns: Dagnino et al. (2013),
Wanderley et al. (2013), Garcia-Aparicio et al. (2011), Rabelo et al. (2011), Soares et
al. (2011), Santos, Kawase e Coelho (2011). Dionisio et al. (2009) encontraram cerca
de 20% a menos de conversdo de celulose em glicose utilizando apenas a celulase
NS50013, em comparagdo com outras condicbes estudadas, utilizando celulase e
celobiase, e celulase, celobiase e xilanase.

4.7 Hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-acucar utilizando GLP como fluido

pressurizado combinado com ultrassom

A Tabela 4.8 apresenta os resultados da hidrélise enzimatica de bagaco de cana,
utilizando fluido pressurizado e também ultrassom (154 W).

Tabela 4.8— Planejamento de experimentos realizado (valores codificados e reais)
bem como valores de acucares redutores totais para a hidrolise do bagaco de cana

utilizando a enzima celulase NS50013 com GLP pressurizado e ultrassom (154 W).

Experimento Umidade Presséao Enzima ART (g/g de

(%) (bar) (%) bagaco)
1 40 (-1) 50 (-1) 2 (-1) 0,1751
2 80 (+1) 50 (-1) 2 (-1) 0,2017
3 40 (-1) 200 (+1) 2 (-1) 0,1935
4 80 (+1) 200(+1) 2 (-1) 0,2172
5 40 (-1) 50 (-1) 10 (+1) 0,1747
6 80 (+1) 50 (-1) 10 (+1) 0,1997
7 40 (-1) 200 (+1) 10 (+1) 0,2019
8 80 (+1) 200 (+1) 10 (+1) 0,2153

9 60 (0) 125 (0) 6 (0) 0,2095
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Tabela 4.8 — Continuagéo.

10 60 (0) 125 (0) 6 (0) 0,2097

11 60 (0) 125 (0) 6 (0) 0,2043

ART= glicose e xilose

A Tabela 4.8 apresenta os resultados referentes a hidrélise do bagaco de cana
com GLP e ultrassom. Observa-se que os melhores resultados estdo no experimento
4, seguido do experimento 8 e ponto central. Entre os ensaios 4 e 8, a diferenca se
encontra na porcentagem de enzima utilizada, onde foram utilizados o minimo e
maximo de enzima testada. De acordo com o grafico de Pareto (Figura 4.12), as
variaveis umidade e pressao foram significativas positivamente, p<0,05. Nesse caso,

a eficiéncia do processo, calculada em termos de celulose, é de 55,4%.

(1)Umidade (%) / 3,847866 -

N\

(2)Presséo (bar) 3,328654

1by2 -,627251

1by3 -514236

2by3 ;3809529
(3)Enzima (%) 1812996

p=,05
Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 4.12— Grafico de Pareto para as variaveis estudadas na hidrélise enzimatica

do bagaco de cana utilizando GLP pressurizado e ultrassom, p<0,05.
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Fazendo um comparativo juntamente com 0s experimentos sem ultrassom,
percebe-se que a maior quantidade de ART/g de bagaco foi encontrada no
experimento no qual ndo foi utilizado o ultrassom. Entretanto, em metade dos ensaios,

a quantidade de acucares redutores totais aumentou com a utilizagdo do ultrassom.

No tratamento realizado por Sindhu et al. (2012), observou-se que o ultrassom
induziu a mudancas na biomassa. O bagaco de cana sem tratamento mostrou ter uma
estrutura compacta e ordenada, enquanto que o bagagco de cana com tratamento
ultrassonico e utilizacdo de surfactante mostrou ter uma estrutura distorcida. Isso
indicou que o tratamento com ultrassom removeu algumas das fibras externas pela
destruicdo da rede de celulose-hemicelulose-lignina. A sonicacdo nao hidrolisa a
biomassa a aclcares, mas gera uma biomassa pré-tratada que é mais facilmente

hidrolisada pelo aumento da area superficial.

Seino et al. (2001) observou que a irradiacdo ultrassonica de 23-45 kHz
aumenta a porosidade da fibra de celulose e a clivagem das liga¢des a-O-4 ou 3-O-4
na lignina. Durante o processo de sonicacao, ha o choque do substrato lignocelulosico
devido as ondas geradas pela cavitacdo. Isso aumentara a area de superficie,

aumentando a hidroélise enzimatica.

4.8 Cinética de hidrdlise enzimatica utilizando GLP como fluido pressurizado e

ultrassom

Apés a realizacéo do planejamento de experimentos com rea¢cdes com 4 horas
de duracao, buscou-se realizar reacdes com variacdes de tempo, de 15 minutos a 8
horas. Foram selecionadas as condi¢des dos ensaios 7, 8 e 9, visto que foram obtidos

bons resultados nessas condi¢cdes, com e sem o0 uso de ultrassom.

Foi analisada a quantidade de ART do bagaco sem nenhum tratamento,
chamado de branco. A extracdo dos acgUcares redutores totais foi realizada de acordo
com o item 3.7 de Material e Métodos. Foi realizada a leitura de 10 amostras e obtido

um valor médio de ART de 0,1538 g/g de bagaco.
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O méximo valor de ART alcancado com as cinéticas foi de 0,2477 g/g de
bagaco, obtido no experimento 8 (sem ultrassom), no tempo de 8 horas de reacéo.
Nessa condicéo, foram utilizados 10% de enzima, 80% de umidade do bagaco de
cana, e pressao de 200 bar.

Além disso, percebe-se de acordo com a Tabela 4.9, que a utilizacdo do
ultrassom na reacdo de hidrolise acelerou o inicio da reagdo, o que pode ser
observado pelos valores maiores de ART no experimento 9, com ultrassom. Em
contrapartida, a sua utilizacdo néo foi eficiente para alcancar um contedo maior de
ART hidrolisado pela reagdo, onde o maximo valor encontrado foi muito semelhante
as mesmas condi¢cdes, porém sem a utilizacdo do mesmo (Ponto central, sem

utilizagdo de ultrassom).

Tabela 4.9—- Valores de acucares redutores totais para as cinéticas de hidrolise

enzimatica do bagaco de cana com GLP pressurizado.

ART ART ART ART
Tempo : : : :
) Experimento  Experimento Experimento 9 Experimento 9
T* 8* (ponto central)*  (ponto central)**

0 0,1538 0,1538 0,1538 0,1538
0,25 0,1563 0,1688 0,1632 0,1680
0,5 0,1610 0,1702 0,1708 0,1840

1 0,1697 0,1791 0,1733 0,1798

2 0,1646 0,1862 0,1799 0,1870

4 0,1713 0,2027 0,2077 0,2007

6 0,1764 0,2350 0,2169 0,2059

8 0,2007 0,2477 0,2191 0,2189

* Sem a utilizagdo de ultrassom; ** Com a utilizag&o de ultrassom.

Verifica-se, também, a importancia da umidade do bagaco de cana na reacdo
de hidrdlise a alta pressédo, analisando os dados referentes aos ensaios 7 e 8, que

diferem na quantidade de agua adicionada ao bagaco de cana (2 e 10%, valores
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minimo e maximo testados). De acordo com Kim e Hong (2001), o contetdo de
umidade é uma variavel importante na hidrdlise, pelo contato entre o dioxido de
carbono e a &gua resultarem na formagdo de acido carbdnico, o qual age como
catalisador, tendo a capacidade de realizar hidrolises envolvendo acidos juntamente

com os carboidratos do bagaco de cana.

A Figura 4.13 ilustra as cinéticas de hidrélise enzimética realizadas com GLP

pressurizado e ultrassom.
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Figura 4.13— Cinética da hidrolise enzimatica utilizando GLP como fluido pressurizado

e ultrassom.

4.9 Hidrélise enzimética do bagaco de cana-de-agUcar a pressao ambiente

A tabela a seguir contém os resultados em acucares redutores totais para o0s

experimentos realizados apenas utilizando o ultrassom, sem fluido pressurizado.
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Neste planejamento, onde os experimentos foram realizados utilizando somente o
banho termostético e/ou ultrassénico, a condigdo que levou a uma maior quantidade
de ART/g de bagaco foi 0 experimento 4, que consistia de 80% de umidade no bagaco,
e 10% de enzima em relacdo a quantidade de bagaco. Isso predominou em ambos os
casos — com ou sem a utilizagdo de ultrassom. Com excecdo do experimento 1, que
teve um leve aumento no teor de ART com a utilizacdo de ultrassom, em todos os

outros foi conseguido um melhor resultado sem a utilizagdo do mesmo.

Tabela 4.10 — Planejamento de experimentos realizado (valores codificados e reais)
bem como valores de agucares redutores totais para a hidrélise do bagaco de cana
utilizando a enzima celulase NS50013, com a utilizac&o de ultrassom (154 W) e sem

ultrassom.
ART (g/g de ART (g/g de
Experimento Umidade - Enzima bagacfg)gsem bagaég)gcom
(%) (%)
ultrassom ultrassom

1 40 (-1) 2 (-1) 0,1913 0,1936

2 80 (+1) 2 (-1) 0,2053 0,2026

3 40 (-1) 10 (+1) 0,2014 0,1909

4 80 (+1) 10 (+1) 0,2368 0,2274

5 60 (0) 6 (0) 0,2027 0,2000

6 60 (0) 6 (0) 0,2100 0,2080

7 60 (0) 6 (0) 0,2175 0,2109

Analisando o grafico de Pareto da Figura 4.14, observa-se que a umidade e a
enzima tiveram efeito significativo positivo, p<0,05, sem a utilizacdo do ultrassom. Ja
na Figura 4.15, que trata da hidrolise com a utilizacao do ultrassom, apenas a umidade
do bagaco de cana foi significativa, indicando que as maiores umidades levaram a um

maior teor de ART.

Nesse planejamento, o maior rendimento, considerando a celulose total do

bagaco de cana utilizado nesse trabalho de 0,3917 g/g, corresponde a 60,45%.
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(1)Umidade (%)

7

.

4,09168

lby2 1,658548

p=,05
Efeito estimado (Valor absoluto)
Figura 4.14— Grafico de Pareto para as variaveis estudadas na hidrélise enzimatica
do bagaco de cana, p<0,05. Hidrolise enzimatica do bagaco de cana a pressao

ambiente, sem ultrassom.

(1)Umidade (%) // 4,519198

1lby2 2,7245

(2)Enzima (%) 2,197509

p=,05
Efeito estimado (Valor absoluto)
Figura 4.15— Grafico de Pareto para as variaveis estudadas na hidrolise enzimatica
do bagaco de cana, p<0,05. Hidrdlise enzimatica do bagaco de cana a pressao

ambiente, com ultrassom.
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Convém salientar que, primeiramente, nos ensaios a alta pressao para verificar
0 comportamento da enzima, era utilizada uma célula menor, com capacidade de 1mL
de enzima (aproximadamente 1,03 g). Nos ensaios de hidrélise com bagaco de cana,
a quantidade estudada de enzima consistia de 2% a 10%, com base na quantidade
de material lignocelulésico que era adicionada a célula (2 gramas). Dessa forma, a
guantidade de enzima estudada na primeira fase do trabalho era cerca de 4,6 vezes
maior que na segunda fase do trabalho, e isso pode justificar o fato de a enzima néo
ser significativa na maioria dos experimentos realizados, ratificando os gréaficos de
Pareto, que sugeriram que uma quantidade maior de enzima levaria a um maior

resultado em acglcares redutores por grama de bagaco.

4.10 Hidrdlise acida do bagaco de cana-de-agucar

Esse experimento foi realizado a fim de comparar os rendimentos utilizando
enzima e acido. O resultado médio de ART/g de bagaco foi de 0,221+0,005, isso
resulta numa eficiéncia calculada em termos de celulose de 46%, considerando a

celulose total do bagaco de cana.

Esse resultado mostrou que obteve-se uma eficiéncia melhor de processo
utilizando fluido pressurizado no meio reacional, com a vantagem de nao se utilizar
um acido como catalisador da reacdo, eliminando as etapas subsequentes de

neutralizacdo da amostra e formacédo de compostos indesejaveis no processo.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusbes

Em vista da utilizag&o de fluidos pressurizados como solventes em reagdes, foi
realizado neste trabalho um estudo envolvendo a enzima celulase e gas liquefeito de
petréleo como fluido pressurizado e em combinacdo com ultrassom, com o objetivo
de verificar seu comportamento frente a este solvente, e posterior aplicacdo na

hidrélise enzimatica de bagaco de cana.

Através dos resultados obtidos nos efeitos das variaveis estabelecidas pelo

estudo, algumas conclusfes podem ser delineadas:

- A enzima xilanase obteve um ganho de atividade consideravel com a
utilizacéo de ultrassom. No entanto, com a utilizacdo de gas liquefeito de petroleo
pressurizado combinado com ultrassom, houve uma perda de atividade em quase

todas as condicdes estudadas.

- A atividade residual da enzima celulase NS50013 foi aumentada com a
utilizacdo de GLP como fluido pressurizado, no menor tempo, temperatura e pressao

estudada;

- Com a utilizagdo concomitante de ultrassom no processo, conseguiu-se um
aumento pronunciado na atividade residual da enzima, com pressao de 270 bar e

tempo de uma hora de reacéo;

- Com a temperatura e pressao fixadas no ponto central, e variando a poténcia
do ultrassom, foram alcancadas atividades residuais maximas na menor e maior

poténcia do equipamento. Isso foi corroborado pela cinética,;

- Na hidrdlise do bagaco de cana com GLP pressurizado, o melhor resultado foi
obtido no experimento 8 (200 bar, 10% de enzima e 80% de umidade no bagaco), sem
utilizacdo do ultrassom. O rendimento da reacao foi baixo (62,5 %), e a variavel enzima

nao foi significativa no seu intervalo estudado;

- A cinética de hidrdlise enzimatica com a utilizacdo de ultrassom levou ao inicio

da reacdo mais rapida comparada as outras cinéticas;
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- No geral, ndo houve grandes alteracdes nos resultados de ART/g nas
condicOes estudadas, seja com fluido pressurizado, a pressao ambiente ou com
hidrdlise &cida;

- A variavel umidade foi significativa em todos os ensaios realizados;

- O efeito da variavel enzima foi significativo apenas no planejamento de

experimentos realizado a pressdo ambiente e sem ultrassom, provavelmente por ter

sido utilizada em pequena quantidade.

5.2 Sugestbes

A partir das conclusdes obtidas, juntamente com observa¢des constatadas
durante o desenvolvimento deste trabalho, podem-se citar as seguintes sugestdes

para trabalhos futuros nesta area:
- O emprego de outras enzimas celulases com maior atividade;

- Utilizacdo de outras enzimas que possuem papel importante na hidrdlise,

como a B-glucosidase;

- Avaliar o comportamento da celulase NS50013 com outros gases, cOmo 0

dioxido de carbono.
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ANEXO A

DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA POR VAN SOEST

Este procedimento foi baseado na norma padrdo “Dosage des fibres VAN
SOEST, Weened” desenvolvida pelo INRA, Narbonne (BUFFIERE e LOISEL, 2007).
O objetivo é determinar as componentes da parede celular através do método
sequencial de VAN SOEST.

1. Preparo dos reagentes

Para determinacdo dos componentes do material lignocelulésico foram
utilizados sacos de nylon da marca GERHARDT e solugcbes detergente e acida, cuja

descricdo é apresentada a seguir.

Solucéo detergente neutra (FDN)

Reagentes Massa (g)
Dodecil sulfato de sédio 30
Tetraborato de sodio 6,81
EDTA 18,61

Hidrogeno fosfato de sédio penta hidratado 4,56

Os sais foram dissolvidos em agua destilada e aquecidos suavemente para
promover a dissolucdo. Quando necessario, o pH da solucao foi ajustado para 6,9

com acido fosférico ou hidréxido de sodio, tendo ao final o volume aferido para 1,0 L.
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Solucao detergente acida (FDA)

Reagentes Quantidade

Brometo de hexadeciltrimetilamoénio 20,09

Acido sulftrrico 96% 28,8 mL

Os compostos foram dissolvidos em agua destilada e transferidos para um
baldo volumétrico que teve seu volume aferido para 1,0 L com agua destilada.

Solugéo de &cido sulfarico

Para a analise da componente lignina, foi utilizado uma solu¢cdo de acido

sulfarico 72%.

2. Procedimento

Obtencéo da fracdo FDN

Os sacos e béqueres utilizados foram previamente secos a 105 °C por 24 h.
Apods secagem e transferéncia para um dessecador até temperatura ambiente, os

béqueres (T) e os sacos (TS) foram pesados e tiveram suas massas anotadas.

Aproximadamente 1,0 g de cada amostra foi inserido dentro do saco que foi
novamente pesado juntamente com o béquer (Ml). (Cada amostra teve a matéria seca

e organica determinada anteriormente como descrito no apéndice XIlI).

Cada saco, devidamente preenchido pela amostra e prensado por um bastéo
de vidro, foi colocado no carrossel de metal e inserido dentro de um béquer contendo

360 mL de solucao de FDN e esferas de vidro previamente aguecidas a 100°C.
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Apo6s 1 h de reacado, os sacos foram submetidos a trés lavagens com agua
destilada quente durante cinco minutos, quando entdo foram retirados, escorridos e
deixados imersos em acetona por trés a cinco minutos. A secagem dos sacos foi
realizada dentro do béquer previamente pesado em estufa de ar forcado a 105°C por

24 horas.

Em seguida, apds, atingirem a temperatura ambiente, estes foram novamente

pesados (amostra + saco + béquer) tendo a massa anotada (M1).

Obtencéao da fragdo FDA

Apés secagem depois da andlise com FDN, os sacos foram novamente
transferidos para o carrossel sendo inseridos em um béquer contendo 360 mL da

solugéo FDA sendo mantida sob aquecimento por 1 h.

Apoés este intervalo, os sacos foram submetidos a trés lavagens com agua
destilada quente durante cinco minutos, quando entdo foram retirados, escorridos e
deixados imersos em acetona por trés a cinco minutos. A secagem dos sacos foi
realizada dentro do mesmo béquer utilizado na analise anterior, em estufa de ar

forcado a 105°C por 24 horas.

Em seguida, apds, atingirem a temperatura ambiente, estes foram novamente

pesados (amostra + saco + béquer) tendo a massa anotada (M2).

Destruicdo acida (AD)

Apés analise da FDA, cada saco foi mergulhado em um frasco com tampa
contendo 40 mL de acido sulfdrico a 72%. As amostras reagiram por 3 horas sendo

posteriormente lavadas com agua destilada em abundancia.

Os sacos foram entdo transferidos para os béqueres anteriormente pesados e
colocados para secar em estufa de ar forcado a 105°C por 24 horas, sendo

posteriormente pesados (M3).
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ApoOs esta etapa, os béqueres foram transferidos para uma mufla a 550°C por

2 horas sendo posteriormente pesados apds atingir a temperatura ambiente (M4).

3. Célculos

Célculo dos residuos:

Foi utilizado um fator de correcdo para a massa do saco (99,2% da massa do
saco é queimada durante a transicdo a 550°C).

M1-M4-0,992(TS—T)

FDN = (MI—-MS)* MS* MO (7)
FDA = M2-M4-0,992 (TS-T) 8)
(MI-TS)* MS* MO
AD = M3=M4=0992 (TS-T) ©)
(MI=TS)* MS * MO

T: massa do béquer, em g

TS: massa do béquer + saco, emg

MI: massa do béquer + amostra + saco, em g

M1: massa apos extracdo e secagem por FDN, em g
M2: massa ap0s extracdo e secagem por FDA, em g
M3: massa ap0s extracdo e secagem por AD, em g
M4: pesagem apoés a queima na mufla, em g

MO: matéria organica

MS: matéria seca
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Calculo das fragdes:

A partir dos residuos, pode-se calcular as quantidades representadas de cada
fracdo da biomassa:

Fracdo solavel = 1-FDN
Hemicelulose = FDN-FDA
Celulose = FDA-AD

Lignina = AD
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ANEXO B

ARTIGO PUBLICADO PELO PERIODICO BIOCATALYSIS AND AGRICULTURAL
BIOTECHNOLOGY



