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RESUMO - Atualmente tem se buscado esforcos para o desenvolvimento e a
implementagdo de tecnologias para producdo de etanol celuldsico a partir de
residuos agricolas com baixo valor agregado, como bagaco de cana, casca de soja,
residuos de madeira, palha de arroz, palha de trigo, entre outros. A biomassa
vegetal ¢ constituida principalmente de celulose, hemicelulose e lignina, sendo a
celulose o polimero mais abundante. A hidrélise enzimatica € um importante
passo para a bioconversdo da fragdo celuldsica e hemicelulosica de residuos
lignoceluldsicos em agucares fermentesciveis. Neste estudo, o objetivo foi
investigar a sacarificacdo de casca de soja, bagaco de cana e casca de arroz,
utilizando-se o extrato enzimatico bruto obtido da fermentacdo em estado solido
de T. reesei NRRL 3652 em casca de soja, com finalidade da obtencdo de
acucares fermentesciveis. Obteve-se maior rendimento de glicose com casca de
arroz, no entanto ¢ importante destacar que para que a sacarificagdo da biomassa
lignocelulodsica apresente elevados rendimentos, faz-se necessario a realizacdo de
processos de pré-tratamento, isto porque a lignina e hemicelulose presente na
parede da célula vegetal formam uma barreira para acdo enzimatica.

1. INTRODUCAO

As celulases e hemicelulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar
sobre materiais lignoceluldsicos, promovendo sua hidrolise. Estas enzimas sdo
biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia para a liberacdo de aglcares
fermentesciveis, despertando interesse industrial para producdo em larga escala de bioetanol
de segunda geragao (JURUTU e WU, 2014).

Para bioconversdao de biomassa lignoceluldsica em actcares, eficazes e econdomicos
pré-tratamentos devem ser desenvolvidos de tal forma que um alto rendimento de agucares
fermentaveis possa ser obtido na subsequente etapa de hidrolise enzimatica; condi¢des de pré-
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tratamento também devem ser balanceados para evitar a formagao de inibidores da hidrolise e
processos de fermentacao da biomassa (SANCHEZ e CARDONA, 2008). Além disso, o
baixo custo, a estabilidade ¢ a eficiéncia das enzimas também sdo de suma importancia, isto
porque o alto custo de enzimas restringe seu uso em aplicacdes de larga escala para a
conversao de materiais lignocelulosicos.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a potencialidade de sacarificacdo de casca
de soja, bagaco de cana e casca de arroz, utilizando-se o extrato enzimatico bruto obtido da
fermentagdo em estado solido de 7. reesei NRRL 3652 em casca de soja.

2. MATERIAL E METODOS

O extrato enzimatico bruto obtido da condi¢do experimental 6tima da fermentacdo em
estado solido de 7. reesei NRRL 3652 em casca de soja foi filtrado em bomba de vacuo com
o auxilio de papel filtro e continha atividade de 6,35 U. g'!; 4,30 U. g'!; 1228,52 U. g'! para
FPase, CMCase e xilanase, respectivamente. A sacarificacdo enzimatica da casca de soja,
bagago de cana e casca de arroz (autoclavados por 15 minutos a 121 °C) sem nenhum
tratamento foi realizada conforme Liu ef al. (2011) com algumas modificagdes. Os ensaios
foram realizados em frascos erlenmeyers no qual, 2 g do respectivo residuo lignoceluldsico
foi adicionado em 100 mL da mistura reacional, contendo: 94 mL de tampao citrato de sédio
0,05M pH 5,3; 1 mL de tetraciclina (40p. mL"), com o intuito de inibir a contaminagéo
microbiana ¢ 5 mL do extrato enzimdtico bruto. As reacdes foram realizadas em agitador
orbital a 150 rpm e 50 °C por um periodo de 7 dias, do qual, amostras foram retiradas da
mistura reacional em intervalos de 24 horas e a liberacdo de acucares redutores (AR) e glicose
na hidrélise foram estimados usando o método do DNS e GOD-POD, conforme item 2.1 e
2.2, respectivamente.

Ensaios sem substrato lignoceluldsico e extrato enzimdtico bruto (enzima) foram
realizados como controle. A % de sacarificacdo foi quantificada conforme a Equacao 1:

Sacarificagdo (%) = w x 100

(1
Sendo que:

Ay = agucar liberado (g)

0,9 = fator de corre¢do para compensar adicdo de uma molécula de 4gua durante a hidrélise

P = polissacarideos no substrato lignoceluldsico (g).

2.1. Quantificacio dos ac¢ucares redutores (AR)

Para a quantificacdo dos AR, adicionou-se 0,5 mL das amostras a serem quantificadas
em 0,5 mL de DNS (4acido 3,5-dinitrosalicilico) (MILLER, 1959). Os tubos foram mantidos
em um banho a 95 °C por 5 minutos para desenvolvimento da coloragdo avermelhada. Apos
este tempo reacional, as amostras foram resfriadas imediatamente pela imersao dos tubos em
um banho de gelo fundente, adicionando-se em seguida 8§ mL da solugdo estabilizante de
tartarato de sodio e potéssio tetra-hidratado. Os tubos foram agitados para homogeneizar a
solucdo e as leituras da absorbancia, efetuadas no espectrofotometro a 540 nm. Para zerar o
espectrofotometro, preparou-se um tubo onde o volume da amostra foi substituido por agua
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destilada. Para determinar a concentragdo dos AR em cada uma das amostras analisadas
utilizou-se a curva-padrao de glicose.

2.2. Determinacio da concentrac¢io de glicose

A concentragdo de glicose foi determinada de acordo com o método enzimatico Glicose
Oxidase/Peroxidase (GOD-POD), proposto por Keston (1956). Trata-se de um kit enziméatico
contendo um reativo monoreagente pronto para uso, além de uma solugdo padrio de glicose
com a concentragdo de 100 mg. dL-'. O método baseia-se na oxida¢do enzimatica da glicose
através da enzima glicose oxidase (GOD) resultando em peroxido de hidrogénio, o qual ¢
subsequentemente usado na geracao da coloragdo rosada pela peroxidase (POD).

Para a quantificagdo da glicose, adicionou-se 30 ul. de cada uma das amostras em
estudo em 1,0 mL do monoreagente. Os tubos foram mantidos em um banho termostatico a
37 °C por 10 minutos para que houvesse o desenvolvimento da coloragdo rosada e em
seguida, efetuou-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 505 nm.

Os tubos do branco da reagdo ¢ do padrao de glicose foram feitos juntamente com os
tubos das amostras. Para o branco adicionou-se 30 pL de agua destilada em 1,0 mL do
reagente enzimatico e para o tubo padrdo adicionou-se 30 pL da solugdo padrao de glicose
(100 mg. dL-") em 1,0 mL do monoreagente enzimatico. Outra observac¢do relevante do
fabricante é que, quando a leitura do branco apresenta absorbancia acima de 0,300, o
monoreagente deve ser descartado, ja que isso indica uma deterioragcdo do reativo de trabalho.
A cor final da reagdo devera ser estdvel por 60 minutos. Para determinar a concentragdo de
glicose utilizou-se a solu¢do padrdo como calibrador e os célculos foram realizados através da
Equacgao 2.

Glicose (mg. dr’ ) = Absoré)ancm do l‘este~ < 100
Absorbdncia do padrado (2)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sacarificacdo enzimatica ¢ dependente tanto, das caracteristicas da biomassa quanto
da eficacia das enzimas. Para tanto, a eficacia do extrato enzimatico bruto produzido por
T. reesei NRRL 3652 foi testada na sacarificacdo de casca de arroz, casca de soja e bagago de
cana sem tratamentos, com a finalidade da obtencao de agtcares redutores (AR) e glicose.

Sukumaran et al. (2009) demonstraram que a concentragdo de enzima pode ter um
efeito menor sobre a hidrolise da celulose em comparagdo com o efeito do tempo de reagao.
Assim de acordo com Liu et al. (2011) um periodo de sete dias foi definido no ensaio de
sacarificacdo de biomassa, a fim de se obter agucares fermentesciveis. As Figuras 1 e 2
apresentam os rendimentos de AR e glicose, respectivamente, liberados experimentalmente
por um periodo de 170 h de reacdo. Como pode ser visto na Figura 1, a liberagdo de AR
aumentou rapidamente na fase inicial (0 e 24 h), principalmente, para casca de arroz e casca
de soja, e a porcentagem mais elevada (16,8%) foi obtida depois de 120 horas de reacdo
utilizando-se casca de soja. Assim sendo, a quantidade total de AR liberados a partir de 1 g de
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casca de soja catalisado pelas enzimas presentes no extrato enzimatico bruto foi de 0,16 g. g!
de substrato seco.

Figural- Perfil da producdo de agucares redutores na sacarificacdo de residuos agroindustriais
usando extrato bruto enzimatico produzido por 7. reesei NRRL 3652 em casca de soja.
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Raghuwanshi et al. (2014) utilizaram o extrato enzimdtico bruto produzido a partir da
cepa selvagem Trichoderma asperellum RCK2011 e a cepa mutante, Trichoderma asperellum
SR1-7 para sacarificagdo de sabugo de milho, bagaco de cana e palha de trigo pré-tratados e
ndo tratados. Os rendimentos de AR foram de 0,53 g. g”!, 0,33 g. g € 0,29 g. g-'de substrato
seco, respectivamente, do qual, isto foi 1,6 vezes mais elevado do que a estirpe do tipo
selvagem.

Deswal ef al. (2011) utilizaram o extrato enzimatico bruto de Fomitopsis sp. RCK2010
para sacarificacdo em palha de trigo e palha de arroz pré-tratada alcalinamente. Os
rendimentos de AR para palha de trigo e palha de arroz foram de 0,214 g. g' ¢ 0,157 g. g'! de
substrato seco, respectivamente, porém rendimentos abaixo de 0,10 g. g'! de substrato seco
foram obtidos quando os substratos ndo foram tratados.

Liu ef al. (2011) obtiveram rendimentos de AR de 0,45 g. g'! de substrato seco a partir
da hidrolise de palha de milho utilizando o extrato enzimatico bruto produzido por
A. fumigatus 75.

Como pode ser observado na Figura 2, a casca de arroz apresentou o melhor rendimento
em glicose liberada principalmente, nas primeiras 72 horas (4%) depois disso, o aumento
observado foi muito baixo (cerca de 1%). Por outro lado, ndo se obteve rendimento de glicose
para casca de soja e bagaco de cana.
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Figura 2 - Perfil da produgao de glicose na sacarificacdo de residuos agroindustriais usando
extrato bruto enzimatico produzido por 7. reesei NRRL 3652 em casca de soja.
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Considerando que a casca de arroz niao passou por nenhum tipo de pré-tatamento, esse
maior rendimento de glicose pode ser atribuido possivelmente ao p6é de arroz que esta junto
com a casca de arroz e que por sua vez pode conter acicares que podem ter sido hidrolisados
pelas enzimas presentes no extrato enzimatico. Segundo Falkoski ef al. (2013) a biomassa
lignoceluldsica ndo pode ser sacarificada por enzimas com rendimentos elevados sem um
processo de pré-tratamento, isso porque, a lignina e a hemicelulose presentes na parede da
célula vegetal formam um obstaculo para a acdo de enzimas.

A remocao eficiente da lignina ¢ um dos requisitos mais importantes para uma eficaz
sacarificacdo enzimdtica. A lignina limita a taxa de hidrolise, atuando como um escudo,
evitando que as partes hidrolisaveis do substrato sejam hidrolisadas. Além disso, a lignina
condensada pode absorver proteinas a partir de solugdes aquosas e a remog¢ao de lignina deve
melhorar o desempenho da hidrolise pela redugdo de adsor¢ao nao especifica das celulases
(YANG e WYMAN, 2004).

Yoo et al. (2011) utilizaram a combinacao de trés celulases comerciais (Celluclast 1,51,
Novozyme 188 e Viscozyme®L) para a sacarificagdo enzimatica de casca de soja submetida a
diferentes pré-tratamentos, e obtiveram um rendimento de glicose de 0,16 g. g*' em casca de
soja sem tratamento.

Ortega et al. (2001) estudaram a cinética da sacarificacdao de celulases de Trichoderma
reesei, tal como a concentracdo de substrato, diversas enzimas, temperatura e pH, e obtendo
assim as melhores condi¢des experimentais para degradar celulose padrao (CMC, celulose
microgranular e Sigmacell 100).

4. CONCLUSAO

O maior rendimento de acucares redutores catalisado pelas enzimas presentes no extrato
enzimatico bruto foi obtido em casca de soja. No entanto, este valor podera ser melhorado
com o estudo de diferentes tipos de pré-tratamentos em diferentes residuos lignoceluldsicos.
O processo de producdo de etanol de segunda geracao a partir de diferentes tipos de residuos
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agricolas ¢ uma estratégia que diminuiria os impactos ambientais. Assim, novos avangos para
este processo devem ser alcancados para torna-lo mais eficaz e uma realidade sustentavel.
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