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RESUMO

A crescente demanda global por etanol exige o desenvolvimento de tecnologias de
segunda geracdo para evitar limitagdes na oferta e concorréncia pelo uso da terra na
producdo de energia. Uma alternativa promissora é a producdo de etanol a partir de
biomassa lignocelul6sica, presente em residuos agroindustriais e fontes renovaveis. Este
estudo explorou a produgdo de endoglucanases por fermentacdo em estado sélido,
utilizando o fungo Penicillium roqueforti ATCC 10110 e residuos lignocelulosicos
como bagaco de cana-de-aclcar (BCA), casca de coco (CC), coroa de abacaxi (CA) e
farelo de trigo (FT) como substratos. A caracterizagdo do extrato bruto enzimatico
incluiu a avaliagdo da termoestabilidade, estabilidade em diferentes pHs, atividade na
presenca de metais e solventes organicos, halotolerancia e estabilidade de
armazenamento. A enzima endoglucanase obtida foi aplicada na sacarificacdo de BCA,
CC, FT, casca de fruto de cacau (CFC) e casca de semente de cacau (CSC),
confirmando a eficiéncia do processo por microscopia eletronica de varredura. A
otimizacdo dos fatores que influenciam a sacarificacdo foi realizada através do
planejamento experimental Box-Behnken, identificando como condi¢bes 6timas 6 horas
de incubacdo, 15% de substrato e 440 U/mL de concentracdo enzimatica, resultando em
253,19 mg/g de aglcares redutores. Como alternativa, o extrato enzimatico foi
imobilizado em carvdes ativos derivados da casca do cacau e tratados com fermentacao
em estado solido utilizando Penicillium roqueforti (CAPr), Aspergillus niger (CAAN) e
controle (CAC). A adsorgdo da enzima foi confirmada por microscopia eletronica de
varredura, e a caracterizagdo indicou que a enzima imobilizada apresentou maior faixa
de atividade a 80°C e pH 2 a 13, com 80% de atividade mantida apés 120 dias. A
enzima imobilizada manteve atividade relativa de 30%, 33% e 32% apds cinco ciclos
para CAPr, CAAN e CAC, respectivamente. Foi avaliada a eficiéncia do pré-tratamento
de BCA e Sargassum vulgare (SVU) com &cido sulfurico diluido antes da aplicacdo do
extrato enzimatico na sacarificagdo. A analise demonstrou que o BCA possui alto teor
de hemicelulose e 0 SVU menos de 3% de lignina, favorecendo o uso deste sem
tratamento prévio. Caracterizagdes via FTIR e XRD confirmaram os efeitos do pré-
tratamento, e o0 HPLC identificou os tipos de acUcares produzidos. Esses resultados
destacam o potencial da endoglucanase obtida para aplicacéo industrial.

Palavras-chave: Enzimas, Box-Benhken, Aplicacdes biotecnoldgicas, Pré-tratamento

acido, Imobilizagdo enzimatica.



ABSTRACT

The growing global demand for ethanol necessitates the development of second-
generation technologies to avoid supply limitations and competition for land use in
energy production. A promising alternative is the production of ethanol from
lignocellulosic biomass, found in agro-industrial residues and renewable sources. This
study explored the production of endoglucanases through solid-state fermentation using
the fungus Penicillium roqueforti ATCC 10110 and lignocellulosic residues such as
sugarcane bagasse (SCB), coconut shell (CC), pineapple crown (PC), and wheat bran
(WB) as substrates. The crude enzymatic extract was characterized by evaluating its
thermostability, stability at different pH levels, and activity in the presence of metals
and organic solvents. The enzyme was applied in the saccharification of SCB, CC, WB,
cocoa fruit husk (CFH), and cocoa seed shell (CSS), with scanning electron microscopy
confirming the efficiency of the process. The optimization of factors influencing
saccharification was carried out using the Box-Behnken experimental design,
identifying optimal conditions of 6 hours of incubation, 15% substrate, and 440 U/mL
enzyme concentration, resulting in 253.19 mg/g of reducing sugars. As an alternative,
the enzymatic extract was immobilized on activated carbons derived from cocoa shell
and treated with solid-state fermentation using Penicillium roqueforti (CAPT),
Aspergillus niger (CAAN), and a control (CAC). Enzyme adsorption was confirmed by
scanning electron microscopy, and the characterization indicated that the immobilized
enzyme exhibited a broader activity range at 80°C and pH 2 to 13, maintaining 80%
activity after 120 days. The immobilized enzyme retained relative activity of 30%, 33%,
and 32% after five cycles for CAPr, CAAnN, and CAC, respectively. The efficiency of
pre-treating SCB and Sargassum vulgare (SVU) with diluted acid before applying the
enzymatic extract was also evaluated. The analysis demonstrated that SCB has a high
hemicellulose content, while SVU has less than 3% lignin, favoring its use without prior
treatment. Characterizations by FTIR and XRD confirmed the effects of the pre-
treatment, and HPLC identified the types of sugars produced. These results highlight the
potential of the obtained endoglucanase for industrial application.

Keywords: Enzymes, Box-Benhken, Biotechnological applications, Acid pretreatment,
Enzyme immobilization.



ABREVEATURAS

BBD box-Behnken Design
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1 Introducéo

Atualmente a dependéncia global de combustiveis fosseis vem causando efeitos
desfavoraveis, devido ao declinio das reservas de petréleo bruto, e promovendo a
diminuicdo da qualidade do ar e 0 aumento das temperaturas globais (MENEZES et al.,
2019). A sustentabilidade e a independéncia dos combustiveis fosseis tem se tornado o
objetivo dos pesquisadores, tendo em vista que definicdo de quimica verde tornou-se
uma ferramenta para promover o desenvolvimento sustentdvel em laboratérios e
industria (TOBISZEWSKI et al., 2015) e visando a “economia de desperdicio zero”,
que utiliza residuos como matéria-prima para novos produtos e aplicacfes, essa via se
tornou necessaria para o equilibrio do meio ambiente e razdes econémicas (DEDOUSI,
DIAMANTOPOQOULOU, 2022).

Assim, estratégias vém surgindo para obter fontes alternativas de energia
conhecidas como limpas e renovaveis, este sendo um conceito amplo que incluem
biocombustiveis como etanol de segunda geracdo (2G). (MASSARENTE et al., 2020).
No processo de obtencdo do 2G, a utilizacdo de biomassa agroindustrial € essencial,
sendo esta reconhecida como uma excelente matéria-prima material para a producéo de
varias enzimas industrialmente importantes (RAINA et al., 2022). A biomassa
lignocelul6sica, que é considerada o material mais abundante do planeta (SREENA e
SEBASTIAN, 2019), constituida de celulose, lignina e hemicelulose.

Na utilizacdo desses residuos agroindustriais a fermentacdo no estado sélido
(FES), surge como a vantagem de reaproveitar esses residuos, pois trata-se de uma
fermentacdo quase ausente de &gua livre que proporciona ao microrganismo cultivado
um ambiente o mais proximo possivel de seu ambiente natural (RAINA et al., 2022).
Dentre os microrganismos que podem ser utilizados na FES, os fungos sdo capazes de
produzir enzimas na desconstrucdo da lignocelulose, destacando os fungos filamentosos
que sdo capazes de produzir altas concentracdes de celulases devido as condicGes da
fermentacdo (SINGHANIA et al., 2010). Dessa forma o fungo filamentoso Penicillium
roqueforti vem ganhando destaque por ser capaz de crescer em solugdes salina, além de
seu sistema enzimatico que tem sido caracterizado bioquimicamente (Mioso et al.,
2015). As enzimas do complexo celulolitico sdo da classe das hidrolases que clivam
ligagdes oglicosidicas, assim enzimas celulases constituem um complexo capaz de atuar
sobre materiais celulésicos, promovendo sua total hidrolise (NASCIMENTO et al.,
2013; FLORENCIO, 2017; XUE etal., 2018; KUMAR et al., 2019).

As celulases séo a terceira enzima mais produzida economicamente no mundo
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com crescimento constante devido a suas vastas aplicagcdes nas industrias (PRASAD et
al., 2019; RAINA et al., 2022). O sistema enziméatico das celulases é constituido
principalmente por trés componentes, endo-glucanases (EG) (EC 3.2.1.4), exo-
glucanases (CBH) (EC 3.2.1.91) ¢ B-glicosidases/celobiase (BG) (EC 3.2.1.21), celulose
fosforilases e celulases oxidativas (RAINA et al., 2022; KUMAR et al., 2019;
LEKAKARN et al., 2021). Essas enzimas atuam em sigernismo na degradagdo da
lignocelulose (SILVA, 2016; LEKAKARN et al., 2021).

O mercado das enzimas tem se mostrado promissor uma vez que foi avaliado em
2019 em US$ 9,9 bilhGes e crescimento anual projeces de 7,5% de 2020 a 2025
(ALMEIDA et al., 2021; CAVALCANTI et al.,, 2022; NUNEZ et al., 2022), e as
celulases atualmente representam 20% da demanda mundial anual por enzimas
(SRIVASTAVA et al., 2021). As aplicacBes das celulases sdo em diversas areas nas
industrias como alimenticias, de racdes animais, téxtil, de detergentes, na reciclagem de
papel e atualmente como aplicacdo na sacarificacdo de residuos agroindustriais para a
producéo de etanol (KUMAR et al., 2019). Esse trabalho buscou conhecimento sobre os

residuos estudados e o fungo, como também a sua aplica¢do na area industrial.

1.1 Materiais lignocelulésicos

A lignocelulose é considerada a fonte mais abundante de matéria organica,
barato e renovavel na terra, com producdo anual de 5 milhdes de toneladas métricas
(SREENA e SEBASTIAN, 2019; RAINA et al.,, 2022). Em todo o mundo sdo
produzidas toneladas de biomassas lignocelul6sicas por meio de praticas florestais,
agricolas e agroindustriais, tendo como forma de descarte a queima ou depositadas em
terrenos, assim causando poluicdo ambiental (SREENA e SEBASTIAN, 2019). A
composicdo quimica da biomassa lignoceluldsica é constituida por trés polimeros
principais, celulose (32-50%), lignina (23-32%) e hemicelulose (19-25%), além de uma
parte pequena de &cidos organicos, sais e minerais (SREENA e SEBASTIAN, 2019;
ZHANG et al., 2020).

Esse cenério instigou os pesquisadores a verificar opgdes de conversdo dos
residuos lignocelulésicos em uma matéria-prima. Entre as aplicagdes desses residuos,
eles podem contribuir para producdo de produtos de valor agregado como etanol,
enzimas, acidos orgéanicos, aditivos alimentares e outras commodities produtos
guimicos (SREENA e SEBASTIAN, 2019; ZHANG et al.,, 2020). Com isso, a

utilizacdo e aplicacdo desses residuos celulésicos vém sendo amplamente discutida
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devido as suas caracteristicas e abundancia de celulose, 0 que representa um potencial
privilegiado para a producdo de insumos de alto valor agregado. Dessa forma a
aplicacdo biotecnoldgica da biomassa deve ser introduzido para melhorar o valor
econdémico da biomassa agricola e reduzir sua queima (KUNTOTHON e CAIRNS,
2020; RAINA et al 2022). Entre as biomassas lignocelulosicos se destacam os residuos
que tem em sua composicdo uma boa fonte de celulose, hemicelulose e agucares
redutores. Esses residuos sdao enormemente gerados a cada ano em todo o mundo e
ainda sdo pouco explorados (SRIVASTAVA et al., 2021).

A producdo de cana-de-agucar em 2020 estimou que a safra contabilizou 713,2
milhdes de toneladas de cana produzida (CONAB, 2024), o que também se destaca com

essa producdo é a quantidade de residuos por ser a cultura que mais produz residuo no

pais. O residuo bagaco de cana (Figura 1-E) representa 25 a 30 % de cada tonelada de
cana produzida (TORQUATO e RAMOS, 2013), isso faz as pesquisas e 0 mercado
voltarem se as possibilidades de utilizacdo deste material que se caracteriza como
lignocelul6sico para fins diversos. (TROMBETA e FILHO, 2017).

Figura 1: (A) Casca do fruto cacau, (B) Casca da semente cacau, (C) Casca do coco
verde, (D) Farelo de trigo, (E) Bagaco de cana-de-acucar e (F) Coroa de abacaxi.
Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Ja o cacaueiro é uma planta que tem um destaqgue mundialmente pela
importancia das suas sementes, matéria prima principal do chocolate e da manteiga do
cacau (SOUZA et al., 2018). Segundo dados do IBGE, até o momento a producdo de
cacau na safra de 2023 foi de 297,3 mil toneladas, entretanto a casca do cacau
(pericarpo) é um residuo (Figura 1-A) que corresponde cerca de 70% em peso seco do
fruto, contudo o aproveitamento deste subproduto tem sido bastante estudado em
diversos setores (SODRE et al., 2012). As améndoas do cacau (Figura 1-B) sdo
formadas por 85% de cotilédone e 15% de casca (tegumento) (TIMMS e STEWART,
1999) que € um residuo gerado apoés a torra da améndoa. No ano de 2016 a Organizacao
Internacional de Cacau, estimou a geracdo mundial em 700 mil toneladas de casca da
semente do cacau (OKIYAMA, NAVARRO e RODRIGUES, 2017), assim alguns
estudos e patentes vem sendo desenvolvidas com o proposito de dar uma finalidade
adequada para esse produto em varias areas (MANCINI et al., 2016).

A producdo do coco verde (Figura 1-E) tem ganhado destaque no Brasil com
uma producao média de 477 mil ton de coco (MARTINS e JUNIOR, 2011). As maiores
areas brasileiras de producdo de coco verde estdo situadas na regido nordeste,
representando 255,163 ha de area plantada (IBGE, 2014), contudo como consequéncia
do processo de obtencdo da dgua de coco, é produzido cerca de 80 a 85% de residuo da
casca (ROSA et al., 2001). Atualmente, o descarte das cascas variam entre a queima (a
céu aberto em areas isoladas) e o seu retorno para o campo como fertilizante organico
(ROSA et al., 2009).

Como gerador de residuos temos também a producdo do trigo (Figura 1-D) que
tem peso na economia agricola global, por o trigo ser o segundo cereal mais cultivado
no mundo depois do milho. Na safra de 2023/24 (CONAB, 2024), foram produzidos no
Brasil 8,4 milhdes de ton. Assim a obtencdo de 770 kg de trigo gera-se 230 kg de farelo
(FETZER, 2005). Esse residuo é utilizado por algumas industrias como adubo, racao
animal e fonte de energia para combustdo (CANILHA, 2006).

Atualmente o Brasil ocupa lugar de destaque mundial na producdo de abacaxi
(Figura 1-F), de acordo com dados da Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO, 2014) no plano nacional, a produgdo em 2015 foi de 2,6 milhdes de
toneladas (IBGE, 2015), suas extensas formas de consumo acabam gerando grande
quantidade de residuos subproduto, pois o fruto apresenta apenas 22,5% de polpa,
77,5% sdo residuos (cascas, folhas, caules, coroas e até frutos descartados), ou seja

praticamente % da fruta (MORENO, 2016). Alguns estudos ja aplicam este residuo
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como alimentacdo animal devido a fibras presente (SANTQOS, 2005).

As macroalgas como fonte de biocombustiveis de terceira geracdo tém atraido
grande atencdo recentemente, a parede celular das algas marinhas geralmente contém
trés componentes, ou seja, &cido alginico, celulose e outros polissacarideos
(ARDALAN et al.; 2018). As algas marrons como Sargassum vulgare (Figura 2) tem
demonstrado potencial como biomassa para producdo de bioetanol. O Sargassum, esta
amplamente distribuida em mares tropicais e subtropicais. Em mar¢co de 2023, foi
constatado que o volume de Sargassum alcancou a extensdo de 8 mil quilémetros
(MACHADO, 2023).

Figura 2: Macroalga Sargassum vulgare.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024

Dessa forma podemos afirmar que a biomassa agroindustrial tem sido
reconhecida como uma excelente matéria-prima e pode ser utilizada na producdo de
varias enzimas importantes (PANESAR et al., 2016; Jain et al., 2021). A utilizacao
desses residuos renovaveis como substratos é altamente apreciavel devido a sua féacil

disponibilidade e fontes abundantes de carbono e nitrogénio (RAINA et al 2022).

1.2 Pré-tratamento de residuos

O pré-tratamento de residuos visa diminuir a sua recalcitrancia, uma vez que
objetiva a migracao da lignina e hemicelulose para a parte liquida da reacdo e aumenta a
acessibilidade das enzimas na estrutura da celulose (CHANG E HOLTZAPPLE, 2000),
0 pré-tratamento também pode ser visto como uma etapa de fracionamento da biomassa,
quando a celulose é separada da fracdo hemiceluldsica, para que ambas possam ser

fermentadas separadamente (DAS et al., 2015).
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Na literatura, existem diversas tipos de pré-tratamento: fisicos; quimicos;
biologicos ou fisicos quimicos, que buscam desenvolver metodologias eficientes e
ecologicamente corretas.

Dentre os tipos de tratamento de residuo se destaca o tratamento acido, pois o
pré-tratamento &cido € uma técnica muito difundida para solubilizacdo dos acucares da
biomassa lignocelul6sica e baseia-se na adi¢ao de acido mineral ao material, e a mistura
é submetida a diferentes condi¢fes de temperatura e tempo. Este tipo de prétratamento é
muito utilizado para solubilizar a hemicelulose, na forma de monossacarideo, e
consequentemente tornando a celulose no material pré-tratado mais acessivel a acao de
enzimas (BRIENZO et al., 2017).

Diversas propriedades da biomassa estdo relacionadas com a resisténcia a acao
de agentes externos, portanto se faz necessario a utilizacdo de pré-tratamento para
modificar a estrutura do material de forma a tornar os componentes de interesse mais
acessiveis (BRIENZO et al., 2017). O pré-tratamento pode ser feito com &cidos
concentrados ou diluidos, porém o tratamento com 4&cido concentrado pode
proporcionar formacdo de compostos inibidores de enzimas celuloliticas. O pré-
tratamento com acido diluido por outro lado, aparece como uma alternativa melhor para
0 uso em escala industrial. Este pré-tratamento pode ser utilizado para diferentes tipos
de materiais lignocelulésicos (ALVIRA et al., 2010).

1.3 Estrutura da celulose

Diante aos problemas enfrentados mundialmente como escassez de alimentos,
crises energéticas, poluicdo ambiental, entre outros, o reaproveitamento de materiais
lignocelulésicos oferecem vantagens, porém se deparam com a complexidade dos
processos de bioconversdo da lignocelulose (CHEN et al., 2014). Isso deve-se a sua
composigdo que é celulose, hemicelulose e lignina, sendo a soma desses componentes
mais de 80% do seu peso total e estdo interligados por ligacdes covalentes (CHEN et al.,
2014). Sendo assim varia o tamanho e a forma da parede celular, bem como a
composi¢do quimica dos materiais lignocelul6sicos de acordo com cada espécie.

A celulose se destaca como o polimero (macromolécula) mais abundante em
nosso planeta com a formula (CgH10Os), (Figura 3), composta por milhares de
moléculas de glicose unidas por B-1,4 glicosidicas, representa a maior fracdo em
materiais lignocelulésicos 30-50% a matéria seca. Por ano aproximadamente 4x10°

toneladas de celulose estdo sendo produzidas pelas plantas (PRASAD et al., 2019). Na
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parede celular da planta, a celulose é formada em microfibrilas que estdo ligados a rede
de hemicelulose e blindados por lignina (LEKAKARN et al., 2021). A organizagéo
dessas cadeias de celulose acontece de forma fibrilar, com ligagdes de hidrogénio e Van
der Walls (PEREZ et al., 2005). Possuem regides cristalinas e amorfas que ocorrem em
intervalos irregulares, sendo aos quais as regides amorfas estdo relacionadas a hidrdlise
da celulose por via &cida ou enzimatica e nelas as ligacdes de hidrogénio ocorrem em
menor quantidade (CHAGAS, 2007).

O segundo polissacarideo mais abundante na parede celular da planta €
hemicelulose, que possui uma estrutura de cadeias ramificadas e amorfa, composta por
varios heteropolimeros pentoses (- d- xilose, a-L- arabinose), hexoses (- D- manose,
p- D - glicose, a- D- galactose) e acidos urénicos (HOUFANI et al., 2020). De maneira
geral as hemiceluloses sdo incorporadas nas paredes das células vegetais formando uma
rede complexa de ligacbes fornecendo forca estrutural ligando as fibras de celulose a
microfibrilas e reticulagdo com lignina (TELEMAN, 2009).

Jé as ligninas sua variabilidade se reflete no fato de que sua composicdo varia de
acordo com a espécie vegetal, a duracdo do tempo de crescimento, bem como as partes
das plantas. E um polimero ndo linear como a celulose e nem ramificado como a
hemicelulose, mas sim uma rede tridimensional. Este complexo é hidrofébico por
natureza e se liga através de ligaces covalentes a hemicelulose e celulose, o que gera a

estrutura complexa da lignocelulose (TAIZ, et al., 2017).

H  OH CH,OH H  OH | CH,OH
OH,/ L A % | H O
N P 0 T of o« y
H Y 0 \—( H H 0 A

CH,OH H  OH CH,OH | H  OH

Figura 3: Moléculas de celulose unidas por liga¢@es glicosidicas
Fonte: Klen et al, 2011.

1.4 Fermentacgdo em estado solido
A técnica de fermentacdo em estado solido (FES) (Figura 4) é um processo
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biotecnologico de baixo custo e consumo de energia, que consiste no cultivo de micro-
organismos sobre superficies solidas, sendo usadas como fonte de nutrientes e com
presenca de pouca umidade (RAINA et al., 2022). A FES fornece ao microrganismo
cultivado um ambiente similar ao habitat natural do qual esta isolado, assim permitindo
que os microrganismos tenham um melhor desempenho e obtenham-se maiores
rendimentos e alta estabilidade operacional (SOCCOL et al., 2017). Do ponto de vista
econdmico e ambiental, a FES é promissora, pois possibilita a utilizacdo de residuos
agroindustriais como matéria prima barata (ERGUN e UREK, 2017).

A utilizacdo de residuos agroindustriais como substrato para processos de FES
torna a técnica mais vantajosa do ponto de vista ambiental conforme ilustrado na figura
4, visto que a biomassa é gerada abundantemente em toneladas, o que pode ocasionar
problemas ambientais devido ao acimulo na natureza (PANDEY, 2003; COLLA et al.,
2010). Assim, usar a FES na producdo de enzimas microbianas por fermentacdo é
considerada uma opc¢do relevante, pois 0 processo € adequado para a utilizacdo de
residuos agroindustriais (bagaco de cana de agUcar, farelo de trigo, cora de abacaxi,
casca de coco entre outros). A matriz sélida da FES pode atuar como fonte de carbono
(e outros nutrientes), ou como material inerte que suporta o crescimento do
microrganismo impregnado com a solucgéo de crescimento (RAINA et al., 2022).

Nos ultimos anos, tem despertado interesse nas industrias biotecnoldgicas devido
ao seu potencial em aplicaces como a producdo de metabdlitos secundarios ativos,
além de alimentos, combustiveis, produtos quimicos industriais etc. (SINGHANIA et
al., 2009).

Algumas vantagens desta tecnologia é a menor suscetibilidade a contaminagéao
bacteriana, permitindo maior produtividade enzimatica para muitas enzimas (SONDHI e
SAINI, 2019). Além disso, as enzimas produzidas pela FES sdo menos susceptiveis a
problemas de inibicdo por substrato, possuindo ainda uma maior estabilidade a
variacoes de temperatura e pH (ZHANG et al., 2013).

Sabendo que o crescimento de fungos filamentosos produtores de celulases
ocorre naturalmente em condi¢fes similares a FES, a aplicacdo dessa técnica na
producdo de celulases atrai interesse por ser uma tecnologia com custo eficaz e pelo uso
de micro-organismos, especialmente fungos filamentosos que produzem relativamente
altas concentracdes de celulases (SINGHANIA et al., 2010). Dentre as industrias de
enzimas, o meio de fermentacdo sozinho atende cerca de 40% do custo da enzima.

Dessa forma a utilizacdo substrato barato € um objetivo final para minimizar o custo de
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producdo de enzimas (MARRAIKI et al., 2020).

Adicionalmente, o custo de producdo de celulases usando FES € estimado em
~0,2 $/kg, quase dez vezes menor que o custo envolvido no fermentacdo submersa SmF
(20 $/kg). E, portanto, FES pode ser economicamente vidvel para o custo-beneficio
producdo de biocombustiveis (SRIVASTAVA et al., 2021).
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| Aplicagdo de enzimas bruta | i Purificagdo de enzimas

Industrias farmacéuticas,
alimentos, bioetanol etc.
Figura 4. Representacdo sistematica da utilizacdo de biomassa lignocelulésica para

producéo de enzimas.
Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

1.5 Microrganismos lignoceluloliticos

Entre os microrganismos com capacidade de produzir enzimas com finalidade da
desconstrucdo lignocelulosica, os fungos produtores de enzimas, sdo mais vantajosos
em relacdo as bactérias, pois podem secretar as enzimas que degradam o substrato sobre
o0 qual crescem para 0 meio extracelular (ORLANDELLLI et al., 2012), além disso, estes
fungos se adaptam a uma grande variedade de substratos, devido as suas caracteristicas
de reproducéo e crescimento. Esse fungos s@o considerados decompositores naturais de
material vegetal por sua capacidade de secretar uma grande variedade de enzimas, as
quais tém sido produzidas e aplicadas industrialmente (GOMES et al., 1998).

Dentre as caracteristicas dos microrganismos, 0S que apresentam temperatura
Otima de crescimento em torno de 45 °C sdo classificados como termofilicos. Ja os
hipertermofilicos crescem em temperatura 6tima em torno de 80 °C (MADIGAN et al.,

2010). Sabendo das 50.000 espécies de fungos descritas, somente em torno de 30
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crescem em temperaturas entre 40 °C e 45 °C, embora existam algumas com capacidade
de crescer entre 60 a 62 °C (MORETTI, 2010). Além disso, as enzimas consideradas
termoestaveis geralmente se apresentam mais resistentes a desnaturacdo, além de serem
estaveis em amplas faixas de pH (GOMES et al., 2009).

Tanto os fungos quanto as bactérias sdo capazes de produzir celulases, entretanto
os fungos séo os mais utilizados, sendo que a maioria dos fungos produtores de celulose
relatados sdo de origem mesofilica, destacam-se 0s que pertencem aos seguintes
géneros: Trichoderma sp., Acremonium sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp., Penicillium
sp., Fusarium sp. e Chaetomium sp.. No entanto, diferentes investigacfes relatam o
Penicillium, como um género capaz de metabolizar a celulose como fonte de energia e
secretar o complexo enzimatico celulase (MARRAIKI et al., 2020).

Dentre os fungos utilizados, os filamentosos apresentam uma importante
caracteristica morfologica na producdo e excrecdo de enzimas extracelulares, pois o
crescimento micelial permite maior superficie de contato com o substrato (GIBBS;
SEVIOUR). Sendo assim, os fungos filamentosos demonstram uma maior capacidade
de degradacdo do substrato e maior excrecdo de enzimas extracelulares, contribuindo
para o crescimento fungico. E comercialmente, os fungos filamentosos sdo as principais
fontes de enzimas que sdo conhecidos por serem poderosos degradadores de material
liberando um sistema completo de celulase (SRIVASTAVA et al., 2021).

1.5.1 Penicillium roqueforti

Os microorganismos sdo fontes preferenciais de producdo de celulases, por
possuirem ampla diversidade bioquimica (YEOMAN et al., 2010). Assim os fungos
filamentosos devido as suas propriedades fisiologicas, enzimologicas e bioquimicas
permitem seu crescimento em substratos solidos e a bioconversdo dos mesmos,
aumentando assim a capacidade de hidrolise por estes micro-organismos em diversos
processos biotecnoldgicos (KUMAR et al., 2008).

Dentre os fungos filamentosos, o Penicillium roqueforti vem ganhando destaque
principalmente com sua utilzacdo em FES devido as suas caracteristicas tais como alta
atividade biocatalitica e um elevado potencial biotecnoldgico, o que torna sua aplicagao
possivel em diversos setores industriais, como quimicos, alimenticios e farmacéuticos
(MIOSO et al., 2015; RAINA et al., 2022).

O género Penicillium contém mais de 300 espécies, varias das quais sdo usadas

por humanos como a penicilina foi descoberta em P. Rubens (CARON et al., 2021).
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Também é considerado um dos mais extensos em espécies estudadas para seu uso
tecnoldgico (DAGON e TEKINER, 2021).

O Penicillium roqueforti (Figura 5) pertence ao Reino Fungi, faz parte da classe
Eurotomycetes, no filo Ascomycota, de ordem Eurotiales, familia Trichocomaceae
(VISAGIE et al., 2014). A morfologia do proprio organismo é baseada em
caracteristicas do cabeca de frutificacdo em forma de escova; tamanho, forma e nimero
de conidios (DAGON e TEKINER, 2021). Seus conidios possuem coloracdo turquesa
acinzentada ou verde macante formados em cadeia nas fidlides ap0s divisdo nuclear
miotica, ficam fixados nas métulas por meio dos esterigmas (MIOSO et al., 2015).

E comum encontrar O Penicillium roqueforti nos mais diversos tipos de habitat
na natureza, em solos, silagens, madeiras, ambientes lacteos. Sendo a decomposicao de
matéria organica sua principal funcdo na natureza (GILLOT et al., 2015).

A temperatura de crescimento pode ocorrer entre 4 e 35°C, mesmo em niveis
baixos de oxigénio ou em altas concentracdes de didxido de carbono, além de possuir
uma forte resisténcia ao pH, entre 3 e 10 (ABBAS; DOBSON, 2011). Dessa maneira 0
P. roqueforti € categorizado como um fungo GRAS (Generally Recognized como Safe)
que é seguro para aplicagbes na industria alimenticia e eficiente em excretar uma
diversidade de enzimas como as lipoliticas, proteoliticas, decarboxilase e deaminase,
tornando seu uso apropriado para varias aplicacBes nas industriais (MIOSO et al.,
2014).

Figura 5: lHustrages do fungo Penicillium roqueforti. Aspectos das coldnias crescidas
em cultura no interior de placa de Petri em meio BDA e micrografia obtida por
microscopio optico.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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1.6 Enzimas celulosicas

As enzimas sdo proteinas responsaveis pela catélise de reacdes bioldgicas. Elas
sdo altamente seletivas e atuam em condic¢des especificas de temperatura e pH, sdo
biodegradaveis e podem ser reutilizadas (MEDEIROS et al., 2013; DOS SANTOS et
al., 2020). Assim, quando comparadas aos catalisadores quimicos, as enzimas sdo
catalisadores mais potentes e eficazes (NASCIMENTO et al., 2013).

As enzimas do complexo celulolitico sdo da classe das hidrolases que clivam
ligacGes glicosidicas. Enzimas celulases constituem um complexo capaz de atuar sobre
materiais celulésicos, assim promovendo sua total hidrolise (MASSARENTE et al.,
2020). Estas enzimas sdo biocatalisadores com caracteristicas especificas para atuar na
liberacdo de acgucares, dos quais os polimeros de glicose (amilose e amilopectina) séo o
que desperta maior interesse nas industrias (NASCIMENTO et al., 2013;FLORENCIO,
2017; XUE et al., 2018;KUMAR et al., 2019).

As enzimas celulases sdo muito comercializadas pois apresentam crescimento
constante devido a suas vastas aplicacBes nas industrias, em papel, lavanderia e
detergente, téxtil, remédios, alimentos, industrias agricolas e biocombustiveis
(PRASAD et al., 2019; RAINA et al., 2022).

Entretanto o que restringe o uso de celulases em escala industrial s&o as
condigdes de estabilidade, tais como temperatura, alta salinidade, presenca de solventes
organicos que usados nas industrias pode causar desnaturacdo de proteinas e assim
torna-las inativas. Dessa forma o interesse por celulases altamente estaveis e ativas vem
despertando interesses de pesquisadores (KUMAR et al., 2019). Uma vasta gama de
residuos, incluindo leguminosas, palha de cereais, residuos de papel, bagagos etc., sdo
utilizados para a producdo comercial de celulase (RAINA et al., 2022).

As celulases sdo enzimas produzidas por microrganismos durante o Sseu
crescimento em células celulosicas (BARBOSA et al., 2020). A produgéo de enzimas
celuloliticas ocorre apenas na presenca do substrato celuldsico ou derivados, e €
reprimida quando ha agucares de facil acesso (RASTEGARI, 2018). J& a producgédo das
celulases ocorre por indugdo sendo controlada pelo mecanismo de ativacdo e represséo
(MEENU, SINGH e VISHWAKARMA, 2014). Assim as enzimas sdo liberadas da
superficie da membrana plasmatica para o0 espago periplasmético, onde podem ser
incorporadas a parede celular ou, no caso particular das celulases, sdo secretadas através
da parede celular para 0 ambiente externo (PEBERDY, 1994).

A celulases por pertencerem a familia de enzimas glicosil hidrolase atual em
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sinergia (Figura 6) tendo o sistema enzimatico constituido principalmente por trés
componentes, Endo-glucanases (EG) (EC 3.2.1.4), Exo-glucanases (CBH) ( EC3.2.1.91)
e B-glicosidases /celobiase (BG) (EC 3.2.1.21) (RAINA et al., 2022; KUMAR et al.,
2019; LEKAKARN et al., 2021).
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Figura 6. Mecanismo de hidrélise enzimatica da celulose.
Fonte: SHER et al., 2021

As endoglucanases (EGs) ou endo-1,4-B-D-glucanases tem como funcéo iniciar
a hidrolise dos polimeros de celulose e acelera a taxa de hidrélise ao qual hidrolisam
aleatoriamente as regibes internas da estrutura amorfa da fibra celul6sica clivando
ligagdes B-1,4-glicosidicas na regido central para gerar oligossacarideos soluveis,
acucares e novas extremidades de cadeia livre sendo um redutor e um néo redutor, tendo
como produto final celo oligossacarideos, celobiose e glicose (LEKAKARN et al.,
2021; KUMAR et al., 2019; PRASAD et al., 2019). Endoglucanases (EGSs) estdo
espalhadas por 13 familias de GH, incluindo GH5, GH6, GH7, GH8, GH9, GH12,
GH44, GH45, 192 GH48, GH51, GH61, GH74 e GH124 (AKRAM et al., 2018), estas
enzimas parecem apresentar pouca capacidade de degradacéo de celulose cristalina, isso
ocorre devido as fortes interacGes de hidrogénio que sdo presentes nas fibras, assim
tornando o contato dessas enzimas inacessiveis (AKRAM et al., 2018).

A carboximetilcelulose (CMC) ¢é utilizada como substrato preferencial para
determinar a atividade dessas enzimas, devido ao seu alto grau de polimerizagéo e baixa
cristalinidade (NARRA, 2014). As endoglucanases possuem caracteristicas como
diversificados tamanhos variando entre 22 a 45 kDa, podendo algumas apresentarem até

90 kDa (SADANA et al., 1984). A atividade dessa enzima ocorre entre as temperaturas
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de 50 e 70 °C com pHs variando entre 4 e 5 (DING et al., 2006), j& as endoglucanases
consideradas termoestaveis sdo dominantes na familia GH 12, enquanto outras podem
pertencentes as familias GH 5, 8 e 45 (AKRAM et al., 2018).

A exoglucanase (CBs) ou exo-1,4-B-D-glucanases atuam na regido externa da
celulose, ligando-se ao cristalino parte da celulose (NASCIMENTO et al., 2013;
PRASAD et al., 2019; KUMAR et al., 2019). A liberacdo de moléculas soltveis de
celobiose das extremidades livres que sdo liberadas pela atuacdo da exoglucanase, séo
depois clivada em glicose pela B glicosidase (BGL) que finalisa a sinergismo entre na
degradacéo da lignocelulose na natureza e na concepcao de formacdes ativas de celulase
em bioindustrias. A B glicosidase também atua minimizando a acdo inibitéria que a
presenca de celobiose exerce sobre as atividades de endo e exoglucanases (SILVA,
2016; LEKAKARN et al., 2021).

Essas enzimas do complexo celulasico atuam em conjunto e apresentam um
rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais. (NASCIMENTO et al.,
2013).

1.7 Importancia econdmica das celulases

A importancia do mercado de proteinas foi avaliado em 2020 de US$ 33,9
bilhdes, com probabilidade de crescimento até US$ 48,1 bilhdes até 2026 (NUNEZ et
al.,, 2022). Desse mercado de proteinas as enzimas tem cerca de 200 tipos
comercializados e aplicados em processos com interesse biotecnoldgico, sendo 75%
dessas enzimas hidroliticas usadas em processos industriais. O mercado das enzimas foi
avaliado em 2019 em US$ 9,9 bilhdes e crescimento anual projecdes de 7,5% de 2020 a
2025 (ALMEIDA et al., 2021; CAVALCANTI et al., 2022; NUNEZ et al., 2022).

Atualmente o alto custo na producdo de enzimas e suas amplas aplicacdes em
processos biotecnoldgicos enfrentam dificuldades, pois a aplicacdo faz necessarios
grandes volumes de enzimas, tornou-se o sua utilizacdo um obstaculo. Devido a isso se
faz necessario o investimento em pesquisas na area de producdo de enzimas, ao qual a
utilizacdo de biomassa lignocelul6sica e cepas microbianas em determinada condigdes
de cultivo tornar uma estratégia viavel para a obtencdo de produtos de alto valor
agregado a um baixo custo (REINEHR et al., 2014; MENEZES et al., 2019).

Dentre o mercado das enzimas (proteases, lipases, amilases e celulases) estas séo
as mais utilizados comercialmente, assim o mercado industrial de enzimas cresce

continuamente devido ao desenvolvimento de novas tecnologias e suas aplicagfes na
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area de produtos de limpeza, alimentos e bebidas, producdo de biocombustiveis e racdo
animal, entre outros (NUNEZ et al., 2022).

As celulases ocupam a terceira posi¢cdo no ranking mundial e representam 20%
da demanda mundial anual por enzimas (SRIVASTAVA et al., 2021), esse crescimento
celulase se da ndo apenas por seu papel crucial nos mecanismos celulares, mas também
por seu potencial de aplicacdo na substituicdo de processos quimicos convencionais e
sua diversibilidade em aplicacbes de varios segmentos industriais (REINEHR et al.,
2014).

A demanda dessa enzima € atribuida as suas principais aplicacdes na industria de
papel e celulose, téxtil, alimentos e bebidas, industria de detergentes e ragdo animal.
Com o grande crescimento na producdo de etanol 2G que é obtida através biomassa
lignoceluldsica, uma vez que essa demanda tende a crescer (YOON et al., 2014), assim
é esperado que a busca por celulases seja altamente motivada pelas industrias de
producdo comercial de biocombustiveis no futuro (SRIVASTAVA et al., 2018).

1.8 Aplicacdo das celulases

A producdo comercial de celulase teve inicio na década de 1980 para aplicacbes
industriais, sendo aplicados como aditivos para ragdo animal e lavagem com pedra de
jeans, na década de 1980, a partir desse periodo as industrias utilizam estas enzimas em
larga escala (MASSARENTE et al., 2020).

As celulases comercialmente disponiveis sdo uma formulacdo de
endoglucanases, exoglucanases ¢ B-glucosidases (MENEZES et al., 2019), que tem por
funcdo catalisar a hidrélise da celulose em acucar e outras unidades oligoméricas
(Pandey et al., 1999;MARRAIKI et al., 2020).

Devido ao seu grande potencial biotecnologico das celulases (Figura 7) permite
que essa enzima seja empregada nas industrias alimenticias, de racGes animais, téxtil e
de detergentes, como também em processo de reciclagem de papel, onde conseguem
remover, com eficacia, particulas de tinta aderidas a superficie das fibras e favorecendo
a brancura do papel (YOON et al., 2014), e por fim a aplicacdo na sacarificacdo de

residuos agroindustriais para a producédo de etanol (KUMAR et al., 2019).
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Figura 7. Aplicagdes de celulase.
Fonte: SRIVASTAVA et al., 2021.

Atualmente a conversdo enzimatica de materiais lignoceluldsicos renovaveis em
biocombustiveis se tornou um alternativa ecologicamente correta e sustentavel
comparados a combustiveis derivados de fdsseis. Assim a producdo de bioetanol
derivado da biomassa lignocelulésica pode contribuir de forma efetiva para a solugédo da
dependéncia mundial pelas fontes de energia fdssil, destacando-se como alternativas
energéticas promissoras. Entretanto, a viabilidade econémica € uma das principais
restricBes que limitam sua implementacdo pratica até 0 momento (SRIVASTAVA et al.,
2018).

A producgdo de biocombustiveis usando biomassa lignocelulésicos de residuos
lignocelulosicos enquadra-se nos biocombustiveis de segunda geracdo (SRIVASTAVA
et al., 2018). O uso da celulase na sacarificacdo da biomassa celulésica se tornou a
abordagem mais promissora para obter um alto rendimento de fermentaveis, pois a
aplicacdo mais importante e promissora da celulase é na bioconversdo de residuos
lignoceluldsicos em biocombustiveis (SRENNA e SEBASTIAO, 2019).

A maior parte da producdo do etanol lignoceluldsico acontece por hidrolise com
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fermentacdo. Através da sacarificacdo enzimatica da biomassa vegetal acontece a
quebra da lignocelulose em agUcares, e 0 custo desta operacdo € considerado um dos
principais gargalos na comercializagdo do &lcool de segunda geracdo e tem sido
apontado como o ponto mais caro em toda a cadeia de producdo de bioetanol,
respondendo por até 40% do custo total (MENEZES et al., 2019). Assim diminuir o
custo das enzimas celuloliticas continua sendo um dos principais objetivos da pesquisa
do bioetanol (MENEZES et al., 2019).

Para a conversdo da biomassa lignoceluldsica em bioetanol sdo necessarias as
seguintes etapas: pré-tratamento, hidrolise (sacarificacdo), e recuperacdo de etanol. A
etapa principal é a hidrélise da biomassa em agUcares fermentaveis, pois esses agucares
sdo posteriormente convertidos em alcool por um organismo fermentativo. O processo
de hidrolise pode ser obtido por dois métodos: acido e hidrdlise enzimatica, sendo a
hidrolise acida desvantajosa, pois pode ocorrer a formacéo de residuos acidos perigosos,
0 que torna a recuperacao de acgucares dificil. J4 o processo de hidrélise enzimatica é
mais eficiente e ocorre em condi¢cBes ambientais sem gerar nenhum residuo téxico
(SRENNA e SEBASTIAO, 2019).

Os processos de fermentacdo na industria para obtencdo de etanol 2G pode ser
realizado por dois tipos: separados ou processo simultaneo de sacarificagdo. Assim na
producdo do bioetanol separado de sacarificacdo e fermentacdo, a enzima celulase é
adicionada ao material de celulose sem levedura. Apds hidrolisar celulose pela enzima,
a levedura é adicionada para metabolizar a glicose para produzir bioetanol (XUE et al.,
2018). J& para produzir bioetanol por processo simutdneo de sacarificacdo e
fermentagdo, celulase e levedura s&o adicionadas simultaneamente ao material de
celulose, assim glicose liberada do material celuldsico é imediatamente metabolizada
por fermento (XUE et al., 2018).

Sendo assim os investimentos em etanol 2G vem sendo um dos maiores

investimentos do futuro, garantindo uma fonte renovavel de combustiveis.

1.9 Imobilizacdo enzimatica

No ano de 1916, iniciou-se o processo de imobilizacdo de enzimas, com
trabalhos de Nelson e Griffin que observaram a enzima sacarose invertase (beta-
frutofuranosidase) sendo adsorvida em carvdo, catalisava a hidrolise da sacarose.
Também acorreu em 1926 com o Prof. James Sumner (Universidade de Cornell) que

realizou o primeiro isolamento da enzima uréase via cristalizacdo dessa enzima em NH3
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e CO,. Com este trabalho o pesquisador ganhou o prémio Nobel em 1946 (ALVES et
al., 2016; ZHAO et al., 2015).

S&o conhecidos varios métodos de imobilizacdo enzimatica (Figura 8), aplicando
diferentes protocolos no processo de imobilizacdo em que suportes solidos séo baseados
em imobilizacdes fisicas e quimicos. De maneira geral pode-se classificar os métodos
de imobilizacéo enzimética em 3 categorias, sendo elas: via interagdo fisica (adsor¢éo),
interacdo quimica (ligacdes ibnicas, ligacdes covalentes, suporte e ligagdo cruzada) e na
retencdo fisica da mesma (aprisionamento e encapsulacdo) (NEKTARIA
MARKOGLOU, 2003).

Técnicas para Imobiliza¢do de Enzimas
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Figura 8: Principais técnicas de imobilizacdo enzimatica (Jegannathcan e
Abang, 2008)

A adsorcdo fisica é considerado o método mais simples de imobilizacdo, pois se
trata uma mistura com condicdes apropriadas envolvendo o suporte insolivel em uma
determinada solugdo enzimatica, ao qual € realizado posteriormente uma separa¢do do
derivado. Esse processo ocorre devido as interagdes dos grupos superficiais da enzima
com os grupos superficiais do suporte através de atracOes eletrostaticas e interagbes ndo-
covalentes estdo envolvidos nesse processo de imobilizacdo: interacdes eletrostaticas,
interacdes hidrofobicas, forca de Van der Waals, interagdes idnicas, adsorcdo fisica
(ZHAO et al., 2015). Comparando a imobilizacdo por adsorcdo fisica com as demais
técnicas, a adsor¢do é vantajosa por seguintes aspectos: custo baixo dos materiais e
procedimento, condi¢bes de faceis operacgdes, facil regeneracdo para a reciclagem,
recuperagdo de elevada atividade da enzima e nenhuma necessidade de utilizagdo de

aditivos quimicos no processo de imobilizacdo. (ZHAO et al., 2013).
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2 Concluséo

Conforme abordado pelo referencial tedrico, o sistema energeético internacional é
fortemente dependente de combustiveis fosseis, 0 que levou pesquisadores a buscar por
combustiveis alternativos com equilibrio do meio ambiente. Assim surgiram pesquisas
na area de producdo de etanol de segunda geracdo (2G) e terceira geracdo (3G)
utilizando materiais lignocelulésicos. A biomassa lignoceluldsica é o recurso
biorrenovdvel mais abundante na terra, sua composicdo principal é a celulose,
hemicelulose e lignina o que pode ser aplicadas para obtencdo de combustiveis de
fontes renovaveis.

Entretanto para a producdo de etanol utilizando de recursos lignocelulésicos
ainda ndo é economicamente competitiva devido ao alto custo das enzimas. Assim a
FES surge como uma proposta de reduzir custos e reaproveitamento de residuos
agroindustriais. Entre os fungos utilizados o Penicillium roqueforti se destaca por ser
filamentoso, e a FES propdem o crescimento do fungo devido a ser semelhante ao seu
habitat natural, sendo comprovado como eficiente o uso da FES para producdo de
celulases. As celulases sdo compostas por endoglucanases, exoglucanases e beta-
glicosidases que atuam em sinergia quebrando as ligagdes quimicas existentes entre as
unidades de glicose presente na celulose. Com isso o uso das enzimas celulases vem
ganhando destaque em diversas areas biotecnoldgicas, e se tornando uma das enzimas
mais comercializadas no mundo. A utilizacdo da imobilizacdo vem destacando e
promovendo meios de reduzir custos nas aplicacds tecnologicas empregadas a

endoglucanas.
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3 Justificativa e Objetivos

3.1 Justificativa

A instabilidade politica dos paises produtores de petroleo, preocupagdes com a
seguranga energética, esgotamento de fontes de combustiveis fosseis, aliados aos efeitos
negativos derivados da sua utilizagdo e ao aumento da demanda de energia, tem
motivado a busca por fontes renovaveis de energia. O etanol de segunda geracéo (etanol
2G) é um biocombustivel que pode ser produzido a partir dos residuos que sdo
descartados do processo produtivo do etanol de primeira geracdo e de culturas
alimentares, destacam-se o bagaco da cana-de-acucar, farelo de trigo, casca de coco,
coroa do abacaxi e macroalgas para obtencdo de etanol de 3G. Dessa forma os materiais
lignocelulésicos representam a maior fonte de compostos organicos da biosfera que
podem ser usados nesse processo. Diante disso pesquisadores e as industrias tem se
interessado pelo etanol de 2G como uma fonte de energia renovéveis e do futuro. Nesse
contexto o interesse no desenvolvimento tecnoldgico esta sendo todas direcionadas para
a hidrolise enzimatica, as enzimas conhecidas utilizadas no processo sacarificacdo, entre
elas a celulases responsaveis por hidrolisar a celulose, liberando glicose para a producéao
de etanol. Assim é necessaria a prospec¢do de tecnologias alternativas viaveis que
possibilitem obter a aplicacdo de residuos lignoceluldsicos e a producdo de agucares

fermentéaveis.

3.2 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente projeto consiste em investigar a producdo de
acucares fermentaveis para obtencdo de etanol de segunda geracdo utilizando
Penicillium roquefort em fermentacdo estado sélido (FES) dos residuos bagaco de
cana-de-acucar, farelo de trigo, casca de coco e coroa de abacaxi para producdo da
enzima endoglucanase, seguido caracteriza¢do do extrato enzimatico, imobilizacdo via

adsorcdo fisica e e aplicacdo na sacarificacdo de residuos agroindustriais e macroalgas.
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3.2.1 Objetivos especificos

e Caracterizar os residuos agroindustriais;

e Analisar a producdo da enzima endoglucanase, através da fermentacdo no
estado sdlido;

e Caracterizar o extrato enzimatico;

¢ Aplicar o extrato enzimatico na producédo de aglcares fermentaveis;

¢ Imobilizar a enzima endoglucanase em carvdes organicos.

e Avaliar o efeito do pré-tratamento &cido dos residuos agroindustriais e da

microalga na sacarificacao.
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2 ARTIGO 1: Optimization of enzymatic saccharification of industrial wastes using a
thermostable and halotolerant endoglucanase through Box-Behnken experimental

design.

Resumo

O presente estudo visa a producdo da endoglucase em extrato bruto pelo fungo
Penicillium roqueforti ATCC 10110 utilizando residuos lignolulosicos como substrato
em FES, caracterizando, aplicando e otimizando. A caracterizacdo da endoglucanase
frente a temperatura e pH obteve maior atividade em 50 °C e pH 4 e 5, com estabilidade
nas temperaturas (40-80 °C) e diferentes pHs , ja a adicdo de metais os fons Ca**, Zn*",
Mg®* e Cu®* contribuiram para aumento da atividade, em solventes organicos a
atividade manteve > que 91%. A caracteristica de halotolerante favoreceu aumento da
atividade 35% em NaCl (2M). Na aplicacdo a endoglucase foi capaz de sacarificar todos
os residuos que foi exposta, e microscopia eletronica de varredura confirmou acéo da
enzima. O Box-Behnken avaliou parametros: tempo, substrato e concentracdo de
enzima, sob condicbes ideais obteve-se 255,621 mg/g acUcar redutor. Este estudo
mostra o extrato bruto com endoglucanase pode ser aplicado em industrias.

Palavras-chave: Enzimas, Metodologia de superficie de resposta, Residuos
lignocelulosicos.

Abstract

This study describes the production, characterization and application of an
endoglucanase from Penicillium roqueforti using lignocellulosic agro-industrial wastes
as the substrate during solid-state fermentation. The endoglucanase was generated after
culturing with different agro-industrial wastes for 96 h without any pretreatment. The
highest activity was obtained at 50 °C and pH 4.0. Additionally, the enzyme showed
stability in the temperature and pH ranges of 40-80 _C and 4.0- 5.0, respectively. The
addition of Ca?*, Zn?*, Mg*" and Cu?" increased enzymatic activity. Halotolerance as a
characteristic of the enzyme was confirmed when its activity increased by 35% on
addition of 2M NaCl. The endoglucanase saccharified sugarcane bagasse, coconut shell,
wheat bran, cocoa fruit shell, and cocoa seed husk. The Box-Behnken design was
employed to optimize fermentable sugar production by evaluating the following
parameters: time, substrate, and enzyme concentration. Under ideal conditions,
253.19mg/g of fermentable sugars were obtained following the saccharification of
wheat bran, which is 41.5 times higher than that obtained without optimizing. This
study presents a thermostable, halotolerant endoglucanase that is resistant to metal ions
and organic solvents with the potential to be applied in producing fermentable sugars
for manufacturing biofuels from agro-industrial wastes.

Keywords: Enzymes, Response surface methodology, Lignocellulosic residues.
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2.1 Introducao

A dependéncia de combustiveis fosseis tem gerado efeitos desfavoraveis como
aumento da liberagdo de carbono na atmosfera, a diminui¢cdo da qualidade do ar e o
aumento das temperaturas globais (Massarente et al 2020, Castillo et al., 2020, Khaire et
al.,2021) o que tem despertado interesse crescente na utilizacdo de fontes alternativas de
energia "limpas e renovaveis"”, como biocombustiveis tipo etanol de segunda geragédo
(2GE) com finalidade de promover a sustentabilidade e a independéncia dos
combustiveis fésseis (Toogood e Scrutton, 2018; Massarente et al 2020; Thakur et al.,
2020). A obtencdo do etanol 2GE ocorre através fermentacao de acucares liberados por
enzimas nos residuos lignocelulésicos que sdo derivados de atividades agricolas como
processamento industrial (Sadh et al., 2018; Melanouri et al., 2022).

A biomassa lignocelulosica representa uma fonte promissora de energia
renovavel (Squinca et al., 2018), sendo composta de celulose que é o recurso renovavel
mais abundante do planeta (Xue et al., 2018). Presente na biomassa a celulose pode
transformar-se em glicose, um fonte de carbono amplamente utilizada para produzir
bioetanol (Madhuri et al., 2017; Xue et al., 2018). Na degradagdo do complexo
lignocelulésico o uso de enzimas tem sido adotado com objetivo de quebrar as paredes

celulares das plantas, promovendo a liberagdo de monémeros de carboidratos (Gupta et
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al., 2016). Com isso tem aumentado a busca por enzimas eficientes e resistentes que
sejam produzidos por microrganismos, dentre os fungos capazes de produzir essas
destaca-se os fungos filamentosos ao qual pertence o género Penicillium que contém
mais de 300 espécies (Massarente et al., 2020; Caron et al., 2021).

O fungo Penicillum roqueforti pertence ao grupo das treze espécies de fungos
filamentosos, sendo um dos mais extensos com estudos tecnolégico (Kure & Skaar.,
2019; Dogan e Tekiner., 2021) e aplicacdo nas industriais (el-shishtawy et al., 2015).
Este fungo é capaz de produzir enzimas promissoras através de fermentacdo de estado
solido (FES), ao qual recentemente tem surgido interesse significativo no uso de solidos
fermentéveis, tendo por principais caracteristicas baixo custo e baixo consumo de
energia, levando a uma redugédo no valor comercial das enzimas produzidas (Merillon &
Ramawat, 2017; Sondhi & Saini, 2019), pois o mercado global de enzimas em 2019
representou US$ 9,9 bilhGes com projec¢des anuais de 7,5% de 2020 a 2025, assim deve
chegar a US $ 17,50 bilhdes até 2024 (Pellis et al., 2018; Dos Santos et al., 2020;
Cavalcanti et al., 2022).

A celulase destaca-se em entre as enzimas produzidas por FES por serem
hidrolases de glicosideos (GH), quebra a celulose, que é um polimero insolivel em agua
composto por unidades repetidas de B-D-glicose ligadas por -1,4 glicosidica, (Valdés
et al.,, 2020; Melanouri et al., 2022). As celulases sdo dividas em exoglucanase,
endoglucanase ¢ B-glucosidase (Xue et al., 2018), sendo a endoglucanase indispensavel
para hidrolisar a celulose (Xue et al., 2017; Ramos et al., 2022), devido a sua alta
eficiéncia e baixa poluicdo ambiental comparada com a hidrolise quimica da celulose,
destacando pelo seu potencial catalitico (Madhuri et al., 2017; Xue et al., 2018; Ramos
et al., 2022). Por ser a terceira no ranking mundial como mais produzidas e a sua
demanda estd em constante crescimento devido a sua versatilidade catalitica (Juturu e
Wu, 2014; Ramos et al., 2022) e variedade de aplicagdes como agricultura (Liu e
Kokare, 2017), reciclagem de papel (Pathak et ai. (2014), industria téxtil (Anish et al.,
2007) , extracdo e clareamento de sucos de frutas (Melanouri et al., 2022), producédo de
racdo animal (Merillon and Ramawat, 2017), e biocombustiveis por sacarificacdo de
acucares fermentaveis (Liu e Kokare, 2017; Massarente et al., 2020). Assim a
sacarificacdo tem atraido a atencdo dos pesquisadores, pois este foi 0 primeiro passo da
bioconversdo de matéria organica em produtos valiosos como agucar, produtos
quimicos e biocombustiveis (El-shishtawy et al., 2015).

Aplicando o uso da metodologias de superficie de resposta (RSM) como
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ferramenta estatistica em processos biotecnoldgicos (Oliveira et al., 2019), tem obido
éxido, como na otimizacdo do processo de sararificacdo, pois possibilita a obtencéo de
modelos matematicos com capacidade de descrever um comportamento de uma resposta
experimental de acordo com avariacdo dos niveis dos fatores investigados (Brito et al.,
2017; Ferraz et al., 2019; Filipe et al., 2019). O planejamento Box-Behnken possibilita
investigar de forma independente e simultanea trés ou mais fatores em trés niveis,
conforme foi utilizado no processo de sacarificacdo os fatores tempo, substrato e carga
enzimatica.

Neste sentido, a producéo de endoglucanase fungica sob fermentacdo em estado
solido (FES) aplicado a sacarificacdo de acUcares fermentaveis é uma op¢do com
ganhos econémicos e ambientais. Este trabalho teve por objetivo, investigar a produgéo
de endoglucanase pelo fungo P. roqueforti usando casca de coco (CC), bagaco de cana-
de-acucar (BCA), farelo de trigo (FT) e coroa de abacaxi (CA). Para a avaliacdo das
caracteristicas da endoglucanse produzida foram analisados estabilidade em diferentes
pHs e tempo, halotolerancia e avaliacdo do desempenho da enzima frente a adicdo de
metais e solventes organicos. Posteriormente realizada a aplicacdo da enzima em
processos de sacarificacdo dos residuos lignocelulésicos bagaco de cana-de-acucar
(BCA), casca de coco (CC), farelo de trigo (FT), casca do fruto de cacau (CFC) e casca
da semente do cacau (CSC), em seguida sendo utilizando o delineamento experimental

Box—Behnken para otimizacéo da sacarificacdo do farelo de trigo.

2.2 Materiais e Metodos

2.2.1 Substratos e microrganismo

Os residuos industriais utilizados nesse trabalho foram bagaco de cana de acUcar,
farelo de trigo, cascas de coco, estes fornecidos por industrias localizadas na cidade de
Maceid, Alagoas, Brasil, a coroa de abacaxi foi obtida em uma fazenda localizada em
Coruripe, Alagoas, Brasil, ja a casca do fruto do cacau (pericarpo) e casca da semente
do cacau foi obtida em uma fazenda localizada no distrito de Sambaituba, I1héus, Bahia,
Brasil. Estes residuos foram secos em estufa (SX 1.0 DTMC, Sterilifer, Diadema, SP,
Brasil) a 50 °C por 24 h em seguida triturados em moinho de facas da marca Wiley
(ACB, Labor, S&o Paulo, Brasil) até se obter particula de tamanho 2 mm e armazenados
em recipiente até serem utilizados.

O fungo filamentoso Penicillium roqueforti foi fornecido pelo Instituto Nacional



52

de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)
no Rio de Janeiro, RJ, Brasil sob o nimero de registro 40075 e numero de lote
079840075.

2.2.2 Preparo inoculo e fermentacéo em estado sélido (FES)

O microrganismo foi cultivada em meio de agar-dextrose-batata (PDA), em
Erlenmeyer de 250 mL em estufa bacterioldgica (SL 222, Solab, Piracicaba, Brasil) a
27°C por sete dias em seguida armazenado em ambiente refrigerado a 4 °C. Ja a
fermentacdo em estado sélido FES foi realizada utilizando os residuos bagaco de cana-
de-agUcar, casca de coco, farelo de trigo e coroa de abacaxi como substrato. A FES foi
realizada em erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g de residuos seco, em seguida
adicionado aos recipientes agua estéril para atingir a umidade desejada (80, 85, 60 e
75% respectivamente). Os frascos foram esterilizados em autoclave vertical a 121°C 1
atm por 20 minutos e depois resfriado a temperatura ambiente e inoculado com quatro
discos de micélio (5 mm) da cepa flngica (Patel e Shah 2021). O contetdo dos frascos
foram bem misturados e incubados em camara de germinacdo (SX 1.0 DTMC,

Sterilifer, Diadema, SP, Brasil) em temperatura controlada de 27 °C por 240 horas.

2.2.3 Obtencdo do extrato enzimatico

Apds periodo de fermentacdo foi adicionado a cada elernmeyer da fermentacdo 5
mL de &gua estéril para cada 1 g de residuo levados a agitacdo em incubadora
(TECNAL) por 20 minutos a 170 rpm e 25°C. O extrato obtido foi submetido a filtracéo
seguida de uma centrifugacdo de 5 minutos (15.000 g), assim sobrenadante que
chamaremos de extrato bruto enzimatico foi separado e utilizado para determinacdo das

atividades enzimatica.

2.2.4 Determinacao da atividade enzimatica

Para determinar a atividade da endoglucanase (CMCase, endo-1,4-B-D-
glucanase; EC 3.2.1.4) foi determinado em um meio de reacdo de total 1 mL
conduzidos pela adi¢do de 10 pL de extrato bruto enzimatico, 100 uL de solucdo de
Carboximetilcelulose 2% (CMC) (p/v) e 190 uL de tampao acetato de sodio (0,1 M, pH
5). As amostras foram incubadas a 50 ° C por 60 min que foi interrompida pela adigéo
de 200 pL de acido 3,5-dinitrosalicilico DNS (Sigma-Aldrich). Depois disso, 0s tubos

foram aquecidos em agua fervente por 5 min adicionando 500 pL de 4gua destilada. A
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liberacdo de acucares redutores (equacédo 1) foi determinada usando o método de Miller
(1959) medicdo de absorbéancia em 540 nm usando espectofotdbmetro Fex Station 3

(Molecular Devices, California, EUA).
(Eq.1)
VT

Atividade celulase (U/mL) = AR x 018 x VC x TH

Onde, AR: acucar redutor (mg/g), VT: volume total utilizado na hidrdlise (mL),

VC: volume do extrato (mL), TH: tempo da hidrélise (min) e 0,18: 1umol de glicose
(mg).

2.2.5 Caracterizacdo bioquimica
2.2.5.1 Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade da enzima

A temperatura 6tima de reacdo para a atividade enzimatica da endoglucanase foi
realizada em meio padréo para a determinacdo da atividade enzimética da enzima (item
2.3.2), alterando a temperatura de incubacdo (40 a 80°C). J& a estabilidade térmica foi
avaliada pela incubacdo do extrato enzimatico bruto (10 puL) em tampao acetato de
sodio (0,1 M, pH 5,0) sob diferentes temperaturas (40 a 80°C) por 5 h. Aliquotas foram
retiradas em intervalos de 1 h e submetidas a determinacdo da
atividade da endoglucanase. Todas as respostas foram expressas como atividade relativa

(%), sendo considerada como 100% a atividade enzimatica de maior valor obtido.

2.2.5.2 Efeito do pH na atividade e na estabilidade da enzima

Para medir o efeito do pH de reacdo foi avaliado na faixa de 2 a 13 usando 0s
tampdBes pH 2 e 3 citrato de sodio, 0,05 M; pH 4 a 6 acetato de sddio, 0,05 M; pH 7, 12
e 13 fosfato de sddio, 0,05 M; pH 8 tris-HCI, 0,05 M; e pH 9 a 11 glicina, 0,05 M. A
atividade da endoglucanase foi realizada a 50 °C. Para os ensaios de estabilidade foram
realizados na mesma faixa de pHs com amostras incubadas em banho maria a 50 °C por
5 h, e em intervalos de 1h aliquotas foram retiradas e realizadas analises conforme a
atividade enzimatica (secdo 2.2.2). As respostas foram expressas como atividade

relativa (%), com a maior atividade enzimatica considerada como 100%.

2.2.5.3 Efeito dos sais metalicos e solventes organicos
Foram avaliados os efeitos dos sais metalicos CaCl,, Na,COs, NaCl, ZnCl,,

MgCl,, CuSQy,, os reagentes EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético), Triton X-100
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(t-octilfenoxipolietoxietanol) e SDS (dodecil sulfato de so6dio) na atividade enzimatica,
aplicando a concentracdo foi de 2 mM por 60 min em temperatura de 50 °C. As
respostas foram expressas como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a
atividade da endoglucanase obtida utilizando se apenas o extrato enzimatico bruto.

O efeito na adigcdo de solventes organicos para atividade da endoglucanase foi
determinado adicionando cada solvente selecionado (&lcool metilico, alcool etilico e
diclorometano, acetona e heptano). Foi adicionado a cada meio reacionario, 5 pL de
cada solvente para medida de atividade conforme secdo 2.3.2. As respostas foram
expressas como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a atividade da

endoglucanase obtida utilizando se apenas o extrato enzimatico bruto.

2.2.5.4 Halotolerancia

A adicdo de sal no extrato bruto com atividade da enzima endoglucanase foi
avaliado utilizando aplicando o tampéo de acetato de sédio (100 mM, pH 5) com varias
concentragdes de NaCl (0 M, 0,01 M, 0,05M,0,A1M,1M,2M,3M,4M,5M,6 Me7
M), a atividade enzimatica foi verificada conforme secdo 2.3.2. As respostas foram
expressas como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a atividade da

endoglucanase obtida utilizando se apenas o extrato enzimatico bruto.

2.2.5.5 Estabilidade do extrato bruto enzimatico (congelada e resfriada)

A atividade enzimatica da endoglucanase foi verificada conforme o
armazenamento congelado (-20 °C) e resfriada (4 °C) no periodo de 120 dias em tampao
acetato de sodio 0,1 M pH 5. Aliquotas foram avaliadas no intervalo de 30 dias. As
respostas foram expressas como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a

atividade da endoglucanase obtida antes do armazenamento.

2.2.6 Aplicagdo do extrato bruto enzimatico na sacarificacdo de residuos
lignocelul6sicos

A endoglucanase contida no extrato enzimatico bruto produzido por P.
roqueforti ATCC 10110 com atividade de 440 U/mL foi aplicada na sacarificacédo dos
residuos “in natura” bagaco de cana-de-agucar, casca de coco, farelo de trigo, cacas do
fruto do cacau e casca da semente do cacau. O meio reacional consistiu em 1% de
substrato e 5 mL do extrato enzimatico bruto e 5 mL de tampao acetato de sédio (0,1 M,

pH 5). Ja o controle foram utilizados 1% do residuo sem adi¢do do extrato enzimatico
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bruto. A sacarificacdo foi realizada em banho a 50°C em diferentes tempos (3, 6, 12 e
24 horas) para estimar a quantidade de agucares redutores liberados (Miller, 1959) com
base em uma curva padréo de glicose (0 a 1 pmol/mL) em espectrofotdbmetro a 540 nm
Fex Station 3 (Molecular Devices, California, EUA).

2.2.7 Microscopia eletronica de varredura

Para a andlise MEV, as amostras dos residuos ” bagag¢o de cana-de-agUcar,
casca de coco, farelo de trigo, cacas do fruto do cacau e casca da semente do cacau in
natura e pos sacarificacdo foram fixadas a um suporte “Stub” e em seguida foram
metalizadas com uma fina camada de ouro, cerca de 20 a 30 nm de espessura por um
sistema de evaporacdo “sputtering” utilizando equipamento SSX-550 Superscan, da

Shimadzu (Quioto, Quioto, Japdo), conforme procedimento padrao.

2.2.8 Otimizagao multivariada

As condicgdes experimentais foram otimizadas usando um Box-Behnken Design
(BBD). As variaveis (tempo, substrato e concentracdo enzimatica) (Tabela 1) foram
estudadas em trés niveis (-1, 0 e +1) e as repeti¢cbes dos pontos centrais (n = 3) foram
incluidas para obter estimativas de erro experimental e parametros estatisticos. Modelos
matematicos foram gerados e avaliados a partir de andlise e variancia (ANOVA) com
nivel de confianca de 95%.

O modelo preditivo foi definido a partir do coeficiente de determinacédo (R2) e 0
ajuste do modelo aos dados experimentais foi verificado a partir do teste de falta de
ajuste (FERREIRA et al, 2007). Todos os dados foram processados no software
Statistical2 (StatSoft, Tulsa, EUA) com nivel de confianca de 95%.
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Tabela 1. Matriz experimental do Design Box-Behnken e resposta experimental
(variaveis em valores reais e codificados)
Experimento Tempo Substrato Concentragdo enzimatica Acucar redutor
(h) (%) (U/mL) (mg/g)
1 3(-1) 5(-1) 275 (0) 35.07
2 9 (1) 5 (-1) 275 (0) 40.29
3 3(-1) 15 (1) 275 (0) 176.59
4 9(1) 15 (1) 275 (0) 188.60
5 3(-1) 10 (0) 110 (-1) 69.20
6 9(1) 10 (0) 110 (-1) 81.56
7 3(-1) 10 (0) 440 (1) 124.50
8 9(1) 10 (0) 440 (1) 144.07
9 6 (0) 5 (-1) 110 (-1) 24.54
10 6 (0) 15 (1) 110 (-1) 152.90
11 6 (0) 5 (-1) 440 (1) 46.87
12° 6 (0) 15 (1) 440 (1) 244.75
13° 6 (0) 10 (0) 275 (0) 122.32
14° 6 (0) 10 (0) 275 (0) 115.78
15° 6 (0) 10 (0) 275 (0) 117.36

#Ponto central (CP)

® Otimo condigao selecionada.

2.3 Resultados e discusséo
2.3.1 Producdo de endoglucanase

O perfil da curva de producdo de endoglucanase foi utilizado os residuos de
casca de coco, bagaco de cana-de-agucar, farelo de trigo e coroa de abacaxi, foram
analisados de 0 até 240 horas, coletando amostras a cada 24 horas. Conforme figura 1 as
maiores atividade detectadas nos residuos de casca de coco, bagaco de cana-de-acuUcar,
farelo de trigo e coroa de abacaxi foram, 0,229 U mL™ apés 72 h, 0,045 U mL™ apés
168 h, 0,879 U mL™ ap6s 96 h e 0,294 U mL™ ap6s 240 h respectivamente. O residuo
farelo de trigo apresentou maior atividade por ser um substrato balanceado para
crescimento de fungos por conter celuldsico, hemicelul6sico, proteina e lignina, também
é rico em fatores de crescimento e vitaminas (Bagewadi et al.,, 2017). Os
oligossacarideos presentes em sua composi¢do sdo indutores eficientes para a producéo
de celulases e hemicelulases (Sun et al., 2008; Massarente et al., 2020). Em comparacéo
ao residuo de cana-de-agucar que obteve o menor resultado, o farelo de trigo se
destacou por conter mais proteina em sua composi¢cdo do que o bagago de cana-de-
acucar, oferencendo mais nitrogénio e assim estimulando a sintese de endoglucanases e

outras enzimas lignocelulésicas; o nitrogénio representa cerca de 1,98 % por g € 0
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bagaco de cana-de-agucar 0,15% por g (Juturu e Wu, 2012; Massarente et al., 2020).

Em geral, as atividades enzimaticas das endoglucanases neste trabalho formam
semelhantes as de outros organismos produtores de celulases, como foi obtido por
Mohapatra et al. (2018) que avaliou a producdo de celulase por Aspergillus fumigatus
usando residuos celuldsicos obtendo uma maior atividade de endoglucanase (0,287 U
mL™), ja4 Carvalho (2013) obteve 0,164 U mL™ cultivando Cryptococcus laurentii em
farelo de trigo.

Aplicando biomassa na producao de enzimas além de obter um bom resultado, o
custo do meio de cultura reflete no custo do produto final de enzimas. Assim, o uso de
um substrato de baixo custo é sempre desejado em um ponto de vista comercial
(Marraki et al.,2020). Assim residuo farelo de trigo foi adotado para a producdo de

maiores volumes de extrato enzimético usado em analises subsequentes.
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Fig. 1. Perfil da producéo de endoglucanase (U/mL) em fermentacdes em estado sélido
por P. roqueforti ATCC 10110, nos residuos de casca de coco, cana-de-agucar, farelo de
trigo e coroa de abacaxi a 27°C e 60% de umidade. Barras representam o desvio das
triplicatas e a figura foi obtida com o software OriginPro® v. 8.0.

2.4 Caracterizacdo do extrabo enzimatico bruto
2.4.1 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade

A temperatura e sua estabilidade foi determinado pela realizacdo do ensaio para
determinar atividade da endoglucanase em diferentes temperaturas (40- 80 °C). As
respostas foram expressas como atividade relativa (%), sendo o maior resultado
considerado como 100%. Na figura 2A, podemos observar que o maior valor de

atividade foi alcancada na temperatura 50 °C apresentando declinio quando esta foi
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elevada. E ainda mantendo 80% de sua atividade em 70 °C, sendo inativa a 80 °C com
atividade < 10%. Temperaturas a partir de 50 °C sdo consideradas ideais para que as
enzimas celuloliticas fungicas realizem hidrélise (Silva et al.,, 2018). Enzimas
celuloliticas oriundas de fungos termofilicos, geralmente possuem termoestabilidade na
faixa de 50 °C a 80 °C (Patel et al., 2019). Esses resultados encontrados comprovam que
a endoglucanase encontrada de P. roquefort manteve atividade alta o que comprova sua
estabilidade (Fig. 2B).
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Fig. 2. (A) Atividade relativa da endoglucanase de P. roqueforti ATCC 10110 cultivado
em FT obtida em diferentes temperaturas (40, 50, 60, 70 e 80 °C) em 60 min. A
atividade mais alta obtida em 50 °C foi tomada como 100%. (B) Perfil de
termoestabilidade da endoglucanase. As reacGes foram realizadas em tampéao acetato de
sodio 100 mM, pH5,0) nas temperaturas de 40 a 80 °C. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras de erro indicam o desvio padrdo de cada grupo de
dados.

Em relacdo a termoestabilidade (figura 2B) observamos que com o passar do
tempo a atividade nas temperaturas 50 e 60 °C se manterdo estaveis ou elevadas (5
horas), demonstrando grande estabilidade térmica desta enzima e potencial para
aplicagdes industriais, por demonstrar caracteristica termoestavel. Essa caracteristica
pode ocorrer devido a se tratar de um extrato bruto de enzimas, em que as outras
enzimas presentes no extrato sdo susceptiveis de exercer um comportamento protetor
sobre a endoglucanase, assim protegendo contra o efeito do aumento da temperatura e
do tempo (Oliveira et al., 2019). Esses resultados sdo semelhantes a resultados
encontrados por Silva et al. (2018) que produzindo a endoglucanase por Botrytis ricini
URM 5627 e a atividade enzimatica em 70 °C foi capaz de resistir com 75% de sua

atividade.
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2.4.2 Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade

O efeito do pH na atividade da endoglucanase obtido de P. roqueforti ATCC
10110 foi verificado na faixa de 2,0 a 13,0 (figura 3). Observamos que 0s melhores
resultados foram na faixa de pH 4 e 5 com atividade 100 e 97,5% respectivamente, no
pH 2 ndo foi registrada nenhuma atividade e pH 8 atividade > 12%. Através desses
resultados, sugeriu tratar-se de endoglucanases acidofilas (Oliveira et al., 2019).
Mohapatra et al. (2018), afirmou que celulases fungicas da literatura séo principalmente
ativo em pH 3,7 a 7,0, porém diferentes sequéncias de aminoacidos de endoglucanases
levaram a diferentes pH e temperaturas 6timos de atividade da endoglucanase (Xue et
al., 2018).
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Fig. 3. Atividade relativa da endoglucanase de P. roqueforti ATCC 10110 cultivado em
farelo de trigo e obtida em diferentes pHs, condi¢Oes de reagédo: temperatura 50°C;
tempo: 60 min.

A estabilidade foi avaliada (figura 4), por 5 horas, assim apresentou estabilidade
em todas as faixas de pHs, obtendo os melhores resultados para atividade nos pHs 4 e 5
com resultados de atividade > 90% para pH 4 e > 80% para pH 5. Estes resultados
demonstraram que a endoglucanase por P. roqueforti ATCC 10110 ¢ estavel em uma
ampla faixa de pH quando comparado as endoglucanases obtidas de outras espécies de
Penicillium (Ire et al., 2018). Oliveira et al. (2019), encontraram a estabilidade do

extrato bruto enzimatico produzido por P. roqueforti ATCC 10110 da endoglucanase
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nos pHs 4-8, com a atividade da enzima sendo mantida a cerca de 80% apds 5 h de

incubacédo a 50 ° C.
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Fig. 4. Perfil de estabilidade ao pH de endoglucanase por P. roqueforti ATCC 10110
cultivado em FT, condicdes de reacdo: temperatura 50°C; tempo: 300 min.

2.4.3 Efeito sob a adicdo de sais e solventes organicos

Entre os compostos organicos investigados (tabela 2), ndo influenciam
significativamente a atividade da enzima mantendo-o em 96,97 e 91,44%. Estabilidade
da enzima na presenca de substancias solventes organicas é importante, uma vez que a
maioria enzimas sdo facilmente desnaturadas e inativadas, pois dependendo da
polaridade do solvente, pode criar uma interface na enzima molécula e permitir uma
conformacéo aberta para ligagcdo, estimulando sua ativacao (Irfan et al., 2017; Oliveira
etal., 2018).

E importante a atividade enzimatica ser verificada contra todos esses
moduladores como estes estdo envolvidos no pré-tratamento da biomassa
lignocelulosica. Os solventes de pré-tratamento inclui metanol, etanol, acetona e etileno

glicol e trietilenoglicol (Kumar et al., 2019).
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Tabela 2. Atividade da endoglucanase de P. roqueforti ATCC 10110 frente a diferentes
sais metélicos, compostos e solventes organicos (a atividade obtida utilizando o extrato
bruto sem aditivos foi tomada como 100% - controle; condicGes de reacdo:
concentracdo de aditivos: 2mM; temperatura: 50 °C; pH: 5; tempo: 60 min). Os
experimentos foram realizados em triplicata.

Atividade Relativa (%)

Controle 100
CaCl, 118,33 + 0,023
Na,CO; 79,09 + 0,009
NaCl 101,57 + 0,010
ZnCl, 102,44 + 0,007
MqgCl, 108,92 + 0,015
CuSO, 102,68 + 0,052
EDTA 83,49 + 0,008
Triton x-100 99,26 + 0,046
SDS 82,02 + 0,022
Acetona 96,97 + 0,041
Diclorometano 91,44 + 0,004
Etanol 92,65 + 0,010
Heptano 91,80 + 0,022
Metanol 95,30 + 0,010

A enzima na presenca dos ions Ca?*, Zn**, Mg®* e Cu** se comportaram como
um ativador aumentando a atividade catalitica em cerca de 118,33, 102,44, 108,92 e
102,68% respectivamente. Essas solu¢bes foram necessarias para aumentar a afinidade
de ligag&o ao substrato da enzima e estabilizar a conformacéo do sitio catalitico (Xue et
al., 2018). O aumento na atividade catalitica por ions metélicos é devido a manutencao
de arquitetura enzimatica (Karnchanatat et al., 2008; Kumar et al., 2019), podendo atuar
como cofatores, ou podem agir reversivelmente com a formacdo de complexos que néo
sdo ativos (Ferraz et al. 2019). Segundo Silva e colaboradores (2018), os ions bivalentes
usado em baixas concentracdes pode estabilizar a estrutura terciaria da proteina,
promovendo a formac&o de ligagcOes cruzadas e proporcionando maior.

A atividade ndo foi afetada em solugdes de Na, Triton-100, a endoglucanase
permaneceu acima de 90% de atividade. Ja na presenca de SDS, Na,CO e EDTA a
endoglucanase manteve a atividade acima de 79%. O agente quelante EDTA diminuiu a
atividade da endoglucase, assim fez ndo abolir completamente a atividade enzimatica
mostrou que a enzima nao é uma metaloproteina. (Kumar et al., 2019).

No presente estudo, verificou-se que todos os ions e solventes testados néo
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inibem completamente a atividade da endoglucanase de Penicillium roqueforti ATCC
10110 confirmando ainda mais como um potencial candidato que pode ser usado para
hidrolise de biomassa (Kumar et al., 2019).

2.4.4 Halotolerancia

A natureza halofilica da enzima foi confirmada pela realizacdo do ensaio
enzimatico na presenga de diferentes concentragdes de sais. A atividade da
endoglucanase aumentou em todas as concentracbes de adicdo do NaCl. Na
concentracdo 2 M pode observar o maior crescimento da atividade em 35% (Fig. 5). A
halotolerancia é uma propriedade essencial de qualquer enzima potencialmente (util
exploravel em diferentes industrias de processamento de biomassa, pois no provesso de
sacarificacdo da biomassa lignocelul6sica requer celulase que pode atuar tanto em pH
4,0-6,0, e na presenca de sais e solventes sendo tais condi¢Ges frequentemente usadas na
etapa de pré-tratamento para remover a lignina (Kuhad et al., 2011; Kumar et al., 2019).
Relatos que enzimas resistentes a grandes quantidades de sal s@o oriundas
principalmente de microrganismos halofilicos, em provaveis em bactérias, sendo muito
raras em fungos (Silva et al., 2018). Assim ha uma necessidade aguda de tais enzimas
hidroliticas que podem funcionar eficientemente na presenca de condicdes de alta
salinidade, a endoglucanase de Penicillium roqueforti ATCC 10110 é um potencial
candidato devido a sua extrema halotolerancia.
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Fig. 5. Efeito da concentracdo de NaCl na atividade de hidrolise da endoglucanase de P.
roqueforti ATCC 10110 do extrato bruto. A atividade foi determinada na presenca de
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diferentes concentragdes de NaCl variando de 0 a 6,0 M (a atividade obtida utilizando a
enzima sem NaCl foi tomada como 100% - controle). Os experimentos foram realizados
em triplicata.
2.4.5 Estabilidade do extrato bruto enzimatico

O armazenamento do extrato burto em temperaturas de resfriamento (6 °C) e
congelamento (-20 °C) foi avaliado por 120 dias para analise da atividade de
endoglucanase Penicillium roqueforti ATCC 10110, com medig¢des nos intervalos de 30
dias. Na figura 6, podemos observar que nos primeiros 30 dias a atividade de
congelamento se manteve em 100% enquanto para resfriamento 80%, j& no intervalo de
120 dias em temperatura de congelamento a atividade permaneceu em 40% e
resfriamento 7%. O método de congelamento se mostrou satisfatorio por conservar a
enzima com melhor atividade ap6s os 120 dias, confirmando que o congelamento é o
método mais comum e eficaz de armazenamento de proteinas. Celulases produzidas por
Botrytis ricini URM 5627 também se mantiveram ativas ap6s periodo de 120 dias (Silva
et al., 2018), dessa forma podemos afirmar que a endoglucanse obtida por Penicillium

roqueforti ATCC 10110 se mostrou apta para estocagem e uso.
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Fig. 6. Efeito da refrigeracéo e congelamento do extrato bruto enzimético a -20°C e 6°C
sobre atividade de endoglucanase P. roqueforti ATCC 10110 (a atividade obtida no
tempo Oh foi tomada como 100%). Os experimentos foram realizados em duplicata.

2.5 Sacarificacao de residuos agroindustriais

A endoglucanase contida no extrato enzimatico bruto produzido por P.
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roqueforti foi aplicada na sacarificacdo dos residuos “in natura” bagaco de cana-de-
acucar, casca de coco, farelo de trigo, cacas do fruto do cacau e casca da semente do
cacau. Os resultados dispostos na figura 7 demonstram que a enzima sacarificou todos
os residuos que foi exposta. A sacarificacdo desses residuos podem estar relacionados
com a taxa de concentracdo de hemicelulose nos materiais, além do fator da utilizacdo
de um extrato enzimético bruto, o que permite um sinergismo entre a endoglucanase e
as outras enzimas (Ferraz et al., 2018), assim promovendo a eficiéncia no resultado da
sacarificacdo. O farelo de trigo foi o residuo que apresentou os melhores resultados com
a maior producéo de agucares redutores, chegando a 5.11 mg/g nas 3 primeiras horas de
sacarificacdo e finalizando em 24h com 6.1 mg/g. A sacarificacdo do residuos bagaco
de cana-de-acucar, casca de coco, casca do fruto de cacau e casca da semente do cacau
nas 3 primeiras horas foram de 4.4 mg/g, 4.23 mg/g, 4.76 mg/g e 4.69 mg/g
respectivamente,esses valores de sacarificacdo foram obtidos sem aplicar nenhum
método de tratamento para os residuos.

O uso da endoglucanase associadas a celulases em processos de sacarificacdo
apresenta grande eficiéncia, pois pode melhorar significativamente os rendimentos da
sacarificacdo de residuos lignoceluldsicos, justamente por aumentar a acessibilidade da
celulase (Mukasekuru et al., 2020). Essa técnica vem sendo utilizada principalmente
para a producdo de acucares fermentaveis para a de bioetanol (Ferraz et al., 2017 ; Silva
et al., 2018). Em outro estudo a endoglucanase purificada de C. josui foi usado na
sacarificacdo de palha de arroz (Lekakarn et al., 2021), e a endoglucanase de Fusarium
verticillioides em sacarificacdo do residuo bagaco de cana (De Almeida et al., 2019).

J& Gundupalli e colaboradores (2021) avaliou a enzima celulase purificada no
processo de sacarificacdo, aplicando 1 mg/mL de bagaco de cana e obteve 1.250 mg/mL
de aclcar redutor. Este resultado baixo foi atribuido ao impedimento causado pela
lignina e camadas de hemicelulose presentes no residuo que nao passou por tratamento.
Assim o0 aumento na sacarificacdo dos residuos depende de alguma forma de pré-
tratamento para aumentar a hidrélise dos residuos (De Carvalho et al., 2022). Nossos

resultados forneceram perspectivas promissoras sendo submentido a otimizacao.
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Fig. 7. Sacarificacdo do bagaco de cana-de-acucar, casca de coco, farelo de trigo, casca
do fruto de cacau e casca da semente do cacau empregando endoglucanase bruta
produzida por P. roqueforti ATCC 10110. A sacarificacdo foi realizada em 50 °C,
tampdo acetato de sddio 0,1M pH 5, por 24 h, utilizando uma carga de substrato de 1%
e uma carga enzimatica de 440 U/mL. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.5.1 Microscopia eletrénica de varredura

A ultra-estrutura dos residuos bagaco de cana-de-agucar, casca de coco, farelo de
trigo, casca do fruto de cacau e casca da semente do cacau foram analisada por
microscopia eletronica de varredura para observar os efeitos do pos sacarificacdo. As
imagens Figura 8. 1(A), 2(A), 3(A), 4(A) e 5(A), revelou duas caracteristicas
morfolégicas, ou seja, estruturas de fibra e medula, com uma morfologia organizada,
porém irregular com estruturas fibrosas disformes, revestimento fragmentado e fibras de
celulose rodeadas por uma estrutura composta de hemicelulose e lignina. A
sacarificacdo Figura 8. 1(B), 2(B), 3(B), 4(B) e 5(B) promoveu ao residuo a formacéao
de poros nas fibras e além de rompimento de fibras e medulas. Entdo, apds a analise
MEV pode-se concluir que a sacarificagdo alterou significativamente a estrutura
residuos, diminuindo a parece celular dos residuos promovendo desestruturacdo e
afrouxamento de estruturas matriz dos residuos. Esse resultado é ainda mais expresso
quando analisado o residuo farelo de trigo (fig 8. 1(A)), pois é possivel visualizar as
fibras de celulose com estruturas rigidas, enquanto pds sacarificagédo (fig 8. 1(B)) essas

mesmas estruturas se apresentam fragmentadas, confirmando os resultados superiores
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obtidos na sacarificacéo por esse residuo.

Sabendo que diversos fatores podem influenciar os rendimentos da conversao de
holocelulose em acucares e subprodutos, como por exemplo: tamanho de particula,
relacdo liquido/solido, pré-tratamento realizado, coquetel enzimatico utilizado,
temperatura, tempo de reacdo, grau de polimerizacdo e configuracdo da cadeia de
celulose (BINOD et al., 2010).

Os resultados encontrados nesse estudo foram satisfatorios, uma vez que a partir
da MEV pos sacarificacdo, os valores obtidos de agucares redutores aplicando a enzima
endoglucanase por P. roqueforti ATCC 10110 teve um grande potencial para
sacarificacdo de biomassas no bagaco de cana-de-agUcar, casca de coco, farelo de trigo,
casca do fruto de cacau e casca da semente do cacau , sem a necessidade de um
tratamento prévio desses substrato. Os resultados sdo semelhantes aos estudos
encontrados sobre aplicacdo de residuos lignocelosicos na sacarificagdo como o trigo
(Razak e Banergee, 2016; Mohapatra et al., 2018).
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Fig. 8. Micrografias eletronicas de varredura de varias amostras de farelo de trigo (1),
bagaco de cana-de-aglcar (2), casca do fruto de cacau (3), casca da semente do cacau
(4) e casca de coco (5), sendo os residuos divididos em in natura (A) e sacarificado (B).
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2.5.2 Planejamento Box-Behnken para otimiza¢ido da sacarificacdo do farelo de
trigo.

O estudo das condi¢Bes experimentais € necessario para determinar o melhor
desempenho. Neste estudo, o extrato bruto contendo endoglucase foi investigada para
aplicacdo na producdo de agUcares redutores. No procedimento foram estudados o
tempo de fermentagcdo (h), teor de substrato (%) e concentracdo de enzima (U/mL)
aplicada no sistema. O delineamento BBD foi utilizado e os experimentos foram
realizados para avaliar simultaneamente o comportamento da resposta experimental em
funcdo da variacdo dos niveis das variaveis estudadas. A matriz de dados e a resposta
experimental (agucar redutor) nos experimentos individuais.

Os modelos mateméticos foram gerados a partir do conjunto de dados e
avaliados considerando os parametros estatisticos da ANOVA (Tabela 3). O modelo
quadratico apresentou o melhor ajuste aos dados experimentais e melhor descreveu o
comportamento experimental. A regressdo foi estatisticamente significativa (p < 0,001)
e apresentou alta capacidade descritiva (R? = 0,996). Além disso, 0 modelo néo
apresentou uma falta de ajuste significativa (p = 0,076). Esses resultados indicam que o

modelo quadratico obtido apresentou bom ajuste e alta capacidade preditiva.

Tabela 3. Anélise de variancia (ANOVA) para o modelo quadratico.

Source of variation SS Df MS F-calculated p-value
Regression 5.61E10 9 6.24E09 152.20 <0.001
Lack of fit 1.94E08 3 6.48E07 19.16 0.076
Pure error 1.06E07 2 5.31E06

Total 5.63E10 14

Soma quadrética (SS), grau de liberdade (Df), média quadratica (MS), coeficiente de determinagéo (R?).
*Nivel de confianca de 95%.

Com base no modelo obtido, foram estimados os efeitos padronizados (SE) das
variaveis e interacdes (Fig. 9). O substrato (SB) apresentou o efeito padronizado de
maior magnitude, sugerindo uma alta influéncia na resposta experimental. Além disso, a
concentracdo da enzima (EC) e a interacdo entre SB e EC foram significativas (p >
0,05) com valores elevados de SE. Ja a temperatura (TM) apresentou pouca
significancia isso significa que esta variavel ndo influencia positiva nem negativamente

na resposta desejada. Portanto, a selecdo de niveis mais elevados dessas varidveis
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favorecera a obtencdo da melhor producéo de agucares redutores.

SB
EC
SBvs. EC
™
™
EC’
SB?
TMvs. EC
TMvs. SB

94.53

Standardized effect
Fig. 9. Efeitos padronizados para fatores investigados (Gréfico de Pareto)

Finalmente, os graficos de contorno foram gerados a partir do modelo quadratico
(Eq. 1) e sdo mostrados na Fig. 10. Foi possivel observer que no processo de
sacarificacdo o efeito combinado do substrato e concentracdo de enzimas foi importante,
isso deve que a presenca de uma maior quantidade de biomassa lignocelulésica na
sacarificacdo é favoravel, pois pode liberar varios aglcares, como glicose, celodextrinas,
e pentoses (Pereira et al, 2021), como também o aumento da concentracdo de
biocatalisador aumenta a quantidade de sitios ativos disponiveis para a reacdo (Gawas et
al., 2018).

(Eq. 1)

Reducing sugar (mg/g)
= 1.18E5 + 6145TM + 77010SB + 29000EC + 173815B X EC
— 10056TM?



70

Low Medium High
.

440

SB (%)
EC (U/mL)
N
a
SB (%)

110 5
3 6 9 3 6 9 110 275 440
T™ (h) T™ (h) EC (U/mL)

Fig. 10. Graficos de contorno foram obtidos a partir de um modelo quadratico para as
variaveis: tempo (TM), substrato (SB) e concentracdo enzimatica (EC).

Uma regido de valores altos para uma resposta experimental foi obtida nos niveis
méaximos de SB (15%) e EC (440 U /mL), enquanto para TM foi o nivel central (6 h).
Assim, a melhor condi¢do experimental foi determinada e a resposta experimental
obtida 253,19 mg/g ndo apresentou diferenca significativa (valor t = 2,89, n =3, p =
0,05). Esses valores indicam que essas condigdes determinadas e os resultados obtidos
usando o modelo de desenvolvimento de software confirmam que foi Util na otimizacéo
da sacarificacdo do farelo de trigo (Tan et al., 2011; Lu et al., 2021).

Lu e colaboradores (2021) utilizou o desing Box—Behnken aplicando a enzima
celulase com carga de 20 FPU/g e 40 FPU/g no residuo de cana de aglcar e obteve
41,16 % e 56,67 % de rendimento de acUcar redutor apds 72 horas.

Ja Khaire et al (2021), sob condi¢des otimizadas pela metodologia de superficie
de resposta aplicando na sacarificacao, este utilizou combinacgdes das enzimas endo-1,4-
B-glucanase, cellobiohydrolase e B-glucosidase obtendo o total de agUcar redutor de 265
mg/g apo6s 36 h. Este resultado é semelhante ao encontrado em nosso trabalho, assim

comprovando o métodos de otimizacdo como eficaz na producéo de aclcar redudor.

2.6 Concluséo

Os achados do presente estudo demonstraram que o fungo filamentoso P.
roqueforti ATCC 10110 em residuos lignocelulésicos para obtencdo da endoglucanase
foi promissora. A endoglucase produzida apresentou caracteristicas alcalinas,
termoestaveis e halotolerante com énfase na alta estabilidade para ions metalicos e
solventes organicos. A aplicagdo do extrato bruto enzimatico resultou na sacarificagéo
de todos os residuos a que foi exposto, além disso, a anélise MEV revelou alteracfes na

morfologia da superficie apds sacarificacdo. As condicGes otimizadas pelo Box-
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Behnken resultaram em altos valores de agucares redutores sem aplicacdo de nenhum
tipo de pré-tratamento nos residuos, demonstrando a eficiéncia da endoglucase

produzida.
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3 ARTIGO 2: Re-recycling agro-industrial waste: exploiting activated carbon from
cocoa shells after solid-state fermentation as a support for endoglucanase

immobilization

Resumo

A utilizacdo da enzima endoglucanase em processos industriais tem crescido
constantimente, porém o alto custo na producdo e dificuldade na recuperacdo para
reutilizac@o tem elevado o custo na sua aplicagdo. Assim nesse estudo a endoglucanase
contido em extrato bruto enzimatico foi imobilizados carvdes ativos derivados da casca
do cacau e tratados com fermentacdo estado solido, utilizando os fungos Penicilium
roqueforti (CAPr), Aspergillus Niger (CAAN) e o controle (CAC). As propriedades da
enzima imobilizada foram investigadas e comparadas com as da enzima livre. A
microscopia eletronica de varredura (MEV) confirmou a adsorcao da endoglucanase nos
carvOes. A caracterizacdo da enzima imobilizado e livre mostraram que a enzima
imobilizada obteve melhores valores para temperatura e pH ideal para endoglucanase,
sendo favorecido com o processo de imobilizagdo, aumentando a faixa de atividade na
temperatura 80°C , e pH 2 ao 13. A conservacdo da enzima imobilizada em 120 dias
manteve a atividade > 80% para todos os carvoes. A estabilidade da temperatura e pH
foram semelhantes imobilizado e livre. A reutilizacdo da enzima imobilizada apds cinco
ciclos manteve a atividade relativa para CAPr, CAAn e CAC em 30, 33 e 32%
respectivamente. Estes resultados indicam a endoglucanase pode ser imobilizado em
carvOes obtidos da casca do cacau, substituindo aos suportes sintéticos, aplicando um
protocolo simples de imobilizacdo, reduzindo custos e melhorando as possibilidades de
aplicacdes industriais para o biocatalizador.

Palavra — chave: Casca de cacau * Ac¢ucar fermentavel « Adsorcao fisica * Reutilizagdo

Abstract

Endoglucanases have been increasingly applied in industrial processes but have high
production costs and recovery difficulties. Using agro-industrial waste as an alternative
growth media and employing immobilization techniques for enzyme reuse and
stabilization may greatly reduce production expenses. We examined the potential of
reusing cocoa shells, an alternative growth medium and abundant agro-industrial waste
in the north and northeast regions of Brazil, as a substrate for enzyme immobilization.
Endoglucanase from Penicillium roqueforti was immobilized on activated carbon
derived from cocoa shells pretreated by solid-state fermentation with P. roqueforti
(ACPr) or Aspergillus niger (ACAnN) and without fermentation pretreatment (ACC). At
80 °C and pH 6-13, immobilized endoglucanase showed high catalytic activity, whereas
approximately 90% of enzyme activity was lost in solution. The immobilized enzyme
maintained its activity for 120 days of storage at 4 °C (> 80% activity on all supports);
10% of the enzymatic activity was maintained in solution. After reusing the
immobilized enzyme for three reaction cycles, endoglucanase activity remained above
50% on all immobilization supports; after five cycles, the relative enzyme activities for
ACPr, ACAn, and ACC were 30%, 33% and 32%, respectively. Thus, endoglucanase
from P. roqueforti can be immobilized on activated carbon from cocoa shells to
maintain its activity at high temperature and various pH levels and can be reused for up
to five cycles with a four-fold longer storage time. This simple adsorption protocol can
reduce production costs and increase industrial applications of t he biocatalyst, enabling
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reuse of agro-industrial waste after solid-state fermentation in fermentable sugar
production.
Keywords: Cocoa shell - Fermentable sugar - Physical adsorption - Reuse

Graphic abstract
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Keyword: biocatalysis, reuse, physical adsorption.

3.1 Introducéo

As atividades agricolas e florestais geram volumes consideraveis de residuos da
producdo obtida (TRIPATHI et al., 2019). Anualmente, sdo gerados milhdes de
toneladas de residuos agricolas (JI et al., 2018) totalizando 5.280 megatoneladas em
todo 0 mundo durante o periodo de 2020-2021 (SHINDE et al., 2022). A maioria desses
residuos sdo queimados ou descartados incorretamente no meio ambiente (DEY et al.,
2020; HOUFANI et al., 2020) contribuindo com uma parcela da poluicdo e degradagéo
ambiental. Atualmente biomassas sdo consideradas como as matérias-primas mais
previsiveis para a transicdo da matriz global de processos fdsseis para processos
sustentaveis (Ramos et al., 2023).

A producdo de carvdao ativado (CA) utilizando residuos lignoceluldsicos,
compostos com alto teor de lignina, é uma alternativa sustentavel e econémica para a
utilizagdo desses materiais, produzindo um produto de alto valor agregado e
contribuindo para redugédo dos impactos ambientais (Gongalves et al., 2023).

A valorizacdo de residuos agricolas como matéria-prima para a producdo de
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produtos comerciais com alto valor agregado tem recebido atencdo crescente nos
ultimos anos (SANTOS, et al., 2023). A producdo de carvao ativado utilizando residuos
lignoceluldsicos, compostos com alto teor de lignina, é uma alternativa sustentavel e
econbmica para a utilizacdo desses materiais, produzindo um produto de alto valor
agregado e contribuindo para reducédo dos impactos ambientais (Gongalves et al., 2023).
A fermentacdo em estado sélido (FES) também tem se destacado como um bioprocesso
notével, pois trata-se de uma fermentagdo realizada na auséncia ou quase auséncia de
agua livre, simulando o habitat natural de muitos fungos, bactérias e leveduras (RAINA
et al, 2022). Essa técnica utiliza subprodutos da agroindustria como meio de baixo custo
ou de nenhum valor econémico, sendo uma técnica pratica, apropriada para producéao de
enzimas, compostos bioativos, bioplasticos e biocombustiveis a partir dos residuos
agroindustriais (CHILAKAMARRY et al., 2022; POSTIGO et al., 2021).

As enzimas sdo catalisadores biolégicos com uma ampla gama de aplicacGes
industriais, podendo ser empregados de forma mais eficiente e sustentavel do que 0s
processos quimicos tradicionais (CUNHA, et al., 2023). As celulases sdo um complexo
enzimatico de trés enzimas diferentes (endoglucanases, exoglucanases e -glicosidases)
capazes de clivar a ligacao B-1,4-glicosidica da molécula de celulose (LIMA, et al.,
2021). As exoglucanases agem clivando ligagGes glicosidicas nas extremidades da
cadeia dos polissacarideos, as endoglucanases clivam as ligacbes nas regifes mais
internas e as [-glicosidases atuam clivando os dissacarideos e liberando glicose
(WANG et al., 2014). A celulase tem um grande apelo econdmico por ser amplamente
utilizadas na industria de papel, detergentes, industria téxtil e alimenticias. Além disso,
elas desempenham um papel importante na produgdo de biocombustiveis
(SRIVASTARA et al., 2018; DADWAL et al., 2021; RAINISH et al., 2021; ROTH et
al., 2020; Lv et al., 2021).

Mesmo com uma variedade de aplica¢des industriais, o0 uso de enzimas livres em
operacdes industriais € comumente restrito por questdes relacionadas a sua instabilidade
em ambientes industriais extremos, & capacidade de recuperacdo em meios aquosos e
aos custos elevados (GIRELLI et al., 2020; RIBEIRO et al., 2021; XIE et al., 2022).
Uma das abordagens desenvolvidas para contornar as limitagdes associadas ao uso de
enzimas livres € o processo de imobilizacdo (LIU et al., 2021). A imobilizacdo envolve
fixar as enzimas em um suporte sélido, facilitando sua separacdo do meio reacional,
possibilitando seu reuso subsequente, preservando a sua atividade catalitica e
diminuindo custo (RAINISH et al., 2021; RESHMY et al., 2023).
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Os métodos comumente adotados relacionados a imobilizacdo de enzimas sdo:
aprisionamento, ligacdo covalente, adsorcéo fisica e reticulacdo (QAMAR et al., 2021;
RAJINISH et al., 2021). A adsorcéo fisica € um método simples, facil e econdmico para
imobilizacdo enzimatica, na qual a enzima adere ao suporte sélido por meio de
interacdes fracas, como ligacdes de hidrogénio, interacdo eletrostatica ou forca de van
der Waals (HUANG et al., 2020). Entre os suportes utilizados na adsorcao fisica, o
carvdo ativado ganha destaque, pois apresenta elevada area superficial, estrutura porosa
interna desenvolvida, bem como grande numero de grupos funcionais oxigenados,
estabilidade quimica e alta resisténcia mecéanica (QUESADA et al., 2020; WANG et al.,
2022). Suas propriedades fisico-quimicas o torna um suporte catalitico eficiente para ser
utilizado processos de imobilizacdo enziméatica (KAUR et al., 2021; LEWOYEHU,
2021).

Nesse contexto, em busca de novas tecnologias para reducdo de custos e maior
rentabilidade, o objetivo desse trabalho foi imobilizar a enzima endoglucanase (EEB)
produzido a partir da fermentacdo em estado sélidos (FES) utilizando o fungo
filamentoso Penicilium roqueforti ATCC 10110, através do método de adsor¢do fisica
utilizando os carvoes ativos (CA) que foram tratados FES com os fungos Penicilium
roqueforti (CAPr), Aspergillus niger (CAAN) e o controle (CAC) como suporte sélido.
O biocatalizador foi caracterizado em relacdo a atividade retida ap6s imobilizacéo, pH e
temperatura 6tima, estabilidade térmica comparados a enzima livre. Até onde sabemos
ndo ha estudos que comparem a imobilizacdo via adsorcdo fisica da endoglucanase por

EEB em CA obtidos da casca do cacau.

3.2 Materiais e Metddos
3.2.1 Material

O residuo agroindustrial farelo de trigo (FT) foi doado pelos produtores
agricolas (obtidos em Maceid, AL, Brasil). O fungo filamentoso P. roqueforti (lote
079840075) foi fornecido pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) da Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) no Rio de Janeiro, RJ, Brasil sob o
namero de registro 40075 e numero de lote 079840075. Os carvdes ativos (Carvao ativo
oriundo da fermentagéo do fungo Penicilium Roqueforti — CAPr, carvao ativo oriundo
da fermentagdo do fungo Aspergillus Niger — CAAnN e o carvéo ativo controle — CAC),
ambos obtidos da casca de cacau foram doados pelo Grupo de Pesquisa em
Biotransformacgdo e Biocatélise Organica da Universidade Estadual de Santa Cruz
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(llhéus, BA, Brazil). Albumina bovina (BSA) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Todos os demais reagentes quimicos e solventes organicos eram de
qualidade analitica fornecidos pela Synth (Sao Paulo, SP, Brasil).

3.2.2 Métodos
3.2.2.1 Preparagéo de in6culo e FES

No cultivo do microrganismo foi utilizado meio agar batata dextrose em frasco
Erlenmeyer de 250 mL em estufa bacterioldgica (SL 222, Solab, Piracicaba, Brasil) com
temperatura de 27 °C por 7 dias. Em seguida a cultura foi armazenada em ambiente
refrigerado a 4 °C. A FES foi conduzida em um frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo
5 g do residuo seco FT como substratos e dgua estéril para atingir um nivel de umidade
de 65%. Os frascos foram esterilizados em autoclave vertical a 121 °C e 1 atm por 20
min em seguida resfriados até a temperatura ambiente (25 °C). Os meios foram
inoculados com quatro discos de micélio (5 mm) da cepa fungica (Patel e Shah 2021). O
contelido dos frascos foi misturado e incubado em cdmara de germinagdo (SX 1.0
DTMC, Sterilifer, Diadema, SP, Brasil) com temperatura controlada de 27 °C por 96 h,

conforme Gomes e colaboradores (2023).

3.2.2.2 Obtencéo do extrato enzimatico

Apbds a FES foi adicionado a cada frasco de elernmeyer 5 mL de agua estéril
para cada 1 g de residuo, levados a agitacdo em incubadora (TECNAL) por 20 minutos
a 170 rpm e 25°C. O extrato bruto enzimatico obtido foi submetido a filtracdo seguida
de uma centrifugagdo de 5 minutos (15.000 g), assim o sobrenadante chamaremos de
extrato enzimatico bruto (EEB) foi separado e utilizado para determinacdo das

atividades enzimatica.

3.2.2.3 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada usando o método de Miller (1959).
Assim para determinar a atividade da endoglucanase (CMCase, endo-1.4-B-D-
glucanase; EC 3.2.1.4) em um meio de reacdo de total 1 mL conduzidos pela adi¢do de
10 pL de extrato multienzimatico, 100 pL de solugdo de carboximetilcelulose 2%
(CMC) (p/v) e 190 uL de tampao acetato de sodio (0.1 M, pH 5). As amostras foram
incubadas a 50 ° C por 60 min que foi interrompida pela adi¢ao de 200 pL de &cido 3.5-
dinitrosalicilico DNS (Sigma-Aldrich). Em seguida os tubos foram aquecidos em agua
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fervente por 5 min e adicionando 500 uL de agua destilada, posteriormente realizados a
medicédo de absorbancia em 540 nm usando espectofotometro Fex Station 3 (Molecular
Devices, Califérnia, EUA.

3.2.2.4 Concentracao proteica das preparacdes extrato multienzimatico
A concentracdo proteica do extrato multienzimético foi determinado pelo método de
Bradford (1976), e a BSA foi usada como padrdo proteico.

3.2.2.5 Imobilizacédo da endoglucanase
O processo de imobilizacao foi realizado de acordo com o método descrito por
Mendes et al, 2012. Um grama de carvao ativado (suporte) foi imerso em 25 mL de
etanol (95%) sob condicGes estaticas a temperatura ambiente durante 24 h. O suporte foi
posteriormente lavado com agua destilada e filtrada sob pressdo reduzida. Em seguida
19 mL de solucdo enzimética (em tampdo acetato de sddio 100 mM em pH 5.0) foi
preparado contendo uma concentracdo inicial de proteina de 0,757 mg/mL. O suporte
umido foi entdo incubados em solucdo proteica e inseridos em agitador orbital Quimis
(Diadema, SP, Brasil) a 150 rpm e 25 °C, por 24 horas. Os biocatalisadores foram
filtrados sob pressao reduzida lavado com agua destilada (1:5) e armazenado a 4 °C por
24 h para futuras aplicagdes. Todos os experimentos foram realizados em triplicado. A
eficiéncia do processo de imobilizacdo para atividade enzimatica da endoglucanase (Y)
(Eq. 1) foi definida como sendo a proporcdo percentual da atividade da endoglucanase
imobilizada (AER) a atividade da endoglucanase antes do processo de imobilizacdo
(AEp):
1)
AE, — AEg

y=—2_""R+100
AE,

Ja a determinacgdo da eficiéncia da imobilizacdo pelo teor de proteina (X) (Eq. 2), foi
determinada pela quantificacdo de proteinas presentes no sobrenadante apds a
imobilizagdo (Cs) e pela concentragéo de proteinas fornecidas antes da imobilizagdo
(Co)-

)
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Co — C¢
X = 100
Co
3.2.2.6 Caracterizagéo dos carvoes Ativados (MEV e EDX)

Para a andlise SEM, as amostras dos carvdes ativados (CAPr, CAAn e CAC)

inatura e pds imobilizacdo foram fixados em um stub SEM e entdo revestido com uma
camada de ouro de 20-30 nm de espessura em um sistema de pulverizacdo catodica
JEOL JSM-6610LV (Peabody, MA, EUA), de acordo com o0 método padrdo. O detector
EDX (Horiba Silicon Drift X-ray Detector) também foi usado para conduzir a analise

elementar dos carvoes.

3.2.2.7 Caracterizagédo da endoglucanase livre e imobilizada

A temperatura Otima de reacdo para a atividade enzimética da endoglucanase
tanto livre quanto imobilizada foi realizada em meio padréo (item 2.2.3) pH fixo de 5,0
a uma temperatura variando de 40 a 80 °C. Ja a estabilidade térmica foi avaliada pela
incubacdo do extrato multienziméatico conforme item 2.2.3 para a melhor temperatura
resultante como étima nos intervalos de 60 a 300 min. O perfil do pH foi determinado
por ensaios de atividade a uma temperatura definida de 50 °C e pH variando de 2 a 13
conforme item 2.2.3. A estabilidade do pH foi realizada de acordo com item 2.2.3 para a
melhor atividade resultante como 6tima nos intervalos de 60 a 300 min. A estabilidade
de armazenamento a 4 °C foi monitorado por medi¢do de atividade enzimatica por 120
dias, aliquotas foram avaliadas no intervalo de 30 dias. Todas as respostas foram
expressas como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a atividade

enzimatica de maior valor obtido.

3.2.2.8 Reutilizacdo da endoglucanase imobilizada

Os testes de reutilizacdo foram realizados apos 5 ciclos sucessivos de 150 min
para ensaios de atividade enzimatica no pH e temperatura ideais. Ap6s cada ciclo, a
enzima imobilizada foi recuperada por centrifugacdo, lavado com tampdo 3x iniciado
um novo ciclo (item 2.2.3). A atividade enzimatica no primeiro ciclo foi definido como

100%, e a atividade relativa foi calculado para os ciclos seguintes (LIMA et al, 2021).
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3.2.2.9 Estatisticas

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em triplicata e os
resultados foram expressos como valor médio + desvio padrdo. Microsoft Excel 2010
(Redmond, WA, EUA) e Origin Pro 8.0 (Northampton, MA, EUA) foram utilizados

para analise estatistica.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Imobilizagédo enzimética
A imobilizacdo da enzima endoglucanase através do EEB foi realizada via

adsorcéo fisica, onde em contato com os suportes (CAPr, CAAn e CAC) obtidos a partir
da biomassa casca do cacau gerou as figuras 1, sob condi¢cdes experimentais fixas
(tampéo acetato de sédio (0.1 M, pH 5, a 25 °C e 24 h de tempo de contato, usando uma
carga de proteina fixa de 0,757 mg mL).

Na figura la pode ser observado que o sobrenadante apds o processo de
imobilizacdo a concentracdo de proteina diminuiu logo no tempo inicial, assim
confirmando a efetivacdo da imobilizacdo de enzimas presentes no EEB para todos os
suportes utilizados, no termino de 24 horas 90% das proteinas disponiveis no extrato
bruto j& estavam imobilizadas nos suportes. Ja na figura 1b, ao observar a atividade da
endoglucanase no sobrenadante confirma o que foi obsevado na figura 1a, determinando
que nas horas iniciais obteve-se uma imobilizacdo chegando a mais de 57% no termino
de 24h.

Figura 1: Imobilizacdo: (a) concentracdo proteica; (b) atividade da endoglucanase.
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O sucesso da imobilizacdo depende fortemente da selecdo apropriada do suporte,
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assim o resultado da imobilizacdo em CA obtidos de biomassa lignocelulosicos foi
promissor por possuir vantagens em suas propriedades como alta porosidade, baixo
custo, grande é&rea de superficie interna, tornando uma matriz adequada para
imobilizacdo enzimatica com uma abordagem sustentdvel (QUESADA et al., 2020;
WANG et al.,, 2022, BIJOY, et al., 2022). Devido a essas caracteristicas 0os CAs
estudados € interessante para aplicacGes biotecnoldgicas, pois o crescimento do
mercado tem sido impulsionado pela crescente demanda por este material em uma série
de setores industrias como farmacéutico, alimentos, bebidas e cosméticos (KAUR et al.,
2021).

Tabela 1: Parametros de imobilizacdo da endoglucanase em particulas de carvoes ativos

obtidos da casca do cacau.

Teor de Proteina Total Atividade Total da Endoglucanase

Suportes Carga Inicial Carga Final F;'gé?ﬂgﬁ;gg Carga Inicial Carga Final F;'gé?ﬂgigg
(mg/mL) (mg/mL) (%) (U/mL) (U/mL) %)

CAC 0.321 0.002 99.34+24 1.436 0.398 72.26x15

CAPr 0.321 0.016 94.83+20 1.436 0.610 5752+138

CAAn 0.321 0.007 97.6+15 1.436 0.448 68.78+2.8

A eficiéncia de imobilizacdo determina qudo efetivo é o processo de
imobilizacdo (Tabela 1), os valores de teor de proteina demonstraram que os carvdes
ativos sdo aptos e eficientes para imobilizar todas as proteinas presente no EEB, sendo
superior a 94.83 = 2.0%. A eficiéncia de imobilizacdo da atividade da endoglucanase
obteve resultados para CAPr, CAAn e CAC os respectivos 57.52 + 1.8, 68.78 + 2.8,
72.26 + 1.5%, a partir desses resultados podemos afirmar que tanto os carvGes ativos
tratados (CAPr e CAAN) com fermentacdo comparado ao carvao ativo sem o tratamento
(CAC) possuem porosidade e superficie adequadas para a imobilizagdo de celulases. Os
resultados da eficiéncia de imobilizacdo foi superior a 57% semelhante ao encontrado
por Lima et al (2021) que obteve 60% imobilizando endoglucanase em caulim via
adsorcdo. Os resultados encontrados nesse estudo sdo superiores em comparagdo com
48% relatados para Lima et al. (2017) quando a endoglucanase foi imobilizada em
nanoparticulas magnéticas encapsuladas em poli(metacrilato de metila) nanoesferas.
Sendo assim os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com o0s

encontrados na literatura. Porém comparado aos suportes utilizados em diversas obras
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(sintéticos e caros) os carvoes ativos CAPr, CAAn e CAC ¢ mais atrativo e tem maior
potencial para ser utilizado em escala industrial, pois sdo obtidos de biomassas presentes

na natureza, facilmente disponiveis, baixo custo e ndo toxico.

3.3.2 Caracterizacdo dos carvdes ativos (CAPr, CAAn e CAC)

A andlise MEV é uma técnica muito (til, pois através de suas imagens é possivel
ndo so observar a eficacia de um determinado processo de imobilizacdo enzimatica, mas
também delinear estratégias futuras (MOHAMAD et al., 2015; BILAL et al., 2016;
DOS SANTOS et al 2021).

A técnica MEV foi realizada para comparar a morfologia da superficie de CAPr,
CAAnN e CAC mostradas na figura 2. Observando a figura 2 (a),(c) e (e) os CA sem
imobilizacdo (CAPr, CAAn e CAC) apresentam em sua estrutura tlneis que podem
aumentar a difusdo e adsorcdo de enzimas, confirmando que estrutura porosa que é um
requisito importante para biocatalisadores ativos e estaveis (DOS SANTOS et al 2021).
Ja os CA imobilizados (figuras 2 (b), (d) e (f),) revelaram uma estrutura microporosa e
uniformidade na estrutura imobilizada, caracterizando a presenca de enzimas em sua
estrutura. MEV também foi usado por Santos e colaboradores (2020) para visualizar a
lipase Candida rugosa em particulas de Diaion HP 20, confirmando que seu

biocatalisador teve a imobilizacéo efetiva.

Figura 2: Imagens MEV dos poros dos carvdes ativos: CAC; (a) sem enzima
imobilizada; (b) com endoglucanase imobilizada. CAAnR; (c) sem enzima imobilizada;
(d) com endoglucanase imobilizada. CAPr; (e) sem enzima imobilizada; (f) com
endoglucanase imobilizada.
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Através das analises qualitativas de EDX (figura 3) foi possivel observar os
sucesso da imobilizagcdo em ambos CA, devido a comparacéo das figuras 3 (a), (c) e (d)
antes de imobilizar e ap6s imobilizacdo (figura 3. (b), (d) e (f)), o aumento nas
proporcdes da composicao presente nos carvoes.

De acordo com as analises de EDX, essa amostra apresentou os elementos que
compdem o carv@es, sendo comum na composi¢cdo quimica elementar dos carvodes
vegetais a presenca de enxofre (NEVES et al.,, 2011), esse aumento caracteriza a
eficacia da imobilizacéo.

Esses resultados sdo coerentes, assim, os resultados de SEM e EDX sugerem que

a endoglucanase foi imobilizada com sucesso na superficie dos CA.

Figura 3: Espectroscopia de raio X por dispersdo em energia (EDX) dos carvdes ativos:
Sem imobilizacdo (a) CAC, (c) CAAn e (e) CAPr. Apo6s imobilizacdo (b) CAC, (d)
CAAn e (f) CAPr.
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3.3.3 Caracterizacao da enzima endoglucanase livre e imobilizado

O processo de imobilizacdo pode causar algumas alteragcbes na estrutura da
enzima, podendo alterar a atividade catalitica e a estabilidade diferente da livre (LIMA
2019). Essas alteracGes podem ocorrer devido a modificacdo na estrutura terciaria da
enzima ou pelo fato da interacdo entre a enzima e suporte (BRENA et al., 2013).
Atualmente o método de adsorcao fisica € um dos mais empregados para imobilizagéo,
devido a gerar poucos efeitos na estrutura conformacional da enzima, sendo a enzima
espontaneamente imobilizada pela orientacdo que lhe é preferivel e energeticamente
favoravel (CUI et al.,, 2018; BORGES et al 2023). Diversas enzimas ja foram
imobilizadas via adsorgdo fisica com éxito (BRITO et al., 2017; SANTOS et al., 2019;
GONCALVES et al., 2021; BORGES et al 2023) assim apresentando alto rendimento
de imobilizacdo, aumento de estabilidade frente ao tempo de armazenamento, pH e
temperatura.

Como resultado, a enzima imobilizada deve ser avaliada porque essa pode
adquirir novas propriedades cinéticas e apresentar comportamento diferente de acordo
com determinadas condi¢bes de pH e temperatura, devido a sua conformacdo
tridimensional. Dessa forma a cada protocolo de imobilizacdo, a enzima imobilizada

deve ser caracterizada e testada.

3.3.4 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade enzimatica

O efeito da temperatura na atividade das endoglucanase livre e imobilizadas por
adsorcdo nas temperaturas de 40 a 80°C é mostrado na figura 4. A figura 4a representa o
comportamento dos carvOes imobilizados e a enzima livre em decorréncia da
temperatura, podendo ser observado que enzima livre mantém uma atividade constante
até 60 °C, perdendo atividade bruscamente de 90% em 80 °C. A atividade 6tima para
todas as formas da enzima (livre ou imobilizado) foram de 50°C, de forma geral a
endoglucanase costumam ter como temperatura ideal 50 °C (GOMES et al., 2023),
sendo assim mesmo a enzima livre essa apresenta um bom comportamento. Ja as
enzimas imobilizadas em CA apresentaram um bom comportamento na temperatura de
80 °C a maxima estudada, assim configurando a estabilidade que a imobilizacdo
acrescenta a enzima. A partir desse resultado podemos sugerir que a endoglucanase
imobilizada nos CA tem uma gama mais ampla de temperatura ideal do que a forma
livre. Na literatura Lima e colaboradores (2019) encontraram resultados semelhantes
entre outros (QI et al.,, 2015; LIMA et al 2017). A resisténcia da enzima em
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temperaturas pode ocorrer devido a ligacdo estabelecida entre enzima-suporte
estabilizando a mesma, com essa caracteristica amplia as possiveis aplicacdes

industriais para essa endoglucanase .

Figura 4: Atividade relativa dos carvdes ativos com a enzima endoglucanase
imobilizada (CAC, CAAn e CAPr) e livre. (a) em diferentes temperaturas (40, 50, 60,
70 e 80 °C) 60 min; (b) perfil de termoestabilidade da endoglucanase endoglucanase
imobilizada (CAC, CAAn e CAPr) e livre, na temperatura de 50 °C. Os experimentos
foram realizados em triplicata e as barras de erro indicam o desvio padrdo de cada grupo
de dados.
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A estabilidade térmica esta relacionada com a capacidade da enzima manter sua
conformacdo nativa em temperaturas relativamente altas. A estabilidade da enzima
(livre e imobilizada) na figura 4b foi realizada na temperatura 50°C tida como 6tima e
apresentaram boa estabilidade térmica, mantendo a atividade por 5 horas. A
caracteristica de manter uma elevada estabilidade térmica é importante para que nédo
ocorra reducdo de atividade catalitica devido & desnaturacio. E possivel observar que
todas as formas que a enzima € representada ocorreu a estabilidade apds as 5 h,
demonstrando caracteristica termoestavel (GOMES et al, 2023). A enzima livre
apresentou melhor resultado no tempo de 5 horas, 0 que pode ser atribuido ao aumento
da mobilidade da enzima em solucdo, levando a um melhor desempenho da atividade
(BORGES et al., 2023), essa caracteristica pode ocorrer devido a se tratar de um extrato
bruto de enzimas, em que as outras enzimas presentes no extrato sdo susceptiveis de

exercer um comportamento protetor sobre a endoglucanase, assim protegendo contra o



92

efeito do aumento da temperatura e do tempo (OLIVEIRA et al., 2019, GOMES et al.,
2023).
3.3.5 Efeito do pH na atividade e estabilidade enzimatica

O efeito do pH na atividade da endoglucanase obtido de P. roqueforti ATCC
10110 foi verificado na faixa de 2.0 a 13.0 (figura 5). Na figura 4a podemos observar
que a enzima livre demonstrou ter atividade apenas nos pH 4 e 5, no pH 2 ndo foi
registrada nenhuma atividade e pH 8 atividade < 12%. Esse resultado demonstram
caracteristicas de uma endoglucanase acidofila, resultados semelhantes também foram
encontrados por Oliveira et al., 2019 e Gomes et al 2023. Mohapatra (2018) e
colaboradores, afirmaram que celulases fungicas sdo principalmente ativo em pH 3.7 a
7.0. Ja a endoglucanase imobilizada manteve atividade em todos os pHs, tendo como
pH 6timo do 4 ao 5 conforme dados também da enzima em sua forma livre, assim,
pode-se concluir que o pH ideal da celulase livre e imobilizada foi entre pH 4 e 5. No
pH 13 ainda foi registrado uma atividade < 50%, resultados semelhentes também foram
encontrados por Lima e colaboradores (2019), que a endglucanase imobilizada
demonstrou manter atividade em pH 7 de 80%. Este resultado pode ser atribuido a
rigidez estavel e a confirmacéo da enzima devido a interacdo entre 0s grupos carregados
da enzima e do transportador (RAHIMIZADEH et al., 2015). Dessa forma a
estabilidade de enzimas imobilizadas em uma ampla faixa de pH aumenta seu potencial
para aplicacdes industriais.

A estabilidade (figura 5b) foi realizada utilizando o pH que obteve melhor
atividade (pH 5), assim observamos que a endoglucanase tanto em sua forma livre ou
imobilizada foram estaveis em todos os tempos, com crescimento constate para enzima
em sua forma livre no tempo de 300 min, este resultado também é comum devido a se
tratar de um extrato bruto de enzimas, com demais enzimas que sdo susceptiveis de
exercer um comportamento protetor sobre a endoglucanase (OLIVEIRA et al., 2019,
GOMES et al., 2023). Dessa forma a estabilidade de enzimas livres ou imobilizadas em

uma ampla faixa de pH também exibiu seu potencial para aplicagdes industriais.
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Figura 5. Atividade relativa dos carvbes ativos com a enzima endoglucanase
imobilizada (CAC, CAAN e CAPr) e livre. (a) em diferentes pH (2 a 13) 60 min; (b)
perfil de estabilidade ao pH de endoglucanase imobilizada (CAC, CAAn e CAPr) e
livre, no pH 5. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras de erro
indicam o desvio padrdo de cada grupo de dados.
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3.3.6 Estabilidade tempo armazenamento

O armazenamento de uma enzima € um fator importante que pode limitar sua
aplicacdo, assim a preservacao de sua estabilidade estrutural é uma grande preocupacao.
Refere-se a capacidade de uma enzima manter sua atividade no periodo entre a
producdo e reutilizar (LIMA 2019).

As enzimas livres e imobilizadas foram analisadas quanto a sua estabilidade de
armazenamento a 4 °C por 30, 60, 90 e 120 dias (figura 6a), a atividade do dia 0 foi
considerada como atividade inicial. No termino dos 120 dias a atividade da enzima livre
foi de 9%, ja nos carvdes CAC, CAPr e CAAN imobilizados foram de 82.1, 80.3, 81.4%
respectivamente, os resultados indicaram que a imobilizacdo aumentou a vida Util da
enzima (ABBASZADEH et al., 2019; WENG et al., 2022). A desativacdo lenta da
enzima durante esse periodo pode afetar a reprodutibilidade dos processos. Esses
resultados evidenciam que a imobilizacéo possibilitou um ambiente favoravel para que
a enzima para que ndo sofresse danos ocasionados pelo microambiente, dessa forma
preservando sua atividade e possibilitando sua utilizacdo ap0s o armazenamento. A
estabilidade de armazenamento é uma vantagem importante para a enzima imobilizada
comparada a enzima livre, pois a enzima nativa pode perder sua atividade em um curto

periodo de tempo. Portanto, este parametro é um indicativo de custo-beneficio para o
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uso da enzima para muitas aplicagdes biotecnoldgicas (ZHANG et al., 2021; BORGES
et al 2023)

Figura 6: Perfil da caracterizacdo da endoglucanase imobilizada (a); Efeito da
refrigeracdo 4 dos carvdes imobilizados e livre; (b) Estudo do reaproveitamento dos
carvoes ativos CAC, CAAN e CAPr apds ciclos sucessivos.
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3.3.7 Reutilizagdo da endoglucanase imobilizada

A reutilizacdo é a vantagem mais importante da imobilizacdo enzimatica, sendo
um fator decisivo que rege significativamente a viabilidade técnico-econémica de
qualquer processo baseado em enzimas (WENG et al., 2022) e sua aplicacdo em escala
industrial (MACHADO et al., 2023). Dentro das 6timas condi¢fes aplicadas na enzima
imobilizada, essas foram repetidas (cinco vezes) para determinar a mudanca na
atividade relativa ap6s multiplos usos. Os resultados (figura 6b) demonstram a
diminuicdo gradativa da atividade relativa do imobilizado com o tempo de reutilizacao.
Os carvoes CAPr, CAAn e CAC a atividade foi retida respectivamente 30, 33 e 32% da
atividade relativa apds 5 ciclos. A perda de atividade relativa pode ser atribuida a
ligacdo inadequada entre a enzima e o suporte (SAHA et al., 2019; WENG et al., 2022),
como também a alteragfes conformacionais e a obstrugdo dos poros do suporte, seja
pelo acumulo de substrato ou produtos, sdo apontadas como as causas da reducdo da
atividade enzimatica nos ciclos subsequentes (KUMAR et al., 2014; BORGES et al
2023). Em estudos anteriores de imobilizagcdo em esferas de alginato retiveram apenas
18% de atividade apds cinco ciclos de reutilizacdo (SAHA et al., 2019; WENG et al.,
2022). YU et al. (2013) imobilizaram a celulase em Eudragit S-100 e Eudragit L-100 e

obteve retencdo de atividade apds a imobilizagcdo, menor que 40% da atividade inicial



95

apos cinco ciclos de uso. Portanto, pode-se afirmar que a imobilizacdo de enzimas em
CAPr, CAANn e CAC é economicamente benéfico para o processo, pois o biocatalisador

podem ser reutilizadas multiplas vezes e reter atividade enzimatica suficiente.

3.4 Concluséo

O presente estudo é o primeiro a relatar a imobilizagdo da endoglucanase contido
em EBB em CAs obtidos a partir da biomassa da casca do cacau. Este estudo
demonstrou que a adsorcdo da endoglucanase em CAs levou a imobilizacéo efetiva para
todos os carvles estudados. A alta afinidade da endoglucanase pelo superficie de
suporte também foi confirmada por analises de MEV. A imobilizacdo melhorou a
atividade em determinadas temperatura (40 a 80 C) o que favorece e possibilita maiores
aplicacdes industriais. Ja a atividade nos pH de 2 al3 da enzima imobilizadas foi
superior a enzima livre. A estabilidade de ambos foram semelhantes a enzima livre e
imobilizada. Através da imobilizacdo foi possivel observar a reutilizacdo enzimaética,
fator que determina a sustentabilidade econdmica do processo, no termino do quinto
ciclo foi observado que para CAPr, CAAn e CAC reteve respectivamente 30, 33 e 32%
da atividade relativa. A imobilizacdo da endoglucanase em CAs pode ser considerado
uma alternativa promissora de imobilizacdo de enzimas, sendo o ciclo desde a producao

dos carvdes até a imobilizacdo totalmente natural.
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4 ARTIGO 3: Avaliacdo do pré-tratamento do bagaco da cana e a macroalga
Sargassum vulgare com &cido diluido na sacarificagdo utilizando a endoglucanase
do P. roqueforti ATCC 10110

Resumo: A biomassa lignoceluldsica é uma alternativa promissora para a produgédo de
biocombustiveis, apesar de sua natureza recalcitrante. As macroalgas marinhas (algas
marinhas) e bagaco de cana-de-agUcar podem acumular grandes quantidades de celulose
nos seus tecidos, portanto, oferecendo uma fonte potencial atraente de matéria-prima
para a producdo de bioetanol. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiencia do preé-
tratamento dos residuos Bagaco de cana-de-acucar (BCA) e Sargassum vulgare (SVU)
em meio a acido diluido utilizando o extrato enzimatico contendo endoglucanase obtida
pelo fungo Penicillium roqueforti.A composicao do residuos demosntraram que o BCA
possui alto teor de hemicelulose enquanto o SVU possui menos de 3% de lignina, assim
favorecendo o uso desse residuo sem necessidade de tratamento. Analises como FTIR e
XRD foram utilizados para caracterizar o efeitos do processo de pré-tratamento. Ja o
HPLC confirmou a presenca dos acgucares glicose e fruto produzidos na sacarificacao
com residuos in natura e tratados com &cido.

Palavras-chave: Algas marinhas, bioetanol, etanol.
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4.1 Introducgéo

A busca por energia alternativa, sustentavel e fontes limpa tem se tornando uma
preocupacdo mundial devido a eminente escassez de combustiveis fosseis, aquecimento
global , aumento do efeito estufa, emisséo de gases e poluicdo do ar (Li et al., 2013;
Tavares et al., 2024; Narayanan et al., 2024; Qarri e Israel, 2020). A populacdo mundial
atingira cerca de 9 mil milhGes até 2030 e o mercado global de fontes de combustiveis
fosseis também deverd aumentar as emissdes de dioxido de carbono até 26 % até 2030,
com recursos ndo renovaveis esgotando-se em breve (Tripathi et al., 2019; Narayanan et
al., 2024).0 desenvolvimento de fontes alterantivas como a conversdo de recursos de
biomassa em bioprodutos e energia é a primeira etapa para que ocorra a transicdo de
uma economia bioldgica (Magalhdes et al., 2019; karp et al., 2021).

Dessa forma o bioetanol é uma fonte de energia favoravel ao meio ambiente
(Qarri e lIsrael, 2020), por possuir vantagens de baixa toxicidade e alta
biodegradabilidade, podendo ser obtido por diversos suprimentos de amido e celulose
provenientes de agricultura matéria-prima, ao qual é chamado de etanol de primeira
geragdo, porém o problema encontrado nessa producdo é devido a competicdo com a
seguranca alimentar humana e os mercados alimentares globais (Qarri 2020. Sudhakar
2017). Uma segunda maneira de obtencdo do bioetanol é o aproveitamento da
lignocelulose presente em biomassas, que depara com diversas adversidade como a
dificuldades em quebrar as ligacdes de lignina para mono-agucar (Nigam, 2011; Qarri e
Israel, 2020). Dentre as biomassas se destaca 0 bagaco da cana-de-agUcar obtido a
partir do processamento da cana-de-agUcar no Brasil, se destaca por ser o maior
produtor mundial, sendo composto principalmente de celulose, hemicelulose e lignina
(Maheswari et al., 2020; Lu et al., 2021), esse residuo é utilizado como fonte de energia
térmica e energia elétrica e também como fonte para obtencdo de etanol de segunda
geragdo, porém para ser utilizado é necessario o pré-tratamento do residuo (Lu et al.,
2021).

Ja uma terceira geragdo de biocombustiveis envolve o uso de macroalgas
marinhas, sendo uma alternativa tecnicamente viavel, superando as vantagens da
obtecdo do bioetanol na primeira e na segunda geragoes. A utilizacdo de algas marinhas
compdem diversas vantagens sendo eles pelo seu alto teor de carboidratos e baixas
quantidades de lignina (Qarri e Israel, 2020; Ding et al., 2024), geralmente contém trés

componentes, ou seja, acido alginico, celulose e outros polissacarideos (MiSurcova et
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al., 2011; Ardalan et al., 2018), essas também tem altas taxas fotossintéticas e rapidas
crescimento levando a altas produtividades, onde macroalgas consome grandes
quantidades de CO, em seu crescimento (Qarri e Israel, 2020; Borines et al., 2013).
Essas macroalgas tem despertado interesse entre os pesquisadores devido a suas
diversas aplicacbes como industria farmacéutica, cosmética, alimentacdo animal e
indUstrias de fertilizantes (Adeniyi et al., 2018; Qarri e Israel, 2020; Sabzi et al., 2023).
S&o conhecidos os trés tipos de algas marinhas, nomeadamente verdes (Chlorophyta),
vermelhas (Rhodophyta) e marrom (Ochrophyta) (Qarri e Israel, 2020).

Entre as magroalgas marrom as espécies de Sargassum, S. vulgare (C. Agardh,
1820) (Sargassaceae) da familia Phaeophyceae é uma alga marinha comum e abundante
em mares tropicais e subtropicais (Mahmoud et al., 2019; Ding et al., 2024), essa
macroalga ganhou interesse emergente no area biomédica (Ammar et al., 2017) por
possuir inimeras atividades bioldgicas (Sabzi et al., 2023). Devido a sua composi¢do o
S. vulgare se torna interessante fonte para obtencao de bioetanol.

Entretanto para melhor obtencdo do bioetanol a utilizando dos pré-tratamento
dessas biomassas ocorrer utilizadas tecnologias como pré-tratamento mecanico, fisico e
quimico (Javed et al., 2019). A utilizacdo dessas técnicas sdo essenciais para melhorar a
hidrélise enzimatica da lignocelulose (Houfani e outros, 2020; Lu et al., 2021). O pré-
tratamento com &cido é um dos processos quimicos que tem por objetivo despolimerizar
a hemicelulose e reduzir a recalcitrante de lignocelulose vem sendo muito utilizado para
melhorar sacarificacdo de lignocelulose (Chen et al., 2017; Lu et al., 2021). Entretanto a
utilizacdo de pré-tratamento utilizando &cidos pode deparar com algumas desvantagens
como a recuperacao de produtos a jusante do chorume tratado e a reciclagem de &cidos
que ndo reagiram (de Vries e Jackson, 2012; Lu et al., 2021). Assim é preciso obter
uma solucdo que encaixe na quimica verde, sendo mais seguro e sustentavel (Lu et al.,
2021).

Dessa forma o objetivo deste estudo foi avaliar a sacarificacdo obtida de
residuos lignocelulose como o bagago de cana-de-agUcar e a macroalga Sargassum
vulgare. Este trabalho focou no pré-tratamento com acido diluido e os resultados da

sacarificacdo enzimatica.

4.2 Materias e Métodos
4.2.1 Coleta, preparacdo da matéria prima e microrganismo

Os residuos utilizados nesse trabalho foram bagago de cana-de-agucar (BCA),
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farelo de trigo (FT) fornecido por industria localizada na cidade de Maceio, Alagoas,
Brasil e Sargassum vulgare (SVU) uma macroalga nativa em mares tropicais e
subtropicais, foi colhida nas &guas costeiras da praia de Ponta Verde na cidade de
Maceid, Alagoas, Brasil (coordenadas: Latitude: 09°41'00" S e Longitude: 35043'00"
0). O residuo BCA e FT foram seco em estufa (SX 1.0 DTMC, Sterilifer, Diadema, SP,
Brasil) a 50 °C por 24 h em seguida triturados em moinho de facas da marca Wiley
(ACB, Labor, Sao Paulo, Brasil) até se obter particula de tamanho 2 mm e armazenados
em recipiente até serem utilizados. J& a SVU colhida foi lavada com agua da torneira
para remover sais e areias e depois secas a temperatura ambiente.

O fungo filamentoso Penicillium roqueforti foi fornecido pelo Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)
no Rio de Janeiro, RJ, Brasil sob o nimero de registro 40075 e numero de lote
079840075.

4.2.2 Preparo do inoculo e fermentacdo em estado sélido (FES)

O microrganismo foi cultivada em meio de agar-dextrose-batata (PDA), em
Erlenmeyer de 250 mL em estufa bacteriologica (SL 222, Solab, Piracicaba, Brasil) a
27°C por sete dias em seguida armazenado em ambiente refrigerado a 4 °C. A
fermentacdo em estado solido (FES) foi realizada erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g
de residuos seco FT como substrato, em seguida adicionado aos recipientes agua estéril
para atingir a umidade de 65%. Os frascos foram esterilizados em autoclave vertical a
121°C 1 atm por 20 minutos e depois resfriado a temperatura ambiente e inoculado com
quatro discos de micélio (5 mm) da cepa fungica (Patel e Shah 2021). O contetdo dos
frascos foram bem misturados e incubados em camara de germinacdo (SX 1.0 DTMC,

Sterilifer, Diadema, SP, Brasil) em temperatura controlada de 27 °C por 240 horas.

4.2.3 Obtencéo do extrato enzimatico

Apbs a FES nos elernmeyer foram adicionados 5 mL de agua estéril para cada 1
g de residuo levados a agitacdo em incubadora (TECNAL) por 20 minutos a 170 rpm e
25°C. O extrato obtido foi submetido a filtracdo seguida de uma centrifugacdo de 5
minutos (15.000 g), assim o sobrenadante chamamos de extrato enzimatico bruto, este

foi separado e utilizado posteriormente.
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4.2.4 Pre-tratamento &cido diluido

O pré-tratamento &cido foram conduzidos conforme relatado por (Silva et al.,
2023) nas devidas concentracdes (0.5%, 1%, 1.5% (v/v) do acido H,SO,). Os residuos
SVU e BCA foram pesados (5g) e adicionados em erlenmeyer de 250 mL na proporc¢édo
de 1:10 (residuo (g)/volume solucdo &cido diluido (mL). Os erlenmeyers ap6s serem
fechados foram levados & autoclave por 20 min a 120°C. Em seguida os frascos foram
resfriados a temperatura ambiente, os solidos foram separados da fase liquida por
filtracdo e lavagem com agua destilada para remocdo de componentes sollveis. O
sobrenadante foi utilizada para realizar as analises posteriores de AR (agucar redutor)
pelo método do é&cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) Miller (1959) como também a
identificacdo de possiveis inibidores da enzima celulase por anélise no HPLC. Ja as
fracdes sdlidas retidas foram acondicionadas em estufa (SX 1.0 DTMC, Sterilifer,
Diadema, SP, Brasil) a 50°C por 24 h para secagem e posteriormente utilizados nas
caracterizagdes e sacarificagéo.

4.2.5 Analise de composicao

A composicdo fisico-quimica foi realizada para os residuos BCA e SVU (in
natura e pré-tratado com &cido diluido). Determinou-se a proteina bruta (PB), lignina
(LIG), celulose (CEL), hemicellulose (HC) de acordo com a metodologia da
Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais AOAC (1995); os valores obtidos foram

expressos em %, g/100 g de matéria seca.

4.4.6 Determinacdo de atividade da celulose

Para determinar a atividade da endoglucanase (CMCase, endo-1,4-B-D-
glucanase; EC 3.2.1.4) foi realizado em um meio de reagdo com total 1 mL conduzidos
pela adigdo de 10 plL de extrato enzimatico bruto, 100 pL de solugdo de
carboximetilcelulose 2% (CMC) (p/v) e 190 pL de tampao acetato de sdédio (0,1 M, pH
5). As amostras foram incubadas a 50 ° C por 60 min que foi interrompida pela adigéo
de 200 pL de acido 3,5-dinitrosalicilico DNS (Sigma-Aldrich). Depois disso, 0s tubos
foram aquecidos em agua fervente por 5 min adicionando 500 pL de 4gua destilada. A
liberacdo de acgucares redutores foi determinada usando o metodo de Miller (1959) em
absorbancia de 540 nm usando espectofotdbmetro Fex Station 3 (Molecular Devices,
California, EUA).
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4.2.7 Andlise FTIR

A andlise de FTIR tem por objetivo a determinacdo semi-quantitativa de
componentes da amostra. Os espectros na regido do infravermelho médio foram obtidos
num espectrofotdometro de infravermelho modelo Nicole-IR, utilizando o brometo de
potéssio (KBr) como agente dispersante. Inicialmente as amostras e o KBr foram
pesados, para a confeccdo das pastilhas. Foram utilizados 0s seguintes parametros
operacionais: faixa espectral de 400-4000 cm™, 60 scans em modo transmitancia, com

resolucéo de 4 cm™.

4.2.8 Anélise de Raio-X e Cristalinidade

A andlise de difracdo de Raio-X foi realizada utilizando o equipamento modelo
XRD-6000 da Shimadzu com uma fonte de radiagdo de CuK o com voltagem de 30 KV
e corrente de 30 mA, com filtro de Ni. O método de p6 foi utilizado para realizacdo
desse procedimento. Os dados foram selecionados na faixa de 26 de 10° a 40° com
velocidade de gonidmetro de 2 °/min com um passo de 0,02 °. O indice de
cristalinidade (Crl) das amostras de BCA e SVU foram calculados pelo método (Segal

et al., 1959). O indice de cristalinidade (IC) é determinado usando a equacéo 1.
(1)

ham
Cl (%) = (1 ——-——x100
her

Onde hgs € a altura do sinal mais intenso, e hyy a intensidade da difracdo
atribuida a celulose amorfa. A altura de intensidade do material amorfo é tomada perto
de 18° para celulose e em torno de 16° para celulose I1. Os valores de Cl séo calculados

a partir dos dadosoriginais sem subtrair o fundo (Segal et al., 1959).

4.2.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a analise MEV, as amostras dos residuos BCA SVU “in natura” e pos
tratamento foram fixadas a um suporte “Stub” e em seguida foram metalizadas com
uma fina camada de ouro, cerca de 20 a 30 nm de espessura por um sistema de
evaporagdo ‘“sputtering” utilizando equipamento SSX-550 Superscan, da Shimadzu

(Quioto, Quioto, Japédo), conforme procedimento padréo.
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4.2.10 Sacarificacdo dos residuos

Pra o estudo de sacarificacdo dos residuos BCA e SVU ap6s as melhores
condicdes de tratamento acido diluido, foi utilizado o extrato bruto multienzimatico
contendo a endoglucanase de P. roqueforti ATCC 10110 (440 U/mL). O meio reacional
consistiu em 1% de substrato e 1 mL do extrato bruto enziméatico e 9 mL de tampéo
acetato de sodio (0,1 M, pH 5). J& o controle foram utilizados 1% do residuo sem adi¢do
do extrato enzimatico bruto. A sacarificacdo foi realizada em banho a 50°C em
diferentes tempos (1, 4, 8, 12 e 24 horas). Ap0s a sacarificacdo, os tubos foram
centrifugados (HITACHI Rx Il series) a 5.000g a 24°C por 3 min, a parte sobrenadante
foi utilizada para dosagem dos acUcares redutores pelo método DNS Miller (1959) e
identificacdo dos acucares fermentaveis produzidos ao final do processo com maior
producdo de agUcares redutores por HPLC, com deteccao por indice de refracdo (RI). O
cromatdgrafo em questdo estava equipado com uma bomba modelo ProStar 210
(Varian), injetor manual modelo 80765 (HAMILTON) com loop de 20 pl, detector de
indice de refracdio modelo 356 LC. A coluna cromatografica empregada para
determinacédo dos produtos foi a 87H (300 mm x 7,8 mm d.i.; MetaCarb), operando nas
seguintes condicOes: temperatura da coluna: 55 °C; a fase movel foi uma solucdo de
4cido sulfarico (0,005 mol.L™) com fluxo de 0,70 mL.min™.

4.2.11 Identificacdo dos inibidores formados ap6s os pré-tratamentos

Apbs os pré-tratamentos com 4&cido diluido, foram coletados amostras dos
erlenmeyer e em seguida foram centrifugados (HITACHI Rx Il series) a 5.000g a 24°C
por 3 min, a parte sobrenadante foi utilizada a identificacdo dos inibidores produzidos
ao final do processo por HPLC, com deteccdo por indice de refracdo (RI). O
cromatografo em questdo estava equipado com uma bomba modelo ProStar 210
(Varian), injetor manual modelo 80765 (HAMILTON) com loop de 20 ul, detector de
indice de refragdo modelo 356 LC. A coluna cromatografica empregada para
determinacédo dos produtos foi a 87H (300 mm x 7,8 mm d.i.; MetaCarb), operando nas
seguintes condi¢Oes: temperatura da coluna: 55 °C; a fase movel foi uma solucéo de

4cido sulfarico (0,005 mol.L™ %) com fluxo de 0,70 mL.min™.

4.3 Resultados e discussao
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4.3.1 Analise composicional da biomassa antes e apds pre-tratamento

A anélise da composicdo quimica das biomassas estudadas é significamente
importante, pois colabora na deteccdo da sua viabilidade para o estudo, assim revelando
a composicdo presente nos residuos e seu potencial para utilizacdo na sacarificacdo. A
composi¢do dos residuos BCA e SVU sem tratamento e pos tratamento foram
analisadas para avaliar o teor de celulose (CEL), hemicelulose (HC), lignina (LIG).
Esses valores, que estdo descritos na Tabela 1 mostram a quantidade de cada composto.
De acordo com os resultados apresentados, verifica-se que os componentes do bagaco
de cana-de-aglcar sdo semelhantes aqueles descritos na literatura (Pandey et al., 2000;
karp et al., 2021; Silva et al., 2023) e pode ser tomado como base para o presente
trabalho. Através do pré-tratamento, componentes da hemicelulose podem ser
solubilizados em agucares monomericos, como xilose, arabinose e galactose, tornando a
celulose mais acessivel & degradacéo enzimatica (Borines et al., 2013).

Dessa forma o pré-tratamento para o residuos BCA € necessario devido ao
grande percentual de hemicelulose presente no residuo in natura. Dessa forma a
reducdo do teor de hemicelulose pode aumentar o acesso enzimatico a celulose e reduzir
a ligacdo ndo produtiva da celulase com agucares hemicelulésicos (Silva et al., 2023).

O pré-tratamento também foi eficaz para a macroalga SVU, porém na sua
composicdo in natura é observado que a macroalga possui baixo teor de hemicelulose e
lignina conforme ja descrito na literatura em que a quantidade de lignina em macroalgas
sdo estimada em menos de 4%, o que esta de acordo com o observado na parede celular
da macroalga SVU, conforme Borines e colaboradores (2013), onde relatam que a
parede celular das algas ndo contém ou contém pouca lignina. O baixo teor de lignina na
composicdo da biomassa 3,12% indica de alguma forma que materiais se tratar de um
material menos complexos (Borines et al., 2013). Com esse resultado do residuo SVU
in natura, podemos afirmar que ndo se faz necessario o uso de tratamento para obtencao
de agUcares redutores, assim reduzindo o custo na producdo do etanol de terceira

geracao.
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Tabela 1: Analise composicional dos residuos, BCA (bagaco de cana-de-acucar) e
SVU (Sargassum vulgare) “in natura” e apds os pré-tratamento com &cido.

Componentes da N&o tratado Tratamento com &cido

o eess Sargassum Bagaco de cana Sargassum Bagaco de cana
vulgare vulgare (1.5%) (1,5%)

Celulose 41.84+15 30.05+1.2 48.91 +0.33 50.27 £ 0.85

Lignina 312+18 31.43+£0.46 1.45+1.0 15.73£0.75

Hemicelulose 15.22+£0.8 24.97 £0.35 1.9+£0.82 1714+ 1.1

Fonte: elaborado pela autora, 2024.

4.3.2 Pré-tratamento &cido diluido

O pré-tratamento € um passo importante para aumentar a disponibilidade da
biomassa para reacGes enzimaticas com o objetivo de liberar monossacarideos
fermentéaveis (Singh et al., 2022; Narayanan et al. 2024). O pré-tratamento a base de
acido é comumente usado para converter os polimeros encontrados nas paredes
celulares em formas fermentaveis simples com menos energia e alta eficiéncia
(Narayanan et al. 2024).

A faixa dos valores de concentracdo de acucar representados na figura 1 indicam
que o pré-tratamento com &cido realizados nas devidas concentragdes (0.5%, 1%, 1.5%
(v/v)) a liberacdo de acucares redutores foram proporcionadas pelo pré-tratamento com
acido ser eficiente com maiores valores de acUcares redutores na concentracdo 1.5%
para os residuos BCA (2.25 mg/g) e SVU (2.50 mg/g). O efeito positivo de pre-
tratamento com acido ja era esperado e confirmado, pois 0 bom desempenho do acido
em pré-tratamento é eficaz para a solubilizacdo da hemicelulose e menos seletivo a
lignina (Karp et al., 2021), uma vez que o principal objetivo do pré-tratamento na
biomassa é romper o complexo de lignocelulose por degradacao parcial de hemicelulose
e lignina, também a eficiéncia do pré-tratamento com solucdo do &cido sulfurico diluida
permite a hidrolise da hemicelulose em xilose, arabinose, galactose e manose, (Dionisio
et al., 2021) o que é fator determinante para a validagdo do pré-tratamento (Silva et al.,
2023).

O sobrenadante ap6s o tratamento com acido foram analisados para BCA e SVU
quanto a formacdo de inibidores e observou-se que ndo houve formagdo dos mesmo.

Pesquisadores afirmam que pré-tratamento de biomassa de macroalgas marrons nao
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produzem quaisquer subprodutos inibitdrios (Veza et al., 2022; Narayanan et al., 2024).

Figura 1: Perfil do pré-tratamento com &cido H,SO, diluido (0.5%, 1%, 1.5% (v/v)
com a aquantidade de agUcar redutor liberado.
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.

433 FTIR

Analise de espectroscopia infravermelha meédio foi realizada para obter
informacdes sobre os grupos funcionais presentes nos residuos industriais de SVU antes
e depois do pré-tratamento (Figura 2). O sinal em 906 cm™ corresponde & ligagdo P
(1—4) glicosidica da celulose. As vibragdes entre 1200 ¢ 1000 cm™ sdo atribuidas a
presenca de hemicelulose e celulose, observadas na Figura 2. O sinal em 1144 cm™
corresponde ao alongamento assimétrico de C — O — C, sendo observado com melhor
resolucio no espectro sem tratamento. As emissdes entre 1450 e 1300 cm™
correspondem a acoplamentos moleculares, aumentando a complexidade espectral
devido aos varios modos vibracionais de lignina e hidratos de carbono. O sinal em
aproximadamente 1458 cm™ representa deformacdes nas ligacdes CH, e CHs da lignina.
Os sinais em aproximadamente 1644 cm™ podem ser atribuidos ao alongamento das
ligagbes C = C e C = O no anel aromatico da lignina, enquanto a regido em torno de
1742 cm™ é caracteristica das ligacdes C = O quando a hemicelulose é esticada. Os
sinais em 2853 e 2918 cm™ correspondem as ligacdes simétricas e assimétricas CH e

CH, da celulose, respectivamente. Sinais entre 3800 e 3000 cm™ est&o relacionados as
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vibrac6es das ligacdes de hidrogénio e do grupo hidroxila da celulose.

Figura 2. Espectros de infravermelho médio do Sargassum vulgare antes e depois do
tratamento.
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.

4.3.4 Difracdo de Raio- X

A celulose e hemicelulose presente nos materiais tratados apresentam regifes
cristalinas (altamente ordenadas) e o tratamento aplicado resulta em propriedades
diferentes para cada biomassa (figura 3). Onde podemos observar que 0 SVU in natura e
tratado ndo houve grandes mudancas confirmando o que a composicdo desse residuo
informou. J& 0 BCA ouve mudangas nas suas regioes, isso em decorrencias do resultado
obtido do residuo tratado. Os indices de cristalinidade para os sélidos ndo tratados
chamamos de 100% e para os solidos tratados obtivemos 218,88, 102,7 % para BCA e
SVU respectivamente. Em amabos os residuos foram observados o aumento da
cristalinidade apos o pré-tratamento, este efeito pode ser explicado pela remocdo de
lignina amorfa e hemicelulose que provoca aumento da exposi¢do da celulose, enquanto
0 inchago da celulose em tratamento acido suavizou a estrutura lignocelulésica

provocando a diminuigéo da cristalinidade (Wei e Cheng, 1985; Silva et al., 2023)
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Figura 3: Espectros de DRX (A) SVU in natura, (B) SVU pré-tratamento com acido,
(C) BCA in natura, (D) BCA pré-tratamento com &cido.
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.

4.3.5 Sacarificacdo dos residuos

A sacarificacdo enzimatica dos residuos BCA e SVA foram realizados para fins
de comparagdo com as amostras ndo pré-tratadas. Os materiais lignocelulésicos in
natura e pre-tratados foram submetidos a um processo de sacarificacdo enzimatica
realizadas em diferentes tempos 1, 4, 8, 12 e 24 h de reacdo enzimaética (figura 4). Os
tempos com a maior producdo de agucares redutores foram submetidos a identificagdo
por HPLC dos agucares formados.

Foi observado que o residuo BCA tratado expressou uma concentragdo maior de
acucares redutores obtendo o topo em 8 h, jA 0 BCA sem tratamento obteve seu maior
resultado em 12 h. O SVU sem tratamento obteve bons resultados crescentes nos
tempos de 1 a 8 horas, com o melhor resultado em 12 h, ja o residuo tratado obteve
melhores resultados nos intervalos de 12 a 24 h.
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A partir da Tabela 2 pode-se observar que todos os materiais produziram glicose
e frutose. Os residuos BCA in natura apresentou valores menores que o tratado como ja
era de se esperar conforme literatura (Silva et al., 2023), provavelmente pelo alto teor de
lignina e a dificuldade de acesso das enzimas em comparacdo com 0s pré-tratamentos.
O pré-tratamento modificou a estrutura da lignina de modo a torna-la mais suscetivel a
degradacédo, assim o baixo teor de lignina presente na biomassa representa maior
conversdo (Toquero e Bolado, 2014), pois facilita o ataque enzimatico.

O SVU apresentou resultados semelhantes tratados e sem tratamentos, isso
devido a seu baixo teor de lignina, comprovando que essa macroalga é eficiente para
sacarificacdo mesmo sem o processo de pré-tratamento (Ardalan et al., 2018). Borines
et.al 2013, usou Sargassum spp. utilizando celulases suplementadas com [-glucosidase
(celobiase) para biomassa tratado com H,SO4 a 1% e 5% a 115 °C por 1,5 h, com
redimento de 3,4 a 4,6% de acucar redutor.

A sacarificacdo enzimatica, esta relacionado a biomassa e sua composi¢cao como
também a carga enzimatica disponivel utilizada. Utilizamos a carga do extrato
enzimatico de 440 U/mL da endoglucanase de P. roqueforti ATCC 10110. Assim o
extrato enzimatico utilizado também facilitou a sacarificacdo devido a multiplicidade de
enzimas contido nas preparagfes ndo purificadas resulta em sacarificacdo eficiente

independentemente dos efeitos pré-tratamento (karp et al.,2021).

Figura 4: (A) Sacarificacdo do BCA, (B) Sacarificacdo da SVU. Residuos pré-tratados
com acido utilizando a endoglucanase por P. roqueforti ATCC 10110.

[—_1BCA — ;
. SVU
0/
100 ] A I BCA (1.5%) 100 I SVU (1.5%)

Reducing Sugar (mg/g)
Reducing Sugar (mg/g)

12 16 20 24 12 16 20 24
Time (h) Time (h)

Fonte: elaborado pela autora, 2024.
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Os resultados da analise por HPLC (Tabela 2) permitiram observar o eficiéncia
da liberacdo de agUcares individuais. Isso pode ser util se houver interesse em um
monossacarideo especifico para posterior conversdo. Para producdo de etanol, a glicose
é preferida.

Os resultados da concentracdo de glicose obtidos por HPLC estavam de acordo
com a literatura (Silva et al., 2023), aumento na producdo da glicose para os residuos
tratados foram de 64,6 e 7,09 % para BCA e SVU, enquanto para frutose foram -42,2 e -
11,79 % para BCA e VRU, podemos observar a diminuicdo da frutose apenas em
residuos tratadas, essa diminuicdo pode ter ocorrido devido a alta solubilidade em meio

aquoso durante o tratamento promoveu a remocdo da frutose (karp et al., 2021).

Tabela 2: Identificacdo e concentracdo dos acgucares redutores formados a partir
dasacarificagdo dos residuos BCA e VRU in natura e apds o pré-tratamento &cido.

Residuos Glicose (mg/L)  Frutose (mg/L) Agtlr(;]zr”f?tal
BCA in natura (12 h) 31,00 56,81 85,02
BCA tratado (8 h) 51,03 33,99 87,35
SVU in natura (12 h) 31,74 10,6 42,34
SVU tratado (12 h) 33,99 9,35 43,34

Fonte: elaborado pela autora, 2024.

4.4 Concluséo

A caracterizacdo quimica dos residuos lignoceluldsicos demonstrou que os pré-
tratamento para o BCA foi significamente capazes de aumentar os percentuais de
celulose presentes na biomassa, analise como infravermelho com transformada de
Fourier, e os resultados de XRD de amostras antes e depois do pré-tratamento
confirmaram que 0 BCA ¢ necesséario o pré-tratamento. J& a biomassa SVU apresentou
resultados na sua composicéo vantagens para producéo de etanol, onde ndo é necessario
0 tratamento, pois apresenta em sua forma in natura baixo teor de lignina, dessa forma a
anélise composicional de revelou sua vantagem como matéria-prima para producao de
agucar redutor.

Dessa forma podemos afirmar que a macroalga Sargassum vulgare apresentou
potencial significativo como matéria-prima renovavel para a producéo de bioetanol sem

necessidade de pré-tratamento.
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5.1 Concluséo geral

v

v
v

O fungo filamentoso Penicillium roqueforti ATCC 10110 foi capaz de produzir
a enzima endoglucanase em diferentes residuos;

A FES foi efetiva na producéao do extrato enzimatico contendo endoglucanase;

O farelo de trigo foi o residuo mais promissor para producdo da enzima
endoglucase;

O farelo de trigo foi o residuo que mais produziu agucares redutor utilizando o
extrato enzimatico;

O extrato enzimatico apresentou caracteristicas bioquimicas importanate para o
uso do entrato enzimatico contendo endoglucanases como halotolerante,
termoestavel e estavel em diferentes pHs;

A aimobilizacdo do extrato enzimatico em carvoes organicos foi efetivo.

O extrato enzimatico contendo endoglucanase foi capaz de sacarificar diferentes
residuos industriais in natura e apds pré- tratamentos acido produzindo acucares

fermentaveis

5.2 Pespectivas

v

Utilizar os acucares fermentaveis produzidos para a obtencao de etanol 2G.

5.3 Anexos

5.3.1 Capitulo de livro publicado
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RESUMO: As endoglucanases pertencem ao
grupo das celulases, enzimas pertencentes a
classe das hidrolases. Essas enzimas estdo
diretamente envolvidas na degradacdo da parede
celular vegetal, e possuem uma vasta aplicacéo
em diversos segmentos industriais. Neste
contexto, o presente trabalho objetivou relatar
05 possiveis meios de obtencdo microbianos,
caracteristicas e as principais aplicagcbes nos
segmentos industriais. A FES tem demonstrado
ser 0 meio de obtengéo mais promissor devido
ao reduzido custo e o aproveitamento de
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