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1. INTRODUCAO

As biomassas lignocelulésicas como residuos municipais e industriais,
madeira e residuos agricolas sdo muito atraentes como matéria-prima para
producdo de biocombustiveis, pois sdo encontradas em grande abundancia na
terra e sua utilizacdo ndo causam impactos na producdo de alimentos tanto
animal quanto humano. Além disso, ndo sdo limitadas pela disponibilidade de
terras, como a producao de biocombustiveis provenientes de cana- de acucar e
milho (BRANDENBURG et al., 2018; LIMAYEM; RICKE, 2012; TAPIA CARPIO;
SIMONE DE SOUZA, 2019)

A constituicdo béasica da biomassa lignoceluldsica € de 40% a 50% de
celulose, 25% a 30% de hemicelulose, 15% a 20% de lignina e outros extraiveis.
O conjunto permanece coeso por ligacbes covalentes formando a matriz
lignocelulésica. A lignina é a principal barreira para tornar mais acessivel
conversao biolégica dos componentes celulose e hemicelulose em monémeros de
glicose. Por isso, € necesséria aplicacdo de um pré-tratamento, que tem como
objetivo principal o rompimento da estrutura cristalina da celulose, fazendo com
que os acgucares disponiveis se tornem passiveis a fermentacdo. O pré —
tratamento pode ser térmico, quimico, fisico, biolégico ou uma combinagéo
desses, a escolha do processo dependera do nivel de separacédo desejado e de
sua finalidade (LUKAJTIS et al., 2018; SANTOS-ROCHA et al., 2016).

A celulose obtida do pré-tratamento deve ser degradada em glicose
(sacarificacdo) usando acidos ou enzimas (CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).
Dentre o processo de hidrélise enzimatica, varios fungos e bactérias sdo as
principais fontes de enzimas de hidrélise de lignocelulésicos.

Os fungos aerdbios, tais como o Hypocrea jecorina (T. reesei) ou Humicola,
sdo atualmente utilizados para a producgao industrial de enzima celulase. No
entanto, muitas dessas enzimas apresentam alto custo de producdo. Logo, as
celulases rentaveis e de alta eficiéncia devem ser desenvolvidas. Trichoderma
tem potencial para produzir enzimas xilanolitica de alta B-glucosidase com
potencial para a producdao comercial de misturas de enzimas completas para a
sacarificacdo de biomassa (OKEKE, 2014; ZHAO et al., 2013).
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Os residuos de milho, sdo matérias-primas lignocelulésicas abundantes em
todo o mundo, principalmente no Brasil e possuem altos percentuais de celulose e
hemicelulose, tornando-se atrativos para a producdo de biocombustiveis
(SANTOS-ROCHA et al., 2016). A producao Brasileira foi de 80,8 milhdes de
toneladas de milho na safra 2017/2018 (CONAB, 2019).

Portanto, objetivo do trabalho é avaliar a hidrélise enzimatica da palha de
milho pré- tratada através das enzimas celulases e xilanase produzida pela
Trichoderma SG2, isolada de mosco de grama e residuos de papel.

2. METODOLOGIA

A palha de milho que sera utilizada no estudo foi gentilmente cedida pelo
professor Robson Andreazza, Laboratério de Analise de Aguas e Efluentes &
Laboratério de Quimica Ambiental, Pelotas, RS.

A biomassa foi seca a temperatura ambiente e posteriormente foi triturada
em moinho de facas (Marconi) com granulometria menor que 2 mm,
acondicionadas em recipientes plasticos e armazenadas a temperatura ambiente.
Para os pré-tratamentos serdo utilizadas solucdes de hidréxido de sodio a 1 %,
acido sulfarico 1% e combinado. Estes tratamentos utilizardo 10 g de substrato e
45 ml de solucdo. Posteriormente serdo autoclavados a 121°C por 20 minutos. A
biomassa com tratamento basico sera lavada até a neutralidade, ja o tratamento
acido sera lavado até pH 5. Por fim, o tratamento combinado, iniciara pelo
tratamento bdsico, prossegue-se com autolavagem 121°C por 20 minutos,
lavagem até a neutralidade e imersdo na solugdo acida e novamente levado ao
autoclave na mesma condi¢cdo anterior, e lavado até pH 5. Para todos os
tratamentos as biomassas passardo por uma secagem ao ar e a temperatura
ambiente por 24-48h. Todos os trés pré-tratamentos serdo realizados em
triplicata. As etapas a serem empregadas nesse trabalho sdo apresentadas no
fluxograma da Figura 1.

Material: palha de milho
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Figura 1 - Fluxograma das etapas envolvidas no estudo de conversao de biomassa lignocelulésica
em biocombustiveis
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Producéo de Trichoderma SG2 Cellulase e Xylanae.

Seré preparada um meio de enriquecimento que é composto pelo seguinte
(em g.L-1): 1,0 g de peptona, 0,5 g de extrato de levedura, 0,5 g de Tween 80, 2 g
de KH2POg4, 1,2 g (NH4) 2S04, 0,5 g de MgSO4 7H20, 0,1 g de CaClz, 0,003 g de
CaClz, 0,003 g de FeSO4 7H20 (Okeke, 2014) e 2 mL de solucdo de elemento
mineral. A solugdo mineral contem: 169mg MnSO4H20; 288 mg de ZnSO4 7H20,
250 mg de CuSO4 5H20; 26 mg de NiSO4 6H20; 28 mg de CoSO4 e 24 mg de
NaMoOa.

Em erlenmeyers de 250 mL, seréo colocados 0,5 g de grama moida e 0,5 g
de p6 de papel de impresso. Adiciona-se 50 ml do meio enriquecido, depois sera
autoclavado em 21°C por 15-20 minutos. Arrefecer até a temperatura ambiente.

Depois disso, serd inoculado em cada erlenmeyer uma porcao de
agarbatata-dextrose de cultivo de Trichoderma SG2 com tamanho aproximado de
1cm2. Seré incubado por 5 a 6 dias a temperatura de 30°c e agitagdo de 200rpm.

As enzimas serdo recuperadas por centrifugacdo. O sobrenadante sera
testado para atividades enzimaticas para filtro de celulase de papel, células CM e
xilanase, betaglucosidase e beta xilosidase.

Hidrolise enzimética

A biomassa pré- tratada sera hidrolisada com uma carga de so6lidos de 5%
(p/v), utilizando 1 ml do complexo enziméatico Cellulase e Xylanae de Trichoderma
SG2 em meio reacional de 50 mL. O ph serd ajustado a 4,8, e 0 meio sera
incubado em um agitador a 50 °C, 150 rpm por 12 horas, com retiradas de
aliqguotas nos tempos de 0, 1, 2, 4, 8,10, 12 horas para quantificar os acgucares
redutores.

Anélise de atividades enziméticas

Para a analisar beta-glucosidase, dever ser preparada uma mistura de
reacao, contendo: 100 pl de enzima, 800 ul de tampao acetato de sédio 100 mM
(pH 5,0) e 100ul de 40mMp-nitrofenol B-D-glucosideo tampéo de acetato de sédio
100 mM (pH 5,0). A mistura de reacdo sera incubada por 30 min a 50 °C em
banho- maria e resfriado em um banho de gelo antes de medir a absorbancia no
comprimento de A405.

A B-xilosidase a atividade sera determinada usando o mesmo método,
exceto que o substrato era 20 mMp-nitrofenol B-D-xilésido.

Determinacao de acUcares redutores (ARS)

Sera adicionado 3 ml de reagente DNS a 3 ml de amostra de glicose em
um tubo de ensaio levemente tampado. A mistura serd aquecida a 90 °C por 5-15
minutos para desenvolver a cor vermelho-marrom. Ser& adicionado 1 ml de uma
solucdo de tartarato de sodio e potassio a 40% (sal Rochelle) para estabilizar a
cor. Apos o resfriamento até a temperatura ambiente em banho-maria, realizar a
leitura da absorbancia com um espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
575 nm (Miller, 1959).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pretende-se determinar o melhor pré-tratamento para biomassa
lignocelulésica, palha de milho, bem como otimizar o processo de hidrdlise
enzimatica utilizando enzimas de alta taxa de atividade produzida por meio da
Trichoderma SG2, isolada de mosco de grama e residuos de papel.
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4. CONCLUSOES

Obter uma técnica de biotecnologia para a producdo de um produto de
suma importancia para a sociedade, combustiveis, e a utilizacdo de residuos
como fonte destes combustiveis.
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