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1. INTRODUCAO

Os materiais lignocelulésicos sdo fontes econémicas para a producédo de
biocombustiveis, devido a abundéancia de biopolimeros como celulose, lignina e
hemicelulose (ANU et al, 2020). No entanto, a recalcitrancia das biomassas
lignocelulésicas € um importante obstaculo na producéo biolégica de acucares da
biomassa vegetal. Por isso, uma hidrélise efetiva de alto rendimento requer um
processo de pré-tratamento dos substratos (TRIWAHYUNI et al, 2015) e multiplas
atividades enzimaticas que apresente atividades balanceadas de celulases (endo,
exoglucanases e B-glicosidade), xilanase, e ligninoliticas (BRIJWANI et al, 2010;
OKEKE; LU, 2011). Entao, diversas pesquisas tém sido realizados na busca de
enzimas capazes de hidrolisar a celulose de maneira mais efetiva (EZEILO et al,
2019; METREVELI et al, 2017).

Celulases e xilanase sao geralmente isoladas de fungos, pois esses
microrganismos secretam extracelularmente grandes quantidades dessas
enzimas. Essas enzimas sdo produzidas por espécies de Trichoderma que
incluem Trichoderma viride MMS 3, T. reesei, T. virens, T. asperellum MR1, T.
virens UKM1, A. awamori MMS4 e T. tubingensis NKBP-55. Essas enzimas séo
cruciais para degradar a parede celular da biomassa para liberar os componentes
de acucar valiosos (EZEILO et al, 2019).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de enzimas
lignocelulésicas produzidas pelo fungo Trichoderma SG2, em substrato papel
impresso e avaliar a hidrélise de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por
explosao a vapor.

2. METODOLOGIA
2.1 Matéria-prima e Pré-tratamento
O bagaco de cana-de-acucar foi adquerida da regido sudeste do Brasil. O
bagaco de cana foi pré-tratada por explosdo a vapor em reator continuo por 10
min a temperatura de 190°C. A composicdo quimica do bagaco apresenta:
57.68% de celulose, 12.41% de hemicelulose, 27.89% de lignina e 2,20% de
cinzas.

2.2 Enzimas
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No estudo foram utilizados dois complexos enzimaticos: a enzima comercial
Cellic CTec2 (Sigma-Aldrich); enzima lignocelulésica produzida pela Trichoderma
SG2 (SG2).

A producdo da enzima SG2 utilizou-se um meio enriquecido (EPM) como
descrito por Okeke (2014) e papel impresso como substrato. Em erlenmeyers de
125 mL, foram colocados 0,5 g de p6 de papel impresso, adicionou-se 50 ml do
meio enriquecido (EPM), e autoclavado em 21°C por 20 minutos. Arrefecer até a
temperatura ambiente. Em cada erlenmeyer foi inoculado a Trichoderma SG2
aderida em A&gar batata-dextrose com tamanho aproximado de 1cm?.
Posteriormente o inéculo foi incubado por 6 dias a temperatura de 30°c e agitacédo
de 200rpm. As enzimas foram recuperadas por centrifugacdo. O sobrenadante foi
testado para atividades enzimaticas para filtro de celulase de papel e xilanase.

2.3 Anélise de atividades enziméaticas

Celulase em papel de filtro: utilizando uma mistura reacional de 0,5 ml de
enzima, 0,5 ml de tampéo de acetato de sddio 0,1M (pH 5,0) e dez discos de
papel de filtro (7 mm de diametro), correspondendo a 0,033 gramas de papel filtro
da Whatman ndmero 1. Os tubos foram incubados durante 30 min em banho-
maria a 50 °C. Posteriormente, o acUcar redutor foi determinado pelo método
Acido Dinitrosalicilico (DNS) proposto por Miller (1959). Sendo, 1,5 ml de reagente
de DNS (solucao estoque contendo 300 ml &cido dinitrosalicilico 1% e 150 ml
tartarato de sodio e potassio a 40%) adicionado a cada mistura reacional. Cada
tubo foi mantido em banho-maria por 15 minutos a 95 °C e resfriado a
temperatura ambiente e antes de a absorbéncia ser lida a 575 nm o
espectrofotdmetro foi zerado com agua destilada.

A atividade da xilanase foi medida usando o procedimento descrito na
celulase, no entanto, a mistura de reacdo foi utilizado 0,01 grama de xilanase
(espelta de aveia xilana) em substituicdo ao papel filtro. A atividade enzimatica é
expressa em unidades. mL™(U.mL™?) foi obtida através de uma curva padréo de
glicose.

2.4 Hidré6lise enziméatica

A hidrolise foi realizada com 1 e 1,5 gramas de bagaco pré-tratado:

a) Hidrolise com enzima SG2 (T10 e T15): Em erlenmeyers de 125 mL,
foram adicionados 10 ml de enzima SG2, 60 microlitros de agente antimicrobiano
diluido (diluido 100 vezes) e 60 microlitros de hidroxido de sédio 2M para ajustar o
pH para pH 5,00.

b) Hidrdlise suplementada com enzima comercial Cellic CTec2 (T10S e
T15S): o experimento segue de acordo com item a, e a este foi adicionada 30
microlitros de enzima comercial Cellic CTec2.

Os meios foram incubados a 50°C com agitagdo minima (apenas o suficiente
para manter o substrato e o liquido misturados) por 18 horas. O hidrolisado inteiro
foi colocado na centrifuga a 5.000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi usado
para a analise de acucar redutor usando o método DNS conforme descrito acima
com uma curva padréo de glicose como referéncia. Apds a coleta do hidrolisado,
o residuo foi transferido aos respectivos erlenmeyers, ressuspenso em 10 ml de
tampéo de acetato de sodio a 0,05 mol (Na 50 mM) e 60 microlitros de agente
antimicrobiano diluido e inbubado por mais 48 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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A enzima produzida pela Trichoderma SG2 apresenta no sexto dia de
incubagdo uma atividade enzimatica para celulase 12,29 +0,74 U.mL* e xilanase
29,42 + 1,99 U. mL®. No estudo de Li et al (2018), uma monocultura de
Trichoderma reesei apresenta atividade para celulase de 6 U.mL? e Xilanase
1000 U.mL* de extrato enzimatico, com uso de palha de milho como substrato,
em 120 horas de cultivo.

Utilizar enzimas eficientes na bioconversdo de lignocelulose em alta
concentracdo de aclUcares sdo necessdrias para se obter biocombustiveis, o que
resulta em uma diminuicdo no custo de producédo (LU et al., 2012). Na figura 1,
ilustra as quantidades de acucares redutores do hidrolisado de bagaco de cana-
de-acucar pré-tratada por explosdo de vapor por meio das enzimas SG2 e SG2
suplementada com Cellic CTec2.
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Figura 1-Total de acucares redutores produzido a partir do filtrado de
Trichoderma SG2 (T10 e T15) e Trichoderma SG2 + Cellic CTec2 (T10S e T15S)
apos o processo de hidrdlise.

A concentracdo de acUcares redutores nos hidrolisados aumentou com o
aumento da porcentagem de solidos, ou seja, um aumento da concentracdo de
substrato normalmente resulta em um aumento do rendimento e da taxa de
reacdo da hidrdlise (SUN: CHENG, 2002).

As preparacdes enzimaticas diferem significativamente em sua capacidade
de converter celulose e hemicelulose. A suplementacdo de SG2 com cellic cTec2
melhorou significativamente o rendimento geral da hidrolise (figura 1). O aumento
da eficiéncia de rendimento da hidrélise com a suplementacdo pode ser atribuida
a alta taxa de B-glicosidase presente no Cellic Ctec2 (TRIWAHYUNI et al., 2015).
Assim, a mistura de enzimas atua mais efetivamente no substrato utilizado, visto
que a composicdo majoritaria do bagaco de cana € celulose (57.68%). A
celulases (endo, exoglucanases e B-glicosidade) sdo responsaveis por degradar a
celulose.

No estudo de AFIFI; MASSOUD; EL- AKASHER (2015) com uma enzima
produzida por Aspergillus niger o total de agucares redutor obtido foi de 38,3 g.L
em 24 horas na hidrolise de palha de arroz. Valor coerente encontrado no
presente trabalho na hidrélise com a enzima SG2 suplementada.

Com a ressuspensédo do bagaco de cana em tampédo de acetato de sédio a
0,05 mol (Na 50 mM) e 60 microlitros de agente antimicrobiano diluido, o
processo de convercdo de agucares permanece ativo, pois 0 sistema possui uma
baixa atividade enzimatica proveniente da hidrélise anterior. Porém, como é baixa
a atividade enzimatica, ocorre uma conversdao menor de celulose e hemicelulose
que € observada pela diminuicdo da concentracdo de agucares redutores ao final
das 66 horas de hidrdlise.
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4. CONCLUSOES

Os resultados demostram que Trichoderma SG2 produziu niveis considerais
de enzimas primarias (celulase, xilanase) para a bioconversdo de lignocelulose
em aculcares fermentaveis. Um aumento da concentracdo de substrato resulta em
um acréscimo de rendimento da conversdo da celulose e hemicelulose em
acucares. O rendimento da enzima produzida pela Trichoderma SG2 duplica com
a suplementagcéo com a enzima Cellic Ctec2, devido a efetividade de degradacao
da celulose do substrato pela presenca de B-glicosidade na enzima comercial
Cellic Ctec2. Aderido ao solido ao ser ressuspensdo em tampdo permanecem
enzimas com atividade enzimatica residual com capacidade de degradar a
celulose e hemicelulose.
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