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RESUMO

As celulases sdo enzimas de alto valor agregado no mercado em virtude de atuarem em sinergia
para a liberacdo de agucares, dos quais, glicose, é 0 que desperta maior interesse industrial.
Entretanto, o alto custo de producdo e purificacdo dessas enzimas ¢ um fator limitante ao
desenvolvimento dessa tecnologia. O objetivo deste estudo foi purificar celulase de Aspergillus
niger em sistema biféasico aquoso (SAB) PEG/citrato visando a aplicacdo em hidrolise de
biomassa lignoceluldsica. A determinacéo dos dados do equilibrio liquido-liquido dos sistemas
PEG/Citrato mostrou que as metodologias empregadas foram eficientes na caracterizacdo dos
mesmaos, onde foi possivel verificar que as tie-lines dos diagramas de fases eram praticamente
paralelas, podendo-se obter coeficientes angulares médios para cada sistema. Através dos dados
do equilibrio, foi construido um planejamento fatorial 3* com massa molar do PEG, raz&o de
volume (V) e comprimento de tie-line (TLL) como variaveis independentes. A purificacdo da
CMCase demonstrou que a mesma foi particionada preferencialmente na fase inferior (rica em
sal), apresentando um coeficiente de particdo minimo de 0,31, fator de purificacdo de 7,73 e
rendimento de recuperacdo de 90,69%. As condigdes operacionais que levaram a este 6timo
foram com PEG 6000, razdo de volume de 0,25 e TLL de 32,3, sendo essas duas ultimas as
varidveis que mais influenciaram estatisticamente na particdo da enzima. Assim como as
demais proteinas, a FPase particionou-se preferencialmente na fase superior (rica em polimero),
apresentando como ponto étimo um coeficiente de particdo de 2,69, rendimento de recuperagéo
de 86,79 % e fator de purificagdo de 2,80, em condicGes operacionais de PEG 4000, razéo de
volume de 0,75 e TLL de 32,3. Os residuos de folhas mostram-se viaveis tanto para a producéo
de enzima quanto para a producdo de aclcares fermentesciveis. Na hidrdlise desta biomassa
lignocelul6sica, a celulase purificada possibilitou uma concentracéo final de 6,07 g/L de glicose
no meio reacional e produtividade méaxima de 0,872 g/L.h frente a 4,89 g/L e 0,650 g/L.h
obtidas utilizando o extrato bruto, o que demonstra que a purificacdo das celulases nos SABs é

uma importante estratégia na recuperagdo da enzima sem provocar perda de atividade catalitica.

PALAVRAS-CHAVE: Celulase; purificagéo; hidrdlise.



ABSTRACT

Cellulases are high value added enzymes in the market because they act in synergy to release
sugars, of which glucose is the one that arouses the greatest industrial interest. However, the
high cost of producing and purifying these enzymes is a limiting factor for the development of
this technology. The objective of this study was to purify Aspergillus niger cellulase in a
PEG/citrate aqueous biphasic system (SAB) for lignocellulosic biomass hydrolysis. The
determination of the liquid-liquid equilibrium data of the PEG / Citrate systems showed that
the methodologies employed were efficient in their characterization, where it was possible to
verify that the tie-lines of the phase diagrams were practically parallel, obtaining average
angular coefficients for each system. The purification of CMCase showed that it has a
preference for the bottom phase (rich in salt), with a minimum partition coefficient of 0.31,
purification factor of 7.73 and recovery yield of 90.69%. The operating conditions that led to
this optimum were with PEG 6000, volume ratio of 0.25 and TLL of 32.3, the last two being
the variables that most influenced statistically the enzyme partition. As with the other proteins,
FPase showed a preference for the top phase (polymer rich), with the partition point of 2.69,
recovery yield of 86.79% and purification factor of 2.80 as the optimal point in operating
conditions with PEG 4000, volume ratio of 0.75 and TLL of 32.3. Leaf residues are viable for
both enzyme production and sugar production. In the hydrolysis of this lignocellulosic biomass,
the purified cellulase allowed a final concentration of 6.07 g/L of glucose in the reaction
medium and a maximum productivity of 0.872 g/L.h against 4.89 g/L and 0.650 g/L.h obtained
using the extract. which shows that cellulase purification in SABs is an important strategy in

enzyme recovery without causing loss of catalytic activity.

KEYWORDS: Cellulase; purification; hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

A geracdo de residuos é uma realidade mais que constatavel e inerente a qualquer setor
produtivo. Com 0 aumento da conscientizacdo sobre as problematicas ecoldgicas, fica claro que
um dos grandes desafios da humanidade é equilibrar o crescimento econémico com a
sustentabilidade ambiental.

Os residuos lignocelulésicos, matéria orgénica de origem vegetal, apresentam elevada
disponibilidade no Brasil em virtude do desenvolvimento das atividades agroindustriais. Alguns
desses residuos, como o bagaco da cana-de-acgucar e sabugo de milho, séo utilizados na geracédo
de eletricidade, enquanto que a maioria ndo possui um destino adequado (Florencio et al.,
2018). Apesar disso, de acordo com Waghmare et al. (2018), essa biomassa lignocelulésica é
conhecida por ser uma excelente fonte de carbono para alguns microrganismos, 0s quais, em
condicdes adequadas, sdo capazes de produzir enzimas celuloliticas de alto valor agregado.

Os residuos de plantas também podem ser empregados na producdo de celulases. Folhas,
por exemplo, podem ser uma boa fonte de celulose e outros fatores de crescimento para a producéo
de celulase e, em uma base peso-substrato, parecem ser melhores que a celulose pura. Além disso,
esses residuos sdo abundantes e 0 seu uso como substrato pode diminuir os possiveis impactos
negativos ao meio ambiente e potencializar a reducéo de custos do processo (Behera e Ray, 2016).

As celulases sdo aplicadas na industria de papel e celulose para branqueamento da
polpa, na industria téxtil produzindo a aparéncia “lavada” do jeans e na industria de alimentos,
por exemplo, na producdo de sucos e na extracdo de pigmentos do tecido vegetal. Com isso, a
busca por celulases eficientes e de alta produtividade em sintese microbiana sdo fatores
essenciais para a aplicagdo comercial dessas enzimas (Juturu e Wu, 2014).

O principal obstaculo para a aplicacdo abrangente da celulase na industria € o alto custo
de producéo da enzima, tendo a fonte de carbono utilizada no cultivo dos microrganismos sido
apontada como um dos fatores que mais afetam o rendimento e o custo de producao das mesmas
(Cardoso et al., 2018). Com isso, 0 substrato lignocelulésico empregado deve ser barato, de
facil processamento, disponivel em grande quantidade e deve permitir tanto a hidrdlise quanto
a producdo das enzimas celuloliticas.

Uma forma de producdo alternativa de celulase em cultivos microbianos é a fermentagdo
em estado sélido (FES), a qual, quando comparada a fermentacao submersa, apresenta maiores
produtividades. Além disso, possui diversas vantagens biotecnologicas e ambientais, entre elas,

maior concentragdo de produtos finais, maior estabilidade dos produtos, cultivo de
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microrganismos especializados em substratos insolUveis em agua ou cultivo de misturas de
varios fungos (Afonso, 2012).

Nesse contexto, é necessario o estudo e desenvolvimento de processos fermentativos
que produzam complexos celuloliticos com alta concentracdo de celulase, elevada estabilidade
e atividade, além de um grau de pureza requerido pela aplicacdo a qual se destina. Além disso,
promover uma boa recuperacao dessas enzimas do fermentado é crucial para sua aplicacdo na
indUstria (Marques et al., 2018).

Operacdes que integram os trés passos classicos do processo de purificacdo (separagdo
solido-liquido, concentracdo e recuperacdo de produtos) em uma s6 unidade tém recebido
atencdo especial por reduzirem o numero de etapas necessarias para a purificacdo e
promoverem alta recuperacdo com maior economia, quando comparadas a técnicas tradicionais.
Dentre essas operacoes, a utilizacdo de sistemas aquosos bifasicos (SABs) € referida como um
processo adequado para purificacdo de enzimas, uma vez que permite a obtencdo de
rendimentos elevados em curtos espacos de tempo e com baixos custos (Wu et al., 2017).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho é purificar celulase de Aspergillus niger
utilizando sistema bifasico aquoso PEG/Citrato e aplicar em hidrdlise.

Para tanto, foi feita a caracterizacdo do equilibrio liquido-liquido do sistema
PEG/Citrato, a otimizacdo do processo de purificacdo através de um planejamento experimental
e a analise da viabilidade da aplicacdo da enzima na hidrélise de materiais lignocelulésicos,

através do processo de sacarificacao.



16

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

As matérias-primas lignoceluldsicas sdo as fontes renovaveis mais abundantemente
encontradas na natureza, sendo compreendidas, majoritariamente, pelos materiais
agroindustriais, pelos residuos urbanos e pelas madeiras de angiospermas e gimnospermas.
Dentre essas, 0s materiais agroindustriais se destacam por serem obtidos apds o processamento
de matérias-primas que apresentam maior valor agregado e pela vocacéo natural que o Brasil
possui para sua geracdo (Florencio et al., 2018).

A Figura 1 apresenta séries historicas de geracdo de materiais lignoceluldsicos no Brasil,
com as massas representadas em base imida. O bagaco de cana-de-agucar, dentre as biomassas
consideradas, € a predominante com uma geracdo em 2007 de 147 milhdes de toneladas.
Igualmente, é notdria a quantidade gerada das demais biomassas, as quais, juntas, no ano de
2007, somaram uma massa gerada no Brasil de 606 milhGes de toneladas, das quais cerca de

105 milhdes de toneladas correspondem a fragdo celulésica (Castro, 2010).
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Figura 1 - Histérico da geracdo de biomassa no Brasil. Fonte: Castro (2010).
O principal componente destas biomassas € a lignocelulose, que compreende cerca da
metade da matéria vegetal produzida por fotossintese, sendo o recurso organico renovavel mais

abundante no solo.
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As plantas desenvolveram a capacidade de sintetizar a lignocelulose como um meio para
resistir ao estresse bidtico e abiotico e, com isso, permitir que a parede celular seja reforcada
contra patégenos, mantendo sua arquitetura dinamica. Isto foi possivel devido a sua composicao
heterogénea, que apresenta uma variedade de ligagdes quimicas entre diferentes polimeros
(Xiaoyun et al., 2019).

A lignocelulose € constituida por trés principais fragdes poliméricas: lignina,
hemicelulose e celulose, que sdo unidas entre si por ligacdes covalentes formando uma rede
complexa resistente a ataques microbianos. Essas fragdes majoritarias sao responsaveis por 97-
99% de toda massa seca dos materiais. A celulose encontra-se cercada pelos outros dois
polimeros, sendo a lignina o polimero que une o conjunto. A porcentagem de celulose e
hemicelulose na biomassa corresponde a carboidratos, os quais podem ser convertidos em
combustiveis e produtos quimicos por fermentacdo (Li, 2017). A Figura 2 exibe a estrutura

lignocelulosica.

é’;:—)»y‘ o o - OH o " S—OH
= . U R o Rl TS T S R
s Q;__;‘ - O o Lo o

T d HOH2C Celulose HOH2C

Hemicelulose

Lignina

Figura 2 - Estrutura da biomassa lignocelulésica. Fonte: Bispo (2015).

A celulose é um homopolissacarideo linear formado de unidades de glicose unidas por
ligacdes glicosidicas do tipo -1,4. As cadeias de celulose agregam-se formando fibrilas e
apresentam pontes de hidrogénio entre os grupamentos hidroxila, o que resulta na cristalinidade
da celulose. Essas regides cristalinas, nas quais as cadeias estdo ordenadas paralelamente, sdo
separadas por regides menos ordenadas conhecidas como amorfas. Na regido cristalina, as
fibras tém maior resisténcia a tracdo, ao alongamento e a solvatacao (absorcao de solvente) que
na regido amorfa, onde a fibra possui sua maior flexibilidade (Koupaie et al., 2018).

O segundo constituinte mais importante do material lignocelulésico é a hemicelulose.

A hemicelulose é um polimero heterogéneo que representa de 15 a 35% da biomassa vegetal e
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é constituido por pentoses (xilose, arabinose), hexoses (manose, glicose e galactose) e/ou acidos
urdnicos. Outros agucares, como ramnose e fucose, também podem estar presentes em pequenas
quantidades e os grupos hidroxil dos aglcares podem ser substituidos por grupos acetil. As
polioses de xilose sdo os principais componentes da hemicelulose da parede celular secundaria,
constituindo de 20 a 30% da biomassa de madeiras duras e plantas herbaceas (Dhyani e
Bhaskar, 2018).

A lignina é o componente ndo-carboidrato mais importante da biomassa lignocelulésica.
Este polimero é composto por unidades de fenilpropano conectadas por diferentes ligacoes C-
C e ligacdes C-O-C e tem como principal funcdo conferir rigidez a parede celular. A lignina
geralmente esta distribuida junto com a hemicelulose no espaco entre as microfibrilas de
celulose em ambas as paredes celulares, priméria e secundéria, e na lamela média, para adesao
celular. Essa estrutura aromaética, altamente estavel, ¢ um dos maiores obstaculos para a
hidrolise enzimatica da celulose e hemicelulose. A lignina forma um escudo de protecdo em
torno da celulose e da hemicelulose, protegendo esses polissacarideos da degradacdo
enzimatica (Li, 2017).

2.1.1 Composic¢ao Quimica e AplicacGes

Assim como a forma e o tamanho da parede celular da biomassa variam de espécie para
espécie, sua composicao quimica apresenta-se distinta entre representantes. De forma geral, a
celulose encontra-se em maiores proporcdes, seguida da hemicelulose e, por fim, da lignina
(Buitrago, 2017). A Tabela 1 lista a composi¢do de alguns materiais lignoceluldsicos, expressa

em suas trés principais fragoes.
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Tabela 1 - Composicéo quimica de biomassas lignocelulosicas.
Composicéo (%)

Material
Celulose Hemicelulose Lignina

Bagaco de cana 40 28 20
Sabugo de milho 36 28 29
Capim elefante 32 20 9
Casca de arroz 36 20 19
Folha de salgueiro 37 23 14
Papel 43 13 6
Folha de pinheiro 44 26 29
Papelao 47 25 12
Jornal 62 16 21
Residuos Municipais 33 9 17
Palha de Trigo 39 36 10
Casca de amendoim 38 36 16

Fonte: Castro (2010).

Materiais como bagaco de cana-de-agucar, farelo de trigo, sabugo de milho, palha de
arroz, gramineas, cascas de frutas e folhas vegetais sdo abundantes no meio ambiente e seu
descarte inapropriado leva a polui¢do. O aproveitamento e reciclagem de tais residuos podem
reduzir os problemas ambientais resultantes de sua disposicdo inadequada na natureza, bem
como os transforma em matérias-primas Gteis para a obtencdo de produtos de valor agregado,
com importancia industrial e comercial (Hassan et al., 2018).

As estratégias de aproveitamento da biomassa lignocelulésica incluem processos de
gaseificacdo, métodos de producdo de calor e eletricidade (cogeracdo), recuperacdo de energia
de residuos sélidos urbanos e gas de aterros sanitarios, producdo de celulases de interesse
industrial e a obtencdo de bioetanol, que visa diminuir a utilizacdo de combustiveis fdsseis
(Hassan et al., 2018).

Varios processos utilizam o bagago de cana-de-aglcar como matéria-prima, a exemplo
da geracéo de eletricidade, da producao de celulose, papel e produtos baseados na fermentacéo,
tais como enzimas, bioetanol, &cidos organicos, alcaloides, racdo para animais enriquecida com
proteinas, antibioticos, entre outros. Em virtude da sua abundante disponibilidade, pode ser
considerado como um substrato ideal em processos de bioconversdes, como a fermentagcdo em

estado solido, para a producgéo de produtos de alto valor agregado (Oliveira et al., 2017).
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Um dos campos mais promissores da aplicacdo da biomassa lignocelulsica é a
producdo de etanol, o qual compreende as seguintes etapas: hidrdlise da hemicelulose (via acida
ou enzimatica), separacdo da celulose solida, da lignina e dos agucares produzidos; hidrélise
acida ou enzimética da celulose, produzindo glucose e lignina, fermentacdo dos acucares
produzidos e separac¢do do etanol por destilacdo. A lignina obtida no processo pode ser utilizada
para producéo de energia por meio da sua queima (Rattanaporn et al., 2017).

E imprescindivel a utilizagdo de celulases na conversdo de biomassa em aclcares
fermentesciveis para obtencdo de biocombustiveis. Entretanto, o alto custo de producgdo das
enzimas limita uma aplicabilidade bem-sucedida dessa matéria prima. Para sanar esse
problema, inimeros estudos tém sido realizados a fim de se utilizar os proprios residuos
lignocelul6sicos na producéo de celulases, de forma a se obter um aproveitamento maximo da

biomassa, minimo de custo e alto rendimento em producgéo enzimatica (Cardoso et al., 2018).

2.2 CELULASES

Celulases sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam, em sinergia, na
hidrélise de ligagdes glicosidicas para a liberacdo de agUcares, dos quais glicose é o que desperta
maior interesse industrial devido a possibilidade de sua conversdo em etanol. Estas enzimas
constituem um complexo cujo mecanismo geral de atuacdo é baseado no ponto de atuacdo do
substrato celulose, permitindo sua divisdo em trés grandes grupos: endoglucanases,
exoglucanases e B-glicosidaes (Salomaéo et al., 2019).

Endoglucanase, é a enzima do complexo celulolitico responsavel por iniciar a hidrolise.
Atua de forma randémica nas regifes internas da estrutura celul6sica, liberando
oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo (GP) e, consequentemente, novos
terminais, sendo um redutor (quando a glicose possui uma hidroxila heterosidica livre) e um
ndo redutor (quando a hidroxila heterosidica da molécula da extremidade participa de ligacdo
com a glicose adjacente). Da agdo da endoglucanase resulta a rapida solubiliza¢do do polimero
celulésico (reducdo do GP), devido a sua fragmentagdo em oligossacarideos (Dantas et al.,
2018).

Exoglucanases sdo enzimas que atuam na regido externa da celulose e sdo divididas em
glucano-hidrolase e a celobio-hidrolase. A glucano-hidrolase ainda é pouco estudada, porém
apresenta importancia na hidrdlise da fibra celuldsica, pois sua atuagdo promove a liberacdo de

glicose diretamente do polimero (Subsamran et al., 2019).
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A celobio-hidrolase, por sua vez, participa da hidrolise primaria da fibra e é responsavel
pelo fendbmeno da amorfogénese, o qual promove a desestratificacdo das fibras por meio de
ruptura fisica do substrato, aumentando as regides intersticiais e transformando as regides
cristalinas do polimero em amorfas. Dessa forma, a taxa de hidrélise da celulose aumenta, pois,
0 polimero fica mais exposto a acdo das celulases. A celobio-hidrolase pode ser dividida ainda
em dois tipos: tipo I, que hidrolisa terminais redutores e o tipo Il, que hidrolisa terminais ndo
redutores. Tais enzimas sdo inibidas pelo seu produto de hidrdlise (Juturu e Wu, 2014).

O terceiro grande grupo de enzimas do complexo celulolitico engloba a (3-glicosidase,
ou B-glicosideo gluco-hidrolase. Essas enzimas tem a propriedade de hidrolisar celobiose e
oligossacarideos sollveis em glicose. Assim como a celobio-hidrolase, também é reportada
com a caracteristica de sofrer inibicdo por seu produto de hidrélise (Dantas et al., 2018).

Quando atuam de forma conjunta, as enzimas do complexo celulolitico apresentam um
rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais, ou seja, quando atuam
isoladamente umas das outras (Srivastava et al., 2018). A Figura 3 apresenta o esquema de acao

dessas enzimas sobre o substrato lignocelulésico.
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Figura 3 - Esquema da a¢&o das celulases sobre o substrato. Fonte: Castro (2010)

2.2.1 Obtencéo e Aplicacdes

Desde sua descoberta, a producéo de celulases por agdo microbiana tem sido objeto de
muitos estudos, os quais buscaram estabelecer as melhores condi¢des para a producdo dessas
enzimas a partir do momento em que foram surgindo aplicagdes industriais para as mesmas. Os

maiores investimentos e esforgos na produgdo de celulases foram observados no inicio do
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século XXI, devido a possibilidade de aplicar as celulases na obtencdo de etanol combustivel
(Marques et al., 2018).

As celulases podem ser utilizadas nas industrias alimenticias, juntamente com as
hemicelulases e pectinases, no processo de extracdo e clarificacdo da fruta. Apds o
esmagamento das frutas, essas enzimas sao utilizadas para aumentar a liquefagdo por meio da
degradacéo da fase solida. Essas enzimas também sdo muito aplicadas no tratamento de silagem
do processamento de ragdo animal, aumentando a digestiblidade e melhorando a qualidade
nutricional fornecida aos ruminantes e monogastricos (Juturu e Wu, 2014).

Na inddstria téxtil, as celulases sdo utilizadas no processamento de fibras celulésicas
com o objetivo de obter tecidos de melhor qualidade e dar efeitos de acabamento em pecas
tingidas. Ja na fabricacdo de detergentes, a principal vantagem de seu uso é a capacidade de
modificar as fibras celulésicas de forma controlada, resultando em um produto de maior e
melhor qualidade (Singh et al., 2016).

De acordo com Singh et al. (2016), as celulases exercem papel fundamental na industria
de papel e celulose, atuando como coaditivo no branqueamento da polpa, na polpacao
biomecanica da pasta de papel, na melhoria da drenagem dos efluentes e na reducdo da
necessidade de energia e cloro. Além disso, ainda representam importancia em processos
fermentativos através da bioconversdo de materiais em produtos de alto valor agregado, como
biocombustiveis, acidos organicos e lipideos.

Os processos industriais de producdo de celulases envolvem a utilizacdo de um
microrganismo como agente metabolizador das fontes de carbono presentes em um meio de
cultivo, de forma que as enzimas sdo sintetizadas e excretadas. Uma grande quantidade de
microrganismos tem sido estudada, a fim de selecionar aqueles que apresentem alta
produtividade (Idris et al., 2017).

Em seu estudos, Patel et al. (2019) relatam que as celulases séo sintetizadas por varios
tipos de microrganismos, incluindo fungos e bactérias, durante o seu crescimento em substratos
lignocelulésicos. Estes microrganismos podem ser aerdbios, anaerdbios, mesofilicos ou
termofilicos. Destacam-se 0s géneros Clostridium, Cellulomonas, Thermomonospora,
Trichoderma e Aspergillus (produtor de celulase mais estudado).

Além dos microrganismos, muitos substratos sdo pesquisados como indutores na
producdo das enzimas. Residuos agroindustriais e biomassa celulésica de baixo custo podem
ser utilizados para produzir as celulases com um rendimento semelhante ao que se obtém com

outras fontes de carbono, o que ndo so reduz grandemente o custo da producéo dessas enzimas,
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mas também contribui para a conservacdo do meio ambiente (Onofre et al., 2013). A Tabela 2

reporta alguns trabalhos da literatura empregando biomassa na producéo de celulase.

Tabela 2 - Referéncias da literatura para a producdo de celulase utilizando biomassa lignocelul6sica.

Microrganismo Substrato Referéncia
Aspergillus flavus Bagaco de cana Onofre et al. (2013)
Rhizopus sp Casca de maracuja Sousa et al. (2012)

Trichoderma reesei Palma forrageira Bispo (2015)
Aspergillus tamarii Farelo de trigo Soares et al. (2017)
Pleurotus ostreatus Mamona Okereke et al. (2017)

Elevada atividade celulolitica pode ser obtida a partir dos residuos agroindustriais
empregados, sem suplementagdo com nitrogénio, minerais ou vitaminas. A resposta dos
microrganismos aos diferentes tipos de indutores, como a celobiose, carboximetilcelulose,
celulose microcristalina e celulose amorfa depende da concentracéo, do tipo do indutor, e da
presenca de glicose ou outros agucares no meio de crescimento. Os indutores da sintese de
enzimas celuloliticas tém duas funcdes: podem servir como fonte de carbono para o crescimento
celular e como indutores da sintese (Goncalves et al., 2015).

E importante ressaltar que um processo de producdo de enzimas celulase ndo deve
causar uma reducdo dréstica na atividade e estabilidade enzimatica, uma vez que a estabilidade
da enzima sob condicbGes adversas é necessaria para a sua aplicabilidade em processos
industriais. Compreender o mecanismo de estabilidade pode ajudar a projetar processos e

operacdes que ndo reduzam a atividade nem a estabilidade enzimatica (Patel et al., 2019).

2.2.2 Tendéncias Futuras

Ao longo dos anos, melhorias no processo de producéo e aplicacdo de celulases vém
sendo geradas no que tange ao isolamento de microrganismos produtores de celulases, a
clonagem e a selecdo de genes para aumento da excre¢do microbiana de celulases. Além disso,
outros estudos concentram-se sobre a purificacdo e caracterizagdo de componentes deste
complexo enzimético, ao entendimento sobre os mecanismos de ataque a celulose, a
determinacdo das estruturas tridimensionais das celulases e a demonstragédo do potencial

industrial dessas enzimas (Cheng e Timilsina, 2011).
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O mercado externo brasileiro de biocatalisadores é estimado em, aproximadamente, US$
200 milhdes. Embora as celulases representem o terceiro maior mercado industrial de enzima no
mundo, sua producdo no Brasil é escassa e 0s pre¢os sdo elevados, o que dificulta o crescimento
desta area. Todavia, as celulases tém grande potencial de se tornar a maior enzima industrial a
medida em que o0s biocombustiveis obtidos de biomassa lignocelulésica ganham destaque
(Andreaus et al., 2014).

O custo das enzimas € considerado uma importante barreira na producdo de
biocombustiveis. Estes custos sdo contabilizados e relatados em termos de délares por litro de
etanol. A producdo também depende de outros fatores, incluindo a escolha da matéria-prima, a
carga da enzima e o rendimento global de biocombustivel (Mendes et al., 2017).

Conforme Klein-Marcuschamer et al. (2012), a contribuicdo do custo das enzimas para o
etanol produzido pela conversdo de palha de milho seria de $ 0,68 por galdo, se os agUcares da
biomassa pudessem ser convertidos em rendimento tedrico maximo, e de $ 1,47 por galdo, se 0s
rendimentos se baseassem nos rendimentos de sacarificacdo e fermentacdo previamente relatados
na literatura cientifica. Em funcgdo disto, a producdo de celulases por microrganismos a partir de
residuos lignocelulésicos é um método eficaz e barato para a obtengdo de produtos com alto valor
agregado, uma vez que 0s extratos enzimaticos obtidos apds o processo fermentativo podem ser
utilizados na hidrélise da biomassa para a sua conversdo em biocombustiveis ou produtos quimicos.

Os extratos de celulases comerciais atualmente encontrados no mercado possuem baixas
quantidades de enzimas acessorias, o que limita a eficiéncia da hidrdlise dos materiais
lignoceluldsicos. Assim, para se obter uma alta eficiéncia hidrolitica, € necessario a utilizacdo de
grandes quantidades de celulases, o que onera e muito o processo de producéo de etanol de segunda
geracdo, tornando inviavel a producdo em grande escala (Klein-Marcuschamer et al., 2012). De
acordo com Karboune et al. (2008), uma quantidade de enzimas cerca de 40 a 100 vezes superior é
necessaria para se produzir uma equivalente quantidade de etanol a partir de biomassa.

Diante disso, varias pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de aumentar a producéo
de celulases e reduzir o custo da producdo das enzimas. Estas pesquisas estdo enfatizando,
principalmente, estudos de screening de novos organismos produtores de celulases, bem como a
avaliacdo de diferentes sistemas de cultivo e utilizacdo de fontes de carbono que induzem
eficientemente & producéo das enzimas, e que sejam de baixo custo (Kiran et al., 2014)

O conceito de engenharia de produto pode ser aplicado em processos de producao de
celulases, visando a obtencdo de preparados enzimaticos com propor¢des ideais entre as
diversas enzimas do complexo celulolitico. O formulado ideal pode ser obtido pelo cocultivo

de linhagens superprodutoras dos principais tipos de celulases; pela produgdo em separado das
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celulases e posterior mistura dos extratos, em proporcBes pré-otimizadas ou ainda pela
incorporacdo controlada de genes de celulases em organismos hospedeiros, como os fungos
filamentosos, de forma que a célula modificada ja excrete as enzimas em proporgdes ideais
(Florencio et al., 2018).

Uma aplicacdo que vem ganhando destaque nos Gltimos anos € a utilizacdo de celulases
na conversao de biomassa agricola e materiais lignoceloldsicos, em bioetanol. Nesse processo,
é promovida a hidrolise da biomassa lignocelul6sica para conversao da celulose em glicose, a
qual se trata de um acucar diretamente fermentescivel pela levedura produtora do etanol
(Mendes et al., 2017).

No ambito da hidrolise de materiais lignocelulosicos, as celulases sdo insumos que
impactam significativamente o processo, podendo representar até 18% do custo operacional de
uma planta. Dessa forma, torna-se necessario o estudo de operacgdes unitarias que permitam o
aproveitamento e reciclo desses biocatalisadores ao reator de hidrolise, estudo bioldgico do
microrganismo a ser empregado na producéo e o pleno conhecimento das variaveis que afetam

a rota biotecnoldgica da producdo enzimatica (Liu e Qu, 2018) .

2.3 MICRORGANISMOS E A FERMENTACAO

As enzimas celuloliticas estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em
plantas, insetos e microrganismos. Diferentes formas de microrganismos como fungos, bacteérias,
actinomicetos e leveduras sdo usados para a producdo de celulases, com vasta aplicacdo em
indUstrias, apesar dos dois primeiros serem 0s mais empregados com esta finalidade. Estes
microrganismos podem ser aerébios, anaerobios, mesofilos ou termofilos (Yoon et al., 2014).
Grande parte das celulases para aplicacdes industriais é obtida a partir de fungos filamentosos, pois
eles tém a capacidade de produzir quantidades consideraveis de celulases e hemicelulases, que sao

secretadas para o meio a fim de facilitar a extragdo e a purificacdo (Shajahan et al., 2017).

2.3.1 O Género Aspergillus de Fungos Filamentosos

O género Aspergillus, de fungos filamentosos, é composto por uma variedade de
especies, totalizando aproximadamente 180 com alto impacto econémico, social e
compreendendo linhagens com valor comercial. Dentre essas linhagens, a mais conhecida é
Aspergillus niger, o qual é conhecido por consumir um grande nimero de substratos e, desse
modo, produzir varias enzimas extracelulares com importancia industrial significativa,

englobando celulases, amilases, proteases, lipases, pectinases e quitanases (Passos et al., 2018).
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As espécies de Aspergillus sdo exemplos tipicos do estilo de vida hetetrofico dos fungos, 0s
quais sdo encontradas em habitats terrestres e s@o isoladas do solo e de residuos vegetais associados.
Varios substratos sdo atacados por consoércios de organismos, em diferentes taxas. O Aspergillus,
em conjunto com outros fungos, desempenha um papel importante nestes consorcios, pois sao
capazes de degradar amidos, hemicelulose, pectinas, celulose e outros polimeros de acucar,
gorduras, 6leos, quitina e queratina, gerando diversos produtos (Samson et al., 2014). O processo
de degradacdo é o meio de obtengdo de nutrientes para este género e a Tabela 3 apresenta alguns

trabalhos reportados na literatura com a utilizagdo de fungos para a producao de biomoléculas.

Tabela 3 - Trabalhos reportados na literatura para o género Aspergillus

Espécie de Fungo Substrato Produto Autor

Aspergillus oryzae Molho de soja Amilase Sahnoun et al. (2012)
Aspergillus niger Mandioca Acido citrico Adeoye et al. (2015)
Aspergillus niger Casca da laranja Pectinase Ahmed et al. (2016)

Aspergillus niger

Aspergillus niger

Sabugo de milho
Palha de milho

Acido oxalico

Acido gluconico

Mai et al. (2016)
Zhang et al. (2016)

Aspergillus tereus Bolo de mostarda Lipase Sethi et al. (2016)
Aspergillus tubingensis ~ Palha de sorgo Xilanase Adhyaru et al. (2016)
Aspergillus niger Sabugo de milho Amilase Aliyah et al. (2017)
Aspergillus niger Farelo de soja Xilanase Ajijolakewu et al. (2017)
Aspergillus niger Fibra de coco Lipase Prabaningtyas et al. (2018)
Aspergillus oryzae Farinha de soja Bioativos Handa et al. (2019)
Aspergillus oryzae Farelo de Trigo Protease Zhao et al. (2019)
Aspergillus fumigatus Palha de arroz Celulase Jin et al. (2019)

Uma das mais conhecidas, a linhagem A. niger, é oriunda de coldénias com pouca ou
nenhuma coloracéo, diferenciando-se pelos seus conidios esféricos pretos, apresentando um 6timo
crescimento na faixa de temperatura de 35 a 37° C. Este fungo consome um grande nimero de
substratos e, desse modo, produz varias enzimas extracelulares com importancia industrial
significativa, englobando celulases, amilases, proteases, lipases, pectinases e quitinases (Parshikov
e Sutherland, 2014). Para a escolha da cepa, deve-se levar em consideracdo que ela produzird
enzimas extracelulares com a purificacdo e a recuperacdo bem mais facil do que quando gerada

intracelularmente (Nampoothiri e Larroche, 2015).
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Conforme relatam Machida e Gomi (2010), as espécies deste grupo produzem o
“aspergillum” ou “cabeca aspergillar”, formada por uma haste (estipede) asseptada, a qual é
responsavel pelo surgimento das células conidiogénicas. A cabeca aspergillar é formada por uma
vesicula e um conjunto de células alongadas (fialides) de onde surgem os conideos. A estrutura
inteira, apresentada na Figura 4, composta pela cabeca aspergillar, a haste e a célula pé, forma o

conidiéforo.
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Figura 4 - Representacdo esquematica do género Aspergillus. Fonte: Oliveira (2018)

2.3.2 Fermentacédo em Estado Solido (FES)

A fermentacdo em estado sélido (FES) é um processo no qual 0os microrganismos
crescem sobre ou dentro das particulas de uma matriz solida, cujo conteldo de agua ligado a
ela garanta apenas o crescimento e metabolismo celular, mas que ndo exceda a capacidade
maxima de ligacdo da agua com a matriz sélida (Soccol et al., 2017).

No desenvolvimento de um processo de fermentacdo em estado sélido € feita uma
selecdo do substrato e de um microrganismo especifico, de acordo com o produto
biotecnoldgico desejado. Além disso, é necessario o controle dos parametros da fermentacéo
propriamente dita, tais como: pré-tratamento do substrato, tamanho de particula (espaco inter-
particula e area superficial) do substrato, umidade e atividade de dgua do substrato, temperatura,
periodo de cultivo, manutencdo de uniformidade no ambiente e taxa de consumo de oxigénio
(Passos et al., 2018).

A selecdo do substrato € um aspecto extremamente importante para este processo, uma
vez que atuara como um suporte fisico e fonte de nutrientes. VVarios materiais podem ser usados
com esta finalidade, como suportes inertes (vermiculita, perlita e polietileno) e os naturais,

como os residuos agroindustriais, que apresentam as propriedades necessarias para promover o
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crescimento dos microrganismos. Todavia, seu emprego dependerd de alguns parametros
fisicos, como o tamanho de particula, o nivel de umidade, espacamento intraparticula e
composicao de nutrientes dentro do substrato (Handa et al., 2014).

O principal fator limitante desta técnica refere-se a dificuldade de varios grupos
microbianos em crescer sob baixos teores de umidade, 0 que acaba por restringir 0 processo ao
uso de fungos filamentosos, os quais, considerando a possibilidade de reproducéo nas condicdes
de crescimento natural, adaptam bem ao processo (Farinas, 2015).

Os principais seres empregados nas fermentacdes em estado solido sdo os fungos
filamentosos, em virtude da sua forma de crescimento (em hifas) favorecer a colonizacao do
meio. Esses seres sdo produtores de enzimas hidroliticas e apresentam relativa facilidade em
sua excrecdo, tendo contribuido significativamente no campo da produgao enzimatica para fins
industriais. Para suprimento das necessidades energéticas, muitos destes organismos produzem
as enzimas celuloliticas, visando decompor a celulose de fontes vegetais, as quais sdo
comumente empregadas como substrato nas FES (Subsamran et al., 2019).

Meyer e Schmidhalter (2014) destacam que, embora a maioria das enzimas comerciais
seja obtida por fermentacao submersa (FS), que tem como atrativos o alto rendimento, o baixo
risco de contaminacdo e a possibilidade de se utilizar modernos metodos de controle de
processos, muitos estudos tem sido realizados com fermentacdo semissélida devido a algumas
de suas vantagens, como a utilizacdo de menor infraestrutura e matérias-primas mais baratas
para a producdo enzimatica, aumento da economia deste tipo de processo e possibilidade de
obter-se um produto concentrado, o que é bastante vantajoso.

De acordo com Castro e Sato (2015), os sistemas de biorreatores empregados nesse
processo sdo mais simples quando comparados com a submersa. Além da composi¢édo, tamanho
das particulas, porosidade, capacidade do substrato de reter 4gua e a baixa condutividade
térmica do substrato no leito sdo parametros fundamentais que devem ser estudados para 0s
projetos dos biorreatores. Em escala de bancada, a FES é realizada em placas de Petri, frascos
Erlenmeyer, garrafas de Roux e frascos cilindricos. Estes sistemas sdo simples e as analises sao
feitas com facilidade (Cheirsilp e Kitcha, 2015).

A fermentacdo em estado solido possui diversas vantagens biotecnolégicas e
ambientais. As vantagens biotecnoldgicas envolvem maior produtividade, maior concentracao
de produtos finais, maior estabilidade dos produtos, menor repressao catabolica, cultivo de
microrganismos especializados em substratos insoliveis em agua, ou cultivo de misturas de

varios fungos. Além dessas vantagens, os esporos fungicos produzidos por FES mostram maior
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estabilidade e maior resisténcia a seca, além de maiores taxas de germinagdo do que 0s esporos
produzidos por outro processo fermentativo (Behera e Ray, 2016).

Os produtos fangicos de interesse biotecnoldgico, como os esporos e as enzimas, foram
desenvolvidos por estes microrganismos para 0 uso em substratos solidos imidos, mas ndo em
liquidos. Assim sendo, o cultivo desses microrganismos em suspensdes aquosas pode prejudicar
a sua eficiéncia metabdlica, pois o teor de dgua da fermentacao submersa é superior a 95%. Em
contraste, o teor de agua do substrato sélido deve ser mantido na faixa de 12 a 80%,
principalmente em torno de 60%, 0 que torna a FES o processo mais vidvel para o crescimento
desses seres vivos (Thomas et al., 2013).

Embora possua muitas vantagens, a FES apresenta alguns desafios, entre eles a
dificuldade da remocdo do calor ocasionado pelo crescimento dos microrganismos, a
dificuldade na agitacdo do sistema, pelo fato do meio ser heterdgeno, dificuldade para
determinar o crescimento microbiano, outros parametros do cultivo (temperatura, pH e
umidade) e dificuldade de ampliacdo de escala (Azabou et al., 2016). Ambos os tipos de
processos fermentativos apresentam caracteristicas importantes, sendo necessario a avaliacdo
das vantagens e desvantagens que cada um apresenta, 0 que dependera do tipo de produto
desejado e, principalmente, do grupo de microrganismos a ser utilizado (Vasconcellos et al.,
2015).

2.4 HIDROLISE DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

As matérias-primas de origem lignocelulésica contém de 20 a 60% de celulose, que
pode ser totalmente convertida em glicose por acdo enzimatica. Em etapas seguintes, esse
monossacarideo pode ser utilizado como bloco de construcdo para a obtencdo de uma imensa
gama de produtos, que abrange desde biocombustiveis até polimeros, sendo o etanol uma das
moléculas de maior interesse. Tais tecnologias visam ao aproveitamento integral e integrado
dos residuos agroindustriais gerados em uma determinada cadeia produtiva, de modo a agregar

valor a mesma (Waghmare et al., 2018).

2.4.1 Pré-Tratamento da Biomassa

A hidrdlise da biomassa lignocelulosica pode ser conduzida de trés formas: por
tratamento quimico, utilizando &cido ou base, por tratamento fisico ou por tratamento
enzimatico, utilizando-se, sobretudo, celulases e xilanases. A hidrélise quimica e fisica é

considerada um pré-tratamento, o qual visa deixar a celulose mais acessivel para a acdo das
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enzimas através das modificacfes na estrutura da biomassa, como aumento de area superficial
e reducdo do grau de cristalizacéo da estrutura (Liu e Qu, 2018). A Figura 5 apresenta 0 esquema

de pré-tratamento.
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Figura 5 - Esquema do pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica. Fonte: Afonso (2012).

Varios processos fisicos, fisico-quimicos, quimicos e bioldgicos tém sido usados para o
pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos. Os pré-tratamentos fisicos sdo aqueles
caracterizados pela fragmentacao do material através de uma a¢do mecanica, seja por trituragéo,
moagem ou esfarelamento, sendo que esta fragmentacéo nédo altera sua composicdo quimica.
Os tratamentos fisico-quimicos consistem na submissdo do material a altas temperaturas,
catalisados ou ndo, por agentes quimicos e caracterizam-se pelas condicBes drasticas de
temperatura que sdo utilizadas. Os pré-tratamentos quimicos variam de muito &cido para
bastante alcalino, tendo assim, diferentes efeitos nos principais componentes da biomassa (Tian
etal., 2018).

A radiacéo ionizante pode ser um método eficaz de pré-tratamento fisico de biomassa
lignocelulésica, pois é capaz de modificar e romper a estrutura da lignocelulose. A acdo da
radiacdo em macromoléculas da biomassa da-se pela interacdo dos radicais livres produzidos
tanto pela interacdo com a agua presente na biomassa, como pela acéo direta nas ligacdes de
atomos de carbono e oxigénio. A eficiéncia das rea¢des induzidas pela radiacao sobre o material
celulésico depende da estrutura do polimero e da dose de radiagdo absorvida (Khan et al., 2006).

Entre os processos fisico-quimicos, a explosao a vapor é um dos pré-tratamentos mais
comumente utilizado em materiais lignoceluldsicos. Neste método, a biomassa é tratada com
vapor saturado a alta pressao e, em seguida, a pressao é rapidamente reduzida, o que faz com
que o material sofra uma descompressdao explosiva. O processo causa a degradacdo da

hemicelulose e a transformacdo da lignina devido as altas temperaturas, aumentando assim o
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potencial de hidrolise da celulose (Kumar et al., 2009). A adicao de H.SO4 ou CO> (tipicamente
0,3-3% em massa) ao processo de explosao a vapor pode diminuir o tempo e a temperatura do
processo, melhorar efetivamente a hidrolise, diminuir a produgdo de compostos inibitérios e
remover completamente a hemicelulose (Zheng et al., 2014).

De acordo com Xu et al. (2019), uma das limitac6es do pré-tratamento por exploséo a
vapor € a geracdo de produtos que podem ser inibitorios para o crescimento microbiano e a
hidrélise enzimética, tais como furfural e hidroximetilfurfural. Devido a formagdo desses
produtos, a biomassa pre-tratada precisa ser lavada com agua para remover 0s materiais
inibitdrios juntamente com a hemicelulose soltvel em agua. A lavagem com agua diminui o
rendimento da sacarificacdo global através da remocao de acgUcares sollveis, tais como aqueles
gerados pela hidrolise da hemicelulose

O objetivo do pré-tratamento quimico acido é remover a hemicelulose, o que possibilita
atingir rendimentos elevados de agUcares a partir do material lignoceluldsico. A desvantagem
desse método é a formacdo de produtos volateis provenientes da degradacdo do carbono,
ocasionando uma diminuic¢do na conversdo dos agucares em etanol (Solarte et al., 2019).

O pré-tratamento basico facilita o acesso das enzimas a celulose a partir da remogéo da
lignina, ocasionando um aumento dos poros na celulose e diminuindo a cristalinidade das
biomassas. O hidroxido de sodio diluido é a base mais utilizada, por ser barato e muito eficiente
na remocao da lignina. No geral, este método apresenta vantagem frente ao tratamento acido
em virtude da utilizacdo de temperaturas e pressdes mais baixas, minimizando as perdas de
acucares no processo (Mood et al., 2013).

Normalmente, hidrolises enzimaticas possuem um rendimento de agUcar menor que
20%, enquanto que, se uma etapa de pré-tratamento for utilizada, o rendimento pode alcancar
até mais de 90%. Assim, os pré-tratamentos ideais tém que alcancar as seguintes exigéncias:
melhorar a formacdo de aglcares ou a habilidade subsequente destes acucares sofrerem
hidrélise enzimatica, evitar a degradacdo ou perda de carboidrato, evitar a formacdo de
inibidores para o0s processos subsequentes de hidrolise e fermentacdo e ser viavel

economicamente (L&inez et al., 2018).
2.4.2 Sacarificacdo Enzimatica da Biomassa
A sacarificagdo enzimatica utilizando biomassas € uma etapa bastante lenta devido a

heterogeneidade do substrato (presenca de lignina e hemicelulose), pois esses componentes

dificultam o acesso a celulose e, também, devido a cristalinidade da mesma. Além disso, poucos
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sdo os fungos e bactérias que produzem elevados niveis de celulases extracelulares capazes de
hidrolisar a celulose cristalina (Xu et al., 2016).

De acordo com Pitarelo (2013), o processo de sacarificacdo de biomassa por agédo
enzimética é heterogéneo, pois é necessario que ocorra em trés etapas: adsor¢do da enzima
sobre a superficie do substrato, hidrolise da ligacdo glicosidica e dessorcdo da superficie e
retorno da enzima ao meio. A Figura 6 apresenta um resumo da acao catalitica das celulases na

conversdo do substrato.
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Figura 6 - Esquema de acdo das celulases sobre o substrato celulose. Fonte: Ogeda e Petri (2010)

A hidrolise enzimatica da celulose ocorre em condi¢cdes mais brandas de pressao,
temperatura e pH em comparacdo a hidrélise quimica. Além disso, exibe elevada
especificidade, o que elimina a ocorréncia de substancias toxicas (furfurais e derivados da
lignina) as células microbianas que serdo utilizadas na fermentacdo dos acglcares liberados
(Fenila e Shastri, 2016).

O rendimento da hidrélise enzimética depende de muitos fatores, entre eles, o tipo e
concentracdo de substrato, pré-tratamento aplicado a biomassa, area superficial para acéo,
termoestabilidade da enzima, carga de solidos no meio reacional, tempo de reagdo, pH e
agitacdo. Em geral, a diminuigdo na produtividade pode estar relacionada com inibi¢éo pelo
produto, bem como pela adsorcdo que a lignina pode promover no biocatalisador (Fenila e
Shastri, 2016).

Comparado ao emprego da hidrolise quimica, o uso de enzimas celuloliticas para a
sacarificacdo da biomassa é vantajoso porque a reacdo é especifica e ndo gera compostos
toxicos a fermentacao. A hidrolise é conduzida em condigdes mais amenas de pH e temperatura

(na faixa de 45-50°C e pH entre 4-5) e por isto uma menor quantidade de energia é requisitada
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no processo (Falkoski et al., 2012). Durante a hidrolise enzimatica também se observa que 0s
equipamentos utilizados no processo (tanques, tubulacdes) sofrem menos danos quando
comparados ao uso de processos quimicos que usam &cidos concentrados. O etanol produzido
de um mosto obtido por hidrdlise enzimética é de melhor qualidade, contendo menos agentes
corrosivos (Martin et al., 2017)

Até 0 momento, a comunidade cientifica ainda ndo chegou a uma concluséo sobre qual
a proporcao ideal das enzimas para a hidrélise da biomassa lignocelulésica. Além do complexo
sinergismo entre as enzimas, essa indefini¢cdo também se deve a adequacgdo do coquetel a uma
determinada biomassa e ao tipo de pré-tratamento ao qual ela foi submetida. Como as biomassas
tém distintas composicdes, a proporcdo de enzimas utilizadas para a sua hidrolise também deve
ser diferente (Almeida et al., 2013).

Muitos estudos recentes tém mostrado que, além das celulases, a presenca de outras
enzimas acessorias € muito importante para a formulacdo de um bom coquetel enzimatico.
Dentre estas enzimas, estdo as hemicelulases, que podem atuar sobre a hemicelulose residual e
contribuir para uma hidrolise mais eficiente da biomassa. Além disso, alguns trabalhos tém
demonstrado que as hemicelulases também podem atuar sinergisticamente com as celulases,
aumentando a eficiéncia da hidrolise da biomassa. Contudo, a determinagdo de quais
hemicelulases devem ser utilizadas na suplementacdo dos coquetéis € dependente da
composicdo da biomassa (Xue et al., 2017).

A eficiéncia da sacarificacdo enzimatica também pode ser influenciada pela inibi¢éo das
endoglucanases e exoglucanases pelos produtos finais de hidrélise, a celobiose e glicose. Este
fato, entretanto, pode ser amenizado pela suplementacdo de P-glicosidase ao coquetel
enzimatico ou entdo promovendo as etapas de sacarificacdo e fermentacdo simultaneamente,
processo conhecido como SSF. Nesse processo, a presenga da levedura juntamente com o
complexo enzimatico celulolitico reduz o acimulo de aglcares dentro do reator, evitando,
entdo, a inibicdo das enzimas e, consequentemente, aumentando a taxa de sacarificacdo e o
rendimento final (Ariaeenejad et al., 2019) .

Embora apresentem inimeras vantagens biotecnoldgicas e econémicas, a producao de
celulases e sua aplicacdo na hidrolise de materiais lignocelulosicos s&o tecnologias em fase de
desenvolvimento, para as quais determinadas ferramentas de otimizagdo podem ser aplicadas

visando seu aumento de produtividade e economicidade (Anwar et al., 2014).
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2.5 PURIFICACAO DE PRODUTOS BIOTECNOLOGICOS

Ap0s a producdo das enzimas, segue uma outra etapa destinada a recuperacdo dos
produtos obtidos denominada de downstream processing. Esta etapa compreende as fases de
separacdo e purificacdo do produto e as estratégias utilizadas dependem dos aspectos
citoldgicos e fisiologicos do microrganismo, que determinam se o produto serd excretado ou
permanecera no interior das células. Dependendo da localiza¢do do produto, técnicas diferentes
sdo empregadas na recuperacdo dos produtos obtidos (Behera e Ray, 2016).

A técnica mais usada na etapa de purificacdo seletiva € a cromatografia de afinidade
com proteina, que pode gerar, em alguns casos, um produto com mais de 98% de pureza. Apesar
disso, esta técnica apresenta vérias desvantagens como a possibilidade de contaminagdo devido
ao desprendimento da proteina da matriz, o que é intoleravel em aplicacfes clinicas; o custo
muito alto das resinas, tampes e outros consumiveis, dificuldade de imobilizacdo do ligante
com orientacdo correta, suscetibilidade a degradacéo durante procedimentos de limpeza, baixa
capacidade e lenta difuséo intraparticular (Rosa et al., 2010).

A precipitacdo é um dos métodos de purificacdo mais simples, no qual, sob condi¢oes
amenas, a precipitacdo da proteina € reversivel e a dissolugdo subsequente restaura a atividade
total. Entretanto, € uma técnica de separacdo de baixa resolucdo devido a auséncia de
especificidade, além de apresentar, quando realizada em larga escala, desvantagens como o alto
custo dos agentes precipitantes e o impacto ambiental causado pelo descarte dos seus residuos
(Martinez et al., 2019).

As proteinas ou enzimas de interesse presentes no extrato fermentado bruto podem ser
precipitadas pela adicdo de sal, solventes ou polimeros organicos ou pela variacdo do pH e
temperatura da solugdo. A adicdo de sal em uma solucdo contendo proteinas promove a
precipitacdo destas devido a uma reducdo na solubilidade, decorrente do efeito salting-out
(hidrofdébico) ou da combinacéo de um efeito salting-in (eletrostatico) com o efeito salting-out
(Arakawa et al., 2011). A propriedade de um sal particular ser utilizado como agente

precipitante é descrito pela chamada série de Hofmeister, apresentada na Figura 7:
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Figura 7 - Representacao esquematica da série de Hofmeister. Fonte: Zhang (2012).

A cristalizacdo € uma tecnologia barata e que realiza simultaneamente a concentragéo,
a purificacéo e a estabilizacdo do produto alvo, mas a sua implementa¢do em um processo em
larga escala para separagdo e purificacdo de enzimas € inviavel devido a glicosilacéo, ao alto
grau de flexibilidade segmental, da inerente complexidade do processo e das dificuldades em
controla-lo (Gottschalk, 2008).

A adsorcdo em membrana, apesar de estar crescendo como uma alternativa a tradicional
cromatografia em coluna, apresenta algumas limitagdes que precisam ser superadas antes da
implantacdo dessa técnica em um processo de larga escala. Entre esses problemas podem-se
citar a distribuicdo distorcida do fluxo de injecdo, a distribui¢do de tamanho ndo-idéntica dos
poros da membrana, a desigualdade da espessura da membrana e a baixa capacidade de ligacéo
(Lojewska et al., 2016).

As colunas de separacdo magnética sdo feitas com particulas superparamagnéticas
pequenas (sub-micron), obtidas de cristais magnéticos, revestidas com poliglutaraldeido. Essas
particulas tém sido utilizadas para a purificacdo de enzimas, enquanto um novo adsorvente
magnético tem sido usado para purificacdo de imunoglobulinas em um leito fluidizado
magneticamente estabilizado. Certas bactérias também tém habilidade para produzir particulas
magnéticas que podem ser fabricadas para dispor de proteina em suas superficies, de forma a
viabilizar economicamente a técnica caso a capacidade para enzima seja suficientemente alta
(Yoshino e Matsunaga, 2006).

Em virtude de uma maior preocupacéo dos 6rgdos de regulamentacdo em minimizar o
descarte de residuos que sdo nocivos a saude humana e ao meio ambiente, pesquisas académicas
e industriais tém voltado seus esfor¢os ao estudo de técnicas de purificacdo mais seguras, entre
elas, a utilizagdo de sistemas bifasicos aquosos. A parti¢do de proteinas utilizando este método
representa uma alternativa promissora as tradicionais extrac6es liquido-liquido, por se basear

nos principios de quimica verde (Okereke et al., 2017).
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2.6 SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS (SAB)

O Sistema Aquoso Bifésico (SAB) é formado pela mistura de duas fases aquosas
imisciveis, acima da concentracdo critica, e € empregado em processos de extracdo liquido-
liquido. No campo da biotecnologia, tem sido apresentado com uma alternativa interessante
frente aos métodos tradicionais de purificacdo de proteinas, como a precipitacéo, ultrafiltracdo
e cromatografia, os quais, geralmente, fornecem dificuldade em scale-up e elevados custos
durante o processo de dowsntream (Soares et al., 2017).

Os SABs tem sido bastante empregados na recuperacdo e purificacdo de biomoléculas
de diversas fontes, como proteinas, enzimas, acidos nucleicos, bio-nanoparticulas, organelas
celulares, entre outros, em virtude do alto contetido de agua presente nesse sistema (70-80%
em ambas as fases). Isto garante um ambiente ameno para a atividade bioldgicas da molécula
alvo, evitando degradacdo e permitindo uma eficiente separacdo (Baskaran et al., 2018).

Segundo Barros et al. (2016), a maioria dos SABs aplicados na recuperacdo de enzimas
sdo formados por dois polimeros de cadeia flexivel, como os sistemas formados por PEG
(polietileno glicol) e dextrana ou séo formados por um polimero e um sal inorganico, que pode
ser o sulfato de sddio, fosfato de potassio, sulfato de amonio, entre outros. Entretanto, os
sistemas polimeros/sal demonstram-se mais vantajosos por apresentarem baixo custo e uma
elevada diferenca de densidade entre as fases.

A Tabela 4 apresenta algumas aplicacdes de sistemas aquosos biféasicos reportados na

literatura.
Tabela 4 - Sistemas Aquosos Bifésicos e suas aplicaces na purificacdo de biomoléculas.
Biomolécula SAB Autores Recuperacéo (%)
Albumina PEG/K2HPO4 Ng et al. (2018) 70
Lipase PEG/K2HPO4 Carvalho et al. (2017) 92
Celulase PEG/Citrato Ho et al. (2017) 88,88
Ectoina PPG/Citrato Wan et al. (2018) 94,70
Ficocianina Liquido I6nico/ KoHPO4 Zhang et al. (2015) 90,23

O sistema polimero-polimero mais comum é composto de dextrana e PEG. No entanto,
0 custo elevado da dextrana inviabiliza a sua utilizagdo em larga escala, fazendo com que os
sistemas PEG/sais sejam mais atrativos devido ao baixo custo, rapida separacao de fases e baixa

viscosidade (Johansson et al., 2008).
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Apesar dos sistemas formados por polimero/sal inorganico serem muito aplicados por
seu baixo custo, os mesmos geram correntes efluentes com altas concentragdes de fosfato, o
qual é conhecido por causar fortes impactos ambientais. Este problema tem sido evitado através
da substituicdo por sais organicos, como os citratos, que apesar de serem biodegradaveis, ainda
estdo limitados a poucos estudos (Ho et al., 2017).

Ha ainda sistemas bifasicos alternativos, como os do tipo alcool-sal, que apresentam
algumas vantagens sobre os convencionais, tais como: elevada polaridade, baixa viscosidade e
facil recuperacdo do alcool por evaporacdo. Além disso, a técnica € barata e, dependendo do
solvente utilizado, a toxicidade para o ambiente é baixa. Porém, tais sistemas podem ser
agressivos para enzimas que ndo toleram a presenca de solventes. Recentemente, SABs
formados por liquidos i6nicos e sais tem se mostrado eficientes na recuperacdo de varias
biomoléculas (Amid et al., 2012).

O PEG, Figura 8, é um poliéter neutro, solivel em agua e na maioria dos solventes
organicos e que pode ser produzido com diferentes massas molares. E uma substancia de grande
interesse para a comunidade biotécnica e médica, uma vez que € biodegradavel, ndo toxico, ndo
desnatura proteinas ou células ativas e pode ser facilmente modificado quimicamente, o que
permite a sua anexagdo a outras moléculas e superficies. Além disso, tem a capacidade de,
guando em ambiente aquoso, excluir outros polimeros de sua vizinhanca, ndo se solubilizando
com eles e formando SABs do tipo polimero-polimero, como o sistema PEG-Dextrana (Ng et
al., 2018).
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Figura 8- Representagdo planar parcial da molécula de PEG. Fonte: Nascimento (2017).

O citrato de sodio é um sal tribasico, que por ser a base conjugada do acido citrico, pode
formar um agente tamponador que resiste a mudancas no pH. Muito utilizado na industria
alimenticia como aditivo ou conservante, o citrato comecou a ser estudado como substituinte
de sais de fosfato para a formacéo de SABs devido a sua ndo-toxicidade e biodegradabilidade,
de forma que o descarte desses residuos ndo ocasionasse problemas ambientais (Ribeiro et al.,
2015).
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A particdo de biomoléculas em SABs apresenta muitas vantagens, pois trata-se de uma
técnica de separacdo seletiva simples, rapida e de facil ampliacdo. Além disso, por nao conter
compostos organicos volateis e por apresentar mais de 70% de &gua, garante um ambiente
ameno para as biomoléculas. Rendimentos superiores a 90% podem ser obtidos em apenas um
passo de extracdo e quando um passo ndo é suficiente, é possivel a realizacdo de repetidas
extracOes que podem ser conduzidas em unidades de separacéo em cadeia ou cascata (Sankaran
etal., 2019).

A utilizagdo dos SABs é adequada para recuperacgao primaria, pois misturas complexas,
como caldo de fermentacdo contendo materiais particulados, podem ser diretamente carregadas
sem centrifugacdo ou filtracdo prévia, o que resulta na integracdo em uma Unica operacao
unitéria das etapas de clarificacdo, concentracdo e purificacdo parcial da biomolécula alvo (Wu
etal., 2017).

A extracdo em SABs inicia-se pela preparacdo do sistema e adicdo da mistura a ser
separada. Ap6s homogeneizacdo, a separacdo das fases é realizada por sedimentacdo ou por
centrifugacdo. As fases sdo coletadas e utilizadas para recuperar os produtos de interesse
separados da mistura inicial (Carvalho et al., 2017).

Quando um extrato fermentado bruto € adicionado a um SAB, ocorre a distribuigdo das
biomoléculas e fragmentos de proteinas entre as fases. Sob condi¢Bes operacionais adequadas,
a proteina alvo sera concentrada em uma das fases e os fragmentos ndo desejadas
(contaminantes) migrardo para a outra fase (Bispo, 2015). A Figura 9 apresenta o esquema de

particdo de proteina.
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Figura 9 - Esquema de particdo de proteina em sistema bifasico aquoso. Fonte: Bispo (2015)
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Comumente, quando se deseja extrair proteinas presentes em uma mistura
multicomponente, como um caldo fermentado ou extrato celular, é necessario rastrear uma
variedade de SAB a fim de selecionar aquele que forneca condi¢Oes de recuperacdo e
purificacdo necessarias da molécula alvo. Da mesma forma, para projetar condi¢des de anélise
de uma dada proteina, € necessario buscar diferentes SABs para estabelecer quais fornecem
condicdes para uma diferenciacdo confiavel entre a proteina alvo e suas variantes (Wu et al.,
2017).

2.6.1 Diagrama de Equilibrio de Fases

O comportamento segregativo ou associativo entre componentes que formam os
sistemas aquosos bifasicos €, geralmente, representado em diagramas de fases ortogonais, como
na Figura 10. Segundo Bispo (2015), esses diagramas sao usados como ponto de partida para o
desenvolvimento de um processo de extracdo e sdo de fundamental importancia na purificagéo

de biomolécula.
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Figura 10 - Diagramas de fase para um sistema bifasico aquoso hipotético. Fonte: Bispo (2015)

A curva que divide a regido de concentragdo dos componentes é denominada de curva
binodal ou curva de equilibrio. Os sistemas cuja composic¢do fica abaixo da binodal formam
uma unica fase (regido monofasica), enquanto os que ficam acima desta formam duas fases

(regido bifésica). As linhas que caem sobre a binodal sdo chamadas tie-lines ou linha de
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amarracdo, as quais sao retas que ligam pontos no diagrama que representa a composicao das
duas fases em equilibrio (Igbal et al., 2016).

Qualquer ponto sobre uma mesma tie-line fornecera fases superiores e inferiores com a
mesma composicao final, embora com diferentes relagcdes de volumes entre as fases. Outra
particularidade mostrada neste diagrama é o ponto critico (Pc), no qual as propriedades fisicas
e quimicas das duas fases séo teoricamente iguais (Igbal et al., 2016).

Nas proximidades do ponto critico, pequenas altera¢cbes na composi¢ao dos sistemas
podem provocar mudancas drasticas, como levar o sistema de uma para duas fases e vice-versa.
Este ponto pode ser obtido pela interseccdo de uma linha que passa pelo ponto médio de vérias
linhas de amarragédo, com a binodal (Sodré, 2007).

Para se estudar a separacdo de fases em SAB, faz-se uso de uma medida numérica de
referéncia para a composicao das fases denominada comprimento da linha de amarragéo (CLA).
Este € um importante parametro termodinamico utilizado como varidvel determinante dos
processos de particao dos solutos em SABs formados por diferentes componentes. CLA é araiz
quadrada da soma do quadrado da diferenca das concentracdes dos componentes formadores
do sistema, exceto agua, nas fases superior e inferior. Sendo assim, é o tamanho da linha que
liga os pontos de diagrama que representa a composicdo das duas fases em equilibrio
termodinamico (Santos et al., 2018).

Outra caracteristica importante dos diagramas de fases é a inclinacdo da linha de
amarracdo (ILA). Ela é uma medida de como a composi¢do das fases pode variar com a
alteracdo de uma propriedade termofisica, como a temperatura e a massa molar dos constituintes
A ILA corresponde ao coeficiente angular formado pela linha de amarracdo no diagrama de
fase (Santos et al., 2018).

2.6.2 Particdo de Proteinas nos SABS e Fatores Influenciadores

Quando os compostos sdo adicionados aos SAB’s, estes distribuem-se seletivamente
entre as duas fases, sendo este processo caracterizado pelo coeficiente de particdo (K). O
coeficiente de particdo é definido pela relagdo entre a concentracdo da biomolécula na fase

superior e inferior, sendo obtido pela Equacéo 1 (Cardozo et al., 2014).

C
K = sup

Cons (D

em que Csyp € Cinf S80 as concentracdes de equilibrio do soluto na fase superior e inferior,

respectivamente.
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Para que uma purificacao parcial significativa seja alcancada, a biomolécula de interesse
deve ser preferencialmente particionada para uma das fases, enquanto que as outras substancias
interferentes do processo de extracdo devem migrar para a outra fase do sistema. A distribuicdo
desigual da bioparticula entre as duas fases é resultante de um intrincado e delicado balanco de
interacBes entre a proteina e as outras espécies (polimeros, agua e/ou sais), as quais estao
presentes nas duas fases que coexistem em equilibrio (Nagaraja e lyyaswami, 2015).

Em geral, ambas as fases sdo compostas em sua maioria por agua, o que explica o porqué
das biomoléculas ndo serem facilmente desnaturadas, constituindo, por conseguinte, uma
vantagem importante quando o objetivo é extrair proteinas e/ou enzimas. A separacdo dessas
fases certamente dependera do tipo de sal e de sua concentracdo, do tamanho da biomolécula a
ser recuperada, propriedades de superficie, massa molecular, temperatura, pH, carga liquida,
entre outros, tendo como ponto de partida o estudo dos diagramas de fases (Raja et al., 2011a).

De acordo com (Regupathi et al., 2009), a temperatura tem um complexo efeito na
particdo, pois niveis mais baixos desta variavel resultam em polimeros com maiores
viscosidades, o que aumenta a diferenca entre as fases, direcionando a biomolécula
preferencialmente para uma delas. Entretanto, ainda ndo ha um efeito claro da temperatura no
processo, demonstrando a necessidade de estudos mais aprofundados para se esclarecer o efeito
deste parametro sobre a particao de biomoléculas.

Outra propriedade fisico-quimica que influencia marcantemente a particdo de uma
proteina é o pH, uma vez que sua carga global muda com a acidez da solucdo. As biomoléculas,
em geral, contém uma grande variedade de grupos acidos e basicos com diferentes valores de
pKa, resultando em cargas elétricas que sdo funcdes dos valores de pH. Esta densidade de carga
elétrica na superficie da proteina pode modificar com processos de associacdo ou dissociacdo
entre as macromoléculas presentes no sistema. Variagcbes no pH podem também induzir
mudancas conformacionais na estrutura das proteinas, causando mudanca em seus
comportamentos de separagéo (Silva e Loh, 2006).

Em geral, 0 aumento da massa molar e na concentracdo de um polimero diminui a
tendéncia de particdo da proteina para a fase rica nesse polimero. Tal fenémeno ocorre porque,
com 0 aumento na massa molar do polimero, também aumenta o comprimento da cadeia do
polimero e o efeito de exclusdo, que levam a redugdo no volume livre. Dessa forma, a parti¢do
das biomoléculas para a fase superior € dificultada, pois o polimero adquire uma conformacéo

mais compacta, com ligagdes intramoleculares hidrofobicas (Ratanapongleka, 2010).
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Em relacdo a concentracdo do polimero, seu aumento também aumenta as diferencas de
densidade, indice de refracdo e viscosidade entre as fases, modificando o valor do coeficiente
de particdo. A viscosidade é uma caracteristica importante, pois é fun¢do da concentracdo e da
massa molar do polimero, podendo impactar diretamente no processo de particdo. Quanto a
fase rica em sal, 0 aumento da concentracdo favorecera o efeito denominado salting-out, ou
efeito salino, que forca a biomolécula a mover-se para a fase superior, rica em polimero (Goja
etal., 2013).

A avaliagdo do desempenho da purificacdo de proteinas é baseada em dois parametros:
a recuperacdo e o fator de purificacdo da proteina. Esses valores sédo obtidos em relacdo a
solucdo inicial, relacionando-se a concentracdo do material purificado com a concentracéo do
material inicial, ou quaisquer etapas dentro do bioprocesso, tendo sempre uma etapa anterior
como referéncia (Ho et al., 2017).

A recuperacdo da atividade (RA) é uma relacdo entre a atividade total no material
purificado e a atividade total presente no material bruto (em porcentagem), dada pela Equacéo
2. O fator de purificacdo (FP) é um pardmetro que permite comparar a atividade enzimatica
especifica total no material purificado com a atividade enzimatica especifica total no material
bruto, dado pela Equagéo 3 (Biazus et al., 2010).

Atividade enzimatica recuperada

(2)

Atividade enzimatica inicial

Atividade enzimatica especifica recuperada

(3)

Atividade enzimatica especifica inicial
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 CONSTRUGAO DOS DIAGRAMAS DE FASES (BINODAIS)

Para o levantamento dos diagramas de fase, foram utilizados PEG’s 4000, 6000 e 8000
g/mol, citrato de sddio dihidratado e &cido citrico monohidratado. Tanto os polimeros quanto
os sais foram usados sem purifica¢do previa.

As solugdes aquosas de PEG foram preparadas na concentragao de 50% m/m, enquanto
as solucdes de citrato foram a 40% m/m com pH, 6,0. Para atingir esse pH, foi adicionando-se
quantidades apropriadas da solugdo de acido citrico 40% m/m na solucédo de citrato de sodio.
Utilizou-se um pHmetro digital para auxiliar no ajuste do pH das solugdes tampéo.

As curvas binodais foram construidas através de uma titulagdo turbidimétrica, mais
conhecida como método cloud-point, descrito por Freire e Pereira (2016). Nesta metodologia,
a solucdo de tampdo citrato foi gotejada com o auxilio de uma micropipeta em uma massa
conhecida (1 g) da solucdo de PEG, sob agitacdo em um vortex, até que o sistema se tornasse
turvo. A turbidez indicava que o sistema havia atingido a regido bifasica. Deve-se mencionar
que inicialmente o sistema era limpido. A massa da solucdo tampéo foi obtida por gravimetria,
utilizando-se uma balanca eletrdnica com precisao de 0,001 g. Depois disso, uma massa de agua
foi adicionada ao sistema até que se tornasse transparente novamente. Esse procedimento foi
repetido continuas vezes até a obtencao de pontos suficientes para a formacao da curva binodal

de cada sistema. A composicdo global, em cada ponto, foi determinada pela equacdo a seguir.
Wm = Weit + Wpeg + Wigua 4)

em que w representa a fracdo massica de cada componente e wm a fracdo massica total da

mistura.

3.2 DETERMINACAO DAS LINHAS DE AMARRACAO

Inicialmente, a Equacgéo (5), proposta por Merchuk et al. (1998), foi ajustada aos dados
experimentais que compdem a binodal.
WpEG = Aexp[(nglff — (Cw)] (5)
em que, Wees € Wci, S80 as fragdes massicas dos componentes do sistemas e A, B, C sdo
parametros de Merchuk.

As linhas de amarracdo (LA) foram obtidas utilizando um método gravimétrico simples,

0 qual consiste em selecionar um ponto genérico da regido bifasica através do qual a LA vai
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passar, chamado de ponto global. Foram utilizados trés pontos globais para cada sistema PEG-
Citrato, com composicao em sal-polimero (% m/m) de (10-20; 15-15; 17.5-17.5).

As misturas ternérias de PEG + citrato + agua, com massa total de 10 gramas, foram
preparadas pesando-se as quantidades apropriadas das solugfes de PEG e tampdo citrato,
conforme pontos globais escolhidos. A homogeneizacdo destas foi feita utilizando-se um
agitador vortex durante 30 segundos, de forma a permitir a mistura de ambas as fases. As
misturas foram deixadas em repouso por 24 horas, de forma a garantir a completa separacéo
das fases.

Apds ser atingido o equilibrio e as duas fases limpidas serem observadas, aliquotas de
cada fase resultante foram coletadas com o auxilio de uma micropipeta. Primeiramente, coletou-
se a fase superior até que restasse uma camada de aproximadamente 5 mm acima da interface.
Este procedimento visou garantir que a interface ndo fosse perturbada. Em seguida, a fase
inferior foi cuidadosamente removida e ambas foram pesadas. Para a determinacdo das
composicdes em cada fase, foram resolvidas as seguintes equacdes simultaneamente, as quais

formam um sistema ndo linear com quatro varidveis e quatro equacoes.

3
Wil = Aexp [(BWCT;;I’ )— (CWCTi‘;p )] (6)
3
whgt = Aexp[(BwE™") — (CwEe™)] @)
M
T Wpge 1—a
Wpie = T a WpEG (8)
M
T wee 1-a
Weird = —pm = o Weit. (9

A designagéo Top, Bot e M indicam, respectivamente, a fase superior, inferior e ponto
global selecionado, enquanto o representa a razao entre a massa da fase superior pela massa
total da mistura.

Para determinacdo dos coeficientes angulares e do comprimento das linhas de amarracéo

serdo utilizadas as seguintes equacdes, respectivamente:

T
5= Wng WpEG (10)
- whBot _,Top
Cit Cit
TLL = \/chitz + AWpgg® (11)

A determinacg&o dessas tie-lines teve como objetivo principal o célculo dos coeficientes

angulares gerais para binodal, pois as linhas de amarracao tendem a ser paralelas. Atraves deles
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e, selecionando um par ordenado que caia sobre a binodal, pode-se obter a equacéo da reta e

comprimento (Equacao 8) de qualquer tie-line presente nos diagramas de fases.

3.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos de purificacio seréo realizados seguindo um planejamento fatorial 3%,
sendo o comprimento de tie-line (TLL), a razdo de volume das fases (volume da fase superior
pela inferior, Vi) e massa molar do polimero (MMpeg) escolhidos como variaveis
independentes. Com os dados de equilibrio liquido-liquido dos sistemas PEG (4000, 6000,
8000)/Citrato a 27° C , pH 6 e dos coeficientes angulares gerais, utilizou-se o pacote LLSR
(Coelho, 2018) do software R para a determinacao dos niveis experimentais presentes na Tabela
5.

A razdo de volume entre as fases foi escolhida como varidvel de estudo neste projeto
para analisar como o volume efetivo livre das moléculas influencia na particao das enzimas na

fase salina e na fase polimérica.

Tabela 5 - Matriz de planejamento fatorial 3% usada no estudo da purificacdo da celulase

Niveis
Variaveis X] 0 1
TLL 18,10 25,20 32,29
Vr 0,25 0,50 0,75
MMees (g/mol) 4000 6000 8000

Os comprimentos foram selecionados de forma a introduzir os conceitos de tie-line
minima e maxima, ou seja, as menores e maiores linhas de amarracdo em comum nos diagramas
de fase levantados nesta dissertacdo. Através delas, é possivel analisar como o aumento da

concentracdo de sal e de polimero influencia na particao das celulases entre as fases.

3.4 OBTENCAO DO MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado foi o fungo filamentoso Aspergillus niger, isolado a partir
de uma cultura ja preexistente no laboratorio. No primeiro repique, a cultura foi semeada em
meio &gar Sabouroud presente em tubos inclinados e em placas de Petri, os quais foram
incubados a 30° C por cinco dias, para proporcionar o crescimento de col6nias fungicas. Depois
deste periodo, os esporos obtidos foram armazenados a 4° C, para a sua preservagdo. A partir

dos tubos, foi realizado um segundo repique, com 0 mesmo meio de cultivo do anterior, onde
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os fungos foram inoculados em frascos Erlenmeyers, para obter uma maior area de

desenvolvimento da cultura e, com isso, uma maior esporulacéo.

3.5 PREPARO DO INOCULO

Para o preparo do in6culo, 50 mL da solucdo estéril de Tween 80 a 0,01% (v/v) (Reinehr et
al., 2014) foram adicionados aos frascos Erlenmeyers, com 0s microrganismos no meio Sabouroud,
para desprender os esporos a partir de raspagem com uma alca. Posteriormente, a suspensédo de

esporos foi filtrada em gaze e transferida para outro frasco esterilizado e armazenada a 4° C.

3.5.1 Contagem de Esporos

A contagem dos esporos foi realizada em camara de Neubauer, com o auxilio de um
microscopio, segundo metodologia descrita por Alves (2012). A camara é constituida por cinco
guadrantes (um central e quatro periféricos), onde cada um € composto por 16 quadrados com
area igual a 0,0025 mm2 e profundidade a 0,1 mm. O volume de indculo requerido para uma
dada concentracdo de esporos desejada é calculada a através da Equacdo 12 (Barros et al.,
2014).

_ Cdesejadax Mgypstrato
Vincuto = (12)

Ccalculada

em que, Vinsculo € 0 volume de indculo a ser adicionado (ML), Msubstrato € @ massa de substrato
usada na fermentacéo (g), Cdesejada € @ concentragdo final de esporos na fermentacéo (esporos/g);

Cealculada € @ cOncentragdo de esporos na suspenséo (esporos/mL).

3.6 PROCESSO FERMENTATIVO

Os materiais lignocelulésicos empregados na fermentacdo em estado sélido foram
residuos de folhas, coletados na regido adjacente ao LABAM, de plantas da espécie Ficus
benjamina. Estes substratos foram moidos, (para a obtencdo de um pd homogéneo) e
classificados utilizando peneira Tyler 20. Em seguida, os residuos foram armazenados em
recipiente hermeticamente fechado.

As fermentacdes em estado solido foram realizadas em Erlenmeyers de 250 mL,
contendo 7 g de substrato e volume de solugéo nutriente para atingir 30% de umidade no meio.
Os biorreatores foram esterilizados em autoclave a 1 atm durante 15 mim e, ap6s o resfriamento,
o meio foi inoculado com uma suspensio de esporos de Aspergillus niger suficiente para 10’

esporos/grama de substrato e incubado a 40° C por um periodo de 72 horas. As condicfes de
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realizacdo da fermentacdo empregadas neste trabalho foram obtidas atrds de um estudo de
otimizacao feito por Cavalcante et al. (2018).

A solucéo nutriente utilizada foi preparada baseando-se nos trabalhos de Boggione et
al. (2016), Cunha et al. (2012) e Narra et al. (2012), analisando os reagentes mais empregados
e com disponibilidade no laboratério. A solucdo final foi composta por: (NH4)2SO4, 10 g/L;
KH2POg4, 3 g/L; MgS04.7H-0, 0,5 g/L; CaCly, 0,5 g/L; FeS04.7H20, 0,005 g/L; MnSO4.H20,
0,0016 g/L; ZnS04.7H-0, 0,0014 g/L.

3.7 OBTENCAO DO EXTRATO ENZIMATICO

Ao final da fermentacdo, as enzimas celuloliticas foram extraidas a partir da biomassa
fermentada Em cada frasco Erlenmeyer, foi adicionado tampéo citrato 50 mM e pH 4,8, na
proporcédo de 1:10 (m/v), e misturados em um agitador rotativo a 120 rpm e 30° C durante 1 h.
O extrato enzimatico obtido foi filtrado a vacuo e centrifugado a 3.000 rpm durante 15 min,
sendo o sobrenadante a fonte de enzima extracelular para a determinacdo da atividade
enzimatica, proteina total e para o preparo dos sistemas bifasicos aquosos no processo de

purificagao.

3.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Os sobrenadantes do caldo enziméatico foram analisados para a quantificacdo das
atividades da carboximetilcelulase (CMCase) e da atividade da celulase total (FPase), segundo
metodologia sugerida por Ghose (1987). Uma unidade de atividade enzimatica (U) (FPase e
CMCase) é definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir um pumol de
acucares redutores por minuto, como a glicose, sob as condic¢des de analise. Para a quantificacdo
desses acucares, uma curva padrdo com os valores das concentracfes de glicose versus a
absorbancia foi elaborada

O método de determinacdo da atividade enzimatica FPase baseia-se na liberacdo de
acucares redutores utilizando o DNS, sendo o substrato o papel filtro qualitativo Whatman n°
1. J& a determinacdo da CMCase consiste na liberacdo de glicose do substrato
carboximetilcelulose também empregando o metodo DNS descrito pelo autor.

3.8.1 Atividade da CMCase

A atividade da CMCase foi analisada usando como substrato uma solugdo de

carboximetilcelulose (CMC) 2% (m/v). Neste ensaio, uma amostra de 0,5 mL do caldo
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enzimatico foi adicionada em tubos de ensaio de 25 mL. A solugdo enzimatica foi aquecida em
banho termostatico durante 5 min a 50° C. Posteriormente, 0,5 mL de substrato foi adicionado
aos tubos. As amostras foram incubadas a 50° C por 30 min. Apds este periodo, 3 mL do
reagente DNS foram adicionados para cessar a rea¢do. A mistura foi colocada em agua fervente
por 5 min, em seguida, foi resfriada e diluida com a adicdo de 20 mL de agua destilada.

A absorbancia da reacéo foi aferida, no espectrofotdmetro, em comprimento de onda
540 nm. O branco do espectrofotdometro (absorbancia zero) foi composto por 0,5 mL da solucéo
de substrato e 0,5 mL do tampdo citrato. Com base na quantidade de glicose liberada pela
reacdo, obtida atraves da curva padrdo de glicose, e na definicdo de unidade enzimatica,

calculou-se a atividade enzimatica em U/mL.

3.8.2 Atividade da FPase

A atividade em FPase foi determinada usando como substrato uma tira de papel filtro
qualitativo Whatman n°® 1 (1 por 6 cm, com 50 mg aproximadamente). Em tubos de ensaio de
25 mL foram adicionados 1 mL de tampao citrato de sédio 0,05 M (pH 4,8) e o substrato. Esta
mistura reagiu por 5 min a 50° C. Em seguida, 0,5 mL do caldo enzimatico foi adicionado aos
tubos e os mesmos foram incubados em banho termostatico a 50° C, durante 60 min. Apds este
periodo, foram adicionados 3 mL de reagente DNS para interromper a reacdo. A mistura foi
colocada em &gua fervente por 5 min, sendo posteriormente resfriada em banho de gelo e, entéo,
diluida com a adicdo de 20 mL de agua destilada.

A cor formada ap6s o término do processo foi analisada em um espectrofotémetro a
540 nm. No caso do zero do espectrofotdmetro, a enzima néo foi utilizada, apenas 1,5 mL do
tampdo. Com base na quantidade de glicose liberada pela reacéo, obtida através da curva padrao

de glicose, e na definicdo de unidade enzimatica, calculou-se a atividade enzimatica em U/mL

3.8.3 Curva Padrao de glicose

A construcdo da curva padrdo baseou-se no procedimento proposto por Adney e Baker
(1996), o qual parte de duas solugdes estoque de glicose anidra: 2 mg/mL (CMCase) e 10
mg/mL (FPase).

Para o padréo da FPase, foram adicionados em tubos de ensaio 0,5 mL das dilui¢Ges de
glicose com 1 mL do tampao citrato de sédio 0,05 M (pH 4,8), os quais foram incubados a 50°

C durante 60 min. Nos tubos de ensaio para a curva de calibragdo da CMCase, foram
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adicionados 0,5 mL das diluicbes de glicose com 0,5 mL da solucio de CMC
(carboximetilcelulose) 2% e, em seguida, foram incubados por 30 min a 50° C.

A reacdo foi interrompida, ap6s o periodo de incubacdo, com o acréscimo de 3 mL da
solucdo DNS. Os tubos foram colocados em agua fervente por 5 min e, depois do aquecimento,
foram colocados em banho de gelo e deixados em repouso por alguns instantes. Por fim, foram
acrescentados 20 mL de agua destilada, homogeneizou-se e a cor formada foi analisada em
espectrofotdmetro a 540 nm, o qual deve ser zerado com uma amostra sem glicose. As dilui¢des
para a FPase sdo apresentadas na Tabela 6 e, para a CMCase, na Tabela 7.

Tabela 6 - DiluicBes das solucBes estoque de glicose para construcdo da curva padrdo da FPase
Diluicdo  Solucdo Estoque (mL) Tampao citrato (mL) Concentracdo (mg/mL)

115 10 05 6,67
1:2 1,0 10 5,00
1:3 1,0 20 3,30
15 1,0 4,0 2,00
1.7 1,0 6,0 1,42
1:9 1,0 8,0 1,12

Fonte: Adaptado de Ghose (1987)

Tabela 7 - Diluigdes das solucdes estoque de glicose para construcéo da curva padrdo da CMCase.
Diluicdo  Solucdo Estoque (mL) Tampao citrato (mL) Concentracdo (mg/mL)

11 10 00 2,00
11,5 10 05 133
1:2 1,0 1,0 1,00
1:4 1,0 30 0,50
1:6 1,0 5,0 0,33

Fonte: Adaptado de Ghose (1987)

3.9 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

A concentracdo de proteinas no extrato enzimatico e no processo de purificacdo foi
determinada pelo método de Bradford (1976). A solucdo corante, utilizada na determinagéo
analitica, é preparada com azul brilhante de Coomassie G-250 em etanol, acido fosférico 85%
e agua destilada, em propor¢des adequadas. Para a quantificacdo, foi construida uma curva
padrdo utilizando solugdes de albumina bovina, com concentragdes na faixa de 0,02 g/L a 0,10
g/L.
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Para a preparacdo do reagente de Bradford, dissolveu-se 100mg de Coomassie Brilliant
Blue G-250 em 50 mL de etanol 95°GL. Em seguida adicionou-se 100mL de acido fosférico.
A solucdo resultante foi diluida para um litro com agua deionizada. A solugéo ficou sob agitacao
magnética por quatro horas, ao abrigo da luz, sendo em seguida filtrada em papel qualitativo e
transferida para um vidro ambar coberto com papel aluminio. O reagente foi guardado em
geladeira (8 °C).

Para a dosagem de proteinas, em tubos de ensaio, foram adicionados 0,1 mL do extrato
enzimético e 1 mL da solucédo corante. Apds 10 min de reacdo, a absorbancia foi mensurada em
espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 590 nm. O zero do espectrofotémetro foi

composto por 0,1 mL de agua destilada e 1 mL do corante.

3.10 PREPARO DOS SABS E PURIFICACAO DAS CELULASES

Os sistemas foram preparados utilizando concentragdes globais de PEG, tampéo citrato
e agua correspondentes aos niveis do planejamento experimental, valores apresentados na
Tabela 14 do Anexo 1. Cada experimento continha 10 g de massa total, sendo 15% (esse valor
estava incluso na porcentagem total de 4gua dos sistemas) correspondente ao extrato enzimatico
a ser purificado. Os experimentos ficaram 24 horas de repouso (Ho et al., 2017), para que o
equilibrio termodindmico fosse atingido e, em seguida, as fases coletadas e analisadas quanto

ao teor de proteinas e atividade enzimatica (CMCase e FPase).

3.11 AVALIACAO DO PROCESSO DE PURIFICACAO

A eficiéncia do processo de purificacdo foi avaliada pela determinacdo dos coeficientes
de particdo da enzima (Kg), coeficiente de particdo de proteinas (Kp) rendimento de atividade
enzimatica na fase rica em sal (Y®) e na fase rica em polimero (Y?) e fator de purificacio (PF),
escolhidos como variaveis de resposta neste estudo. Essas variaveis foram calculadas com as

seguintes equagdes (Prodanovi¢ e Antov, 2008), respectivamente.

A C
o= Top/ Top (13)
ABot/CBot
C
Ky = L2 (14)
CBot

em que Atop, Aot Sa0 as atividades, em U/mL, das fases superior e inferior enquanto Crop €
Caot as concentracdes de proteinas, em mg/mL, das respectivas fases.
100

(15)



51

Y:(%) -0 (16)
0) = —————
1+ (ﬁ . )
Vy KE
em que V¢ e Vp sdo os volumes, em mL, da fase superior e inferior, respectivamente.
As/C
i
PF= -1~ (17)
Ae/Ce

em que Ar e Ae representa a atividade enzimatica numa dada fase (superior ou inferior) e no
extrato, em U/mL respectivamente, e Cs e Ce a concentracdo de proteina na respectiva fase e
no extrato, em mg/mL, respectivamente. ,

E importante ressaltar que as variaveis de respostas serdo estabelecidas para ambas
celulases estudadas nesta dissertacdo, CMCase e FPase, a fim de se determinar as melhores
condicGes de purificacdo para as enzimas do complexo celulolitico.

3.12 HIDROLISE DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

O extrato enzimatico e o produto da purificacdo dos sistemas biféasicos (condi¢do étima
dada pelo planejamento experimental) foram aplicados na hidrdlise da biomassa. O material
lignocelulésico escolhido foram os proprios residuos de folha utilizados na fermentacao, em
virtude da disponibilidade.

Inicialmente, as amostras foram pré-tratadas segundo a metodologia empregada por
Sukumaran et al. (2009). Cerca de 10g de residuos foram imersos em NaOH 0,1mol/L e
deixados por 1 hora em autoclave, a 120°C. Apoés esfriamento a temperatura ambiente, a
amostra foi lavadas varias vezes em agua destilada para neutralizar o pH (monitorado por meio
de pHmetro), seguido por uma lavagem final. Em seguida, as amostras foram secas em estufas
e guardadas em geladeira para posterior utilizacéo.

A sacarificacdo enzimatica da biomassa foi realizada por meio da incubacdo da
biomassa pré-tratada seca em extrato enzimatico bruto ou num preparado proveniente da
operacdo dos SABs, conforme a metodologia empregada pelo mesmo autor, com modificagdes.
A propor¢do empregada na operagdo, em baldo de 250 mL de capacidade, foi de 1 grama de
biomassa para 50 mL do extrato enzimatico. Os frascos foram tampados e permaneceram sob
agitacdo em Shaker 150 rpm por 13 horas.

Medicdes de concentracdo de aglcares redutores foram realizadas durante o periodo da
hidrolise, em tempos regulares, para verificar se ocorreu producdo de glicose, 0 que

comprovaria a hidrolise do material lignocelulosico. A produtividade, em termos de glicose, foi
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calculada dividindo-se a quantidade de glicose produzida pelo tempo que o0 processo levou para
produzi-la (Baracho et al., 2009), de acordo com a Equacao 18.

AR, — AR
P=—— (18)

em que P € a produtividade (g/L.h), AR a quantidade de agUcares redutores presente no tempo
t, ARi a quantidade presente no tempo inicial e t o tempo de processo em hora.

A determinacdo dos acucares redutores foi feita com base no método fenol sulfurico
proposto por Dubois et al. (1956), o qual resume-se a desidratacdo dos acucares em meio acido
concentrado e posterior formagdo de complexo dos mesmos com fenol. Neste procedimento,
uma amostra do sobrenadante do meio reacional era retirada e diluida 200 vezes. Em seguida,
2 ml desse meio diluido era transferido para um tubo de 10 mL, onde eram adicionados 50 pL
de fenol e 5 mL de &cido sulfarico concentrado. Apos o resfriamento do meio, a cor era
analisada em espectrofotobmetro a 490 nm e comparada a um referencial, ou seja, uma curva
padrdo de glicose, a fim de apresentar o valor de absorbancia da solugdo linearmente

proporcional a concentracao de agucares totais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos deste trabalho foram todos realizados no Laboratorio de Biotecnologia
Ambiental (LABAM) da Universidade Federal de Sergipe, sendo os resultados divididos em
trés partes:

» A primeira refere-se ao levantamento de dados de equilibrio liquido-liquido dos sistemas
PEG/Citrato, com o objetivo da obtencdo dos niveis do planejamento experimental;

> A segunda refere-se & otimizagdo da purificacdo da celulase nos sistemas bifasicos aquosos
PEG/Citrato, através do estudo da influéncia da razdo de volume entre fases, da massa
molar do polimero e do comprimento de tie-line na particdo da celulase total (FPase) e da
endoglucanase (CMCase);

> A terceira discorre sobre a andlise da utilizacdo do extrato enzimatico bruto e da enzima

purificada na hidrélise da biomassa lignocelul6sica (residuos de folhas pré-tratados).

4.1 EQUILIBRIO LIQUIDO-LIQUIDO DOS SISTEMAS PEG/CITRATO

Os diagramas de fase para cada sistema PEG/Citrato, elaborados segundo método

clound point, estéo representados na Figura 11.

0,6
PEG 4000
05 | + PEG 6000
*
PEG 8000

0,4 *
— b4
E ’,
Eonsl %
o \
m
o

0,2

*
-,
0.1 o
0“
0"
¥
0 L L L ’ L L L L L
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

Citrato (m/m)

Figura 11 - Diagramas de fase (binodais) para os sistemas PEG/Citrato

Pode-se observar, a partir das binodais construidas, que o aumento da massa molar do
PEG leva a uma pequena expansao da regido bifasica. De acordo com Asenjo e Andrews

(2011), quanto maior a massa molar do polimero, menor é a concentragdo necessaria para a
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formacgdo das duas fases e, quanto maior for a diferenca entre os pesos moleculares dos
polimeros, mais assimétrica é a curva, aproximando-a da origem do diagrama de fases. Isto
ocorre devido & alta hidrofobicidade do PEG a medida que se aumenta a massa molar, o que
leva a exclusdo do polimero da mistura e, consequentemente, a formacgéo das duas fases.

A Figura 12, Figura 13 e Figura 14 apresentam o modelo de Merchuk ajustado aos dados

experimentais, bem como as linhas de amarracao para cada ponto global selecionado.
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Figura 12 - Tie-lines para o sistema PEG 4000/Citrato
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Figura 13 - Tie-lines para o sistema PEG 6000/Citrato
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Figura 14 - Tie-lines para o sistema PEG 8000/Citrato
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As composicdes de cada fase das tie-lines estudadas, bem como seu coeficiente angular

e comprimento estdo dispostos na Tabela 8.

Tabela 8 - Dados gerais das linhas de amarracéo

PEG  [wWeit]"  [weecl”  [Weir]™  [wpec]™  [Weit]*oT  [Wpeg]*oT [ TLL
10,00 20,00 5,72 28,85 18,29 2,82 -1,98 28,90

4000 15,00 15,00 3,62 36,64 22,58 0,56 -1,90 40,75
17,50 17,50 1,91 45,96 27,05 0,05 -1,88 52,34

10,00 20,00 5,93 28,32 18,63 2,31 -2,04 28,94

6000 15,00 15,00 3,70 37,91 22,07 0,65 -2,02 4155
17,50 17,50 2,25 47,17 26,45 0,07 -1,96 52,95

10,00 20,00 4,90 30,20 19,46 1,04 -2,00 32,60

8000 15,00 15,00 3,50 37,99 22,34 0,29 -2,03 42,14
17,50 17,50 2,20 48,54 26,01 0,03 -2,02 54,07

Através dos dados da tabela acima, é perceptivel que as linhas de amarracdo construidas

apresentam um coeficiente angular (inclinacdo) bem préximos, indicando que séo praticamente

paralelas. Pode-se, com isso, determinar um coeficiente médio para calcular qualquer tie-line

presente no sistema, a partir de um ponto genérico sobre a binodal. Além disso, nota-se que a

massa molar ndo influenciou significativamente nas inclinagdes e nos comprimentos das tie-

lines,

Os dados resultantes de equilibrio liquido-liquido foram inseridos no pacote LLSR do

software R para a determinacao dos niveis do planejamento experimental. A Tabela 5, presente
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na metodologia, apresenta os comprimentos de tie-line desejados determinados pelo programa,

utilizando as condigdes ja discutidos.

Tabela 9 - Matriz de planejamento fatorial 3% usada no estudo da purificacdo da celulase

o Niveis
Variaveis X) 0 1
TLL 18,10 25,20 32,29
Vr 0,25 0,50 0,75
MMeec (g/mol) 4000 6000 8000

Além da TLL desejada, o programa forneceu as composi¢des globais de citrato e PEG
necessarias para o preparo dos sistemas bifasicos, em cada combinacdo das variaveis do
planejamento experimental. A Tabela 14 contendo essas composicfes estd presente no

Apéndice | deste trabalho.

4.2 PURIFCACAO DAS CELULASES NOS SABS

O extrato bruto utilizado nos ensaios de purificacdo ndo passou por nenhum tratamento
além da filtracdo e centrifugacdo, tendo sido obtido diretamente da etapa de extracdo solido-

liquido. As caracteristicas desse extrato enzimatico estdo exibidas na Tabela 10.

Tabela 10 - Caracteristicas do extrato enzimatico utilizado nos ensaios de parti¢ao

Parametro Valor
pH 4,80
Densidade (g/mL) 1,03
Acucares Redutores (mg/mL) 0,63
Proteinas soltveis (ug/mL) 118,33
Atividade em FPase (U/mL) 0,27
Atividade em CMCase (U/mL) 1,02

Ap0os a formacdo dos SABs, constatou-se que a fase superior eraricaem PEG e a

inferior em citrato de sédio.
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4.2.1 Particdo das Endoglucanases (CMCase)

Ensaios preliminares demonstraram uma maior particdo das endoglucanases na fase
inferior. Portanto, o rendimento de recuperacdo (Y) e fator de purificacdo (PF) foram
determinados apenas para a fase rica em sal.

Os valores dos parametros: coeficiente de particdo de proteinas (Kp), coeficiente de
particdo de CMCase (Kcwmcase), rendimento de recuperagdo de atividade enzimatica na fase
inferior (Y®) e fator de purificacdo na fase inferior (FPP) estdo exibidos na Tabela 11, além das

combinagBes das varidveis de entrada propostas no planejamento experimental.

Tabela 11 - Valores das variaveis de entrada e de respostas na purificacdo da CMCase

E MM (g/mol) TLL (%)  Vr Kp  Kcmcase  YP(%)  PFb
1 4000 18,1 075 1,39 0,54 38,34 2,04
2 4000 18,1 050 223 0,51 66,20 2,97
3 4000 18,1 025 356 0,50 85,76 3,58
4 4000 25,2 075 156 0,49 40,35 2,40
5 4000 25,2 050 1,85 0,48 67,57 2,98
6 4000 25,2 025 3,77 0,45 86,87 5,33
7 4000 32,3 075 156 0,43 43,73 3,33
8 4000 32,3 050 344 0,39 72,01 5,93
9 4000 32,3 025 355 0,38 88,70 7,37
10 6000 18,1 075 1,84 0,48 40,77 2,30
11 6000 18,1 050 254 0,46 68,61 3,20
12 6000 18,1 025 414 0,42 87,75 3,99
13 6000 25,2 075 213 0,43 43,82 2,71
14 6000 25,2 050 244 0,41 71,02 3,00
15 6000 25,2 025 3,94 0,39 88,38 5,96
16 6000 32,3 075 345 0,40 45,18 4,38
17 6000 32,3 050 4,65 0,35 74,30 6,05
18 6000 32,3 025 4,20 0,31 90,69 7,73
19 8000 18,1 075 1,08 0,55 37,63 1,25
20 8000 18,1 050 1,34 0,54 64,88 2,00
21 8000 18,1 025 1,82 0,51 85,45 2,16
22 8000 25,2 075 1,09 0,59 36,15 1,28
23 8000 25,2 050 1,55 0,55 64,66 2,07
24 8000 25,2 025 2,24 0,51 85,38 2,20
25 8000 32,3 075 156 0,83 28,56 1,65
26 8000 32,3 050 157 0,78 56,30 2,32

27 8000 32,3 0,25 3,49 0,62 82,99 3,84
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Conforme mostram os dados apresentados na Tabela 11, a particdio da CMCase
apresentou os valores mais desejaveis das variaveis respostas no ensaio 18, onde se alcangcou
um coeficiente de particdo de 0,31, uma recuperacdo de atividade de 90,69 % e um fator de
purificacdo de 7,73.

Os valores do coeficiente de particdo de proteinas mostrados na Tabela 11 revelam que
as mesmas se particionaram preferencialmente na fase superior, rica em PEG, em virtude de
todos terem sido maior que a unidade (Kp >1). Embora as trés variaveis independentes tenham
influenciado na parti¢do das proteinas, os valores mais significativos do Kp sdo encontrados nos
ensaios com maior comprimento de tie-line, onde também estdo as maiores concentracdes de
citrato de sédio (Anexo I). Tal comportamento é consistente com o fato de que, quanto maior a
concentracdo de sal, menor a solubilidade da proteina na fase, direcionando sua partigdo para a
fase superior, rica em polimero, pelo efeito salting out (Lima et al., 2013).

Os coeficientes de particdo da CMCase em todos os sistemas bifasicos PEG/Citrato
foram menores que um (Kcmcase < 1), variando de 0,31 a 0,83 (Tabela 11), o que indica que a
enzima migrou preferencialmente para a fase inferior rica em citrato. De acordo com llari et al.
(2009), algumas endoglucanases produzidas por microrganismos contém uma rede de ligagdes
de hidrogénio, as quais favorecem sua particéo e afinidade para fases aquosas ricas em sal.

E importante destacar também que a particdo enzimatica foi realizada em pH 6,
conforme discutido na metodologia. Segundo Raja et al. (2011b), o efeito do pH no
particionamento de proteinas em SABs da-se por meio da alteracdo da carga liquida das
mesmas, a qual depende se o pH é maior (negativo), menor (positivo), ou igual (zero) ao ponto
isoelétrico. O ponto isoelétrico (PI) das principais endoglucanases produzidas por fungos varia
entre 3,9 e 7,5 (Ogeda e Petri, 2010), levando a possibilidade da CMCase produzida pelo
Aspergillus niger ter um Pl maior que o pH utilizado neste trabalho, carregando-a
positivamente. Nessa situacdo, a enzima concentra-se preferencialmente na fase inferior,
reduzindo o valor do coeficiente de parti¢éo.

Diferente deste trabalho, Dustet et al. (2009) verificaram uma preferéncia das CMCases
pela fase rica em PEG ao estudarem a particdo de celulases produzidas por Aspergillus niger
em SABs formados por PEG 1500 e tampéo fosfato de sodio. Nesse sistema, 0s autores
observaram uma recuperacdo de 90% da atividade enzimatica na fase superior dos SABs. Ja
Herculano et al. (2012) estudaram a particdo de celulases produzidas por Aspergillus japonicus

URM5620 em SABs formados por PEG e citrato de sodio, onde observaram um coeficiente de
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particdo maximo de 3,03 para o sistema formado por 20% de PEG 1000 e 20% de citrato de
sodio em pH 6,0

O peso molecular do PEG é um fator crucial para o particionamento de enzimas em
sistemas bifasicos PEG/Sal, porque diferentes pesos resultardo em diferentes volumes livres
disponiveis, 0 que acaba alterando a composicéo da fase (Ratagleka, 2010). Os efeitos de trés
pesos moleculares diferentes de PEG (4000, 6000 e 8000) foram investigados neste trabalho.

Os maiores YP (90,69 %) e PF® (7,73), bem como o menor Kcmcase (0,31), foram
alcancados no sistema PEG 6000/Citrato. Os resultados mostraram que mais CMCase foi
segregada para a fase inferior quando o peso molecular do polimero aumentou de 4000 para
6000 g/mol, conforme indica a diminuic¢do nos valores do coeficiente de particdo em todas as
combinagdes do planejamento experimental. O maior comprimento da cadeia do PEG 6000
reduz o volume livre da fase superior em comparacéo com o PEG 4000, levando a mais CMCase
se particionar na fase inferior rica em sal.

Uma cadeia de PEG, que é primordialmente hidrofébica, aumenta a hidrofobicidade do
sistema biféasico aquoso a medida que o peso molecular do polimero aumenta. Portanto, mais
enzima pode ser particionada para a fase inferior apds um fenémeno denominado de efeito de
excluséo de volume (Suan et al., 2011).

No entanto, o longo comprimento da cadeia do PEG 8000 diminui ainda mais o volume
livre da fase superior dos sistemas bifasicos e isso promove o particionamento de proteinas
indesejadas na fase inferior rica em sal. Essas proteinas competiriam com a CMCase por
espacos livres, resultando na repulsdo da celulase a fase superior rica em polimero ou
precipitacdo na interface apos o efeito de salting out (Coimbra et al., 2009). Assim, nos ensaios
PEG 8000/Citrato, foi observado uma reducdo nos valores de recuperacao e purificacdo em
todas as condic@es experimentais, com destaque aos menores valores de Y® (28,56%) e PF°
(1,56) simultaneamente ao maior valor do Kcmcase (0,83).

O fator de purificacdo € um pardmetro que reflete 0 aumento de pureza da enzima em
uma das fases do SAB, revelando o quanto a atividade especifica da fase aumentou em relacéo
a atividade especifica do extrato bruto, conforme Equacdo 17. O valor maximo observado foi
de 7,73 para o ensaio 18. Isso significa que na fase inferior deste SAB havia,
proporcionalmente, uma relacdo entre a atividade enzimética e a concentracdo de proteinas
totais 7,73 vezes maior que no extrato bruto.

Esse valor é superior ao observado por alguns trabalhos encontrados na literatura, entre

eles, Fischer et al. (2015), que estudaram a particdo de CMCase produzida por Aspergillus niger
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na fermentacdo semissolida de farelo de arroz e bagaco de cana. Os autores observaram um
fator de purificacdo maximo de 2,0 na fase inferior quando trabalharam com SABs compostos
por 22% PEG 2000 e tampdo citrato de pH 7,0. J& em Bispo (2015), ao estudar a purificacdo
de CMCase produzida por Trichoderma reesei na fermentacdo semissolida da palma forrageira,
foi obtido um fator de purificagdo maximo de 5,31 na fase superior e um rendimento de
recuperacao de 92 %.

Apesar da purificagdo enzimatica ser um processo complexo, influenciado por muitas
variaveis, é possivel avaliar a contribuicdo de cada parametro individual quando se varia mais
de um ao mesmo tempo. Este procedimento pode ser feito através dos resultados do
planejamento experimental, os quais podem indicar algumas tendéncias. A Figura 15 apresenta
o diagrama de Pareto com os efeitos das varidveis de entrada no rendimento de recuperacéo,
para um intervalo com 95% de confianca (com niveis de significancia, p, inferiores a 0,05).

3 3-level factors MS Residual = 568867

(3)Vr -32,5697
2by3 | 3,938442
1by3 | -3,62196
(1)PEG | 3,283011
(2)TLL | ,5387331
1by2 4639551
p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 15 - Diagrama de Pareto para o Rendimento de Recuperacdo na fase inferior (Y®)

Analisando o diagrama, percebe-se que a razéo de volume foi quem apresentou o maior
efeito estatistico na variavel resposta. Este efeito (-32,5697) indica que sdo nos menores valores
deste parametro que s@o obtidos os valores mais elevados de fator de purificacdo ou aumento
de pureza. Isto pode ser comprovado analisando os resultados da Tabela 11, onde foram

encontrados os maiores rendimentos quando V. = 0,25.
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Por definicdo da varidvel, quanto menor a razdo de volume, maior o volume da fase
inferior, rica em citrato. De acordo com Nagaraja e lyyaswami (2015), uma maior fase salina
gera maior volume livre efetivo no sistema, proporcionando particdo de moléculas que possuam
afinidade com esta fase, neste caso, a CMCase. Além disso, em baixas razdes de volume, limites
de saturacdo podem ser atingidos, levando a precipitacdo de proteinas na interface e,
consequentemente, a um aumento do fator de purificacdo da enzima na fase.

Na Figura 15, pode-se observar que o valor de TLL n&o apresentou efeito significativo
no rendimento de recuperacdo, apenas a sua combinacdo com a razdo de volume apresentou
influéncia nos resultados. A massa molar teve efeito positivo, conforme verificado na Tabela
11, pois o aumento de 4000 para 6000 g/mol gerou melhores valores de Y®.

A Figura 16 apresenta o diagrama de Pareto com os efeitos das variaveis de entrada no
fator de purificagdo, para um intervalo com 95% de confianga (com niveis de significancia, p,
inferiores a 0,05). Novamente, a razdo de volume apresentou efeito negativo, pois foram nos
menores valores dessa variavel que foram encontrados os melhores resultados da purificacao.

A teoria discutida anteriormente justifica essa andlise.

3 3-level factors; MS Residual = 5654608
(3)vr ¢ -6,52945
(2)TLL | 5,980526
(1)PEG } -5,3739
1by3 | 4 325476
2by3 -1(85246

1by3 | -, 444956

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 16 - Diagrama de Pareto para o Fator de Purificacdo (PFY).
Neste caso, o comprimento de tie-line teve um efeito positivo no fator de purificacéo,
com significancia positiva. Isto indica que nos maiores valores de TLL foram encontrados 0s

melhores resultados da purificagdo da CMCase. Isto pode ser comprovado observando a Tabela
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11, onde os maiores fatores de purificacdo (7,37;7,73) foram para ensaios com comprimento de
tie-line de 32,1 %.

O aumento do comprimento de tie-line é acompanhado, simultaneamente, pelo aumento
das concentragdes de PEG e citrato, conforme Anexo 1. De acordo com Antov et al. (2004),
com o incremento da TLL, propriedades fisicas (densidade e viscosidade) do sistema e 0
volume livre disponivel para a biomolécula-alvo também aumentam, o que leva a CMCase a
fase inferior por um fendmeno denominado de efeito de exclusdo molecular. Além disso, TLLs
mais longos também aumentam a tensdo interfacial entre as duas fases, o que facilita a
transferéncia de massa, resultando em mais CMCase para particionar na fase rica em sal
(Ramana et al., 2016).

No caso do fator de purificacdo, a Figura 16 indica que todas as varidveis tiveram efeitos
individuais significativos, com o PEG tendo significancia negativa. No caso de variagédo
simultanea, apenas a combinacao linear entre PEG e Vr teve efeito estatistico, de valor positivo,
enquanto as demais combinacbes ndo representam influéncia nos resultados da variavel de
resposta.

Para melhor visualizar os efeitos das variaveis independentes, individuais e em
combinacdo, foram construidas superficies de resposta. A Figura 17 mostra a influéncia das trés

variaveis de entrada do planejamento nos resultados do fator de purificacéo.
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Figura 17 - Superficies de resposta com a influéncia dos parametros no fator de purificacdo da
CMCase (FPY). (A) = Influéncia do comprimento de tie-line (TLL) e razdo de volume (Vr). (B) =
Influéncia da massa molar de PEG e razédo de volume (V). (C) = Influéncia da TLL e PEG

Analisando as superficies de resposta, pode-se perceber que os melhores resultados séo
obtidos quando se aumenta o comprimento de tie-line, em todas as combinacdes,
diferentemente da razéo de volume, a qual, diminuindo, aumenta-se o fator de purificacdo. Ja a
massa molar do PEG, um aumento na regido de 3000 g/mol até 6500 ocorre um aumento na
purificacdo da enzima, enquanto que um aumento de 6500 para 8000 g/mol, menores valores
séo encontrados.

Os resultados obtidos foram superiores aos apresentados por Ho et al. (2017), que
estudaram a purificacdo de carboximetilcelulase de Bacillus subtilis em sistema bifasico aquoso
PEG/Citrato. Neste trabalho, os autores encontraram um coeficiente de particdo maximo de
0,37 na fase inferior, com um rendimento de recuperacao de 88,82% e um fator de purificacdo
de 4,8. Esses resultados foram obtidos para um PEG 6000, a uma TLL de 42,16 e uma Vr de
0,29.

Para destacar o ponto 6timo do planejamento experimental, foi utilizada a funcéo
desejabilidade, a qual envolve a transformacdo de cada varidvel de resposta estimada em um
valor desejavel, o qual varia de 0 a 1. Na Figura 18, sdo apresentados os perfis da funcéo de
desejabilidade.
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Figura 18 - Perfis da fungéo desejabilidade para a CMcase.

Estes perfis mostram os valores dos pontos 6timos para as variaveis de resposta: Y"
(90,69) e PF® (7,73). Neste caso, as condi¢cdes operacionais que levam ao 6timo dessas variaveis
sdo: massa molar de PEG de 6000 g/mol, comprimento de tie-line de 32,3 e razdo de volume
de 0,25.

4.2.2 Particao da Celulase Total (FPase)

Ensaios preliminares demonstraram uma maior particdo da FPase na fase superior.
Portanto, o rendimento de recuperacdo (Y) e fator de purificacdo (PF) foram determinados
apenas para a fase rica em polimero (superior).

Os valores dos parametros: coeficiente de particdo de proteinas (Kp), coeficiente de
particdo de FPase (Krpase), rendimento de recuperacao de atividade enzimatica na fase superior
(YY) e fator de purificagdo na fase superior (FP') estdo exibidos na Tabela 12 além das

combinagBes das varidveis de entrada propostas no planejamento experimental.
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65

E MM (g/mol)  TLL Vr Kp Krpase Y'{(%) PFt
1 4000 18,1 0,75 1,39 1,70 83,65 1,80
2 4000 18,1 0,50 2,23 1,61 61,73 1,52
3 4000 18,1 0,25 3,56 1,57 34,35 1,06
4 4000 25,2 0,75 1,56 1,81 84,46 1,78
5 4000 25,2 0,50 1,85 1,73 63,42 1,76
6 4000 25,2 0,25 3,77 1,70 36,16 1,40
7 4000 32,3 0,75 1,56 2,69 86,79 2,80
8 4000 32,3 0,50 3,44 1,77 63,93 1,95
9 4000 32,3 0,25 3,55 1,76 36,93 1,60
10 6000 18,1 0,75 1,84 1,42 80,96 1,40
11 6000 18,1 0,50 2,54 1,34 57,35 1,30
12 6000 18,1 0,25 4,14 1,31 30,39 0,92
13 6000 25,2 0,75 2,13 1,47 81,52 1,43
14 6000 25,2 0,50 2,44 1,43 58,82 1,30
15 6000 25,2 0,25 3,94 1,37 31,26 1,47
16 6000 32,3 0,75 3,45 1,52 82,04 1,57
17 6000 32,3 0,50 4,65 1,35 57,49 1,33
18 6000 32,3 0,25 4,20 1,15 27,77 1,16
19 8000 18,1 0,75 1,08 1,11 76,95 0,95
20 8000 18,1 0,50 1,34 1,05 51,29 1,25
21 8000 18,1 0,25 1,82 1,05 25,82 0,88
22 8000 25,2 0,75 1,09 1,16 77,68 1,05
23 8000 25,2 0,50 1,55 1,07 51,75 1,35
24 8000 25,2 0,25 2,24 1,04 25,72 0,84
25 8000 32,3 0,75 1,56 1,22 78,59 1,34
26 8000 32,3 0,50 1,57 1,06 51,44 1,04
27 8000 32,3 0,25 3,49 1,12 27,23 0,79

Conforme mostram os dados apresentados na Tabela 12, a particdo da FPase apresentou

os valores mais desejaveis das variaveis respostas no ensaio 7, onde se alcancou um coeficiente

de particdo de 2,69, uma recuperacao de atividade de 86,79 % e um fator de purificacéo de 2,80.

Os coeficientes de particdo da FPase em todos os sistemas bifasicos PEG/Citrato foram

maiores que um (Krpase > 1), variando de 1,04 a 2,69 (Tabela 12), o que indica que a enzima

migrou preferencialmente para a fase superior rica em polimero. Estes resultados estdo em

conformidade com todos os trabalhos pesquisados na literatura, onde a celulase total migrava

preferencialmente para a fase superior.

Herculano et al. (2012) também observaram a particdo da FPase para a fase superior, ao

estudarem a recuperacdo do complexo celulolitico do Aspergillus japonicus URM5620 por



66

meio de SABs. Os autores observaram valores de coeficiente de particdo de no maximo 2,38
para sistemas formados por 24% de PEG1000, 15% de Citrato e pH 8,0. Ja Bispo (2015),
encontrou um coeficiente de particdo de 2,96 e uma recuperacdo de 87,46 para a FPase de
Trichoderma reesei na fase superior para sistema com composic¢éo de 22% de PEG 4000, 16%
de Citrato e pH 5,0.

E possivel verificar, analisando a Tabela 12, que os maiores Y! (86,79 %), PF! (2,80) e
Krprase (2,69) foram encontrados nos sistemas com PEG 4000 g/mol. Embora ndo haja uma
justificativa na literatura para a FPase ter maior afinidade com a fase polimérica, pode-se fazer
uma correlacdo com a particdo da CMCase. Como esta teve melhores resultados de particao
nos sistemas com PEG 4000 e 6000, o volume livre efetivo na fase inferior estaria reduzido
para as demais moléculas, o que favorece sua migracdo da FPase para a fase superior.

Neves et al. (2012) observaram um valor de coeficiente de particdo de 14,42 para a fitase
produzida por Absidia blakesleeana URM5604, em um SAB composto por 26% PEG 4000 e
20% citrato de sddio em pH 6,0. Assim como neste trabalho, o valor maximo obtido por esses
autores foi observado no SAB de maior concentracdo de PEG, maior concentragao de citrato,
menor massa molar de PEG e pH 6,0.

A Figura 19 apresenta o diagrama de Pareto com os efeitos das variaveis de entrada no
rendimento de recuperacdo, para um intervalo com 95% de confianca (com niveis de

significancia, p, inferiores a 0,05).

3 3-level factors; MS Residual = 285981

(3)vr ¢ 824503
(1)PEG | -3,2402
(2)TLL | 1515311
1by3 | B882768
2by3 | 4724705
1by2 | -1190553
[:I):.OS

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 19 - Diagrama de Pareto para o Rendimento de Recuperacdo na fase superior (Y?)
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Analisando a Figura 19, apenas a razdo de volume, com efeito positivo e massa molar
do PEG, com efeito negativo, de forma individual, tiveram influéncia nos resultados. Além do
comprimento de tie-line, nenhuma das combinacBes entre variaveis foram significativas na
recuperacdo da atividade.

A superficie de contorno, apresentada na Figura 20, apresenta a influéncia das duas
variaveis mais significativas nos resultados.do processo de recuperacdo. Pode-se notar, como
ja deduzido no grafico de Pareto, que sdo nos maiores valores de razdo de volume e menores
de massa molar que sao encontrados os maiores rendimentos. Para uma razio de volume grande,
maior a fase polimérica e maior a concentracao da CMCase na fase inferior, 0 que proporciona

volume livre efetivo para a FPase.
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Figura 20 - Superficie de Contorno para o Rendimento de Recuperacdo na fase inferior (Y").
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A Figura 21 apresenta o diagrama de Pareto com os efeitos das varidveis de entrada no
fator de purificacdo, para um intervalo com 95% de confianca (com niveis de significancia, p,
inferiores a 0,05). Neste caso, todas as variaveis independentes tiveram contribuigdes
individuais significativas no processo de purificacdo, podendo destacar que, novamente, a razéo
de volume foi quem apresentou o maior efeito estatistico. Sua interpretacdo indica que os

melhores resultados sdo obtidos com raz6es maiores.
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3 3-level factars; M5 Residual = 0398823

(3)Vr | 7,30077

(1)PEG | 4712229

(2)TLL | 2033557

1by2 | 270742

2by3 | 1,95118

1by3 [ -,805651

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 21 - Diagrama de Pareto para o Fator de Purificacdo na fase superior (PFY)

Além de um efeito combinado com a massa molar de PEG, o comprimento de tie-line,
de forma individual, teve uma contribuicdo estatistica relevante no fator de purificacdo, com
significancia positiva. Assim como na particdo da CMCase, isto indica que nos maiores valores
de TLL foram encontrados os melhores resultados da purificacdo da FPase. Isto pode ser
comprovado observando a Tabela 12, onde os maiores fatores de purificacdo (1,95; 2,80) foram
para ensaios com TLL de 32,3

Este efeito proporcionado pela variagdo do comprimento de tie-line foi abordado por
Barbosa et al. (2015), onde indicou-se que, com o0 aumento do TLL, a biomolécula de interesse
tende a migrar preferencialmente para uma das fases, isto €, a recuperacdo e a purificacdo sdo
mais eficientes. Esse comportamento é resultado do aumento da diferenca de composi¢éo entre
as fases, que aumenta as contribuicdes entalpicas e entropicas na transferéncia da biomolécula
para uma das fases.

A Figura 22 mostra a influéncia das trés variaveis de entrada do planejamento nos

resultados do fator de purificacdo.
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Figura 22 - Superficies de resposta com a influéncia dos parametros no fator de purificacdo da FPase
(FPY. (A) = Influéncia do comprimento de tie-line (TLL) e razéo de volume (Vr). (B) = Influéncia da
massa molar de PEG e razéo de volume (Vr). (C) = Influéncia da TLL e PEG.

A Figura 22 A mostra uma relagdo muito clara entre os pardmetros no fator de
purificacdo da FPase, em que os melhores resultados sdo encontrados para razGes de volumes
e comprimentos de tie-line maiores. Na Figura 12 (B), pode-se perceber que a massa molar do
PEG néo teve grande influéncia, embora revele que maiores purificacdes séo obtidas com
massas molares menores. A Figura 12 (C) revela as mesmas tendéncias discutidas para as
Figuras 12 (A) e (B).
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E importante destacar que os fatores de purificacdo da FPase sd0 bem menores que 0s
determinados para a CMCase, devido a maior concentracdo de proteinas na fase rica em
polimero. Ainda assim, os resultados sdo superiores aos encontrados por Neves et al. (2012),
0s quais observaram um valor de fator de purificacdo de 1,75 para a fitase produzida por Absidia
blakesleeana URM5604, em SABs formados por PEG 4000 e citrato de sodio de pH 6. Ja
Yiicekan e Onal (2011), encontraram valores de fator de purificacdo de até 3,3 para a particéo
da invertase do tomate em SABs formados por PEG 2000 e sulfato de sddio em pH 5,0.

Na Figura 23, séo apresentados os perfis da funcdo de desejabilidade com os valores

mais desejaveis das varidveis independentes e valores 6timos encontrados para as variaveis de

resposta.
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Figura 23 - Perfis da funcédo desejabilidade para a PFase.

Estes perfis mostram que os valores dos pontos 6timos para as variaveis de resposta
foram: Y'(86,79) e PF' (2,80). Neste caso, as condicdes operacionais que levam ao 6timo dessas
variaveis sdo: massa molar de PEG de 4000 g/mol, comprimento de tie-line de 32,3 e razéo de

volume de 0,75.
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4.3 HIDROLISE ENZIMATICA DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Esta etapa do trabalho visou a comparacdo da eficiéncia no processo de hidrdlise de
biomassa entre o extrato bruto e a enzima purificada. A solu¢do enzimética purificada foi
preparada utilizando as condigdes 6timas do planejamento experimental, ou seja, de massa
molar do polimero, comprimento de tie-line e razdo de volume, tanto para a FPase quanto para
a CMCase. O extrato enzimético utilizado nos ensaios de hidrolise apresentou os valores de
atividade e glicose inicial apresentados na tabela 10.

Como foram empregados 25 mL do extrato para cada baldo contendo 0,5 g de biomassa,
de acordo com a metodologia de Sukumaran et al. (2009) havia na mistura reacional um total
de 9,05U de CMCase, 5,05 U de FPase. Essa quantidade de unidades enzimaticas foi utilizada
como padrdo na metodologia da hidrolise, ou seja, o preparado enzimatico purificado deveria
conter a mesma quantidade. Para isso, foi feita uma coleta de fases do processo de purificacdo
de forma adequada a fim de se atingir esse valor.

O preparado final enzimatico teve um volume de 30 mL, contendo a mesma quantidade
de unidades do extrato utilizado. A coleta das fases foi feita de forma estratégica a se obter
menos PEG possivel das fases, para que ndo houvesse interferéncia na hidrélise. Neste caso,
pela proporc¢éo, a quantidade de biomassa utilizada no processo de hidrolise foi de 0,6 g.

Partindo-se de uma concentracao inicial de agUcares redutores, o processo de hidrolise
foi acompanhado por 13 horas, com analises da concentracéo de glicose no meio reacional em

intervalos regulares de 1 hora, como mostra a Figura 24.
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Figura 24 - Processo de hidrolise da biomassa pelo extrato bruto e enzima purificada.
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Analisando a Figura 24, € possivel perceber aumento na concentracdo de agUcares
redutores (glicose) durante o periodo de 13 horas de processo, o que significa que as enzimas,
tanto do extrato quanto do preparado purificado, foram capazes de catalisar a clivagem da
celulose da biomassa dos residuos de folha em agUcares redutores.

No geral, a concentracao de glicose no meio catalisado pela enzima purificada foi maior,
obtendo-se um valor maximo de 6,07 g/L frente a 4,89 g/L para o extrato bruto. De acordo com
Ogeda e Petri (2010), durante o processo o processo de purificacdo, inibidores de atividade
enzimética e proteases podem ser removidos do meio, 0 que pode justificar uma melhor
producdo de glicose pelo preparado em relacao ao extrato bruto.

Observa-se gue, a partir de 8 horas, a concentracdo de glicose nos sistemas comeca a
ficar constante, o que indica que a biomassa ja pode ter sido quase toda hidrolisada. A
produtividade mé&xima ocorre nas primeiras horas do processo, conforme valores apresentados
na Tabela 13.

Tabela 13 - Produtividade da glicose para a hidrélise da biomassa lignocelul6sica

Tempo (h) Pextrato Bruto (9/L.h) Peurrificado (9/L.h)
1 0,650 0,872
2 0,504 0,628
3 0,417 0,552
4 0,358 0,495
5 0,322 0,454
6 0,319 0,421
7 0,306 0,378
8 0,282 0,345
9 0,259 0,315
10 0,238 0,287
11 0,221 0,262
12 0,205 0,241
13 0,188 0,221

Ogeda e Petri (2010) apontam que a reducdo na produtividade de glicose pode ser
causada por inibicdo pelos produtos da hidrélise, como glicose e celobiose. Portanto, esta etapa
pode ainda ser otimizada, seja com 0 aumento da concentracdo do extrato, com a otimizacao

do preparado purificado ou com o melhoramento do pre-tratamento da biomassa. Destaca-se
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ainda que, estes ensaios demonstram ser o residuo de folhas urbanas uma fonte de celulose que
pode ser hidrolisada e convertida em glicose.

Embora os valores de conversdo obtidos sejam baixos, deve-se levar em consideragao
o fato do extrato bruto néo ter passado por nenhum processo de concentracdo e apresentar
valores baixos de atividade por encontrar-se diluido.

Sukumaran et al. (2009), por exemplo, obtiveram concentracdes de 14,20 g/L, 26,30
g/L e 17,79 g/L de glicose ao final de 48 horas na hidrélise de bagaco de cana, palha de arroz e
biomassa de aguapé, respectivamente. Porém, o extrato enzimatico utilizado, de Trichoderma
Reesei RUT 30 produzido na fermentacdo semissolida do farelo de trigo, teve os valores em
atividade das celulases aumentadas em dez vezes atraves de uma precipitacdo com acetona. Ja
Bispo (2015), obteve concentracdo e produtividade méaximas de 3,016 g/L e 0,334 g/L.h na
hidrdlise da biomassa da palma forrageira, utilizado um extrato bruto sem estar concentrado e
produzido na fermentagdo semissolida de Trichoderma reesei LCB 48.

Para a utilizacdo das celulases produzidas na hidrélise de matérias lignoceluldsicos, é
interessante a producdo de extratos que aproveitem o maximo da sinergia entre as celulases,
sendo a atividade FPase, CMCase e celobiase muito importante nesse processo. Dessa forma,
um processo que consiga enriquecer a presenca dessas enzimas no extrato produzido,
certamente levara a uma maior eficiéncia da aplicacdo do mesmo.

A purificacdo de enzimas individuais é de interesse quando se quer recuperar apenas a
enzima alvo. No caso das celulases destinadas a processos de hidrélise de biomassa, é
interessante que se tenha um preparado enzimatico composto por todas as enzimas que atuam
na conversao da celulose em glicose. Portanto, os resultados da particdo obtidos neste trabalho
podem servir de ponto de partida para um estudo maior de otimizacdo nos SABs, seja testando
niveis diferentes ou estudando outros parametros que ndo foram testados, para se obter enzimas

em proporg¢des otimizadas e aplica-las, de forma mais eficiente, na conversdo de agucares.
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5 CONCLUSAO

As metodologias empregadas nesse trabalho foram eficientes na caracterizacdo dos
sistemas bifasicos aquosos, compostos por PEG de diferentes massas molares e tampao citrato
de sédio. Os diagramas de fase (binodais) construidos mostraram um aumento da regido bifasica
a medida que se aumentou a massa molar do polimero, em virtude do aumento da
hidrofobicidade do mesmo. Além disso, conclui-se que as linhas de amarracao de cada sistema
sdo praticamente paralelas, podendo-se estabelecer um coeficiente angular médio, e que a massa
molar do PEG néo influenciou significativamente na inclinagcdo e nem nos comprimentos das
tie-lines.

Os SABs formados por PEG e citrato de s6dio mostraram-se adequados como etapa de
recuperacdo e purificacdo de celulases obtidas da fermentagdo semissdlida de residuos de
folhas. As variaveis de entrada (massa molar do PEG, razdo de volume e comprimento de tie-
line) estudadas neste trabalho conseguiram demonstrar influéncias estatisticas significativas na
recuperacdo das enzimas a partir do caldo fermentado, disponibilizando condi¢bes de
diferenciacdo entre pontos 6timos.

Através da andlise do coeficiente de particdo, a recuperacdo da CMCase demonstrou
gue a enzima particionou-se preferencialmente pela fase rica em sal (inferior), obtendo-se um
Kcmcase minimo de 0,31. Este mesmo ensaio foi acompanhado do maior fator de purificacdo
(PF® = 7,73) e rendimento de recuperacéo da atividade (Y® = 90,69%), quando se empregou
condigBes operacionais de PEG (6000), Vr de 0,25 e TLL de 32,3. A raz&o de volumes e o
comprimento de tie-line foram as varidveis estudadas neste trabalho que apresentaram 0s
maiores efeitos estatisticos na particdo da carboximetil celulase nos SABs.

Além das proteinas, a celulase total apresentou preferéncia pela fase superior, rica em
PEG, obtendo-se coeficientes de particdo maximos de Ky = 4,20 e Krpase = 2,69. O ensaio que
apresentou a maior particdo da enzima foi acompanhado da melhor purificagdo (PF' = 2,80) e
recuperacdo da atividade (Y'= 86,79%), quando se empregou condicdes operacionais de PEG
4000, Vrde 0,75 e TLL 32,3. A razédo de volume e a massa molar do PEG foram os fatores que
mais influenciaram estatisticamente a particdo da FPase no SABs.

As celulases presentes no caldo fermentado e no preparado enzimatico purificado
demonstraram possuir potencial aplicagdo na hidrolise de materiais lignoceluldsicos. Os
residuos de folhas mostraram-se Uteis na producéo de glicose por meio da hidrélise enzimatica,

obtendo-se um valor maximo de 6,07 g/L, quando hidrolisado pela enzima purificada, e de 4,89
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o/L quando hidrolisado pela enzima no extrato bruto. No geral, a enzima purificada apresentou
uma melhor eficiéncia na hidrolise da biomassa, com uma produtividade maxima de glicose de
0,872 (g/L.h) frente a 0,650 (g/L.h) do extrato bruto. Com isso, pode-se concluir que a
purificacdo nos sistemas bifasicos aquosos PEG/Citrato é uma excelente estratégia para a
recuperacdo da celulase, tendo em vista que as mesmas nao apresentaram perda de sua atividade
catalitica.

Como sugestdes para trabalhos futuros, podem-se destacar: a ampliagdo dos niveis do
planejamento fatorial, através de comprimentos de tie-lines maiores e diferentes razdes de volume,
determinacdo de parametros cinéticos da hidrdlise enzimatica, um estudo mais aprofundado da
hidrélise da biomassa através de um planejamento fatorial, com inclusdo de tempo, diferentes
residuos lignocelulésicos e manipulacdo da quantidade de unidades enziméticas no processo, entre

outros.



6 APENDICE

Tabela 14 - Composicdo em massa dos sistemas bifasicos empregas na purificacdo das celulases
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E MM (g/mol) TLL  Vr  Citrato (%) PEG (%) H20 (%)
1 4000 181 0,75 10,42 16,96 72,62
2 4000 181 0,50 12,50 12,94 74,56
3 4000 181 0,25 14,57 8,92 76,51
4 4000 252 0,75 9,65 19,97 70,38
5 4000 252 0,50 12,54 14,37 73,09
6 4000 252 0,25 15,43 8,77 75,79
7 4000 323 075 9,00 23,38 67,62
8 4000 323 050 12,71 16,21 71,08
9 4000 323 025 16,41 9,04 74,55
10 6000 181 0,75 10,36 16,58 73,05
11 6000 181 0,50 12,38 12,53 75,09
12 6000 181 0,25 14,39 8,48 77,13
13 6000 252 0,75 9,60 19,73 70,67
14 6000 252 0,50 12,40 14,09 73,51
15 6000 252 0,25 15,21 8,45 76,34
16 6000 323 075 8,95 23,29 67,76
17 6000 323 050 12,54 16,06 71,40
18 6000 323 025 16,13 8,83 75,03
19 8000 181 075 9,59 15,85 74,55
20 8000 181 0,50 11,61 11,80 76,59
21 8000 181 0,25 13,63 7,75 78,62
22 8000 252 0,75 9,00 19,07 71,93
23 8000 252 0,50 11,81 13,43 74,76
24 8000 252 0,25 14,62 7,79 77,59
25 8000 323 075 8,54 2277 68,68
26 8000 323 050 12,14 15,54 72,31
27 8000 323 025 15,74 8,32 75,94
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