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RESUMO

Xilo-oligossacarideos (XOS) s&o polimeros de xilose de cadeia curta (2 a 7 unidades) que podem ser
obtidos por hidrolise enzimatica da xilana presente na fracdo de hemicelulose dos materiais
lignocelulésicos. XOS possuem um grande potencial como ingredientes prebidticos, e quando incorporados
na dieta, podem fornecer muitos beneficios a saide. O interesse mundial no aproveitamento de residuos
lignocelulésicos é cada vez maior, e no cenario nacional a casca de soja se destaca como um potencial
residuo da agroindustria brasileira. Para viabilizar a bioconversao desses residuos em produtos de interesse
comercial (etanol 2G e XOS, por exemplo) sdo necessarios pré-tratamentos, que atuam
desconstituindo/desorganizando a estrutura altamente recalcitrante do complexo lignoceluldsico e
separando as fracOes principais da biomassa: celulose, hemicelulose e lignina. Neste contexto, este trabalho
teve por objetivo avaliar diferentes pré-tratamentos da biomassa para produzir sequencialmente XOS por
acdo de uma endoxilanase de Bacillus subtilis. Inicialmente as condi¢cdes de maxima atividade catalitica
dessa enzima foram avaliadas variando pH, tampdo e temperatura. Dentre as variaveis estudadas, as que
contribuiram para uma melhor atividade da endoxilanase foram tampéo citrato de sédio (50mM) pH 5,5 e
45 °C. A casca de soja in natura (previamente caracterizada quimicamente) foi hidrolisada com
endoxilanase solUvel com diferentes cargas enzimaticas (40, 80 e 100 U/g casca) nas condicdes de pH e
temperatura pré-estabelecidas, produzindo em média 55 mg de AR/g biomassa seca. Esse resultado,
embora pouco expressivo, demonstrou a viabilidade da producdo de XOS a partir de casca de soja,
requerendo, entretanto, um pré-tratamento adequado para melhorar a acessibilidade da endoxilanase a
fracdo C-5 da biomassa. Os pré-tratamentos avaliados foram a desproteinizacdo enzimatica da casca, pré-
tratamento com perdxido de hidrogénio e &cido acético e pré-tratamento organossolve-etanol, variando
nestes, as concentragfes de solventes, tempo de reacdo e pré-tratamentos sequenciais. Adicionalmente,
realizou-se a hidrolise enzimatica da casca de soja in natura em reator micro-ondas. A desproteinizacdo da
casca de soja mostrou-se ineficiente para a hidrélise da fracdo sdlida remanescente com endoxilanase
(producdo de 30 mg de AR/g biomassa seca), embora esse pre-tratamento permita a recuperagdo de
proteinas como um hidrolisado de alto valor nutricional. O pré-tratamento com peréxido de hidrogénio (5
M, 1 h) para casca de soja desproteinizada removeu 56% de lignina sem perdas de celulose, entretanto, este
pre-tratamento ndo contribuiu para uma eficiente atuacdo da endoxilanase sobre a fracdo hemicelulosica
(producéo de aproximadamente 30 mg de AR/g biomassa seca). O pré-tratamento organossolve-etanol 50%
(v/v) da casca de soja desproteinizada removeu em torno de 50% de lignina com baixa solubilizagdo de
hemicelulose (< 17%), gerando, portanto, um liquido com baixa concentracdo de substrato para a acao da
endoxilanase. Os pré-tratamentos organossolve-etanol 50 e 70% (v/v) da casca de soja in natura foram
capazes de solubilizar em torno de 30% da hemicelulose, sendo possivel a producéo de 76 e 49 mg de
AR/g de biomassa seca, respectivamente, apds hidrdlise com endoxilanase. Por fim, a acdo das micro-
ondas sobre a biomassa lignoceluldsica provavelmente reduziu a recalcitrancia da biomassa, pois a
hidrolise da casca in natura com endoxilanase (100 U/g de casca) produziu aproximadamente 100 mg de
AR/g de biomassa seca, ao contrario da hidrolise conduzida em reator com aquecimento convencional que
produziu em torno de 52 mg de AR/g de biomassa seca. Os resultados deste trabalho indicam que a
combinacdo de irradiacdo micro-ondas e hidrdlise enzimética pode ser uma alternativa promissora para a
producdo de XOS.

Palavras chave: casca de soja; Xilo-oligossacarideos; pré-tratamentos; reator micro-ondas; hidrolise
enzimatica.






ABSTRACT

Xylooligosaccharides (XOS) are short-chain polymers of xylose (2 to 7 units) which can be
produced by enzymatic hydrolysis of the xylan from the lignocellulosic feedstocks. XOS have a great
potential as probiotic ingredients, and when they are incorporated in diets, they can provide many
health benefits. The worldwide interest in the use of lignocellulosic residues is constantly growing, and
in this scenario the soybean hull arises as a potential residue of the Brazilian agroindustry. The
bioconversion of these residues to value-added products requires suitable pretreatments to
deconstruct/disorganize the recalcitrant lignocellulosic complex, separating its main fractions:
cellulose, hemicellulose, and lignin. In this context, this work did evaluate different biomass
pretreatments aiming to produce XOS by the action of a Bacillus subtilis endoxylanase. Initially, the
conditions for maximum catalytic activity of this enzyme were evaluated changing pH, buffer, and
temperature. Among these parameters, 50 mM citrate buffer, pH 5.5, and 45 °C were the one that gave
highest activity. The in nature soybean hull (previously chemically characterized) was hydrolyzed
with soluble endoxylanase with different enzyme loads (40, 80, and 100 U/g biomass) under pre-
established pH and temperature, producing around 55 mg RS/g dry biomass. This result, though little
expressive, showed the viability of XOS production from soybean hull. However, this approach
requires a suitable pretreatment of the lignocellulosic biomass to improve the endoxylanase
accessibility to the C-5 fraction. Several pretreatments were performed in the soybean hulls, such as,
enzymatic deproteinization, hydrogen peroxide/acetic acid pretreatment, and organosolv-ethanol
pretreatment. For some pretreatments, reagent concentration and reaction time were evaluated, as well
as, sequential pretreatment. Besides, enzymatic hydrolysis of the in nature soybean hull under
microwave irradiation was also evaluated. The deproteinization of the soybean hull was not very
efficient to the enzymatic hydrolysis of the remnant solid (production of 30 mg RS/dry biomass).
However, this pretreatment allows the protein recovery as a high nutritional value hydrolysate. The
pretreatment of the deproteinized soybean hulls with hydrogen peroxide solution (5 M, 1 h) removed
56% lignin without cellulose losses. However, this pretreatment did not contribute to an efficient
action of the endoxylanase to the hemicellulose fraction (production of around 30 mg RS/g dry
biomass). The organosolv-(50% v/v)ethanol pretreatment of the deproteinized soybean hulls promoted
the removal of around 50% lignin, with low solubilization of hemicellulose (<17%), producing a poor
substrate for the endoxylanase. The organosolv pretreatments with 50 and 70% (v/v) ethanol of the in
nature soybean hull were able to solubilize around 30% hemicellulose, allowing the production of
around 76 and 49 mg RS/g dry biomass, respectively, after hydrolysis with endoxylanase. Finally, the
microwave action on the lignocellulosic biomass probably decreased the biomass recalcitrance,
because the hydrolysis of the in nature soybean hulls catalyzed by the endoxylanase (100 IU / g of
biomass) yielded approximately 100 mg of RS/g dry biomass. On the other hand, the hydrolysis
performed in a reactor under conventional heating produced only 52 mg RS/g dry biomass. The results
of this work did show that the combination of microwave irradiation and enzymatic hydrolysis might
be a promising alternative to produce XOS.

Keywords: soybean hulls; xylo-oligosaccharides; pretreatments; microwave reactor; enzymatic
hydrolysis.
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Minicial: Massa inicial seca de material lignocelulosico (g)

M-O: micro-ondas

My: massa de xilose livre quantificada na fracdo liquida (g)

Mx+: massa de xilose total quantificada apds hidrolise acida (g)

Miilo-oligomeros: Massa de xilo-oligémeros (g)

Myr: massa de xilose tedrica presente na biomassa submetida a hidrolise enzimatica (g)
Rx: rendimento de extracao de xilose (%)

Ruilo-oligomeros: rendimento de extracéo de xilo-oligdmeros (%)

U: Unidade de atividade enzimatica (1 umol de produto/minuto)

UV: Ultravioleta

Vamostra: VOlume da amostra em mL

VHcei: Volume de acido gasto na titulagéo (mL)

X2, X3, X4, X5, X6: xilobiose, xilotriose, xilotetraose, xilopentose, xilohexose

XOS: Xilo-oligossacarideos



€1: absortividade do MF (146,85 L/g)
€2: absortividade do HMF (144 L/qg)

n: Rendimento méssico
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1. INTRODUCAO

Grandes quantidades de residuos lignoceluldsicos sdo geradas constantemente
na agroinduastria. Sem alto valor comercial, a industria destina a maior parte destes residuos
para a queima ou para alimentacdo animal. No entanto, esses residuos sdo potencialmente
importantes para a geracdo de produtos de valor agregado, dentre eles estd o etanol de
segunda geracdo (E2G). Para que a producdo de E2G seja economicamente viavel, faz-se
necessario a aplicacdo do conceito de biorefinaria, em que todas as fracfes da biomassa
lignocelulésica sdo utilizadas para a geracdo de produtos de interesse comercial. Como
exemplo, a hemicelulose, rica em xilana, pode ser utilizada na produgdo de xilose, xilitol,
E2G e xilo-oligossacarideos (BRAGATTO; SEGATO; SQUINA, 2013; MANDELLI et al.,
2014).

Dentre os residuos lignocelulésicos mais abundantes da agroinddstria brasileira
esta a casca de soja. O Brasil é atualmente o segundo maior produtor mundial do gréo de soja,
com estimativa de producdo para a safra de 2014/2015 de 93,2 milhdes de toneladas
(CONAB, 2015). Considerando que a casca de soja corresponde de 8 a 10% do grdo
(GNANASAMBANDAM; PROCTOR, 1999), estima-se uma geracdo em torno de 7,4
milhdes de toneladas de casca.

A casca de soja possui uma composicdo quimica que varia de 29-51% de
celulose, 10-20% de hemicelulose, 2-9% de lignina, 4-8% de pectinas, 9-15% de proteinas, e
compostos organicos e inorganicos em menor quantidade, como extrativos e cinzas. Devido
ao alto contetido de proteinas, a casca de soja € atualmente destinada a alimentacdo animal
(MIELENZ; BARDSLEY; WYMAN, 2009; ROJAS et al., 2014).

A xilana é a principal cadeia linear (espinha dorsal) que compde a
hemicelulose, um dos polissacarideos mais comuns na natureza (SAHA, 2003). Este
polissacarideo forma ligages covalentes com moléculas de lignina e ligagdes de hidrogénio
com moléculas de celulose, desempenhando uma importante funcdo estrutural nas células
vegetais. A hemicelulose € constituida por aproximadamente 90% de D-xilose e 10% de L-
arabinose, possuindo ramificagfes (LIMAYEM; RICKE, 2012) e baixo grau de polimerizagéo
(~200) (KESHWANI, 2010).

Xilo-oligossacarideos (XOS) séo polimeros de cadeia curta (2 a 7 unidades de
xilose e suas variagdes, tais como arabino-xilo-oligossacarideos) (NABARLATZ;
EBRINGEROVA; MONTANE, 2007), obtidos por hidrdlise das cadeias de xilana da fragio
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hemicelulésica. Os XOS com 2 a 4 unidades de xilose sdo importantes insumos para a
indastria de alimentos e de farmacos, sendo classificados como ingredientes prebidticos
benéficos a saude humana, auxiliando o aumento da populacdo de bactérias probioticas
(bifidobactérias e bactérias lacteas) que metabolizam os XOS produzindo &cidos graxos de
cadeia curta, responsaveis por melhorar a satde do ser humano como um todo (BRAGATTO,;
SEGATO; SQUINA, 2013; VAZQUEZ et al., 2000). Além disso, tem sido reportado que 0s
XOS contribuem para a reducdo do colesterol e de lesdes pré-cancerosas e melhoram a
disponibilidade bioldgica de calcio (MADHUKUMAR; MURALIKRISHNA, 2010).

Para a producdo de XOS, a xilana pode ser hidrolisada enzimaticamente com
endoxilanases. Diferente das B-xilosidases que atuam quebrando a xilana em seus monémeros
(xilose), as endoxilanases atuam hidrolisando randomicamente as liga¢des glicosidicas -1,4
da xilana, produzindo os oligossacarideos de alto valor agregado (BRAGATTO; SEGATO;
SQUINA, 2013). Entretanto, devido a presenca de lignina na biomassa lignocelul6sica, a
hidrolise enzimatica pode ser dificultada. Assim, fazem-se necessarios pré-tratamentos
(fisicos, quimicos, biolégicos ou a combinacdo destes) para remover/redistribuir a lignina e
aumentar a susceptibilidade da hemicelulose ao ataque enziméatico (BRAGATTO; SEGATO;
SQUINA, 2013).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar a acdo de uma
endoxilanase recombinante de Bacillus subtilis sobre a casca de soja in natura e pré-tratada,

visando a producéo de xilo-oligossacarideos.

1.1. Objetivo geral

Estudar melhores condi¢cdes para producdo de xilo-oligossacarideos por rota
enzimatica em reator de aquecimento convencional e micro-ondas, utilizando uma
endoxilanase recombinante de Bacillus subtilis a partir da casca de soja in natura ou pré-
tratada por perdxido de hidrogénio/acido acético, desproteinizacdo enzimatica e organossolve-

etanol.

1.1.1. Objetivos especificos

o Analisar a influéncia do pH, tampéo e temperatura para obter melhor

atividade da endoxilanase recombinante de Bacillus subtilis;
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o Caracterizar a casca de soja in natura quanto a sua composi¢do
quimica;

o Avaliar o perfil das hidrolises enzimaticas ao longo do tempo, variando-
se a carga enzimatica;

o Analisar a influéncia de pré-tratamentos da casca de soja in natura para
melhor disposicéo da fracdo de hemicelulose;

o Avaliar o efeito dos pré-tratamentos na hidrolise enzimatica com a
endoxilanase recombinante de Bacillus subtilis;

o Comparar a hidrélise enzimatica em reator por aquecimento
convencional com o aguecimento por micro-ondas;

. Analisar os produtos de hidrolise na fracdo liquida para concentracdo de

acucares redutores e XOS formados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Soja: caracteristicas e origem

A soja (Glycine max), atualmente cultivada em todo o mundo, é fruto do
melhoramento de plantas rasteiras que habitavam a China antiga, principalmente ao longo do
Rio Amarelo. Uma das primeiras plantas cultivadas teve iniciada sua exploracdo no
continente americano apenas no comec¢o do século XX pelos Estados Unidos, e hoje possuli
como principais produtores, Brasil, Estados Unidos, Argentina, China e india, totalizando
uma producdo mundial em torno de 318 milhdes de toneladas em 2015 (EMBRAPA, 2000;
USDA, 2015).

Os primeiros estudos sobre a soja em solo brasileiro foram realizados em 1882.
Introduzida via Estados Unidos, a soja dessa epoca, assim como naquele pais, era estudada
como cultura forrageira. A partir da década de 1960, com incentivos financeiros oferecidos
pelo governo brasileiro e o crescimento significativo da producdo na década seguinte, a soja
comecou a se consolidar como principal cultura do agronegécio brasileiro, apresentando nas
décadas seguintes grandes crescimentos da producdo e crescimento expressivo da area
cultivada. A soja gerou uma revolucdo socioecondmica e tecnoldgica comparada ao ocorrido
com a cana-de-agUcar no Brasil Coldnia e o café no Brasil Império/Republica, impulsionando
a interiorizacdo da populacdo brasileira e a aceleracdo da urbanizacdo do pais (EMBRAPA,
2000).

Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor mundial do grdo de soja, com
estimativa de producdo para a safra de 2014/2015 de 96,05 milhdes de toneladas (CONAB,
2015).

Da familia das leguminosas, assim como o feijao, ervilha e outros, a soja
possui um papel muito importante na dieta alimentar, com um grdo rico em proteinas,
minerais e algumas importantes vitaminas, como a riboflavina e niacina, que desempenham

importante papel no metabolismo humano (EMBRAPA, 2000).

2.2. A casca de soja

A casca de soja (CS), Figura 1, € o principal subproduto da inddstria
processadora de soja, principalmente da producdo de 6leo de soja, farelo de soja, lecitina e
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outros produtos de alto teor proteico (MANDARINO; ROESSING, 2001). Correspondendo
de 8 a 10% do peso do gréo de soja inteiro, pode-se estimar que a producdo de casca de soja
alcance cerca de 7,4 milhdes de toneladas na safra de 2014/2015 (GNANASAMBANDAM,;
PROCTOR, 1999).

Figura 1 — Casca de soja in natura.

Fonte: Acervo pessoal

A CS é removida mecanicamente nas primeiras etapas do processamento,
quando os graos sao quebrados e as cascas removidas por aspiracdo. Esta etapa de aspiragdo é
realizada para aumentar a porcentagem de proteinas no farelo de soja, obtendo-se um aumento
de 6 a 8% de proteina bruta no farelo final sem casca, o qual contem de 48 a 50% de proteina
bruta (SANTOS, 2008; FERREIRA, 2008; TURINO, 2003).

Sem utilizacdo na industria, a casa de soja é atualmente comercializada como
racdo animal. Considerada um suplemento energético com desempenho comparavel ao do
milho, devido & alta digestibilidade da parede celular e altas concentragdes de celulose e
proteinas, a CS é utilizada na dieta de ruminantes, racdes com baixo teor de gordura para
animais domeésticos e aditivos de massa em alimentos (ALEMDAR; SAIN, 2008; SANTOS,
2008).

A composicdo quimica da casca de soja pode variar em funcéo da eficiéncia do
processo de extracdo, que é realizada com maior ou menor intensidade visando maiores ou
menores concentracdes de proteina no farelo. Consequentemente, as composi¢cdes podem
variar de 29-51% de celulose, 10-20% de hemicelulose, 2-9% de lignina, 4-8% de pectinas, 9-
15% de proteinas, e compostos organicos e inorganicos em menor quantidade, como
extrativos e cinzas (MIELENZ; BARDSLEY; WYMAN, 2009; ROJAS et al., 2014).
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Com uma mistura Unica de carboidratos, concentragBes significativas de
proteinas e baixas concentracdes de lignina, comparado com outras biomassas, a casca de soja
é uma fonte atrativa de acUcares fermentesciveis, Xxilo-oligossacarideos e hidrolisados
proteicos (MIELENZ; BARDSLEY; WYMAN, 2009; MIELENZ, 2001).

2.3. Complexo lignocelulésico

Com um répido aumento na demanda mundial de etanol e as limitacdes de se
aumentar a producdo atual, baseada no amido de milho e na cana-de-aglcar, sem competir
com a agricultura de alimentos e depender das limitacGes climaticas, surgem com grande
potencial de aumento da producdo de etanol, os materiais lignocelulésicos (gramineas,
madeiras e residuos agricolas), com abundancia em quase todo mundo e baixo valor
comercial (KESHWANI, 2010).

A estrutura geral do complexo lignocelulésico (Figura 2) é formada por longas
cadeias de celulose interligadas por ligaces de hidrogénio com moléculas de hemicelulose
entrelacadas, formando uma estrutura altamente complexa que é protegida por lignina,
presente na parede celular vegetal. Esta estrutura também possui pequenas concentracfes de
pectinas, compostos inorganicos, proteinas e extrativos, variando suas concentracbes de

acordo com as espécies, tecidos e tempo de crescimento (BRANDT et al., 2013a).

Figura 2 — Estrutura geral do complexo lignocelulésico.

Parede celular vegetal Celulose

N“d Of\bf

'{' 'r”* Hemicelulose

.ww -u (principalmente xilana)

Lignina

Fonte: Adaptado de RATANAKHANOKCHAI et al. (2013).
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Para a conversdo dos materiais lignocelul6sicos em etanol sdo necessarias trés
etapas principais, sendo essas: pré-tratamento, hidrélise e fermentacdo. Na etapa de pré-
tratamento € desconstituida/desorganizada a estrutura complexa lignocelulésica, tornando
acessiveis na etapa de hidrdlise as moléculas de celulose e hemicelulose, que serdo
hidrolisadas em suas fracbes monoméricas de glicose e xilose, respectivamente. Finalmente,
na etapa de fermentacdo, os agucares fermentesciveis liberados na etapa de hidrdlise serdo
convertidos em etanol (SAXENA; ADHIKARI; GOYAL, 2009).

2.3.1. Celulose

A celulose € o carboidrato mais abundante na natureza e o principal
componente da parede vegetal; € um homopolissacarideo linear formado por unidades de B-
D-glicopiranose (CsH100s5)n que se unem entre si via ligacdo glicosidica p-1,4 formando a
unidade repetitiva de celobiose, conforme ilustrado na Figura 3 (MAKI-ARVELA et al.,
2011; O’SULLIVAN, 1997).

Figura 3 — Representacdo da estrutura de celulose mostrando a ligagdo B-1,4 entre unidades de D-
glicopiranose, as quais formam as cadeias lineares formando a celulose cristalina que por sua vez
compdem a microfibrila.

OH Q HO7-. OH _OH Q Hoz . OH
HO % (0281 ) A
HO‘ O#O}OH ! HO‘ O}O}OH !

|
Glicose Celobiose

J)))J.))J.)JJJ))JJ)JJ)JJ

*{) PIIIIIIIIIIIIIIIIIIINI

JJJJJJJ)J)J)J)J)JJJ)JJJ
Celulose cristalina

Celulose microfibrila

Fonte: Adaptado de US DOE (2007)
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O angulo formado pela ligacdo glicosidica -1,4 resulta em uma estrutura
linear com forte tendéncia para formar ligacdes de hidrogénio intramoleculares (entre grupos
hidroxila da mesma molécula) e intermoleulares (entre grupos hidroxilas de cadeias
adjacentes), levando a formacgdo de uma estrutura resistente, as microfibrilas, que constituem
a fibrila de celulose (KESHWANI, 2010).

O agregado de cadeias de celulose formado nas microfibrilas possui regides
cristalinas, que séo fortemente organizadas com uma grande resisténcia, e regides amorfas,
que possuem uma menor orientacdo entre as moléculas e maior flexibilidade. As propriedades
de grau de cristalinidade, grau de polimerizacdo e a largura das microfibrilas variam de
acordo com a fonte do material, a idade e o pré-tratamento que a fibra foi exposta
(KESHWANI, 2010; O’SULLIVAN, 1997).

2.3.2. Hemicelulose

A hemicelulose é um dos polissacarideos mais comuns na natureza,
representando de 20 a 35% do complexo lignocelulsico, variando conforme a biomassa. E
constituida principalmente por polimeros de pentoses (xilose e arabinose), além de hexoses
(manose, glicose, galactose, ramnose e fucose) e acidos urdnicos (galacturénico, glucurdénico
e metil-glucurénico) (SAHA, 2003).

A hemicelulose € um heteropolissacarideo capaz de realizar ligacOes
covalentes com moléculas de lignina e ligacdes de hidrogénio com moléculas de celulose,
formando um arranjo pouco fibroso que apresenta somente regiées amorfas, com baixo grau
de polimerizagdo (~200) que promovem estabilidade e flexibilidade ao complexo
lignocelulésico (KESHWANI, 2010).

Pode-se classificar a hemicelulose em classes e subclasses de acordo com 0s
acucares presentes na cadeia linear principal (espinha dorsal), tais como xilanas, mananas e
glucanas, e suas subclasses, glucuronoxilanas, arabinoxilanas, glucomananas,
galactoglucomananas, xiloglucanas, arabinoglucuronoxilanas, entre outras, que variam de
acordo com a espécie da planta, tipo de tecido e estagio de desenvolvimento (OGEDA;
PETRI, 2010).

As hemiceluloses mais comuns sdo as xilanas, formadas por unidades de D-
xilose unidas por ligagdes glicosidicas B-1,4 na cadeia linear principal (Figura 4) e diferentes

carboidratos e acidos urdnicos em cadeias laterais (ramificacfes). Devido a grande quantidade
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de xilose, as xilanas se destacam como matéria-prima para a formacéo de diversos produtos
de valor agregado como, xilose, xilitol, E2G e xilo-oligossacarideos (LIMAYEM; RICKE,
2012).

Figura 4 — Representacdo da estrutura de hemicelulose mostrando a cadeia principal de xilose e
diferentes variacGes de ligantes encontrados em plantas.

Acido 4-O-metil-D- ghacuronico

HOOG

D-Xilose HO o
OH
OH O
O NIRRT o N LT~
—0 0 O O
(0] (0] (0]
0O OH o\/ O
CHs J{H Ud
HO HC

N

OH
Z .
OCH.
OH
Acido fertilico

Fonte: Adaptado de DODD; CANN (2009)

2.3.3. Lignina

A lignina é um heteropolimero aromatico complexo formado por ligacdes éter
de unidades de fenilpropano, que sdo derivadas da polimerizacdo oxidativa de trés alcoois
precursores (Figura 5): alcool trans-p-cumarilico, alcool trans-coniferilico e alcool trans-
sinapilico, obtidos a partir da conversdo da glicose em aminoacidos aromaticos por meio da
via metabdlica do acido chiquimico (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003; FARRELL,
1987; KESHWANI, 2010).
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Figura 5 — Representacdo da estrutura de lignina e seus precursores, alcool trans-p-cumarilico, alcool
trans-coniferilico e alcool trans-sinapilico.

OH OH OH
OCH; H,CO™ Y OCH,
OH OH OH

Alcool p-cumaril Alcool coniferil Alcool sinapil

Fonte: Adaptado de CHRISTOPHER; YAQ; JI (2014)

Essa macromolécula de lignina é responsavel por vérias funcfes vitais nas
plantas como a resisténcia estrutural, atuando como um cimento e gerando uma grande forca
de adesdo entre as fibras da planta. A lignina por ter uma natureza hidrofébica também atua
diminuindo a permeabilidade da agua nas paredes das células do xilema, tecido responsavel
pelo transporte vascular de agua e nutrientes. Diretamente responsavel pela recalcitrancia do
material vegetal, a lignina atua na protecéo bioldgica, defendendo a parede celular da planta
contra degradacdo quimica e enzimética (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003;
SARKANEN; LUDWIG, 1971; CHENG, 2010).
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A lignina, que representa de 10 a 30% da massa total dos materiais
lignocelulosicos € depositada como Gltimo componente na parede celular, apds celulose e
hemicelulose. Sua deposicéo gradual forma ligacdes covalentes com a hemicelulose, que por
sua vez, esta ligada a celulose por ligacGes de hidrogénio, criando um resistente complexo
carboidrato-lignina (ADLER, 1977; BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003).

2.3.4. Extrativos e cinzas

O termo extrativo é utilizado para descrever uma grande variedade de
compostos organicos presentes na biomassa, que podem representar de 5 a 20% do material
vegetal. Esses compostos podem ser extraidos utilizando solventes polares (como &gua e
alcool) e apolares (como tolueno e hexano). Os extrativos sdo compostos neutros com baixo
teor de oxigénio, que possuem uma tendéncia de se separar da matriz polar (KESHWANI,
2010; MOHAN; PITTMAN,; STEELE, 2006; OASMAA et al., 2003).

As concentracdes e composicdes dos extrativos variam de acordo com o tipo de
planta, localizacdo geografica e estacdo climatica. Os extrativos estdo geralmente associados a
metabolitos secundarios responsaveis pela fragrancia, cor, sabor e resisténcia natural ao
apodrecimento e ataque microbiano e de insetos (KESHWANI, 2010; MOHAN; PITTMAN,;
STEELE, 2006).

As substancias extrativas mais comuns encontradas em vegetais sdo: acidos
graxos, ceras, terpenos/terpendides, proteinas, Oleos essenciais, compostos aromaticos
(aldeidos, acidos, alcoois, flavonoides, quinonas e taninos), pectinas, mucilagens, gomas,
resinas amidos, saponinas e acUcares simples (MOHAN; PITTMAN,; STEELE, 2006;
OASMAA et al., 2003).

As cinzas sdo constituidas basicamente por célcio, potassio, manganés,
sulfatos, carbonatos e silicatos. Sdo compostos inorganicos necessarios no metabolismo das

plantas e que representam uma baixa concentracdo do material vegetal (CURVELO, 1992).

2.3.5. Proteinas

As proteinas estdo presentes nas células vegetais realizando a arquitetura entre
0s componentes por meio de ligagcdes cruzadas; elas podem ser divididas em trés classes
estruturais. Na classe das extensivas, estdo as glicoproteinas basicas ricas em hidroxiprolina,
serina, tirosina e lisina. Em outra classe estdo as proteinas ricas em glicinas, caracterizadas

pela repetitividade Glicina-X, sendo X frequentemente glicina. Finalizando, encontram-se as
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proteinas ricas em prolina e hidroxiprolina que contem unidades repetidas de Prolina-Prolina-
Valina-X-Lisina, em que X é frequentemente histidina, tirosina ou glicina (SEIBEL e
BELEIA, 2008).

As proteinas presentes na casca de soja, assim como as do farelo de soja, sdo
fontes ricas em &cido glutdmico (14,84%), &cido aspartico (11,19%), glicina (7,93%), leucina
(7,58%) e lisina (7,09%), do total de amino&cidos presentes. A casca também apresenta baixas
concentracdes de metionina (0,86%), cisteina (2,11%) e histidina (2,79%), do total de

aminoéacidos presentes (CUNNINGHAM; CECAVA; JOHNSON, 1993).

2.3.6. Pectina

A pectina é um polissacarideo ramificado constituido basicamente por acido D-
galacturdnico, arabinose, ramnose e galactose, estando presente na lamela média das células
vegetais. Este carboidrato complexo pode ser divido em trés grandes grupos:
homogalacturonanos, ramnogalacturonanos e xilogalacturonanos (MONSOOR; PROCTOR,
2001; SEIBEL; BELEIA, 2008).

A pectina forma uma rede tridimensional (gel hidratado), que promove a
adesdo intercelular, proporcionando rigidez & estrutura priméaria dos vegetais. Este gel é
formado através de ligacGes de hidrogénio entre grupos carboxila livres, nas moléculas de
pectina, e hidroxilas nas moléculas adjacentes, e através de ramificacbes da pectina, formando
uma rede de ligacdes cruzadas (GUILLOTIN, 2005).

2.4. Pré-tratamento

A hidrélise enzimatica dos carboidratos presentes na biomassa em acucares
fermentesciveis é limitada devido a diversos fatores relacionados a estrutura complexa e
recalcitrante do material lignocelulésico in natura. Os fatores limitantes a hidrolise ocorrem
devido ao grau de polimerizacdo das moléculas, teor de umidade, area superficial disponivel
(ou porosidade), concentracdo de lignina e cristalinidade da celulose (AGBOR et al., 2011;
HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

A Figura 6 mostra esquematicamente as estruturas do complexo

lignocelulosico antes e apds um pré-tratamento generico.
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Figura 6 — Desconstrugdo do complexo lignoceluldsico apos etapa de pré-tratamento.

/ Lignina

Fonte: Adaptado de US DOE (2007) e MOSIER (2005)

Os pré-tratamentos dos materiais lignocelul6sicos podem ser basicamente
classificados em processos fisicos, fisico-quimicos, quimicos e bioldgicos, como
exemplificado para a palha de trigo na Figura 7. Entretanto varios métodos utilizam a
combinacdo de diferentes principios como, o fisico junto com térmico e quimico, a fim de
obter melhor eficiéncia (TALEBNIA; KARAKASHEV; ANGELIDAKI, 2010).
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Figura 7 — Métodos de pré-tratamentos comumente utilizados e seus respectivos efeitos.

Material Ligniceluldsico

Meétodos de Pré-tratamentos

— — — ¢
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* Lascamento amoénia (AFEX) * Fosférico b
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Irradiagdo: * Por SO, Alcali: » Podriddo mole
* Micro-ondas * NaOH
* Raio gama Extragdo de * NH,OH Exemplos:
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Fonte: Adaptado de TAHERZADEH; KARIMI (2008) e TALEBNIA; KARAKASHEV;
ANGELIDAKI (2010)

A etapa de pré-tratamento € realizada propondo alterar essa estrutura complexa
para promover uma melhora no rendimento e na taxa de producéo de agucares fermentesciveis
liberados na etapa de hidrolise enzimatica (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Para isso, deve

ocorrer a remocao e/ou redistribuicdo de lignina da biomassa, a reducao da cristalinidade da
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fracdo celuldsica e o aumento da porosidade do material, tornando mais acessiveis a celulose
e a hemicelulose a hidrdlise (SUN; CHENG, 2002).

A eficiéncia do processo de pré-tratamento esta relacionada a um balanco
adequado entre melhora na formacdo de acucares fermentesciveis ou producdo de fibras
propicias ao ataque enzimatico e a fatores como: evitar a degradacdo ou perda das fragdes de
celulose e hemicelulose, evitar a formacdo de subprodutos inibitérios a hidrolise enzimatica e
fermentacao e ser rentavel, com baixo consumo de energia e baixo ou nenhum consumo de
quimicos (SUN; CHENG, 2002; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

2.4.1. Pré-tratamento com perdxido de hidrogénio/acido acético

O pré-tratamento oxidativo consiste na utilizacdo de um composto oxidante
sobre a biomassa suspensa em agua. Os compostos peréxido de hidrogénio (H20.) e &cido
peracético (CH3COszH), composto formado juntamente com &agua (H20) na reacdo do
peroxido de hidrogénio (H20.) com é&cido acético (CH3CO:H), sdo reconhecidos como
agentes oxidantes eficazes na remocdo da hemicelulose e lignina, aumentando a
acessibilidade a celulose, isolando e branqueando as fibras para posterior utilizacdo no
processamento do papel (BRAGATTO; SEGATO; SQUINA, 2013; TEIXEIRA; LINDEN;
SCHROEDER, 2000)

Durante o pre-tratamento oxidativo ocorrem diversas reacfes como a
substituicdo eletrofilica, o deslocamento das cadeias laterais e a clivagem oxidativa do ndcleo
dos anéis aromaticos. Este pré-tratamento tem sido utilizado para melhorar a digestibilidade
enzimatica da biomassa, podendo ser realizado a temperaturas moderadas (60 a 100°C)
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

A acdo oxidativa pode ser em alguns casos ndo seletiva devido ao composto
oxidante utilizado, o que ira4 acarretar em perdas de celulose e hemicelulose. O acido
peracético possui acdo oxidativa fortemente seletiva para a estrutura de lignina, resultando na
remocgéo desta, com baixa solubilizacdo da hemicelulose (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). A
biomassa pré-tratada com peroxido de hidrogénio apresenta um aumento na acessibilidade da
hemicelulose e celulose para acdo enzimatica e a clarificagdo do material lignocelul6sico
(SUN; CHENG, 2002; ZHAO; ZHANG,; LIU, 2012).
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2.4.2. Pré-tratamento organossolve

No pré-tratamento termoquimico organossolve, um solvente organico ou uma
mistura de solvente organico em agua, com a possibilidade de uso de aditivos cataliticos
(&cidos ou alcalis), sdo utilizados em elevadas temperaturas, para desfazer as ligacdes internas
de hemicelulose e lignina (DUFF; MURRAY, 1996). A eficiente extracdo de lignina com
elevado grau de pureza e baixas concentragOes de cinzas e enxofre permite este composto ser
utilizado como fonte de compostos fenolicos e outros produtos, além da queima para geracao
de energia. Destaca-se neste processo a solubilizacdo da hemicelulose na forma de xilanas e
oligbmeros, com baixa formacdo de compostos inibitérios provenientes da degradacdo de
acucares (DE LA TORRE et al., 2013; MESA et al., 2011; ZHANG; TU; PAICE, 2011).

A remocdo dos solventes apds o pré-tratamento é imprescindivel por dois
fatores: para reuso, apds evaporacao e condensacao, reduzindo custos; e para evitar a inibicéo
nas etapas seguintes de hidrdlise enzimatica e fermentacdo (BRANDT et al., 2013a;
KESHWANI, 2010).

2.4.3. Reator micro-ondas

A irradiacdo micro-ondas tem sido amplamente estudada devido a suas
vantagens de baixo custo energético, auséncia da necessidade de grandes equipamentos,
auséncia de geracao de residuos e, principalmente, por sua alta eficiéncia de aquecimento, que
ocorre de forma uniforme e controlada, com capacidade de iniciar e parar a reagdo
instantaneamente. Exemplos de sua aplicacdo nos campos da sintese organica e catalise
quimica sdo vastos, podendo também ser aplicados no processamento de alimentos, secagem
de madeira, extracdo de produtos naturais e no tratamento da biomassa lignocelulésica (BIAN
etal., 2014; ZHU et al., 2006).

O calor gerado pela irradiacdo micro-ondas (Figura 8) ocorre devido ao
aumento vibracional das moléculas. As moléculas com estrutura polar se alinham no campo
eletromagnético gerado por micro-ondas, reorientando-se com movimentos moleculares e,
portanto, sofrendo aquecimento. O aquecimento por condugdo sobre os ions (como sais)
ocorre por oscilagcdes semelhantes as moléculas polares, devido a absor¢do micro-ondas, mas
em frequéncias mais baixas (SAXENA; CHANDR, 2011).
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Figura 8 — Esquematizagdo do mecanismo de aquecimento por irradiagdo micro-ondas.

. v a

avw’ a

Reorientagdo das moléculas polares Condugao de Ions

Fonte: Adaptado de ANTON PAAR GmbH (2015)

A aplicacdo da irradiacdo micro-ondas como aquecimento confere maior
eficiéncia na hidrdlise enzimatica, acelerando a reacdo; como pre-tratamento da biomassa, a
irradiacdo cria zonas de altas temperaturas capazes de romper parcialmente a estrutura
lignocelul6sica e promover a desintegracdo da mesma (BIAN et al., 2014; SAXENA;
CHANDR, 2011).

A Tabela 1 lista alguns trabalhos reportados na literatura sobre o uso de micro-

ondas em pré-tratamento e hidrolise de biomassas lignoceluldsicas.

Tabela 1 — Comparativo de trabalhos existentes na literatura que utilizam irradiagdo micro-ondas (M-
0).

Biomassa Procedimento e Concluséo Referéncia
Pré-tratamento com M-O: KARUPPUC
Casca  ° Poténcia do M-0: 90, 180, 270, 360 e 450 W; HAMY
de e Tempo de procedimento: 2.5, 5, 7.5, e 10 min. &
Soja = A poténcia da irradiacdo M-O teve efeito significativo; MUTHUKUM
= Os melhores indices de hidrolise foram obtidos com poténcia ~ ARAPPAN
de 360 W por 2,5 min. (2009)

Hidrolise Enzimética em reator micro-ondas:
e Temperatura: 45, 50 e 55°C,;
e Conc. Enzimatica (Celulase): 10, 20 e 30 mg;
Palha e Avaliacdo da combinag&o de irradiacdo micro-ondas com pre- ZHU et al
de tratamento alcalino (NaOH 1%). (2006) '
Arroz = A irradiacdo M-O intermitente acelerou o inicio da hidrdlise,
mas diminuiu o rendimento;
= Pre-tratamento combinado (irradiacio M-O + NaOH 1%)
acelerou a hidrdlise inicial.
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Pré-tratamento com M-O:
e Bagaco imerso em: &gua destilada, acido fosférico (pH 3) ou
Bagaco glicerol (100%);

de 5 min de irradiacdo a 2450 MHz. MORETTI
cana-de- =O uso do glicerol possibilitou remover maior quantidade de etal. (2014)
agUcar lignina e hemicelulose

= A estrutura de celulose foi mantida, possibilitando maior
rendimento na etapa de hidrolise.

2.5. Enzimas

As enzimas sao moléculas organicas, constituidas por longas cadeias formadas
por aminoacidos que se encontram unidos por ligacdes peptidicas. Em sua maioria as enzimas
sdo de natureza proteica, com excecdo de um grupo de moléculas de RNA que possuem
propriedades cataliticas (LENINGHER et al., 1995).

Produzidas por células vivas (animal, vegetal e microrganismos) e com
atividade intra ou extracelular, as enzimas geralmente atuam em condi¢Ges amenas de pH e
temperatura, desempenhando importantes funcdes na regulacdo da via metabolica dos
organismos. Com a capacidade de catalisar reacfes quimicas que na sua auséncia nao
ocorreriam ou se realizariam de forma lenta, as enzimas sdo biocatalisadores altamente
especificos, pois devido a sua estrutura terciaria sdo capazes de distinguir seu substrato de
moléculas com estruturas semelhantes (LENINGHER et al., 1995).

Pode-se dividir as enzimas em seis grandes classes, de acordo com a reagdo
catalisada: 1. Oxidoredutases (reacbes de oxidacdo-reducdo), 2. Transferases (reacdes de
transferéncia de grupos entre moléculas, que ndo sejam catalisadas pelas oxidoredutases ou
pelas hidrolases), 3. Hidrolases (reacBGes de hidrolise, sendo a agua o receptor dos grupos
transferidos), 4. Liases (reacOes de eliminacdo de grupos, desfazendo ligacbes duplas), 5.
Isomerases (reacdes de isomerizacdo; modificam uma unica molécula sem participacdo de
outra) e 6. Ligases (catalise da sintese de uma nova molécula a partir da ligacdo de duas
moléculas com hidrolise simultanea de ATP) (KENNEDY, 1987).

2.5.1. Hemicelulases

Devido a variedade de compostos presentes na hemicelulose, diversas enzimas

participam para a degradacdo das cadeias laterais e da cadeia principal da hemicelulose.
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Fazem parte deste complexo as endoxilanases (EC 3.2.1.8), que liberam
xilooligossacarideos ao hidrolisar randomicamente as ligacdes B-1,4 glicosidicas da cadeia
principal da hemicelulose, as exoxilanases ou p-xilosidades (EC 3.2.1.37) complementam a
acdo das endoxilanases hidrolisando xilooligossacarideos curtos em xilose. As o-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) s&o principalmente exo-enzimas que liberam arabinose
quebrando ligacbes a-1,2 , a-1,3 e a-1,5 que ligam a arabinose a cadeia principal da xilana,
formando arabinoxilana, arabiroglucoxilanas e arabinanas (DUMON et al., 2012).

Classificadas como enzimas acessorias, mas necessarias na degradacdo da
hemicelulose, estédo a a-galacturonidase, que age liberando galactose da hemicelulose, a a-
glicuronidase, que remove o acido 4-O-metil-D-glucurdnico, a feruloil esterase, que libera o
acido ferdlico e a acetil-xilano esterase, que atua removendo 0S grupos acetatos da
hemicelulose (DE SOUZA, 2013).

Assim, a hidrolise da hemicelulose por estas enzimas (Figura 9) ocorre de
forma aleatdria, produzindo xilo-oligossacarideos heterogéneos de cadeias lineares e
ramificadas, podendo conter cadeias laterais de arabinofuranose, acido glicurénico ou acido 4-
O-metil-glicurdnico (DE SOUZA, 2013; ZHANG; TU; PAICE, 2011).

Figura 9 — Representacdo da acdo das hemicelulases na degradacéo da hemicelulose.

O D-xilose l endo-[3-1,4-xilanase
[ ] L-arabinose

? Acido 4-0-metil-D-glucurénico

=) o-arabinofuranosidase

l B-xilosidases

D et femitio w o-galacturonidase
< D-galactose &= a-glicuronidase
Y Grupo acetato —> feruloil esterase

=>» acetil-xilano esterase

Fonte: Adaptado de DE SOUZA (2013)
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2.5.2. Xilanases

As xilanases s@o enzimas especializadas na degradacdo do polimero de xilana,
hidrolisando as ligacdes glicosidicas B-1,4; geralmente sdo produzidas por microrganismos
para a degradacdo da parede celular (RAMALINGAM; HARRIS, 2010).

As principais enzimas responsaveis pela despolimerizacdo da cadeia de xilana
sdo as endo-B-1,4-xilanases (EC 3.2.1.8), responsaveis por clivar a cadeia principal da xilana
em oligossacarideos menores, e as B-xilosidades (EC 3.2.1.37), que clivam as pontas néo
redutoras dos oligossacarideos em mondmeros de xilose (WONG; TAN; SADDLER, 1988).

As endoxilanases podem ser classificadas em duas familias principais, a
familia 10 e a familia 11. A familia 10 possui como principais caracteristicas uma alta massa
molecular (>30 kDa) e valores baixos de ponto isoelétrico; em contrapartida a familia 11
contém enzimas de baixa massa molar (<30 kDa) e altos valores de ponto isoelétrico
(COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). A Tabela 2 mostra as principais diferencas entre as
endoxilanases pertencentes as familias 10 e 11, e a Figura 10 apresenta as estruturas

tridimensionais de Xilanases representantes dessas familias.

Tabela 2 — Comparacéo entre as endoxilanases das Familias 10 e 11.

Familia 10 Familia 11
Maior versatilidade Menor versatilidade
Menor especificidade Maior especificidade
Moléculas maiores e esparsas Moléculas menores e compactas
Maior flexibilidade conformacional Menor flexibilidade conformacional
Menor profundidade do sitio ativo Maior profundidade do sitio ativo

Fonte: Adaptado de COLLINS; GERDAY; FELLER (2005)
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Figura 10 — Representacdo da estrutura tridimensional tipica das endoxilanases das familias 10
(produzida por Streptomyces lividans) e 11 (produzida por Trichoderma reesei).
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Familia 10 Familia 11

Fonte: Adaptado de DEREWENDA (1994) e MURAKAMI (2005)

Apesar de ambas endoxilanases apresentarem preferéncias em atacar as
ligagbes glicosidicas B-1,4 internas da xilana, elas possuem diferentes especificidades de
substratos, resultando na formacdo de diferentes produtos. As endoxilanases da familia 10,
com menor especificidade ao substrato, sdo capazes de atacar as ligacGes glicosidicas
préximas a pontos de ramificacdo e da extremidade ndo redutora da cadeia, liberando Xxilo-
oligossacarideos lineares mais curtos (em alguns casos xilose). As endoxilanases da familia
11 mostram uma preferéncia em atacar regides menos substituidas, liberando fragmentos de
xilo-oligossacarideos maiores (DUMON et al., 2012; POLLET; DELCOUR; COURTIN,
2010).

A Figura 11 ilustra 0o mecanismo de acdo de endoxilanases dessas duas

familias.
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Figura 11 — Representacdo do mecanismo de acéo das xilanases das familias 10 (GH10) e 11 (GH11)
em substrato de (A) glucuronoxilana, (B) arabinoxilana, e (C) xilana com liga¢6es mistas de 3-1,3 e -
1,4. As setas indicam os locais potenciais de hidrolise; os pentagonos com (X) representam as
unidades de xilose ligadas por ligacdo glicosidica B-1,4 (e p-1,3 quando indicado); os triangulos com
(M) representam as unidades acido metilglucurénico; os pentdgonos com (A) representam as unidades
de arabinose.

Arabinose

A\

Acido
metilglucurénico

Fonte: Adaptado de POLLET; DELCOUR; COURTIN (2010)

2.6. Xilo-oligossacarideos

Xilo-oligossacarideos (XOS) sdo polimeros de cadeia curta (2 a 7 unidades de
xilose e suas variagches, tais como arabino-xilooligossacarideos) (NABARLATZ;
EBRINGEROVA; MONTANE, 2007), presentes naturalmente em frutos, vegetais, leite e
mel.

Os XOS, preferencialmente os que possuem de 2 a 4 unidades de xilose, séo
importantes insumos para a induastria de alimentos e de farmacos, sdo substancias alimentares
ndo digeridas pelas enzimas humanas, classificados como ingredientes prebioticos, que
oferecem benéficos & salde humana, auxiliando no aumento da populagdo de bactérias
probidticas (bifidobactérias e bactérias lacteas) que metabolizam os XOS produzindo acidos
graxos de cadeia curta, responsaveis por melhorar a saiude do ser humano como um todo
(BRAGATTO; SEGATO; SQUINA, 2013; VAZQUEZ et al., 2000). Além disso, existem
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trabalhos que reportam que o uso dos XOS contribuem para a redugdo do colesterol e de
lesbes pré-cancerosas, além de melhor a disponibilidade biolégica de calcio
(MADHUKUMAR; MURALIKRISHNA, 2010).

Industrialmente, os XOS podem ser obtidos a partir de materiais
lignocelulosicos ricos em Xxilana, como residuos florestais e subprodutos agroindustriais
(fontes abundantes de biomassa lignoceluldsica). A solubilizagdo e/ou hidrolise da xilana,
presente na fracdo hemicelulosica, em oligbmeros de xilose, pode ser realizada por diferentes
processos, tais como, auto-hidrélise em agua liquida ou explosdo a vapor, pré-tratamentos
quimicos em solucGes &cidas diluidas ou oxidativas, extracdes alcali diluida ou organossolve
e hidrolise enzimatica direta da biomassa (QING et al., 2013; VAZQUEZ et al., 2000).

Dentre os diferentes processos de producdo de XOS, a via enzimatica, por acdo
de endoxilanases, € a mais desejavel devido a auséncia de subprodutos gerados durante a
hidrélise e baixa formacdo de mondmeros de agucares, sem 0 uso de equipamentos especiais,
além de se tratar de um processo limpo que ocorre em condi¢gdes amenas de pH e temperatura,
podendo realizar o reuso das enzimas em alguns casos (imobilizadas). Em contrapartida o
processo enzimatico é facilmente inibido por compostos presentes na biomassa
lignocelulosica, o que demanda a necessidade de pré-tratamento para a remoc¢do destes
compostos relacionados a defesa das plantas; outro importante fator é o custo das enzimas em
comparacdo aos reagentes quimicos (AACHARY; PRAPULLA, 2011; QING et al., 2013).

A Tabela 3 lista alguns trabalhos de producdo enzimatica (ou fisico-quimica)
de XOS a partir de residuos lignoceluldsicos, dentre eles, bagaco de cana-de-acucar, um dos
residuos lignocelul6sicos mais abundante no pais. Dentre os trabalhos listados, a producéo de
XOS por hidrélise enzimatica de bagaco de cana pré-tratado com perdxido/acido acético e por
hidrolise acida em reator de micro-ondas se mostraram muito atrativas. Entretanto,
particularmente para a hidrolise acida, por realizar a quebra aleatoria das ligacdes glicosidicas
entre as unidades de xilose, pode ocorrer a liberacdo de grande quantidade de monémeros de
xilose e a formacdo de subprodutos indesejaveis (BIAN et al., 2014). Dessa forma, neste
trabalho objetivou-se a produgdo enzimatica de XOS a partir de casca de soja (residuo
agroindustrial de grande importancia no pais) in natura e pré-tratada com peréxido/acido
acetico ou organossolve/etanol, bem como a avaliacdo do aquecimento induzido por micro-
ondas. Como a casca de soja contem grande quantidade de proteinas em sua composicao,
avaliou-se também a influéncia da solubilizacdo proteolitica como um pré-tratamento da
biomassa para a produgdo de XOS por acdo da endoxilanase recombinante de Bacillus

subtilis. A Figura 12 ilustra as estratégias utilizadas neste estudo, a saber: (1) hidrdlise
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enzimatica da casca de soja in natura usando a endoxilanase soltvel; (2) hidrélise da casca de
soja in natura com endoprotease para solubilizacdo e aproveitamento das proteinas, seguida
por hidrolise da biomassa desproteinizada com a endoxilanase soltvel; (3) pré-tratamento da
casca de soja in natura com peroxido de hidrogénio e acido acético para remogéo de lignina,
seguido por hidrolise da biomassa pré-tratada com a endoxilanase; (4) pré-tratamento da casca
de soja in natura com organossolve-etanol para solubilizacdo de hemicelulose e lignina,
seguido por hidrolise das fracdes liquida e solida com a endoxilanase soltvel; (5) hidrélise da

casca de soja in natura com a endoxilanase soltvel em reator de micro-ondas.

Figura 12 — Fluxograma dos estudos realizados neste trabalho.

Casca de Soja In natura

Etapas do Trabalho

12 |Estudo 29| Estudo 39| Estudo 49| Estudo 59| Estudo
v v
Hidrolise Proteolitica (Endoprotease) —>
Pré-tratamento com
Perdxido de
Hidrogénio e Acido
Acético
Pré-tratamento
Organossolve-
Etanol
Hidrolise Enzimatica com a Endoxilanase Hidrolise Enzimatica
em Reator Convencional em Reator Micro-ondas

Fonte: Acervo pessoal
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Tabela 3 — Producdo de xilo-oligossacarideos a partir de diferentes biomassas lignocelulésicas.

Origem da Produgdo de
xilanase X0S

Endoxilanase
Alcalinocom - comercial de ), s 55/ de (AKPINAR etal.,

Biomassa Pré-tratamento Referéncia

Caule de tabaco KOH (24%) com Aspergillus niger .
NaBHs (1%)  obtida da AB biomassa 2010)
Enzymes
Palha de arroz Alcalinocom  Enzima comercial pL?ﬁ‘ig%;;)je (WANG et al.,
NaOH (4%) Nutrase Xyla . 2011)
biomassa
B-xilanase
Alcalino diluido  purificada de ~107,04 mg (CHAPLA,
Sabugo de milho com NaOH Aspergillus XOS/g de PANDIT; SHAH,
(1,25M) foetidus MTCC biomassa 2012)
4898

Acido acético

Bagaco de cana- (8’74.M) ¢ recoﬁl!ailz::ie de ~119.5mg (BRAGATTO;
de-agUcar pe_romdo d ¢ Bacillus subtilis X_OS/g de SEGATO;
hidrogénio cepa 168 biomassa SQUINA, 2013)
(21,6M)

Hidrolise em
reator micro- ~290,2 mg

Bag daeg_c;(;j;c;?na- ondas a 90°C - X0slg de (BI';‘Ole; al,
com HzS04 a biomassa

0,24M
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Casca de soja foi doada pela IMCOPA — Importacédo, Exportacdo e Industria de
Oleos S.A (Araucéria, PR); xilanase recombinante de Bacillus subtilis foi doada pela Empresa
Verdartis (Ribeirdo Preto, SP); endoprotease Novo-ProD® (subtilisina de Bacillus
licheniformis) foi fornecida pela Novozymes® Latin America Ltda (Araucéria, PR). Todos os
produtos quimicos (grau analitico) foram adquiridos da Synth (S&o Paulo, SP) e Quemis (Séo
Paulo, SP). PadrBes de xilose, xilana, celobiose, arabinose, acido glucurbnico, é&cido
galacturonico, hidroximetilfurfural e furfural foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Estados
Unidos), acido acético e acido formico da Quemis e glicose da Synth. Para a analise dos Xilo-
oligossacarideos foram utilizados padrdes de xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose

(X4), xilopentose (X5) e xilohexose (X6) adquiridos da Megazymes (Irlanda).

3.2. Métodos

3.2.1. Caracterizagdo quimica da casca de soja

A caracterizacdo quimica da casca de soja quanto a concentracao de extrativos,
celulose, hemicelulose, lignina, pectina e cinzas foi realizada de acordo com os protocolos da
NREL (National Renewable Energy Laboratory), descritos por SLUITER e colaboradores
(2004a, 2004b). Esses protocolos foram validados para o bagaco de cana-de-agUcar por
GOUVEIA e colaboradores (2009) e adaptados para a casca de soja por ROJAS et al. (2014).

3.2.1.1. Determinacéo do teor de extrativo

Os extrativos da casca de soja in natura foram quantificados por extracdo
alcoolica em Soxhlet. Para determinacdo da concentracao de extrativos presentes na biomassa,
pesaram-se 11 g (base seca) de casca de soja em um cartucho de celulose, colocando este no
aparelho de extracdo de Soxhlet. Em um bal&o extrator foi adicionado um volume de 500 mL
de solucéo de etanol 95% (razdo biomassa/solvente de 1:45), que posteriormente foi aquecido

em manta térmica.
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O sistema foi ajustado a temperatura de ebulicdo do etanol e permaneceu
ligado durante o periodo de aproximadamente 8 h, até que ndo houvesse mais extrativos
(liquido incolor). Em seguida, os cartuchos foram retirados e secos em estufa a 45°C até
atingir massa constante.

A porcentagem de extrativos da biomassa foi calculada usando a Equacdo 1:

%Extrativos = (~2 L) 100 )

Mei

Onde:
mci = massa de casca de soja inicial no cartucho (g);

mcs = massa de casca de soja final no cartucho (g).

3.2.1.2. Hidrolise acida

Casca de soja (in natura sem extrativos, pré-tratada e hidrolisada com
endoxilanase) foi submetida a hidrélise acida na razdo solido/liquido de 1:10 (m/v). Em
triplicata, 10 mL de solugdo de acido sulfurico (H2SO4) 72% (m/m), pré-aquecido a 45°C,
foram adicionados a 1g de biomassa, base seca (umidade inferior a 10%). A suspensdo foi
mantida em um banho termostatico (Marconi, MA-184) a mesma temperatura do &cido para
hidrélise do material por 7 min sob agitacdo constante com auxilio de um bastdo de vidro.
Apbs este periodo de tempo, a agitacdo foi interrompida e adicionou-se 50 mL de &gua. Todo
o conteldo foi transferido para um Erlenmeyer de 500 mL e um volume adicional de 225 mL
de agua foi usado para a transferéncia total do material solido. Nesta etapa, a concentracao de
acido sulfurico ajustou-se para 3% (v/v). Os frascos Erlenmeyer foram tampados e a
suspensdo foi submetida a hidrélise a 121°C por 30 min em autoclave. Apds o periodo de 30
min, os frascos foram retirados da autoclave e deixados resfriar a temperatura ambiente; ap6s
isto foi feita a filtracdo em funil de vidro com filtro qualitativo previamente pesado e seco em
estufa a 105°C; o filtrado foi recolhido em baldo volumétrico de 500 mL e seu volume
completado com agua de lavagem do sélido remanescente no filtro.

A solugdo do baldo volumétrico foi utilizada para as andlises de carboidratos,
acidos organicos, lignina soltvel, e produtos de degradacdo de hexoses, 5-hidroximetil-2-
furaldeido (HMF) e de pentoses, 5-metilfurfural (MF). A fracdo sélida retida no papel de
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filtro foi usada para determinacdo da lignina insoltvel e cinzas.

3.2.1.3. Determinacéo de lignina solavel

Lignina soltvel em &cido foi quantificada por espectrofotometria a 280 nm em
espectrofotdmetro UV-visivel (Ultrospec-2000). Cinco mililitros do filtrado da hidrolise acida
foram transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL, seguida da adigdo de 1,5 mL de
NaOH 6,5 M. Esta solucdo foi homogeneizada e o volume completado para 100 mL com &gua
destilada. A leitura da absorbancia desta solucéo foi realizada em espectrofotémetro em 280
nm em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho ético.

Para a determinagdo da concentracdo de lignina solivel no hidrolisado &cido
utilizou-se as Equacdes 2 e 3, que subtraem os produtos de degradacdo (HMF e MF)

determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Crignina (9/L) = (4,187.1072).(4, — A4,,) —3,297.107* @)

A,d = (Cy.80) +(Cs.55) (3)

Onde:

A: = absorbancia do hidrolisado acido em 280 nm;

Apd = absorbancia de HMF e MF em 280 nm, calculada pela Equacéo 3;

C1 = concentracdo de MF no hidrolisado em (g/L), determinado por CLAE;
C> = concentracdo de HMF no hidrolisado em (g/L), determinado por CLAE;
€1 = absortividade do MF (146,85 L/g);

€2 = absortividade do HMF (144 L/g).

3.2.1.4. Analise dos carboidratos e acidos organicos

Os produtos da hidrélise acida (glicose, xilose, arabinose, acido acético, etc.)
foram quantificados por cromatografia liquida (cromatégrafo Shimadzu SCL-10A equipado
com detector de indice de refracdo RID 10-A), usando uma coluna Aminex HPX-87H (300 x
7,8 mm) da Bio-Rad a 45°C e 4cido sulfarico 5 mM como fase mével a uma vazédo de 0,6
mL/min.

As amostras foram previamente filtradas em cartuchos de extracdo Sep-Pack®
C-18 Waters, para a remoc¢édo dos compostos fendlicos, e filtros de seringa com membranas de

0,22 pm de poro, para a remogéo total de compostos particulados.
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Para quantificar os carboidratos e &cidos organicos, curvas padrdes foram
construidas usando padrdes de glicose (0,25 a 1 g/L), xilose (0,125 a 0,5 g/L) e arabinose,
celobiose, acido glucordnico, acido acético, acido formico e acido galacturdnico (0,0625 a
0,25 g/L).

Para calcular a concentra¢do dos polissacarideos a partir da concentracdo de
acucares monomeéricos utilizou-se fatores de 0,88 (ou 132/150) para agucares C-5 (xilose e

arabinose) e 0,90 (ou 162/180) para acgUcares C-6 (glicose, galactose e manose).

3.2.1.5. Andlise de MF e HMF

Os produtos de degradacdo de aglucares (MF e HMF) foram quantificados por
CLAE (cromatégrafo Shimadzu SCL-10A, equipado com detector UV SPD-10AV,
comprimento de onda ajustado em 274 nm), utilizando uma coluna SunFire™ C18 (5 um, 4,6
x 150mm) da Waters® a 30°C, e acetonitrila/agua (1:8, v/v) com 1% (v/v) de acido acético
como fase mével a uma vazdo de 0,8 mL/min. Amostras da fracdo liquida da hidrolise acida
foram previamente filtradas em membranas de 0,22 um de poro, para a total remocéo das
particulas solidas.

As concentracfes de HMF e MF foram determinadas a partir de curvas de
calibracdo de concentracdo de 0,01, 0,02, 0,03 e 0,04 g/L, construidas a partir dos

componentes puros.

3.2.1.6. Determinagdo da lignina insoluvel

Os solidos retidos na filtracdo da solucdo da hidrolise acida, juntamente com o
filtro, foram lavados com 2 L de agua destilada para remocéo total de H.SO4 e secos a 105°C
em estufa até massa constante.

O célculo da porcentagem de lignina (m/m) foi feito com relagdo a massa de
amostra inicial, descontando-se a quantidade de cinzas presente no material sélido

remanescente da hidrdlise &cida, usando a Equacéo 4.

Meierado —Mei

%Ligﬂiﬂamm:ﬁyg: — ( Filtrado :'ana.s) 100 (4)
Mpiomassa

Mriirado = Massa de solidos retidos no filtro, base seca (g);

Mcinzas = massa de cinzas (g);

Mbiomassa = Massa de biomassa (casca de soja), base seca, submetida a hidrolise &cida (g).
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3.2.1.7. Determinacéo de cinzas

As andlises de determinacdo de cinzas foram feitas para todas as amostras de
material sélido usado na quantificacdo de lignina insoltvel. O material sélido resultante da
determinacéo da lignina insoltvel foi colocado cuidadosamente em um cadinho, previamente
calcinado e tarado. Os cadinhos foram submetidos a incineracdo em uma mufla (7000, EDG
equipamentos), por 1 h a 400°C, e sequencialmente por 2 h a 800°C. Os cadinhos contendo as
cinzas foram retirados da mufla, mantidos em dessecador até resfriamento a temperatura
ambiente e entdo pesados. A massa de cinzas (diferenca entre cadinho com amostra e cadinho

vazio) foi usada no calculo da lignina insolavel.

3.2.1.8. Determinacdo do teor de proteinas

A composicdo proteica das fracdes solidas e liquidas foi determinada pelo
método de Kjeldahl usando destilador de nitrogénio Buchi 323 e um fator de 6,25 para o
calculo da concentracao de proteinas da soja (COTTA et al., 2007; LABCONCO, 1998).

O procedimento consistiu em quatro etapas:

eDigestdo da amostra: aos tubos de digestdo foram adicionados 1 g de catalisador
(CuSOs4: K2S0s4, 1:10, m/m) e aproximadamente 200 mg de biomassa, seguida da adicéo de
10 mL de &cido sulfurico concentrado. Posteriormente, os tubos foram introduzidos no bloco
digestor e mantidos por 150 min a uma temperatura aproximada de 250°C. Ap0s a digestdo, as
amostras foram resfriadas até temperatura ambiente.

e Destilagéo: os tubos contendo as amostras digeridas foram colocados no destilador de
nitrogénio Buchi 323, e em seguida adicionou-se 25 mL de agua destilada e uma solucgdo de
NaOH 10 M até surgimento de uma coloracdo preta. Posteriormente, as amostras foram
destiladas por um tempo de 8 min e a amonia liberada foi retida em um Erlenmeyer de 500
mL contendo 100 mL de &cido bérico 20 g/L e 3 gotas de indicador misto (vermelho de metila
e verde de bromocresol).

e Titulagcdo: a amonia recolhida nos frascos Erlenmeyer foi titulada com uma solugéo
padronizada de HCI 0,01 M e o volume gasto foi utilizado no calculo do nitrogénio total das
amostras.

O teor de proteinas total nas amostras liquidas foi calculado utilizando-se as

Equacdes 5 e 6:
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Culo/D) =S (5)
Proteina (g/L) = Cy (g/1).6,25 6)

Onde:

Cn = Concentragéo de nitrogénio total (g/L);

Vet = Volume de &cido gasto na titulagdo (mL);

Chci =Concentracdo de 4cido cloridrico usado na titulacéo (M);
14 = Massa molecular do nitrogénio;

Vamostra = VOlume da amostra em mL;

6,25 = Fator de conversdo de nitrogénio total para nitrogénio proteico para proteinas de soja.

3.2.1.9. Determinagéo de umidade

Umidade foi determinada em uma balanca de determinacdo de umidade 1D50 —
Marte a partir de 1 g de material utilizando o modo de secagem automatico, onde a amostra
foi seca por aquecimento de uma resisténcia infravermelha encapsulada em vidro até que nédo
houvesse mais variacdo do peso, trabalhando na faixa de temperatura de 60 a 180°C com

incremento de 1°C.

3.2.1.10. Anélise granulométrica

Para a determinagdo do tamanho de particulas entre 7 cm e 40 um, o método
mais pratico é peneiramento, que consiste na passagem das particulas por uma série de
peneiras com malhas progressivamente menores, na qual uma amostra de peso conhecido é
colocada sobre a pereira de maior tamanho da malha e o sistema de peneiras é entdo vibrado
mecanicamente por um intervalo de tempo em torno de 20 min. Terminado o ensaio, 0
material retido em cada peneira é pesado separadamente e relacionado com a abertura da
malha que o reteve (GOMIDE, 1983). A classificacdo granulométrica da casca de soja in
natura foi realizada em um conjunto de 4 peneiras da marca Bertel com aberturas de 10, 20,
42 e 80 mesh, ou seja, de 2,00 a 0,18 mm. O conjunto de peneiras foi submetido a vibragédo

mecanica por 20 min, sendo em seguida pesadas as massas de material retido em cada
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peneira.

3.2.1.11. Calculo do rendimento massico

Os rendimentos massicos das etapas de hidrdlise proteolitica e pré-tratamentos
(peroxido/acido acético e organossolve-etanol) da casca de soja foram calculados utilizando-

se a Equacéo 7.

n = (Z£=L) 100 @)

Minicial

Onde:
Minicial = Massa inicial seca de material lignoceluldsico (9);
Mrinat = Massa final seca de material lignocelulésico (g);

n = rendimento massico da etapa.

3.2.2. Hidrdlise proteolitica

As proteinas da casca de soja foram hidrolisadas com a endoprotease Novo-
ProD® de acordo com a metodologia descrita por ROJAS et al. (2014). Sucintamente, casca
de soja foi suspensa em &gua destilada (razdo solido/liquido de 1:10, m/v) e agitada
mecanicamente a 60°C. Ajustou-se o pH da suspensédo para 9,0 com solucdo de NaOH 5 M e
adicionou-se a endoprotease (1%, massa de enzima/massa de proteina presente na casca de
soja), reagindo durante 5 h. O pH da reagdo foi monitorado e controlado em um titulador
automatico StatTitrino modelo 718 (Metrohm Ltda, Suica) com uma solu¢do de NaOH 1 M.

Ao final da hidrolise, a fracdo sélida foi recuperada por filtracdo, lavada com
agua destilada e seca em estufa a 45°C, para posterior caracterizacdo quimica, determinagao
de umidade, célculo de rendimento massico da hidrolise e utilizago em pré-tratamento

seguintes. A fracdo liquida foi armazenada em freezer para conservagdo das proteinas.
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3.2.3. Pré-tratamento com peroxido de hidrogénio/acido acético

A acdo deste pré-tratamento sobre a casca de soja in natura foi avaliada
variando-se o tempo de reacdo (1, 3, 6 e 9 h), usando-se as concentracdes de H>O> e acido
acetico de 2,16 M e 8,74 M, respectivamente.

Apo6s determinar o melhor tempo de reacdo, o0s pré-tratamentos foram
realizados utilizando casca de soja ap6s hidrdlise proteolitica, variando-se as concentracGes de

H>0> e de acido acético conforme a Tabela 4.

Tabela 4 — Concentracoes de H,O, e &cido acético utilizadas nos pré-tratamentos da casca de soja
desproteinizada a 60°C, 250 rpm, razdo sélido/liquido de 1:20 (m/v), 1 h.

Ensaio H202 (M) Acido acético (M)
1 10 0
2 5 0
3 4,6 0,8
4 4.2 1,5

Todos os pré-tratamentos com H>O»/acido acético foram realizados em Shaker
a 60°C com agitacdo em torno de 250 rpm, usando uma razao sélido/liquido de 1:20 (m/v).
Ao final do pré-tratamento, a fracdo solida foi filtrada e lavada com agua destilada para a
remocdo da lignina solubilizada e neutralizacdo do pH. A biomassa foi pesada e a umidade
determinada para o célculo do rendimento massico do pré-tratamento. A biomassa pré-tratada

foi mantida congelada para uso posterior na hidrolise enzimatica.

3.2.4. Pré-tratamento com organossolve-etanol

O pré-tratamento organossolve-etanol (etanol/agua nas razdes de 50 ou 70%,
v/v) foi realizado em um reator PARR 4848 de alta pressdo com capacidade de 5 L, razdo
solido/liquido de 1:10 (m/v). Apo6s o fechamento do reator e das valvulas de pressdo, o
aquecimento foi ligado, monitorado a rampa de aquecimento e o intervalo de tempo até
atingir-se a temperatura programada de 170°C. A partir deste momento, iniciou-se a contagem
do tempo de reagdo de 60 min.

Ao final da reacéo, a solucdo ainda quente, foi filtrada em peneira de 20 mesh,

separando a fracdo solida do sobrenadante (licor negro). A fracdo sélida foi lavada com 600
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mL de solucdo etanol/dgua a 60°C, nas mesmas razdes utilizadas no pre-tratamento, para a
remocdo da lignina solubilizada. Apds a lavagem, o liquido utilizado neste processo foi
descartado e a fracdo sélida foi lavada abundantemente com agua destilada para a remocéo
total da lignina solubilizada e neutralizacdo do pH. Esta biomassa, apds pesagem e
determinacdo da umidade para calculo do rendimento massico, foi mantida congelada até
posterior utilizacdo na etapa de hidrélise enzimatica.

O licor negro, coletado na primeira filtragdo, foi rotaevaporado para
recuperacdo do etanol, ressuspenso em agua destilada para o volume inicialmente coletado de
filtrado e centrifugado para precipitagcdo da lignina. A fragdo soluvel foi congelada para uso

posterior na etapa de hidrolise enzimatica.

3.2.5. Hidrdlise enzimatica de biomassas com endoxilanase

As hidrolises enziméticas das biomassas (casca de soja in natura ou pré-
tratadas) foram conduzidas em batelada em reator convencional (Figuras 13 e 14) e em reator
micro-ondas Discover® da CEM Co. (Figuras 15 e 16), ambos termostatizados a 45°C, sendo
gue em reator micro-ondas foi utilizada uma poténcia média de 7,5 W para manter a
temperatura. A biomassa foi suspensa em tampé&o citrato de soédio 50 mM (pH 5,5) em uma
razao sélido/liquido de 1:11 (m/v), seguida por agitacdo mecénica de aproximadamente 400
rpm para o reator convencional e de 1000 rpm para o reator micro-ondas (devido ao tamanho
reduzido do impelidor). As cargas enzimaticas avaliadas foram de 40, 80 e 100 U/g de
biomassa (alimentacdo no inicio da rea¢do) como estudado por CHAPLA e colaboradores
(2012), e 40 U/g de biomassa, alimentada no inicio da reacéo, seguida de alimentagdo de 20
U/g a cada 12 h de reacdo, para avaliar se havia inibicdo enzimatica. Amostras de 0,8 a 1,0
mL foram retiradas em diferentes intervalos de tempo para acompanhamento da reacdo pela
formacdo de acucares redutores (AR), quantificados pelo método do é&cido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS) (MILLER, 1959). As absorbancias das amostras foram medidas em
540 nm em espectrofotémetro (Ultrospec-2000) e a concentracdo de AR determinada a partir
de uma curva padrédo construida com solugdes de xilose de até 1 g/L.

O tempo de hidrélise foi no minimo de 12 h ou até a estabilizacdo da
concentracdo de AR solubilizados. Ao final das reacGes enzimaticas, todo o meio reacional foi
filtrado a vacuo em filtro quantitativo, medindo-se o volume final de filtrado e a massa final
de sélido para o célculo dos rendimentos. As fragcdes solidas e liquidas foram caracterizadas

guimicamente.



60|Pagina

Figura 13 — Foto do reator convencional com tampa, aquecido por banho termostatico e agitado
mecanicamente, utilizado nas reacdes de hidrolise da casca de soja com endoxilanase soluvel.

Fonte: Acervo pessoal

Figura 14 — Foto do reator convencional com tampa e impelidor utilizados nas reagdes de hidrélise da
casca de soja com endoxilanase soluvel.

; N +55

Fonte: Acervo pessoal
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Figura 15 — Foto do reator micro-ondas Discover® da CEM Co. refrigerado a ar, com agitacéo
mecanica e controlado por software computacional prdprio para o aparelho.

Fonte: Acervo pessoal

Figura 16 — Foto da vista superior do reator micro-ondas Discover®; (A) com tampa fechada; (B) com
tampa aberta; ambos com o baldo reacional, extensor de vidro acoplado, impelidor de teflon com haste
de aluminio e tampa de pléastico (C).

Fonte: Acervo pessoal

3.2.6. Medida de atividade enzimatica

A atividade enzimatica de endoxilanase foi medida a 50°C, pH 5,5 (tampéo
citrato de sédio 50 mM), monitorando-se a formacdo de agUcares redutores por 10 min a partir
de uma solucdo de xilana de bétula 1% (m/v) (BAILEY; BIELY; POUTANEN, 1992).

Amostras do meio reacional foram retiradas em intervalos de 2 min para quantificacdo de AR
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pelo método do DNS (Miller, 1959), medindo as absorbancias em 540 nm e determinando as
concentracdes de aclcares redutores por meio de uma curva padréo construida com solugoes
de xilose de concentragdo maxima 1 g/L. Uma unidade de atividade (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de xilose por min (=16,67 nanokatal ou

nkat) nas condigdes de ensaio (VYNOHRADOVA, 1979).

3.2.7. Influéncia da temperatura e do pH na atividade da endoxilanase

Endoxilanase recombinante de B. subtilis foi incubada em tampéo citrato de
sodio 50 mM, pH 5,5 a 45 e 50°C e as atividades residuais ap6s 6 e 12 h de incubacao foram
medidas usando o protocolo padrdo de medida de atividade.

A atividade enzimética da endoxilanase também foi medida a 45°C usando
xilana de bétula 1% (m/v) preparada em tampao citrato de sodio, fosfato de sodio e tampao
acetato de sodio, todos a 50 mM, variando o pH de 50 a 6,5 (BAILEY; BIELY;
POUTANEN, 1992).

3.2.8. Analise dos carboidratos e &cidos organicos das frac6es liquidas

Para a quantificacdo dos carboidratos e &cidos organicos totais (monémeros de
glicose, xilose, arabinose, acido acético, etc.) das amostras liquidas, um volume de 5 mL da
amostra foi submetido a hidrélise acida com 174 pL de H2SO4 72% (v/v) em tubos de ensaio
com tampa, mantidos em banho seco (Nova Etica) a 121°C por 1 h. Ap6s a hidrélise da
amostra, o pH dos hidrolisados acidos foram ajustados entre 5 e 6 com carbonato de célcio, a
amostra foi entdo centrifugada e filtrada em filtros C18 Sep-Pak® e filtro de 0,22 um de poro
para anélise das concentra¢Ges de carboidratos e acidos organicos e filtro de 0,22 um de poro

para analise dos produtos de degradacédo de acucares, MF e HMF, quantificados por CLAE.

3.2.9. Quantificacéo dos xilo-oligbmeros e calculo do rendimento de extracéo

Para quantificacdo dos xilo-oligbmeros solubilizados durante o pré-tratamento
organossolve-etanol é realizada inicialmente a quantificacdo da concentracdo de monémeros
de xilose soluvel no licor negro, seguido da quantificagdo da xilose total, obtida apds hidrolise
acida da fracdo liquida, como descrito no topico 3.2.8.
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Ap0s hidrolisado os oligdbmeros de xilose a monémeros de xilose, o pH dos
hidrolisados &cidos foram ajustados, a amostra foi entdo centrifugada e filtrada, e foi alisada
as concentracdes de xilose e MF, quantificados por CLAE.

A massa de xilo-oligdmeros solubilizada foi determinada utilizando a Equacao
8, a partir da massa total de xilose presente no hidrolisado enzimético (ap6s hidrolise acida),
subtraida a massa de xilose livre presente inicialmente.

O rendimento de extragdo de xilo-oligdbmeros (Rxilo-oligomeros) fOi calculado
utilizando a Equacéo 9, como a razdo entre massa total de xilo-oligbmeros no hidrolisado
(Mxilo-oligameros) € massa total de xilose presente na biomassa submetida ao pre-tratamento
(massa tedrica total de xilose, My).

O rendimento de extracdo de xilose (Rx) foi calculado utilizando a Equagdo 10,
determinado pela razdo de massa de xilose livre quantificada na fracdo liquida pela massa
total de xilose presente na biomassa submetida ao pré-tratamento (massa tedrica total de
xilose, Myr).

Mx[fu—ni[gﬁmwus = (Mxﬂ_ ij (8)
Moyiz T -
A LD — I.Eul T
in!o—o!igﬁmaros - ( = :ILT = DS}. 100 (9)
J"’Iv
R, = (ﬁ) .100 (10)

Sendo, para as Equacdes 8, 9 e 10:

Mx+: massa de xilose total quantificada apds hidrolise acida (g);

My: massa de xilose livre quantificada na fracdo liquida (g);

Mxr: massa de Xilose tedrica presente na biomassa submetida a hidrélise enzimatica (g);
Miilo-oligomeros: Massa de xilo-oligbmeros (g);

Rxilo-oligomeros: rendimento de extracdo de xilo-oligdmeros (%);

Rx: rendimento de extracdo de xilose (%).

3.2.10. Andlise de XOS por cromatografia liquida de troca idnica

Os XOS foram identificados por cromatografia liquida de troca catibnica
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(cromatografo Waters® modelo 2695 equipado com detector de indice de refragdo modelo
2414), usando a coluna Sugar-Pak™ 1 (6,5 x 300 mm) da Waters® a 80°C e agua Milli-
Q/EDTA de calcio e sodio (0,5 g/L) como fase mdvel a uma vazdo de 0,5 mL/min. As
amostras foram filtradas em filtro C18 Sep-Pak® e filtro de 0,22 um de poro, para a total
remocdo de compostos fenolicos e particulas sélidas. As concentragdes de X2, X3, X4, X5 e
X6 foram determinadas a partir de curvas de calibracdo dos padrdes nas concentracdes de
100, 500, 1500 e 2000 mg/L.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagdo da endoxilanase comercial

BERNIER et al. (1983) reportaram que uma xilanase de B. subtilis possuia pH
e temperatura 6timos de 5,0 e 50°C, respectivamente. RULLER et al. (2006) reportaram que
uma Xxilanase de B. subtilis expressa em Escherichia coli DH5a exibia atividade maxima a
55°C e pH entre 6,0 e 6,5. Dessa forma, a endoxilanase recombinante de B. subtilis utilizada
neste trabalho, sem procedimentos de purificacdo ou dialise, teve as atividades enzimaticas
medidas nos valores de pH de 5,5 e 6,5, para 0 tampéo citrato de sédio e pH 6,5 para o

tampdo fosfato de sédio, ambos com forc¢a idnica de 50mM, como exemplifica a Tabela 5.

Tabela 5 — Influéncia do pH e do tampdo na atividade enzimatica da endoxilanase de B. subtilis a
45°C.

pH 5,5 pH 6,5 pH 6,5
(Tampao citrato) (Tampao citrato) (Tampao fosfato)
Atividade (U/mL) 3125 270,0 233,6

Observa-se na Tabela 5 que a atividade em pH 5,5 é superior em relacdo aquela
medida no pH 6,5. Alem disso, a atividade medida com o substrato preparado em tampao
fosfato de sodio é em torno de 1,2 vezes menor aquela medida com o substrato preparado em
tampado citrato de sodio.

As atividades da endoxilanase de B. subtilis foram também medidas apds
congelamento (para armazenagem) e descongelamento (para uso) da enzima, usando Xilana de
bétula 1% (m/v) preparada em tampdes citrato e acetato de sédio 50 mM, pH variando de 5,0
a 6,5, como demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 — Influéncia do pH e do tampdo na atividade enzimética da endoxilanase (descongelada) de
B. subtilis a 45°C.

pH 5,0 pH 5,5 pH 6,0 pH 6,5
Atividade (U/mL) em Tampéo Acetato 101,2 155,6 209,0 -
Atividade (U/mL) em Tampéo Citrato 177,1 241,1 244.,6 235,9
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Observa-se na Tabela 6 que o pH de maxima atividade da endoxilanase esta em
torno de 5,5-6,0. Além disso, as atividades medidas com o substrato preparado em tampéao
citrato de sédio sdo, em media, 1,5 vezes superiores aquelas medidas com o substrato
preparado em tampéo acetato de sodio, sugerindo que o tampao citrato, o qual contem trés
grupos ionizaveis, tem um efeito positivo na atividade da endoxilanase.

Dessa forma, selecionou-se o pH 5,5 para as hidrélises da casca de soja (in
natura ou pré-tratada), suspensas em tampdo citrato de sédio 50 mM.

Comparando as atividades listadas nas Tabelas 5 e 6, observa-se que devido ao
tempo de armazenagem e/ou congelamento/descongelamento do extrato enzimatico, a
atividade enzimatica sofreu uma reducdo de 13 e 22%, quando medida em tampao citrato de
sodio pH 6,5 e 5,5, respectivamente, sugerindo que o caldo enzimatico ndo contém ou contém
em baixa quantidade aditivos responsaveis pela estabilizacdo da enzima, indicando a
necessidade de uso breve do extrato enzimatico.

A influéncia da temperatura na estabilidade térmica da endoxilanase foi
avaliada nas temperaturas de 45 e 50°C, em tampdo citrato de sddio 50 mM, pH 5,5, mostrado

na Tabela 7.

Tabela 7 — Influéncia da temperatura na atividade da endoxilanase de B. subtilis a pH 5,5 (tampdo
citrato 50 mM).

Tempo de incubacdo a 45°C Tempo de incubacédo a 50°C

0 (Inicial) 6 h 12 h 6h 12 h
Atividade (U/mL) 305,3 268,9 2149 109,5 83,8
Atividade Relativa (%) 100,0 88,1 70,4 35,9 27,4

Os resultados da Tabela 7 mostraram baixa estabilidade da enzima a 50°C,
retendo apenas 27,4% da atividade inicial apds 12 h de incubacdo. A 45°C, a estabilidade
térmica mostrou-se adequada, com retencdo de aproximadamente 70% da atividade inicial
apos 12 h de incubacdo. Dessa forma, selecionou-se a temperatura de 45°C para as reacdes de
hidrélise das biomassas, ja que estas foram realizadas por longos periodos de incubacéo

(maior que 24h).
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4.2. Caracterizagdo da casca de soja in natura

A composigdo quimica da casca de soja pode variar em funcéo da eficiéncia do
processo de extracdo da casca, genética da soja, local e tempo de cultivo e variagdes
climaticas. A casca de soja fornecida pela IMCOPA para a realizacdo deste trabalho é de
natureza ndo transgénica.

Na Tabela 8 sdo apresentadas as composi¢des quimicas da casca de soja in
natura utilizada neste trabalho, bem como aquelas reportadas na literatura por ROJAS et al.
(2014) (utilizando um lote diferente de casca fornecida pela IMCOPA), CASSALES et al.
(2011) e MIELENZ et al. (2009).

Tabela 8 — Composicao quimica da casca de soja in natura.

Concentracdo (% m/m, base seca)

Componente ROJAS et al. CASSALES et al. MIELENZ et al.
Este trabalho®
(2014)° (2011) (2009)
Celulose 34,7+0,6 358+0,6 31 29-51
Hemicelulose 19,8 +0,3 23,1+04 26 10-20
Lignina solivel em &cido 48+0,9 43+0,3 5,7 2-8
Lignina insolavel 6,7+0,4 48+1,0 34 Nd
Extrativos 6,4+0/4 50+£1,0 3,2 Nd
Cinzas 36+0,1 40+0,3 0,6 1-4
Proteinas 13,2+ 0,7 15,4+ 0,6 13,1 9-14
Pectinas 6,0+0/4 42+0,2 - 6-15
Total 95,2+3,8 96,6 +4,4 - -

ab Resultados sdo expressos como médias de triplicatas + desvios padrdes.

A composi¢do quimica da casca de soja in natura utilizada neste trabalho esta
dentro da faixa de composicOes reportadas na literatura, como pode ser claramente visto na
Tabela 8. O teor de celulose de 34,7% esta dentro da faixa de valores reportados por
MIELENZ et al. (2009) e muito proximo aos reportados por ROJAS et al. (2014) e
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CASSALES et al. (2011). O teor de lignina total de 11,5% (4,8% de lignina soltvel e 6,7% de
lignina insoltvel) mostrou-se um pouco superior ao teor de 9,1% reportado por CASSALES
et al. (2011) e ROJAS et al. (2014). Entretanto, o teor de lignina na casca de soja é muito
menor comparado aqueles de outros materiais lignocelulésicos, tais como, bagaco de cana-de
acucar (~20%), madeira de eucalipto (~31%), palha de milho (~17,6%), madeira de pinus
(~29,4%), palha de trigo (~23,4%) e gramineas (~17,6%) (MOSIER, 2005; SAXENA;
ADHIKARI; GOYAL, 2009).

A casca de soja in natura apresentou 19,8% de hemicelulose, valor esse com
boa concordancia aos reportados por MIELENZ et al. (2009) e ROJAS et al. (2014).
Entretanto, um pouco abaixo do valor reportado por CASSALES et al. (2011). A hidro6lise
acida deste heteropolimero mostrou que ele é composto de 73% de xilose, 19,2% de
arabinose, 1,6% de acido acético e 6,2% de MF, valores préximos ao encontrados por ROJAS
et al. (2014), sendo 79,2% para xilose e MF e 23,8% para arabinose.

No que diz respeito ao teor de pectinas, 6,0%, esta dentro da faixa de valores
reportada por MIELENZ et al. (2009), 6-15%.

Estes resultados mostram que a casca de soja € uma biomassa de grande
potencial, pois diversos produtos de interesse industrial poderiam ser obtidos a partir deste
residuo lignocelulésico, tais como etanol de segunda geracdo (a partir de celulose), xilo-
oligossacarideos (a partir da hemicelulose) e pectina. Este Gltimo carboidrato possui uma
ampla gama de usos industriais, e é objeto de estudo por diversos grupos de pesquisa
(GNANASAMBANDAM e PROCTOR, 1999; MONSOOR e PROCTOR, 2001), os quais
visam otimizar o isolamento da pectina a partir da casca de soja.

Outra caracteristica importante que diferencia a casca de soja de outros
residuos lignocelulésicos € o seu alto teor de proteinas (Tabela 8). Essas proteinas podem ser
recuperadas por hidrélise proteolitica como uma mistura de oligopeptideos de alto valor
comercial, aplicados na industria farmacéutica e de alimentos (ROJAS et al., 2014).

Na Tabela 9 € apresentada a granulometria da casca de soja in natura utilizada
neste trabalho. Observa-se que a maior parte das particulas (aproximadamente 79%) possuem
granulometria menor que 10 mesh, o que equivale a 2,00 mm, que sdo caracterizados com pos
e solidos granulares, descartando-se assim a necessidade da etapa de moagem da biomassa,
necessaria para melhorar a eficiéncia nos pré-tratamentos e em hidrolises enzimaticas. Sendo
assim, a casca de soja proporciona uma economia energética de processo, uma vez que a etapa
de moagem para a reducdo do tamanho das particulas da biomassa pode acarretar alto
consumo de energia (TALEBNIA; KARAKASHEV; ANGELIDAKI, 2010).
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Tabela 9 — Granulometria da casca de soja in natura.

Granulometria

Tipo de sélido Tamanho Massa () %
) >10 mesh (2,00 mm) 56,0 20,9
Solido granular

>20 mesh (0,84 mm) 1219 45,5
>42 mesh (0,35 mm) 58,5 21,8

Po >80 mesh (0,18 mm) 25,1 9,4

<80 mesh (0,18 mm) 6,2 2,3
Total 267,6 100

4.3. Hidrdlise enzimética de casca de soja in natura

Hidrolises enzimaticas catalisadas por endoxilanase recombinante de B. subtilis
foram realizadas em reator com aquecimento convencional usando casca de soja in natura
como substrato, a fim de se avaliar o efeito da carga enzimética na hidrolise da fracdo
hemicelulésica da biomassa. As reacdes foram iniciadas pela adi¢do de cargas enziméticas de
40, 80 e 100 U/g de casca de soja. Os resultados de acucares redutores (AR) em funcdo do

tempo sdo mostrados na Figura 17.
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Figura 17 - Perfis de acUcares redutores (AR) em funcdo do tempo a 45°C, pH 5,5, para casca de soja
(CS) in natura (1:11, m/v), hidrolisada com endoxilanase recombinante de B. subtilis.
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Pode-se observar que os perfis de formagdo de AR em fungéo do tempo com as
cargas enzimaticas avaliadas sdo todos semelhantes ao controle (ensaio sem adi¢do de enzima).
A fim de se verificar se havia inativacdo da enzima durante os ensaios, o reator foi alimentado
inicialmente com 40 U/g de casca, sendo realimentado a cada 12 h de reacdo com 20 U/g de
casca. Nenhum incremento na formagéo de AR foi observado.

Os resultados sugerem uma alta recalcitrancia da biomassa lignoceluldsica a
acdo enzimatica, comprovando a necessidade de um pré-tratamento adequado para
disponibilizar a fracdo C5 para a acdo da endoxilanase. Além disso, observou-se uma reducéo
na concentracdo de AR apos 12 h de reacdo, fenbmeno esse que poderia estar associado a
contaminag@o no meio reacional, por apresentar carboidratos sollveis, e/ou reacéo de Maillard,
reacdo que é favorecida em condi¢des de umidade moderada e alta temperatura (79% e 60°C,
respectivamente, que sdo condi¢des 6timas para a reacdo de Maillard), gerando um conjugado
proteina-polissacarideo de cor marrom que ocorre devida a interacdo do grupo redutor do
polissacarideo (carbonila) com o grupo a-amino terminal de peptideos e e-amino de lisina
presente nas proteinas solubilizadas (LAROQUE et al., 2008; SESSA; WOLF, 2001). De fato,
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ROJAS et al. (2014) reportam que em torno de 36% das proteinas presentes na casca de soja in
natura sdo solubilizadas pela incubagéo da biomassa em pH 5,6 por 30 min.

O ensaio controle (sem adi¢cdo de enzima) da casca de soja in natura foi também
monitorado medindo-se AR por DNS, carboidratos e acidos organicos totais (monémeros de
glicose, xilose, arabinose, acido acético, etc.) das amostras liquidas por CLAE (antes e ap0s
hidrélise acida das amostras conforme a metodologia em 3.2.8), lignina soltvel por
espectrometria a 280 nm e proteinas totais por Kjeldahl, como demonstra o grafico na Figura
18.

Figura 18 — Perfis dos compostos solubilizados a 45°C, pH 5,5, para casca de soja (CS) in natura
(1:11, m/v), em ensaio controle (s/ enzima).
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Pode-se observar na Figura 18 que o perfil de AR é similar ao perfil de
mondémeros, destoando levemente quanto as concentragBes, que se encontram maiores para
leitura realizada com DNS, fato este devido a presenca de oligo e polissacarideos que
apresentam maior reatividade com o DNS e consequentemente maior fator de resposta
(JEFFRIES; YANG; DAVIS, 1998), a pesar disto nos dois perfis se observa queda na

concentracdo apds 12 h de reacdo. Portanto, pode-se concluir que esta queda ndo se deve a
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interferéncia no método do DNS, podendo este ser utilizado para monitorar a solubilizacéo de
carboidratos.

Outro fato que pode-se observar é a solubilizacdo de uma quantidade
consideravel de proteinas (medida por N total), seguido de uma queda nas concentracfes de
proteinas e de monémeros, podendo indicar uma readsorcdo na fracdo sélida de oligbmeros e
proteinas ou 0s conjugados proteina-polissacarideo formados na reacdo de Maillard.
Entretanto, este fendbmeno deve ser melhor investigado.

A fim de verificar se a reducdo de AR devia-se a contaminacdo por
microrganismos endofiticos presentes na casca de soja (IKEDA et al., 2010) ou contaminantes
do ambiente, realizaram-se hidrolises com endoxilanase utilizando casca de soja in natura
esterilizada em autoclave (uma amostra de biomassa seca e uma amostra de biomassa em
presenca de tampao citrato 50 mM, pH 5,5 a 121°C por 30 min) e hidrélises na presenca de
benzoato de sodio (conservante bactericida e fungicida, utilizado na inddstria alimenticia) na
concentragéo de 0,1% (m/v).

A Figura 19 mostra os perfis obtidos da hidrolise enzimética destas trés

biomassas utilizadas.
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Figura 19 — Perfis de agucares redutores em funcdo do tempo a 45°C, pH 5,5 (tampdo citrato de sédio
50 mM) para casca de soja (CS) in natura esterilizada e casca de soja in natura na presenca de
benzoato de sddio hidrolisadas com endoxilanase recombinante de B. subtilis.
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Pode-se observar que a hidrdlise da casca de soja em presenca de benzoato de
sodio ndo evitou a reducdo na concentracdo de AR apds 12 h de rea¢do, atingindo uma méaxima
concentracdo de aclcares similar a hidrdlise sem o conservante (aproximadamente 65 mg de
AR/g de biomassa seca). Ja as hidrolises de casca de soja esterilizada foram muito ineficientes,
liberando no méximo 35 mg de AR/g de biomassa seca. Nesse caso, a esterilizacdo pode ter
aumentado a recalcitrancia da biomassa lignocelulésica, dificultando o acesso da endoxilanase
a fracdo de xilana.

De modo geral, esses ensaios mostraram que a reducdo da concentracdo de
acucares no meio reacional ndo se devia a contamina¢do microbiana, permitido reforcar a
hipdtese de que em meio &cido (pH 5,5) e na presenca de proteinas e carboidratos solubilizados
da casca de soja, pode ter ocorrido reacdo de Maillard. De fato, LAROQUE et al. (2008)
mostraram que a 55°C e pH 6,5 as pentoses (principalmente xilose) reagem com hidrolisado
proteico (principalmente peptideos) formando um complexo de coloragdo marrom,
caracteristico da reacdo de Maillard. Portanto, devido ao alto conteudo de proteinas da casca de
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soja (13,2%, Tabela 7), decidiu-se realizar uma hidrolise proteolitica da casca de soja como um

pré-tratamento prévio a hidrolise com endoxilanase.

4.4. Preé-tratamento proteolitico da casca de soja e hidrdlise com endoxilanase

Casca de soja in natura foi hidrolisada com a endoprotease Novo ProD® (1%,
m/m) a 60°C e pH 9,0 conforme metodologia de ROJAS et al. (2014). A biomassa
lignocelulosica desproteinizada foi submetida a hidrdlise com endoxilanase a 45°C e pH 5,5
(tampéo citrato de s6dio 50 mM). A Tabela 10 mostra as composi¢des quimicas da casca de
soja in natura e ap0s pré-tratamento proteolitico, bem como o rendimento maéssico do pré-
tratamento. As composicBes dos componentes da casca de soja sdo expressas em relacdo a

massa seca de casca de soja in natura.

Tabela 10 — Composic6es quimicas percentuais (base massa seca) de casca de soja (CS) in natura e
pré-tratada com endoprotease Novo Pro-D®.

Amostra n  %Celulose %Hemicelulose 9%lLignina  %Proteinas

CS in natura 1,00 34,65+0,6 19,78 +0,3 1151+11 13,23+0,7

CS pré-tratada
(fracdo sélida)
Fracdo liquida da
hidrdlise proteolitica

0,75° 29,92+14 18,01 +£0,5 11,23+0,6 5,09+£0,2

4,22+0,1 5,86 +0,1 205+0,1 9,57 +0,6

Os desvios padrdes correspondem a resultados em triplicata das caracterizagdes do material sélido.
“Os rendimentos massicos foram expressos em relagdo a massa seca de CS in natura.

Pode-se observar que o pré-tratamento proteolitico removeu aproximadamente
61% das proteinas presentes inicialmente na casca de soja, com baixa solubilizacdo de
celulose (14%) e hemicelulose (9%), conforme ja reportado por ROJAS et al. (2014). As
cadeias de celulose possuem regibes cristalinas e amorfas, sendo regides amorfas mais
susceptiveis a degradacdo (FENGEL; WEGENER, 1983). Ja a hemicelulose € um
heteropolissacarideo amorfo, mais facilmente hidrolisado (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

A reducgdo de proteinas na biomassa solida ndo evitou a reducdo de AR no
meio reacional de hidrolise com endoxilanase, como mostra a Figura 20. Além disso, a
méaxima concentracdo de AR foi duas vezes menor aquela obtida na hidrélise da casca de soja

in natura.
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Figura 20 — Perfis de acucares redutores em fungdo do tempo a 45°C, pH 5,5 (tampdo citrato de sédio
50 mM) de casca de soja pré-tratada com endoprotease Novo Pro-D® (fracdes sélida e liquida)
hidrolisadas com endoxilanase recombinante de B. subtilis (7,3 U/mL).
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A Figura 20 mostra também que na hidrélise da hemicelulose soltvel (fracdo
liquida do hidrolisado com Novo Pro-D®) n3o houve reducio de AR, pelo menos durante o
periodo de tempo ensaiado. Esperava-se que este substrato seria muito mais propicio a reacao
de Maillard, devido ao alto contetdo de proteinas solubilizadas. Entretanto, a concentracao de
AR foi baixa (menos de 20 mg de AR/g de biomassa seca), assim como a concentracdo de AR
obtida na hidrdlise da casca de soja esterilizada a seco (Figura 19), onde também néo se
observou redugdo de AR. Estes resultados indicam que se ocorrem realmente reacGes de
Maillard, estas necessitam de uma concentracdo minima de agUcares redutores. De fato, €
reportado que varios parametros influenciam na ocorréncia de reacdo de Maillard, tais como,
natureza, concentracdo e proporcdo dos reagentes (compostos contendo grupos aminos e
carbonilas), atividade de &gua, tempo de aquecimento, pH, concentracdo e tipo de tampéo,

presenca de oxigénio, luz ou ions metalicos (LAROQUE et al.; 2008).
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O pré-tratamento proteolitico, embora permita a recuperacdo de proteinas de
soja com alto valor agregado (SUN, 2011), ndo permitiu a reducdo da recalcitrancia da
biomassa lignocelulésica, de forma a facilitar a acdo da endoxilanase sobre a hemicelulose, ja
que a acao enzimatica da endoprotease ndo remove lignina (ver Tabela 10). Portanto, pré-
tratamentos termoquimicos mais eficazes sdo necessarios para disponibilizar a fragéo
hemicelul6sica a acdo da endoxilanase, sem a formacéo significativa de seus monémeros

(xilose, por exemplo) e produtos de degradacao.

4.5. Pré-tratamento com peroxido de hidrogénio/acido acético (H202/HAC)

A presenca de lignina na biomassa lignoceluldsica dificulta a acessibilidade das
enzimas as fracdes de hemicelulose e celulose (TAHERZADEH; KARIMI, 2008). Dentre 0s
pré-tratamentos reportados para a remoc¢do de lignina, o pré-tratamento com perdxido de
hidrogénio e acido acético (H202/HAc) tem mostrado bons resultados para o bagaco de cana-
de-aclcar. O uso de H.O2/HAc é muito efetivo na quebra dos anéis aromaticos presentes na
lignina (BRAGATTO et al., 2013).

Para avaliar a acdo do pré-tratamento sobre a CS in natura com H>O2/HAc,
realizou-se ensaios em shaker variando o tempo de reacdo (1, 3, 6 e 9 h), usando as
concentracdes de H>O> e cido acético de 2,16 M e 8,74 M, respectivamente, temperatura de
60°C e agitacdo de 300 rpm. Os resultados das caracterizacbes da biomassa pré-tratada

(CS/H202/HAC) em fungéo do tempo de pré-tratamento sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11 - Composic¢des quimicas percentuais da fracdo sélida da casca de soja (CS) in natura e pré-
tratada com peréxido de hidrogénio e &cido acético (CS/H202/HAC).

Amostra n %Celulose %Hemicelulose %lLignina  %Proteinas

CS in natura 1,00 34,65+ 0,6 19,78 +0,3 1151+1,1 13,23+0,7

CS/H202/HAc (1h) 0,79 26,11+11 11,79+1,0 9,18 +0,3 8,28 +0,4

CS/H202/HAc (3h) 0,78"  27,94+0,3 12,26 £ 0,1 9,19+0,2 7,04 +0,4

*

CS/H202/HAc (6h) 0,75 2584 +45 7,53+13 8,56 + 0,4 592+0,1

*

CS/H202/HAc (9h) 0,71 26,18 + 0,2 7,63+0,1 9,22+0,5 4,82+0,1

Os desvios padrfes correspondem a resultados em triplicata das caracterizagdes do material solido.
“Os rendimentos massicos foram expressos em relagdo a massa seca de CS in natura.
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O pré-tratamento com H>O2/HAc removeu em média 20% de lignina, sendo
que o tempo de pre-tratamento ndo influenciou significativamente na sua remocdo, pelo
menos no intervalo de tempo avaliado. TAN et al. (2010), utilizando o bagaco de cana-de-
acucar, reportaram resultado similar (20% de remoc¢do de lignina apds 3 h) para o pré-
tratamento da biomassa com H2O2/HAc.

A solubilizacdo de hemicelulose e proteinas foi influenciada pelo tempo de
reacao, variando de 40% (1h) para 61% (9h) para a hemicelulose e de 37% (1h) para 64%
(9h) para as proteinas. Celulose apresentou uma perda de aproximadamente 23%.

Como o tempo de pré-tratamento ndo influenciou na remogéo de lignina e
guanto menor o intervalo de tempo do tratamento, menores quantidades de hemicelulose eram
removidas, adotou-se neste trabalho o menor tempo (1 h) de pré-tratamento para a casca de
soja com H>O2/HAC.

Fixando o tempo de pre-tratamento em 1 h, investigou-se a influéncia da
concentracdo molar de perdxido e acido acético no pré-tratamento da casca de soja pré-tratada
com endoprotease Novo Pro-D®, ou seja, com menores concentragbes de proteinas. As
concentragfes de H.O»/HAc avaliadas foram (4,18M:1,46M), (4,55M:0,79M), (5M:0) e
(10M:0). Os resultados das caracterizagcbes quimicas das biomassas pré-tratadas séo
mostrados na Tabela 12.

Tabela 12 — Composi¢des quimicas percentuais de casca de soja (CS) in natura e pré-tratada com
endoprotease seguido por H2O2/HAC.

Amostra n  %Celulose %Hemicelulose %Lignina %Proteinas
CS in natura 1,00 3465+06 19,78+0,3 1151+11 13,23+0,7
CS desproteinizada 0,75° 29,92+14 18,01+05 11,23+0,6 5,09+0,2

H202/HACc (4,18M:1,46M) 0,70 3165+0,6  19,06+0,1 708+09 383+x04

H202/HAc (4,55M:0,79M) 0,68" 28,16 +0,2  16,60+0,1 6,30+0,5 352%0,2

*

H202/HAc (5M:0) 0,700 29,74+0,2 17,69%0,3 509+03 35001

*

H202/HAc (10M:0) 0,63° 28,25+0,2 10,30%0,1 755+0,2 15901

Os desvios padrdes correspondem a resultados em triplicata das caracterizagdes do material solido.
*Os rendimentos massicos foram expressos em relagdo a massa seca de CS in natura.
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Observa-se na Tabela 12 que usando somente peroxido de hidrogénio a 5 M foi
possivel a remocao de aproximadamente 56% de lignina. Entretanto, observou-se também
14% e 11% de solubilizacdo de celulose e hemicelulose, respectivamente. BRAGATTO et al.
(2013) reportaram para o pré-tratamento do bagaco de cana com peroxido/acido acético
remocdes de 92,3%, 18,3% e 5% de lignina, hemicelulose e celulose, respectivamente. Os
autores reportam que perda de hemicelulose é inevitavel devido as interacBes covalentes e nao
covalentes hemicelulose-lignina. Neste trabalho, 0 uso de acido acético na deslignificacdo da
casca de soja ndo mostrou efeito significativo na remocéo de lignina ou hemicelulose.

As biomassas pre-tratadas com H>O> nas concentragdes de 5M e 10M foram
selecionadas para avaliar a acdo da endoxilanase sobre a fracdo hemicelulésica da fracdo
solida (previamente lavada abundantemente com agua destilada até neutraliza¢do). Embora a
concentracdo de peroxido de 10 M tenha resultado em maior perda de hemicelulose,
proporcionou maior remog¢do de proteinas, apresentando uma concentracdo de menos de 2%
(base seca) na biomassa pré-tratada.

A seguir sdo apresentadas a Figura 21, que mostra os balancos de massa dos
principais constituintes da casca de soja para 0s processos integrados (pré-tratamentos
sequenciais com endoprotease, H20> e hidrolise com endoxilanase) em forma de fluxograma
para melhor compreensdo do processo estudado, e a Figura 22, que apresenta os perfis de
acucares redutores em funcdo do tempo nas hidrolises das biomassas com endoxilanase

recombinante de B. subtilis.
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Figura 21 — Balango de massa para 0s principais componentes da casca de soja para o processo sequencial de hidrdlise proteolitica, pré-tratamento com
peréxido de hidrogénio e hidrolise com endoxilanase.

Celulose......cco.... 34,65+0,69
100 g (base seca) e 3 Hemicelulose.....19,78+0,3g
Casca de Soja In Natura Lignina 11,51¢1,1g
Proteinas......... 13,23+0,7g
Celulose............ 4,22+0,09¢ Fragio A 4
Hemicelulose......5,86+0,02g & Liquida Hidrolise
Lignina ...2,05+0,12g Proteolitica
Proteinas........... 9,57+0,55¢
74,99 g (base seca)
Biomassa desproteinizada | Celulose........... 29,921 49
Hemicelulose......18,01+0,5¢g
Lignina .11,23+0,6g
Proteinas........ 5,09+0,2g
A 4
Pré-tratamento
e ° =z com
Peroxido de Hidrogénio | @ ROWE § o 5iio g .22, pJ Peroxido de Hidrogenio
(Hz02) -5 M Hidrogénio (Hz0z2)-10 M
(H202)

Celulose........... 29,74+0,29 B‘?ﬁ,ﬁi é’sf-f""?z tsrif:&a 63,20 g (base seca) Celulose......... 28,25+0,2g
Hemicelulose.....17,69+0,3g | e > _Biomassa pré-tratada _| Hemicelulose......10,300,1g
Lignina......... -5,09+0,3g * 2l Lignina......... .7,55+0,2g
Proteinas 3,50x0,1g — e Proteinas....... 1,59+0,1g
Hidrolise Enzimatica Hidrolise Enzimatica
Endo-Xilanase Endo-Xilanase
Fragdo 64,39 g (base seca) F[agéo 44,71 g (base seca)

Liquida Biomassa pré-tratada Liquida Biomassa pré-tratada
Aclcares Celulose.............. 30,28+0,59 Aclicares
Redutores Hemicelulose......16,23+0,2g Redutores
2,12+0,04g Ligning........cceeeeeees 5,27+0,1g 1,41+0,13g
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Figura 22 — Perfis de agUcares redutores em funcéo de tempo de hidrdlise com endoxilanase da casca
de soja pré-tratada sequencialmente com endoprotease Novo Pro-D® e peréxido de hidrogénio (5 e 10
M). Condic¢oes de hidrdlise: 45°C, pH 5,5 (tampéo citrato de sddio 50 mM) e 80 U/g de casca.
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A hidrélise com endoxilanase da casca de soja desproteinizada e pré-tratada
com perdxido 5 M rendeu 30,5 mg de AR/ g de biomassa seca no tempo de 48 h e a hidrdlise
com a casca de soja pré-tratada com 10 M de perédxido de hidrogénio rendeu 22,3 mg de AR/
g de biomassa seca (casca de soja pré-tratada). Deve-se notar que a quantidade de
hemicelulose na biomassa pré-tratada com H.O> 5 M é maior que na pré-tratada com perdxido
10 M. Estes resultados mostraram que o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio nao foi
eficiente na disponibilizacdo da hemicelulose de casca de soja a acdo de endoxilanase; ja
BRAGATTO et al. (2013) reportaram uma producdo de XOS em torno de 120 mg de AR/g
biomassa seca pela hidrdlise com endoxilanase recombinante de B. subtilis utilizando o
bagaco de cana-de-agUcar deslignificado com peroxido/acido acético.

Pode-se observar a partir das Figuras 21 e 22 que apesar da biomassa
apresentar baixas concentracfes de lignina e proteina ainda persiste uma barreira para a acao
enzimatica sobre hemicelulose presente na fragdo sdlida de casca de soja. Surge como

alternativa para superar esta barreira e melhorar a hidrolise enzimatica, a utilizagcdo de um
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diferente pré-tratamento para realizar a solubilizacdo da hemicelulose da casca de soja para
fracdo liquida.

4.6. Pré-tratamento organossolve-etanol

O pré-tratamento organossolve é um processo no qual ocorre simultaneamente
a hidrolise da hemicelulose (hidrdlise das ligacbes glicosidicas) catalisada pela agua a alta
temperatura (formacdo de ion hidroxdnio, que ataca as ramifica¢fes acetila, liberando &cido
acetico) e a solubilizacdo da lignina na presenca de um co-solvente organico (etanol ou
metanol), resultado da hidrolise de ligacGes éter (a-O-4 e B-O-4) da macromolécula de lignina
(SUN; CHENG, 2002; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Como a acdo da endoxilanase nos sélidos pré-tratados anteriormente nao foi
satisfatoria, investigou-se a influéncia do pré-tratamento organossolve-etanol na solubilizacdo
da hemicelulose como xilana e xilo-oligdbmeros, visando a producdo de XOS pela acdo da
endoxilanase nas fracdes liquida e solida resultantes deste pré-tratamento. Sendo assim, a
casca de soja desproteinizada (pré-tratada com endoprotease Novo Pro-D®) foi submetida ao
pré-tratamento organossolve-etanol (50%, v/v) a 170°C por 60 min. As fracGes liquida e
solida foram submetidas a hidrolise com endoxilanase recombinante de B. subtilis.

A Tabela 13 mostra os resultados obtidos da caracterizacdo da fracdo solida da
casca de soja a cada etapa de pré-tratamento da casca desproteinizada e ap06s hidrélise

enzimatica.
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Tabela 13 — Composi¢des quimicas percentuais de casca de soja (CS) in natura e pré-tratada com
endoprotease, seguido por organossolve 50% EtOH e hidrdlise enzimatica.

Amostra n  %Celulose %Hemicelulose %Lignina %Proteinas
CS in natura 1,00 3465+06 19,78+0,3 1151+11 1323+0,7
CS desproteinizada 0,75 29,92+1,4 18,01+05 11,23+0,6 5,09+0,2

FS Organossolve-EtOH 50% 0,54" 33,47 +1,7 15,02+0,7 5,65+0,4 -

FS Organossolve-EtOH 50% .
S o 0,52" 30,90+0,1 13,03+0,3 4,67+0,5 -
+ Hidrolise enzimatica

Os desvios padrdes correspondem a resultados em triplicata das caracterizagdes do material solido.
“Os rendimentos massicos foram expressos em relagdo a massa seca de CS in natura.
FS, fracdo solida.

Pode-se observar na Tabela 13 que o pré-tratamento organossolve EtOH 50% a
170°C por 60 min sobre a casca de soja desproteinizada apresentou remocao em torno de 50%
de lignina e uma solubilizagdo de 16% da hemicelulose e sem remocéo da celulose, como
observado por WILDSCHUT et al. (2013) com a palha de trigo realizando o pré-tratamento
organossolve EtOH 50% a 190°C por 60 min, que removeu 39% de lignina, 36% de
hemicelulose e também sem remocdo de celulose. A caracterizacdo quimica da fracdo solida
da casca de soja apds a hidrélise com a endoxilanase apresentou resultado semelhante aos
obtidos anteriormente com a casca de soja in natura e ap6s pré-tratamento com endoprotease
e seguido por pré-tratamento com peroxido de hidrogénio e acido acético. Todas as biomassas
mostraram baixa hidrolise da hemicelulose e, consequentemente, baixa producdo de agucares
redutores, como observado na Figura 23. Nesta figura, o perfil de AR em fungdo do tempo
mostra uma concentracdo maxima de 9,5 mg de AR/ g de biomassa seca ap6s 1 h de reacdo

com a fracdo solida.
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Figura 23 — Perfis de agUcares redutores em funcdo do tempo na hidrélise com endoxilanase (45°C,
pH 5,5) de casca de soja pré-tratada (protedlise seguido de organossolve 50% EtOH) fracGes solidas e
liquidas.
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Pode-se também na Figura 23 que na hidrolise da fracdo liquida com
endoxilanase obteve-se um perfil com baixas concentracdes de AR no meio reacional, 43,1
mg AR/g de biomassa seca, justificado pela baixa concentracdo de hemicelulose solubilizada
no pré-tratamento organossolve-etanol 50% da casca desproteinizada.

A Figura 24 apresenta resumidamente os balancos de massa dos principais
constituintes da casca de soja para 0s processos integrados (pré-tratamentos sequenciais com
endoprotease seguido de organossolve-etanol 50% e hidrélise com endoxilanase).
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Figura 24 - Balanco de massa para 0s principais componentes da casca de soja para 0 processo
sequencial de hidrélise proteolitica, pré-tratamento organossolve-etanol 50% (v/v) e hidrolise com
endoxilanase.

Celulose......cceuu. 34,65+0,6g9
100 g (base seca) _— Hemicelulose.....19,78+0,3g
Casca de Soja In Natura Lignina......ccceeceenee 11,51+x1,1g
l Proteinas... 13,23+0,7g
Celulose.......oeunns 4,22+0,09g Fragao
Hemicelulose......5,86+0,02g Liquida Hidrolise
LigNina.....eeueeeersens 2,050,129 + Proteolitica
Proteinas........... 9,57+0,55¢g
74,99 g (base seca)
; o Celulose.....cuu.. 29,92+14q
S Hemicelulose......18,01+0,5g
Lignina.......cceueee. 11,23%0,6g
Proteinas.....u. 5,09+0,2g
Fragao ¥
— — Liquida | Pré-tratamento
Hidrolise Enzimatica %
Endo-Xilanase Org?gﬂsss(;;l: -
l 54,23 g (base seca)
Biomassa pré-tratada | Celulose.............. 33,47+1,7g
Aclcares < > Hemicelulose......15,02+0,7¢g
Redutores Lignina.......cccouerne. 5,65+04g
3,24+0,049 ¢

Hidrolise Enzimatica
Endo-Xilanase

Fragao 52,24 g (base seca)
Liquida Biomassa pré-tratada

Aclcares Celulose.....ouuu. 30,90+0,1g
Redutores Hemicelulose......13,03+£0,3g
0,52+0,02¢g Lignina.....ceueeeuens 4,67+0,5¢

Observa-se que 0S pré-tratamentos sequenciais hidrélise
proteolitica/organossolve solubilizaram em torno de 24% de hemicelulose, sendo que a
hidrolise proteolitica foi responsavel por 9% dessa solubilizagéo.

A fim de se evitar perdas de hemicelulose, solubilizada na etapa de hidrdlise
proteolitica, a casca de soja in natura, sem nenhum tipo de tratamento, foi entdo pré-tratada
por organossolve-etanol utilizando concentracbes de 50 e 70% etanol-4gua (v/v). Os
resultados da caracterizacdo das fracfes sélida e liquida destes pré-tratamentos sdo mostrados
na Tabela 14.
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Tabela 14 — Composi¢des quimicas percentuais de casca de soja (CS) in natura e pré-tratada por
organossolve-etanol nas concentragfes de 50 e 70% EtOH, fracOes solida e liquida.

Amostra n  %Celulose %oHemicelulose %Lignina %Proteinas

CS in natura 1,00 3465+06 19,7803 1151+1,1 13,23+0,7

FS Organossolve-EtOH 50% 0,62° 33,79+0,6 13,63 +0,2 744+02 265+0,2

FL Organossolve-EtOH 50% - 1,61 4,47 2,46 -

FS Organossolve-EtOH 70% 0,63" 34,35+0,7 14,19+0,1 7,49+02 293+15

FL Organossolve-EtOH 70% - 1,10 3,44 2,23 -

Os desvios padrdes correspondem a resultados em triplicata das caracterizagdes do material solido.
*Os rendimentos massicos foram expressos em relagéo a massa seca de CS in natura.
FS, fracdo solida; FL, fragdo liquida.

A Tabela 14 mostra que os pré-tratamentos organossolve-etanol 50 e 70% (v/v)
apresentaram rendimento massico semelhante (n ~ 0,62), assim como composi¢des quimicas
similares em termos de celulose, hemicelulose, lignina e proteinas nas fragcdes solidas
remanescentes. Ambos pré-tratamentos solubilizaram em torno de 30% de hemicelulose, 35%
de lignina, 2% de celulose e 79% de proteinas. WILDSCHUT et al. (2013) utilizando a palha
de trigo realizou o pré-tratamento com organossolve-etanol na concentracdo de 60% etanol a
190°C durante o tempo de 60 minutos, alcancando remocao em torno de 30% xilose, 37,7%
de lignina e 2,8% de glicose, valores préximos aos obtidos neste trabalho utilizando-se a
casca de soja.

A Tabela 15 mostra os rendimentos de extracdo de hemicelulose para a fracdo
solida e liquida e o rendimento de extracdo para hemicelulose na forma oligomérica e

monomérica.
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Tabela 15 — Comparagdo entre os rendimentos de extragdo de hemicelulose no sélido e o rendimento
guantificado na fracdo liquida; e a distribuicdo da fracdo liquida em oligdbmeros e monémeros de
hemicelulose.

o Rendimento de Rendimentode Rendimentode Rendimento de
Condigdes de

. remocao de recuperacao de extragao de extragao de
pré-tratamento . . . .
hemicelulose no hemicelulose no hemicelulose em hemicelulose em
organossolve . L A .
solido liquido oligdbmeros mondmeros
50% etanol 31,09 + 0,9% 22,58% 0 0
(WIV) (al) (déficit 8,51%) 19.47% 3,11%
70% etanol 28,26 + 0,6% 17,38% 0 0
(WIv) (a2) (déficit 10,88%) 15,55% 1,83%

Observa-se na Tabela 15 que o pré-tratamento utilizando EtOH na
concentracdo de 50% foi mais eficiente na remocao da hemicelulose do solido e apresentou
maior recuperacdo da hemicelulose na fracdo liquida e com maior concentracdo de
oligbmeros de hemicelulose (xilose e arabinose na forma de oligossacarideos). No
organossolve com concentracao de 70% EtOH, obteve-se o menor rendimento de extracdo da
hemicelulose na forma de mondmeros de xilose e arabinose, entretanto isto deve estar
relacionado a menor concentragao de hemicelulose hidrolisada.

Na Tabela 16 sdo mostrados a massa de xilo-oligbmeros solubilizada nos pré-

tratamentos e os rendimentos de extracdo da hemicelulose em xilo-oligdbmeros e xilose.

Tabela 16 — Massa de xilo-oligbmeros e rendimentos de extracdo de xilo-oligbmeros e xilose em
relacdo a xilana solubilizados para as respectivas condigdes de pré-tratamento organossolve.

Condices de pré-tratamento organossolve  Myilo-oligomeros Rxilo-oligomeros Rx
50% etanol (v/v) 1,639/100g de casca  11,32% 3,29%
70% etanol (v/v) 0,979/100g de casca  6,71% 2,28%

Pode-se notar que dos 19,47% da hemicelulose extraida para a fracdo liquida
na forma de oligbmeros, apenas 1,63 g de XOS foram produzidos para 100 g de casca pré-
tratada com organossolve-etanol 50%. Em outras palavras, de toda xilose presente em 100 g
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de casca de soja, 11,32% foi solubilizada na forma de XOS e 3,29% na forma monomérica de
xilose, permanecendo na fracdo solida 85% da xilose. O mesmo comportamento foi
observado para a casca de soja pré-tratada com organossolve-etanol 70%.

Continuando o processo para obtencdo de XOS, as fracGes solida e liquida
foram submetidas & hidrélise com endoxilanase recombinante de B. subtilis. Os resultados
mostrados nas Figuras 25 e 26 sdo os perfis de agUcares redutores e o balango de massa do

processo, respectivamente.

Figura 25 — Perfis de agUcares redutores em funcdo do tempo na hidrélise com endoxilanase (45°C,
pH 5,5) de casca de soja pré-tratada com o processo organossolve-etanol nas concentragfes de 50 e
70% EtOH (v/v).
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Figura 26 — Balanco de massa para 0s principais componentes da casca de soja in natura para o processo sequencial de pré-tratamento organossolve 50 e 70%
(v/v) e hidrdlise com endoxilanase.

Celulose.....couuun. 34,65+0,69
100 g (base seca) ¢ 3 Hemicelulose.....19,78+0,3g
Casca de Soja In Natura Lignina .11,5121,1g
‘ Proteinas......c... 13,23+0,7g
Pré-tratamento —
Rota A Organossolve-Etanol .
* RotaB
\ 4
Organossolve Organossolve
Etanol 50% Etanol 70%
Celulose... . 1,61g Fracd . Fraca
Hemicelulose....4,470 LE:S%% : nggi%g =¥
Lignina.......coeeeeeenee 2,469 :
61,68 g (base seca) 62,58 g (base seca)
Biomassa pré-tratada Biomassa pré-tratada
P Py Celulose.....cereee 33,79+0,6¢g Celulose.....cueee 34,35+0,7g AT PR
M e oo e Hemicelulose.....13,63£0,2g Hemicelulose.....14,19+0,1g 1 O
Lignina......cccevurerene Lignina............ -
* Proteinas Proteinas v
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Redutores v Redutores
7,68+0,29 - - 4,95+0,1g
Hidrolise Enzimatica
Endo-Xilanase
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Acucares Celulose........ 31,31+0,9¢
Redutores Hemicelulose....14,92+0,1g
1,0320,03 g Lignina......eceeecrseeees 8,54+0,1g
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A Figura 25 mostra que a hidrolise com endoxilanase da fracdo sélida do pre-
tratamento organossolve-etanol 70% (v/v) rendeu apenas 16,4 mg de AR/g de biomassa seca,
valor esse similarmente baixo aos apresentados anteriormente. Os perfis de AR para as
hidrolises com endoxilanase das fracdes liquidas dos pré-tratamentos organossolve-etanol 50
e 70% (v/v) ndo apresentaram formacao significativa de AR, mantendo o perfil observado no
ensaio controle (sem enzima). A utilizacdo das fracGes liquidas apds uma concentracdo de 5
vezes, OuU seja, uma concentracdo 5 vezes maior de oligdbmeros de hemicelulose, rendeu
incrementos na concentracdo de AR, atingindo apds 55 h de hidrolise valores de 76 e 49 mg
AR/g biomassa seca, respectivamente para licores dos pré-tratamentos organossolve 50 e 70%
(v/v). Entretanto, a maior concentracdo de AR obtida (76 mg AR/g biomassa seca) foi muito
préxima a obtida a partir da hidrolise da casca de soja in natura (~65 mg AR/g biomassa
seca), como mostra a Figura 13. Portanto, ndo se justifica um pré-tratamento dispendioso da
casca de soja para a produgéo de XOS.

A Figura 26 mostra que os pré-tratamentos organossolve-etanol 50 e 70% (v/v)
apresentaram uma baixa formacdo de AR das fragdes liquidas, podendo estar relacionado as
altas concentracdes de proteinas solubilizadas no pré-tratamento (79%), que podem reagir
com 0s acucares na reacdo Maillard, e a lignina que ndo precipitou no processo de
rotaevaporacao, permanecendo soltvel na fragdo liquida (~2,34 g/100 g de casca, base seca),
e que poderia adsorver a endoxilanase, reduzindo a concentracdo de enzima ativa no meio
reacional.

Conclui-se entdo que, com os baixos perfis de formacdo de AR para a fracdo
solida pré-tratada e para fracdo liquida, devido a baixa solubilizacdo de hemicelulose e/ou a
presenca de compostos inibitérios na fracdo liquida, que o pré-tratamento organossolve-etanol
nas condicdes estudas ndo foi viavel para otimizar a producdo de XOS a partir da casca de

soja, necessitando de outras abordagens para melhorar o processo enzimatico.

4.7. Hidrdlise de casca de soja in natura com endoxilanase em reator de micro-ondas

Hidrdlises enzimaticas catalisadas com endoxilanase foram realizadas em reator
com aguecimento induzido por micro-ondas em comparagdo ao reator de aquecimento
convencional, a fim de se avaliar o efeito na eficiéncia enzimatica gerado pela irradiacéo
micro-ondas. Para estes testes realizou-se a hidrélise das fragbes liquidas geradas nos pré-

tratamentos organossolve 50 e 70% (v/v). Os resultados de AR em func¢do do tempo séo
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mostrados na Figura 27. Observa-se um aumento inicial na concentragcdo de AR, atingindo
rapidamente um valor méximo, a partir do qual se observa a reducdo na concentragdo de AR
como anteriormente ja relatado. O meio reacional irradiado por micro-ondas mostrou-se,

supostamente, mais susceptivel a formacao de reacdo de Maillard.

Figura 27 — Perfis de agucares redutores em funcdo do tempo para a hidrolise com endoxilanase
(45°C, pH 5,5) da fracdo liquida de casca de soja ap6s pré-tratamento organossolve/etanol 50 e 70%
(v/v) em reator de micro-ondas.
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ZHU et al. (2006) avaliaram a hidrélise enzimatica da casca de arroz com o
meio reacional intermitentemente irradiado por micro-ondas. Os autores observaram que a
atividade das celulases frente a carboximetilcelulose (atividade CMCase) e filtro de papel
(atividade FPA) aumentaram sob a a¢do das micro-ondas, enquanto a atividade da celobiase
sofreu uma reducdo. Entretanto, em ambos 0s casos, as micro-ondas afetaram apenas as
velocidades iniciais da reacdo de hidrolise, permanecendo praticamente inalterado os
rendimentos maximos em termos de agUcares redutores.

Casca de soja in natura foi também hidrolisada com endoxilanase utilizando-se

cargas enzimaticas de 80 e 100 U/g de casca em reator com aquecimento induzido por micro-
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ondas. Os resultados séo apresentados na Figura 28.

Figura 28 — Perfis de acucares redutores em funcdo do tempo para a hidrélise com endoxilanase
(45°C, pH 5,5) de casca de soja in natura em reator de micro-ondas.
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Pode-se observar na Figura 28 que para a reacdo controle (sem adicdo de
enzima) ha uma formacdo maxima de 41,1 mg de AR/g casca, concentracdo menor em
comparacdo a obtida na reacdo controle em reator convencional (57,1 mg de AR/g casca,
Figura 17). Provavelmente essa diferenca esteja associada as diferentes agitagdes promovidas
pelos diferentes agitadores utilizados nesses dois tipos de reatores (Figuras 14 e 16-C).

Na reacdo catalisada com 80 U de endoxilanase/g de casca, a diferenca de
formacgéo de AR entre os reatores convencional (Figura 17) e micro-ondas (Figura 28) foi
pequena, formando um maximo de 57,5 mg de AR/g casca em reator convencional e 61,2 mg
de AR/g casca em reator micro-ondas. Nesse caso, além da diferenca nas agitagdes, poderia
estar ocorrendo inativacdo da enzima de forma mais pronunciada no reator irradiado por micro-
ondas. Entretanto, quando a carga enzimatica foi aumentada para 100 U/g de casca, a liberacao
de AR no reator de micro-ondas atingiu 107,5 mg de AR/g de casca in natura (base seca) apds
18 h de reacéo, enquanto a maxima liberagdo de AR no reator convencional era de 52,17 mg de
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AR/g de casca apés 12 h de reacdo (Figura 17), representando um incremento de
aproximadamente 2 vezes na formacdo de AR. Comparado ao controle da reacdo em micro-
ondas (reacdo nao catalisada), obteve-se um incremento de cerca de 2,6 vezes na liberagédo de
AR.

Embora o uso de micro-ondas em sintese organica e catalise quimica seja bem
estabelecido devido ao fato da alta eficiéncia do aquecimento, podendo aumentar a velocidade
da reacdo e reduzir o tempo reacional, o seu uso em hidrolise enziméatica de materiais
lignocelulosicos ainda é pouco reportado (ZHU et al., 2006). A irradiagdo micro-ondas ou a
combinacdo de irradiacdo micro-ondas com &cido ou base podem ser usadas para melhorar a
hidrélise enzimatica ou a biodegradabilidade da biomassa lignocelulésica (BRANDT et al.,
2013b; KUMAKURA; KOJIMA; KAETSU, 1982; TAHERZADEH; KARIMI, 2008;
VEERAMANI KARUPPUCHAMY; KASIVISWANATHAN MUTHUKUMARAPPAN,
2009b; ZHU et al., 2006). Esta melhora na biodegradabilidade da biomassa exposta a
irradiagdo micro-ondas parece estar relacionada ao aumento da sua area superficial acessivel e
ao tamanho de poros, bem como na reducdo da cristalinidade e do grau de polimerizacdo da
biomassa, tornando-a mais susceptivel a acdo enzimatica (TAHERZEDH; KARINI, 2008;
KAMUKURA et al., 1982).

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com a literatura, pois sob
irradiacdo micro-ondas a endoxilanase apresentou melhor desempenho, possivelmente, devido
ao aumento da acessibilidade da enzima a fracdo hemicelul6sica do material lignoceluldsico.
Entretanto, assim como na hidroélise da casca de soja in natura em reator com aquecimento
convencional e com aquecimento micro-ondas, observou-se uma reducdo de AR no meio
reacional — apés 12 h no controle (41,4 mg de AR/g casca), apos 24 h na reagdo catalisada com
80 U/g de casca (61,2 mg de AR/g casca) e ap6s 18 h na reacdo catalisada com 100 U/g de
casca (107,5 mg de AR/g casca). Sugere-se, portanto, que para obter maxima producdo de AR,
a hidrélise da casca de soja in natura deve ser conduzida por 18 h sob irradiacdo micro-ondas e
utilizando 100 U/g casca.

4.8. Identificacdo de XOS

Os cromatogramas gerados por CLAE para identificacdo dos perfis de XOS
produzidos sdo apresentados nas Figuras 29 a 39. Estes perfis se referem a reagédo controle

(sem adicdo de enzima), e aos produzidos com a endoxilanase recombinante de Bacillus
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subtilis ao hidrolisar a CS in natura, a CS desproteinizada pré-tratada com H>O, 5M, a CS
desproteinizada pré-tratada com organossolve-etanol 50% (v/v), a CS in natura pré-tratada
com organossolve-etanol 50 e 70% (fracGes sélidas e liquidas) e a CS in natura em reator
micro-ondas.

Pode-se observar na Figura 29 que na reacdo controle (sem adicdo da
endoxilanase), diferentemente das demais Figuras (30 a 39), onde a enzima € utilizada, ndo
houve a formacdo de XOS de baixa massa molecular (< 5 unidades de xilose). O
cromatograma sugere a solubilizacdo de hemicelulose como grandes oligbmeros, mesmo o
perfil de AR (Figura 17) sendo similar aos obtidos com a enzima endoxilanase. De fato, isto
comprova que a enzima atuou na hidrélise da biomassa para producdo dos XOS, entretanto,
sua atuacdo foi limitada, demandando um pré-tratamento da biomassa.

Nas Figuras 30 a 39, observa-se formacdo preferencialmente de xilo-
oligdbmeros de 2 e 3 unidades de xilose (xilobiose e xilotriose), X2 e X3, respectivamente, e
em alguns casos tracos de xilotetraose (X4) e xilopentaose (X5).

A atuacdo da endoxilanse sobre casca de soja in natura (Figuras 30 a 32,
hidrolise em reator convencional e Figuras 38 e 39, hidrdlise em reator micro-ondas) produziu
hidrolisados com perfis de XOS semelhantes, além da solubilizagdo de glicose, xilose e
arabinose. Comportamento similar foi observado para os hidrolisados das fragdes liquidas dos
pré-tratamentos organossolve-etanol 50 e 70%, v/v (Figuras 35 e 37, respectivamente).

Entretanto, as hidrolises das biomassas sélidas pré-tratadas por H2O2 5 M
(Figura 33) e organossolve-etanol 50 e 70% (v/v) (Figuras 34 e 36) produziram nos
hidrolisados somente X2, X3 e X4. Estes resultados indicam que ha uma fracdo da
hemicelulose mais facilmente hidrolisavel, a qual é solubilizada nos pré-tratamentos.

Deve-se ressalvar que as analises de XOS com 5 ou mais unidades de xilose
ndo apresentam boa resolucdo devido as baixas concentracBes e a limitacbes do método de
analise utilizado. O maior pico observado nos cromatogramas em torno de 5 min se refere ao
tampéo citrato de sdédio, podendo ocorrer co-eluigdo de oligdmeros (> 6 unidades de xilose)

nesse tempo de retencéo.
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Figura 29 — Xilo-oligossacaridos (XOS) identificados por CLAE solubilizados (Controle) pela CS in

natura (reator convencional) - cromatogramas para 0s tempos de 0 e 3 horas de hidrolise.
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Figura 30 — Xilo-oligossacaridos (XOS) identificados por CLAE produzidos por endoxilanase
recombinante de B. subtilis (40 U/g de casca) para CS in natura (reator convencional) -

cromatogramas para os tempos de 0 e 6 horas de hidrolise.
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Figura 31 — Xilo-oligossacaridos (XOS) identificados por CLAE produzidos por endoxilanase
recombinante de B. subtilis (40 U/g de biomassa inicial + 20 U/g de biomassa cada 12 h) para CS in
natura (reator convencional) - cromatogramas para os tempos de 0 e 24 horas de hidrolise.
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Figura 32 — Xilo-oligossacaridos (XOS) identificados por CLAE produzidos por endoxilanase
recombinante de B. subtilis (80 U/g de casca) para CS
cromatogramas para o0s tempos de 0 e 6 horas de hidrdlise.
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Figura 33 — Xilo-oligossacaridos (XOS) identificados por CLAE produzidos por endoxilanase
recombinante de B. subtilis (80 U/g de biomassa) para CS desproteinizada pré-tratada com H,O2 5M -
cromatogramas para os tempos de 0 e 60 horas de hidrolise.
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Figura 34 — Xilo-oligossacaridos (XOS) identificados por CLAE produzidos por endoxilanase
recombinante de B. subtilis (80 U/g de biomassa) para CS desproteinizada pré-tratada por
organossolve-etanol 50% (v/v) - cromatogramas para 0s tempos de 0 e 12 horas de hidrélise.
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Figura 35 — Xilo-oligossacaridos (XOS) identificados por CLAE produzidos por endoxilanase
recombinante de B. subtilis (7,3 U/mL) para a fracdo liquida da CS in natura pré-tratada por

organossolve-etanol 50% (v/v) -

cromatogramas para os tempos de 0 e 55 horas de hidrdlise.
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Figura 36 — Xilo-oligossacaridos (XOS) identificados por CLAE produzidos por endoxilanase
recombinante de B. subtilis (80 U/g de biomassa) para CS in natura pré-tratada por organossolve-
etanol 70% (v/v) - cromatogramas para o0s tempos de 0 e 24 horas de hidrolise.
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Figura 37 — Xilo-oligossacaridos (XOS) identificados por CLAE produzidos por endoxilanase
recombinante de B. subtilis (7,3 U/mL) para a fracdo liquida da CS in natura pré-tratada por
organossolve-etanol 70% (v/v) - cromatogramas para os tempos de 0 e 55 horas de hidrdlise.
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Figura 38 — Xilo-oligossacaridos (XOS) identificados por CLAE produzidos por endoxilanase
recombinante de B. subtilis (80 U/g de casca) para CS in natura (reator de micro-ondas) -
cromatograma para o tempo de 12 horas de hidrdlise.
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Figura 39 — Xilo-oligossacaridos (XOS) identificados por CLAE produzidos por endoxilanase
recombinante de B. subtilis (100 U/g de casca) para CS in natura (reator de micro-ondas) -
cromatogramas para os tempos de 0 e 48 horas de hidrolise.
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5. CONCLUSOES

Com a intengdo de obter as melhores condi¢bes para producdo de xilo-
oligossacarideos por rota enzimética, este trabalho mostrou que a casca de soja possui
potencial na producdo de Xilo-oligossacarideos por rota enzimatica.

A endoxilanase utilizada neste trabalho apresentou maior atividade a 45°C e
pH 5,5 (tampéo citrato de s6dio 50 mM).

O aumento na carga enzimatica na hidrdlise da casca de soja in natura em
reator convencional ndo aumentou a producdo de AR. A diferenca entre as concentracfes
méaximas de AR, para a reacdo com adicdo de enzima, e o controle, reacdo sem enzima, foi de
12,43 mg AR/g biomassa.

Observou-se reducdo na concentracao de AR para longos periodos de hidrdlise,
0S quais ndo estavam relacionados a contaminacdo microbiana. A remocdo de proteinas por
hidrolise proteolitica contribuiu para a reducdo desse efeito, entretanto, teve efeito negativo
para producdo de XOS, apresentando menor formacéo de AR.

O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio (5 M, 1 h) para casca de soja
desproteinizada removeu 56% de lignina sem perdas de celulose em relacdo a casca
desproteinizada. Entretanto, este pré-tratamento ndo contribuiu para a diminuicdo da
recalcitrancia da biomassa para uma eficiente atuacdo da endoxilanase sobre a fracdo
hemicelulésica, resultando em baixa formacdo de AR na hidrdlise enzimatica.

O pré-tratamento organossolve-etanol 50% (v/v) da casca de soja
desproteinizada removeu em torno de 50% de lignina com baixa solubilizacdo de
hemicelulose (< 17%), gerando, portanto, um substrato pobre para a acdo da endoxilanase. Ja
0 pré-tratamento organossolve-etanol 50 e 70% (v/v) da casca de soja in natura foram capazes
de solubilizar em torno de 30% da hemicelulose, sendo possivel a producdo de 76 e 49 mg de
AR/g de biomassa seca, para 0s pré-tratamentos de 50 e 70% respectivamente, apds hidrolise
com endoxilanase.

A acdo das micro-ondas sobre a biomassa lignocelulosica provavelmente
reduziu a recalcitrancia da biomassa, pois a hidrolise da casca in natura com endoxilanase
(100 U/g de casca) produziu aproximadamente 100 mg de AR/g de biomassa seca, ao
contrario da hidrélise conduzida em reator com aquecimento convencional com a mesma
carga enzimatica de 100 U/g de casca, que produziu em torno de 52 mg de AR/g de biomassa

Seca.
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Conclui-se, entdo, que a hidrélise enzimatica em reator micro-ondas em
comparacao aos pré-tratamentos quimicos se destacou, produzindo a maior quantidade de AR
com 0 menor numero de processos, ja que a hidrdlise enzimatica é feita com a casca in

natura.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se para trabalhos futuros:

> Realizar o pré-tratamento peroxido de hidrogénio/acido acético
variando-se as concentragOes dos reagentes a fim de analisar o perfil de remogéo dos
compostos, podendo-se também realizar o estudo da solubilizacdo de hemicelulose e lignina
para utilizar a fracdo liquida como substrato para hidrolise com a endoxilanase. Pode-se ainda
estudar a variaveis tempo e temperatura.

> Como alternativa ao pré-tratamento organossolve-etanol, pode-se
sugerir a realizacdo do pré-tratamento hidrotérmico, que também utiliza altas temperaturas
para remocdo da fracdo de hemicelulose do complexo lignocelulésico, com menor remocao de
lignina e dispensando a etapa de remocéo do solvente organico (etanol);

> Ao utilizar a hemicelulose solubilizada na fragdo liquida com o uso de
pré-tratamentos, pode-se sugerir realizar o estudo da imobilizacdo enzimética com a utilizacdo
de suportes e também sem suportes (CLEAS), avaliando-se a sua reutilizacdo, estabilidade,
inibicdo e outros.

> A hidrdlise enzimatica em reator micro-ondas poderia ser realizada
fixando a poténcia da irradiacdo micro-ondas, ou invés de fixar a temperatura, podendo
também variar o tempo de reacdo e também, realizar o estudo da irradiacdo micro-ondas como
pré-tratamento.

> Ao quantificar e identificar os XOS produzidos durante as hidrolises
enzimaticas utilizando a CLAE e o método descrito anteriormente foi observado uma grande
limitacdo do método em identificar XOS com mais de 4 unidades de xilose (>X4), além da
necessaria purificacdo e diluicdo das amostras, podendo subestimar os valores obtidos. Tendo
em vista esta limitacdo sugere-se o uso de melhores métodos para essa crucial analise, como o
método de cromatografia liquida de alta resolugdo com deteccdo por pulso amperométrico
(HPAE-PAD), recomendado na literatura.
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