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RESUMO

A hidrolise enzimatica de biomassas lignocelulosicos, tais como o cavaco da madeira
de eucalipto, tem sido indicada como uma interessante alternativa para a producdo de
acucares fermentesciveis. Recentes estudos tém demonstrado que a utilizacdo de surfactantes
pode aumentar significativamente a conversdo enzimatica da holocelulose (celulose e
hemicelulose) presente nas biomassas lignocelulosicas, otimizando, portanto, a eficiéncia das
enzimas como agentes de sacarificacdo. Especificamente, os ramnolipideos, biossurfactantes
produzidos por Pseudomonas aeruginosa, vém sendo citados na literatura como potenciais
aditivos na hidrélise enzimatica destes materiais. Com base no exposto, a presente pesquisa
objetivou analisar a influéncia dos ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa na
hidrolise enzimatica do cavaco de eucalipto, bem como avaliar o potencial destes como
indutores da sacarificacdo enziméatica em comparacdo com o surfactante sintético Triton X-
100. Linhagens de Pseudomonas aeruginosa, TGC02 e TGCO7, foram utilizadas para a
producdo dos biossurfactantes ramnolipidicos. Cavacos de eucalipto pré-tratados por explosao
a vapor nas concentracdes de 1, 5 e 10% (m.m™), biossurfactantes ramnolipidicos ou Triton
X-100, ambos a 100 mg.L™, e o complexo enzimético Cellic® CTecl (Novozymes) a 14,4 e
28,8 FPU.Qeeluiose - foram utilizados nos experimentos de hidrélise enzimatica. Em principio,
as linhagens de Pseudomonas aeruginosa TGCO02 e TGCO7 demonstraram eficiéncia similar
em relacdo a producdo dos ramnolipideos, particularmente em termos de comportamento
cinético e rendimento produtivo. Os ramnolipideos impulsionaram a sacarificacdo enzimatica
do eucalipto em todas as condigdes testadas, proporcionando aumentos significativos na
conversdo de celulose em relacdo as hidrélises sem qualquer surfactante. Logo, 0s
ramnolipideos demonstraram uma influéncia positiva sobre as hidrélises enzimaéticas do
cavaco de eucalipto pré-tratados por vapor. Observou-se que a adicdo do Triton X-100
também promoveu a sacarificacdo do eucalipto em relacdo as hidrolises sem surfactante,
entretanto, os ramnolipideos apresentaram conversdes de celulose equivalentes que este
surfactante sintético. Assim, os ramnolipideos podem ser apontados como potencial substituto
do surfactante Triton X-100 em hidrolises enzimaticas de biomassas lignocelulésicas, como o

eucalipto.

Palavras-chave: Bactéria. Pseudomonas aeruginosa. Celulase.



ABSTRACT

Enzymatic hydrolysis of lignocellulosic biomasses such as eucalyptus chips has been
pointed out as an interesting alternative for production of fermentable sugars. Recent studies
have evidenced that the use of surfactants might significantly increment the enzymatic
conversion of the holocellulose (cellulose and hemicellulose) present in lignocellulosic
biomasses, thus optimizing the efficiency of the enzymes as saccharification agents.
Specifically, the rhamnolipids, which are natural biossurfactants produced by Pseudomonas
aeruginosa have been mentioned in literature as potential additives to enhance the
saccharification of lignocellulosic biomasses via enzymatic hydrolysis. Based on the above
mentioned, this present research aimed to evaluate the influence of the rhamnolipids produced
by Pseudomonas aeruginosa as bio-surfactants in the enzymatic saccharification (hydrolysis)
of the pretreated eucalyptus chips, as well as to evaluate the potential of the rhmnolipid-based
bio-surfactants, comparatively to the synthetic surfactant (Triton X-100) as inducers
(promoters) of enzymatic hydrolyses. Strains of Pseudomonas aeruginosa TGCO02 and
TGCO7 were employed for production of the rhamnolipids bio-surfactants. Steam pretreated
eucalyptus chips were used as substrates at concentrations of 1, 5 and 10% (w.w™),
rhamnolipids or Triton X-100, both at 100.0 mg.L™?, were tested as bio-surfactants and
comercial enzyme cocktails (Cellic® CTecl, Novozymes, Denmark) at 14.4 e 28.8
FPU.geenuiose - Were used for the enzymatic hydrolyses experiments. In principle, both strains
of Pseudomonas aeruginosa TGC02 and TGCO7 have demonstrated similar efficiency
regarding the production of the rhamnolipids, particularly in terms of kinetic behavior and
productive yields. The cellulose conversion profiles of the enzymatic hydrolyses performed
with the use of rhamnolipids as biosurfactants were superior to the ones conducted without
any surfactant within all conditions tested, evidencing thus the positive influence of these
species (rhamnolipids) over the enzymatic hydrolyses of the steam pretreated eucalyptus
chips. It was also evidenced that the rhamnolipids were similarly efficient as commercial
synthetic Triton X-100 as surfactant with regard the enzymatic hydrolysis of the steam
pretreated eucalyptus chips. Hence, the bio-based rhamnolipids can be pointed out as a
potential candidate to replace the synthetic Triton X-100 as surfactante additive for the

enzymatic hydrolyses of lignocellulosic biomasses such as eucalyptus.

Key words: Bacterium. Pseudomonas aeruginosa. Cellulase.
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1 INTRODUCAO

A Lei N°. 12.305, Politica Nacional de Residuos Solidos, sancionada em 2010, prevé
que os residuos deixem de ser definidos como matéria sem valor, ou seja, geradores de
problemas, e passem a ter um novo papel na sociedade, na forma de subprodutos. Portanto,
devem-se esgotar todas as possibilidades de aproveitamento dos residuos antes do rejeito final
(BRASIL, 2010).

O Brasil dispde de uma grande variedade de residuos agroindustriais cujo seu
reaproveitamento é de grande interesse econdmico e ambiental (ARAUJO, 2016; ESCOBAR,
2016; SCARLAT et al. 2015). O aproveitamento e reciclagem de tais residuos podem reduzir
0s problemas ambientais resultantes de sua disposi¢do inadequada na natureza, agregar valor
aos subprodutos da agroindustria e valorizar os recursos naturais ou culturas de determinada
regidio (ARAUJO, 2016; FARIAS, 2014). Uma das estratégias de aproveitamento desta
biomassa inclui seu uso em processos biotecnolégicos, onde por via enziméatica ou
microbioldgica, podem ser transformados em compostos quimicos de alto valor agregado,
como acucares fermentesciveis, etanol, acidos organicos, pectina, etc (SANTOS et al., 2017;
LOU etal., 2014; SILVEIRA et al., 2014).

Os materiais lignocelul6sicos sdo os mais abundantes complexos orgénicos na forma
de biomassa vegetal, e sdo constituidos, principalmente, por trés componentes: celulose,
hemicelulose e lignina (MCINTOSH et al., 2016; BADHAN et al., 2007). A celulose, o
principal constituinte destes materiais, € um polissacarideo formado por monémeros de
glicose unidos entre si por ligacGes glicosidicas, as quais podem ser hidrolisadas por via
enzimatica (LIN et al, 2017; BORTOLAZZO, 2011; OGEDA e PETRI, 2010). As enzimas
responsaveis pela hidrélise das fibras celuldsicas sédo as celulases (BANDIKARI et al., 2014).
Entretanto, a principal adversidade da hidrélise enzimatica da celulose é a desativacdo das
celulases durante a sacarificagdo, sendo necessaria a utilizacdo de elevadas cargas
enzimaticas, encarecendo o processo. Isso se deve, principalmente, ao mecanismo de adsor¢éo
improdutiva de parte das celulases sobre a lignina (LOU et al., 2014; L1 et al., 2012).

Estudos tém indicado que os surfactantes podem interagir com a lignina, minimizando
as adsorcOes das celulases sobre sua superficie, promovendo a atuacdo dessas enzimas e
aumentando a sacarificacdo enzimatica da celulose (LIN et al, 2017; ZHOU et al, 2015;
OUYANG et al., 2010; ZHANG et al, 2009; KRISTENSEN et al., 2007). Entretanto, os
agentes surfactantes geralmente utilizados como indutores da hidrélise, como o Tween-80 e

Triton X-100, sdo derivados do petroleo e, consequentemente, ndo sdo biodegradaveis e
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apresentam toxicidade para o ambiente (TU e SADDLER, 2010). Os surfactantes naturais ou
biossurfactantes, por outro lado, tém atraido atencdo devido a sua especificidade,
biodegradabilidade e biocompatibilidade (SOUSA et al., 2014; ZHAO et al., 2013).

Os ramnolipideos, biossurfactantes produzidos por Pseudomonas aeruginosa, foram
relatados como potenciais aditivos a hidrélise enzimética por interagir com a superficie da
lignina, impedindo, assim, a adsorgdo improdutiva das celulases (BEZERRA, 2017; HOU et
al.,, 2017; ZHOU et al, 2015). Devido a esta interacdo, a adicdo de ramnolipideos nas
sacarificaches enzimaticas tem se apresentado como uma alternativa aos tratamentos de
deslignificacdo da biomassa, contribuindo para a diminui¢cdo dos impactos ambientais, devido
a producdo de efluentes tdéxicos durante a etapa de recuperacdo da biomassa apos a
deslignificacdo, e economia de tempo, pela retirada deste tratamento no processo (ARAUJO
etal., 2017; HOU et al., 2017).

Por outro lado, as biomassas lignoceluldsicas comumente utilizadas em bioprocessos
sdo oriundas da cana-de-aclcar, milho e trigo (BETANCUR et al.,, 2011). No entanto,
pesquisas atuais indicam a necessidade de desenvolvimento de rotas biotecnoldgicas que
permitam o uso de outros materiais lignocelulésicos existentes, como os cavacos da madeira
de eucalipto, os quais sdo provenientes do processamento do eucalipto nas industrias
florestais, de papel e celulose, carvdo vegetal e produtos sélidos de madeira (MCINTOSH et
al., 2016; SILVA-JUIOR et al., 2015). O cavaco de eucalipto é utilizado principalmente como
combustivel solido para fornecimento de energia térmica, porém, por ser um material
lignocelulésico, o mesmo apresenta potencial para seu aproveitamento como fonte de
lignocelulose (LIN et al, 2017; RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2012).

Dentro dessa perspectiva, avaliar a hidrolise enzimatica do cavaco de eucalipto com
adicdo de ramnolipideos é uma forma de confirmar a atuacdo positiva destes biossurfactantes
na sacarificacdo enziméatica de materiais lignocelulésicos e uma alternativa para o
aproveitamento deste residuo em processos biotecnoldgicos, proporcionando beneficios

econdmicos e ambientais.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar o potencial uso de biossurfactantes ramnolipidicos produzidos por

Pseudomonas aeruginosa na hidrélise enzimatica do cavaco de eucalipto.
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1.1.2 Objetivos especificos

e Analisar os perfis de crescimento, consumo do substrato e producao de ramnolipideos
de duas linhagens de Pseudomonas aeruginosa,

e Purificar o biossurfactante ramnolipidico por cromatografia em coluna e elucidar sua
estrutura quimica por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear;

e Auvaliar a influéncia dos ramnolipideos na hidrolise enzimatica do cavaco de eucalipto
em diferentes concentracdes de substrato e carga enzimatica;

e Verificar o potencial dos ramnolipideos como indutores nas hidrdlises enziméticas em

comparagdo com o surfactante sintético Triton X-100.



21

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 EUCALIPTO

O eucalipto ¢é originario da Austrdlia, Tasmania e outras ilhas da Oceania, €
corresponde ao género Eucalyptus, pertencente a familia das Myrtaceae, onde s@o mais de
700 espeécies reconhecidas botanicamente. A madeira do género Eucalyptus tem despertado
um continuo interesse de diversos produtores por sua grande versatilidade nos diferentes
segmentos do setor florestal, por apresentar espécies de rapido crescimento, alcangando
alturas de 25 a 54 metros de altura, dependendo da espécie, e também por constituir-se em
uma matriz energética renovavel, garantindo um equilibrio social, econdmico e ambiental
(NONAKA et al., 2013; KLOCK et al., 2005).

Em relacdo a sua composicdao quimica elementar, a madeira do eucalipto é composta
por 45-50% de carbono, 40-44% de oxigénio, 4-6% de hidrogénio e 0,4-1,0% de nitrogénio.
Em relacdo aos elementos macromoleculares, a madeira deste vegetal contém 42-45% de
celulose, 27- 30% de hemicelulose, 20-28% de lignina e 3-5% de extrativos e nao extrativos
(RENCORET et al., 2007; KLOCK et al, 2005).

Devido as suas propriedades fisicas e quimicas, a madeira do eucalipto € utilizada em
cadeias produtivas de diferentes segmentos industriais, como as de celulose e papel, painéis
reconstituidos, moveis, siderurgia, carvao vegetal, energia e produtos solidos de madeira
(SILVA-JUNIOR et al, 2015).

Segundo a IndUstria Brasileira de Arvores, o eucalipto tem grande importancia
comercial na economia brasileira, pois séo 5,5 milhdes de hectares plantados deste género,
com uma produtividade média de 39 m3.hat.ano™ (IBA, 2018). O Brasil lidera o ranking
global de produtividade florestal, com mais de 9,8 milhdes de hectares de florestas plantadas,
sendo 75,5% de eucalipto, 20,4% de pinus e 4,2% de outras espécies florestais, com uma
média de 35,7 m2.ha™.ano™ nos plantios de eucalipto e 30,5 m3.ha™t.ano™ nos plantios de pinus
(IBGE, 2017).

Nos processos de industrializacdo do eucalipto, ha a geragdo de residuos, os quais sao
constituidos por pequenos pedacos da madeira, denominados de cavaco. O cavaco da madeira
de eucalipto € utilizado principalmente como combustivel sélido para fornecimento de energia
térmica, mas também pode ser usado como matéria organica em jardinagem, paisagismo,
compostagem, ecologia da restauracdo, biorreatores para desnitrificacdo e cultivo de
cogumelos (MESQUITA, 2015; BRAGATTO, 2010) (Figura 1).
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Figura 1 - Cavaco de eucalipto.
Fonte: MFRURAL (2019).

O cavaco da madeira de eucalipto gerado anualmente no Brasil corresponde a 30
milhGes de toneladas, o que equivale a 11,5 milhdes de tep (tonelada equivalente de petrdleo)
(ESCOBAR, 2016). As principais fontes desses residuos sdo as industrias de base florestal
(papel e celulose, serrarias, fabricas de folheados emoldurados, painéis, etc.) junto a residuos
de reflorestamento (gerados no campo ap6s a colheita) e a exploracéo de florestas nativas na
regido amazonica (residuos gerados no manejo florestal) (SARTO e SANSIGOLO, 2010).
Entretanto, por ser uma biomassa vegetal sustentavel e de baixo custo, o cavaco de eucalipto
apresenta grande potencial para reaproveitamento como fonte de lignocelulose, se tornando
um recurso promissor para a geracao de acucares fermentesciveis (NONAKA et al., 2013).

2.2 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignocelul6sica compreende qualquer matéria orgénica proveniente de
fontes vegetais, como os residuos agroindustriais. O material lignocelulésico é um termo
genérico para descrever 0s constituintes principais da biomassa vegetal, ou seja, a celulose, a
hemicelulose e a lignina, cuja composicdo depende ndo apenas do tipo de vegetal, mas
também de condicdes de crescimento, da parte da planta escolhida e da idade de colheita
(OGEDA e PETRI, 2010). A lignocelulose, o principal componente deste material, representa
uma importante fonte de matéria organica renovavel, onde suas propriedades quimicas
resultam em um substrato de alto valor biotecnologico (BORTOLAZZO, 2011). Na Figura 2
é apresentado um modelo da estrutura molecular dos principais constituintes do material

lignocelulésico.
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[ Organizagio estrutural ] Distribui¢do de celulose, hemicelulose
da parede celular e lignina na parede celular

Membrana Parede
plasmatica secundaria
Parede
secundaria
Estrutura
Parede vascular
secundaria &
= Lignina

Biomassa
lignocelulosica

Parede

I~ Hemicelulose
Parede
- Proteina

b~ Lamela médiz
| Parede

Figura 2 - Modelo da estrutura da parede celular vegetal.
Fonte: Menon e Rao (2012), adaptado por Campos (2017).

Os componentes lignoceluldsicos sdo arranjados de modo que as cadeias lineares de
celulose se mantenham compactadas através de ligagdes de hidrogénio, promovendo a rigidez
da planta, a lignina atuando como barreira fisica contra o ataque microbiano e estresse
oxidativo, e a hemicelulose proporcionando a ligacdo entre a celulose e a lignina formando
uma complexa rede fibrosa (OGEDA e PETRI, 2010).

A celulose é o principal constituinte dos materiais lignoceluldsicos. Quimicamente, a
celulose é um polimero de D-glicopiranose (glicose) que forma cadeias com liga¢des do tipo
B-D (1,4) glicosidicas de formula geral (CsH1005), (LAVOINE et al., 2012). Este polimero
natural mantém uma estrutura plana e linear cuja unidade repetitiva é a celobiose (Figura 3)
(MARTINEZ, 2014). As cadeias de glicose sdo unidas por forcas de Van der Waals,
resultando em estruturas cristalinas chamadas de fibrilas elementares. O conjunto dessas
fibrilas forma uma microfibrila. A fibra de celulose é constituida por microfibrilas as quais
estdo ligadas a hemicelulose e a lignina (CAMPQOS, 2017; RABELO, 2010; BIDLACK et al.,
1992).

OH
o HO OH o HO OH
HO
HO on o OH o
OH OH

Celobiose Glicose

Figura 3 - Estrutura da celulose, parte central da cadeia molecular.

Fonte: Fengel e Wegener, 1989.
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A celulose apresenta uma estrutura constituida de dominios altamente cristalinos, com
cadeias de glicose ordenadas paralelamente, conferindo as fibras lignoceluldsicas maior
resisténcia a tracdo, ao alongamento e a ataques enzimaticos, porém, contém regidées com
menor grau de ordenacdo, chamadas regides amorfas, que sdo cadeias de celulose nao
organizadas e areas com irregularidades, falhas ou microporos, que aumentam a flexibilidade
das fibras e a superficie de contato da celulose com outras moléculas (FARIAS, 2014,
MENON e RAO, 2012).

A hemicelulose é considerada o segundo biopolimero mais abundante no ambiente,
estando presente em todas as camadas da parede celular vegetal, apresentando funcdo de
reserva e sustentacdo (FARIAS, 2014; KOOTSTRA et al., 2009). A hemicelulose é um
heteropolissacarideo, com uma massa molecular menor do que a celulose, formada a partir de
diferentes residuos de carboidratos (D-xilose, D-galactose, D-glicose, L-arabinose, acido 4-O-
metil-glucurénico, D-galacturénico e D-glucurénico), onde os agUcares sdo unidos por
ligagdes B-1,4 e, por vezes, B-1,3-glicosidicas (PITARELO, 2007).

As hemiceluloses podem se apresentar na forma de homopolimeros como a xilana
formada por xiloses, ou heteropolimeros como a glico-manana, formada por glicose e manose
(KANG et al., 2004). As unidades de aclcares que formam as hemiceluloses podem ser
subdivididas em grupos, tais como pentoses, hexoses, acidos hexourbnicos e desoxihexoses
(Figura 4).

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS  DEOXIEXOSES
H COOH H
H QoH H OoH OO0H
o H of' H CHy H
HO H HO H H H
H OH H OH OH OH
B-D-xilose B-D-glucose acidop-D-glucurdnico a-L-ramnose
H COOH H
OH CgoH H A—0H H O0oH
HH H KO H ki o3 OH
H H H,CO OH HO H
H OH H OH OH H

a-D-arabinopirancse  p-D-manose dcidow-D-4-O-metilglucurénico  «-L-fucase

o OH OH COOH
OH H HO OH M4 o
H C'I'l-l H HOP—';I H i
H OH
HO™ H  OH b OH H  OH
a-L-arabinosefuranose o-D-galactose acidow-D-galacturdnico

Figura 4 - Estrutura dos monossacarideos precursores da hemicelulose.
Fonte: Fengel e Wegener, 1989.
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A hemicelulose apresenta baixa massa molecular, bastante hidrofilica e contendo
consideravel grau de ramificacdo entre suas cadeias, apresentando uma estrutura altamente
amorfa com pouca resisténcia a hidrolise quimica e enzimatica. (GIRIO et al., 2010). A
presenca de hemicelulose junto a celulose resulta em importantes propriedades para as fibras,
contribuindo para o intumescimento, a mobilidade interna e o aumento da flexibilidade das
fibras (RIVEIRA et al., 2010).

Depois da celulose, a lignina é a substancia organica polimérica mais abundante nas
plantas e a maior fonte de polimeros aromaticos de natureza fendlica (CRUZ-JUNIOR, 2016;
BRISTOW e KOLSETH, 1986). A lignina é uma macromolécula aroméatica amorfa
tridimensional de estrutura rigida (mais resistente que a celulose) e formada a partir da
polimerizacdo de unidades de fenilpropanoides (alcool cumarico, alcool coniferilico e alcool
sinapilico) incorporados durante o crescimento do vegetal (FENGEL e WEGENER, 1989).

A lignina é classificada conforme a quantidade de seus monémeros guaiacila, siringila
e p-hidroxifenila, os quais sdo derivados dos alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico,
respectivamente (Figura 5) (CRUZ-JUNIOR, 2016).

L ‘4) o - MM, A h‘ ! ‘ ‘ ) 'r. ]
. —— N O N >~[~ y—OM [
| | ‘ ‘[‘ ) 1
Mo~ 00 M Y HOOM HE—0
HooH, w4 HE o——n HRCOM s H,CO H,CO OCH,
X A " | -
HOCH y [ s -2 | OH OH OH

D Gl © (a) (b) (©)

Figura 5 - Esquema da estrutura quimica da lignina e seus precursores: hidroxifenila (a), guaiacila (b)
e siringila (c).
Fonte: Cruz-Junior (2016).

A lignina esta ligada tanto a celulose quanto a hemicelulose, formando uma barreira
fisica na parede celular dos vegetais, proporcionando um suporte estrutural, impermeavel e

resistente a ataque microbiano e estresse oxidativo (SANCHEZ, 2009). Na madeira, age como
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um agente permanente de ligacdo entre as células vegetais, gerando uma estrutura resistente
ao impacto, compressdo e dobra. Além disso, esta envolvida também com o transporte interno
de &gua, nutrientes e metabolitos das células vegetais (RABELO, 2010).

Além da holocelulose e lignina, os materiais lignocelulosicos contém outros
componentes em menor grau, os quais sao classificados como extraiveis e ndo extraiveis. Os
compostos solGveis em solventes neutros, denominados fracfes extraiveis, incluem uma
diversidade de compostos como as resinas (incluindo os compostos ndo volateis) fenois, como
0s taninos, alcoois, terpenos, acidos alifaticos, proteinas, aldeidos, alcaloides, etc (KLINKE et
al., 2004). Nas fracGes ndo extraiveis encontram-se as cinzas e residuos inorgénicos, como

carbonatos alcalinos, alcalinos terrosos e oxalatos (FARIAS, 2014).
2.3 PRE-TRATAMENTO DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Devido a estrutura rigida e cristalina da lignocelulose, o aproveitamento da biomassa
lignoceluldsica requer uma etapa de pré-tratamento, a qual visa desestruturar a interacao entre
0s principais componentes da biomassa (celulose, hemicelulose e lignina), reduzir ou remover
estes componentes, diminuir o grau de cristalinidade da celulose, aumentar a porosidade do
material melhorando o acesso dos agentes de hidrdlise e viabilizar a conversdao dos
polissacarideos em acucares fermentesciveis (Figura 6) (MOSIER et al., 2003; LYND et al.,
1996). Além disso, o pré-tratamento deve evitar a degradacdo ou perda dos carboidratos e a
formacdo de compostos inibitérios resultantes da degradacdo da celulose, hemicelulose e
lignina (LEE et al., 1994).

Pré-tratamento 7~ "

Figura 6 - Desestruturacao da fibra vegetal pelo efeito de um pré-tratamento.
Fonte: Oliveira (2010).
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As condicBes de pré-tratamento podem ter dois efeitos opostos. Se o pré-tratamento
for dréstico, ocorre a degradacdo da fracdo celul6sica, além da formacdo de inibidores da
fermentacdo; se for brando, a acessibilidade da enzima continuara sendo baixa (SCHULEIN,
1997).

O pré-tratamento pode ser realizado por procedimentos fisicos, quimicos, biolégicos
ou uma combinacdo destes (Tabela 1) (AGBOR et al., 2011; GIRIO et al. 2010). Segundo
Martinez (2014), nenhum pré-tratamento é totalmente melhor que outro, pois cada método
apresenta suas vantagens e desvantagens, porém sua escolha depende da natureza do material
lignoceluldsico e da aplicacdo do material hidrolisado. Outros fatores também sdo usados
como comparacdo entre diferentes pré-tratamentos, como por exemplo: rendimento méssico,
consumo de energia, formacdo de inibidores toxicos, precos de reagentes, producdo de
poluentes, dificuldade de tratar esses residuos e oxidacdo parcial da celulose (CASSOL, 2017,
CRUZ-JUNIOR, 2016; GIRIO et al. 2010).

Tabela 1 - Diferentes tipos de pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos.

Mecanico - Reduz a granulometria das particulas e a cristalinidade dos materiais para que
Tratamento ocorra um aumento da area superficial.
Fisico Radiagdo de Alta Energia - Tratamento onde a 0os materiais sdo submetidos a radiacéo de
alta frequéncia como os Raios Gamma (y) e Micro-ondas.

Hidrotérmico - Promove a degradagdo da hemicelulose e a transformacéao da lignina devido
a alta temperatura aplicada (160-260°C). Os fatores que afetam esse pré-tratamento sdo o
tempo de residéncia, temperatura e tamanho da particula.

Exploséo por vapor - Consiste no aquecimento da biomassa a altas temperaturas e presséo
como no tratamento hidrotérmico, porém seguido de um processo de descompressao subita
(explosdo) em um tanque de coleta.

Explosdo por aménia - Este processo é semelhante ao tratamento de exploséo por vapor,
porém os materiais lignocelulésicos sdo colocados em contato com a aménia liquida a alta
temperatura e pressdo.

Tratamento
Fisico-quimico

Hidrdlise acida - O pré-tratamento com acido diluido é empregado principalmente para
remocao da hemicelulose presente na biomassa. Entretanto, este pré-tratamento é feito
usando acidos fortes, geralmente H,SO, ou HCI, sendo necessaria uma etapa de recuperagdo
e neutralizag8o do pH da biomassa.

Tratamento Hidrolise alcalina - O uso de solugdes alcalinas, como NaOH, auxilia na solubilizagéo e

Quimico extragdo da lignina presente na biomassa, aumentando a superficie interna e diminuindo o
grau de polimerizacéo dos polissacarideos. Este pré-tratamento requer neutralizacéo do pH.

Processo Organosolv - Consiste na mistura de solventes organicos com agua ou com um

acido inorganico, favorecendo o processo de deslignificacdo do material. A recuperagéo do

solvente é realizada com base no processo de destilacao.

Tratamento Microrganismos séo utilizados para promover a degradagdo da lignina e hemicelulose
Biol6gico presente nos materiais lignocelulésicos.

Fonte: Cassol (2017) e Araujo (2016).
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2.3.1 Pré-tratamento por exploséo a vapor

Considerado um dos métodos mais promissores de tratamento de materiais
lignocelulosicos, o pre-tratamento hidrotérmico por explosdo a vapor ou STEX (“Steam
Explosion™) consiste na descompressao subita de um sistema pressurizado com vapor de dgua
a elevada pressdo e temperatura. Essa descompressao € feita abrindo-se rapidamente a valvula
de descarga do reator de forma que todo o material é encaminhado para um tanque de coleta a
pressdo atmosférica (OLIVEIRA, 2010). Neste tratamento, o vapor penetra no material
lignocelul6sico e condensa, formando agua liquida dentro das fibras. Apds a descompresséo, a
agua que estd em equilibrio com o vapor a alta pressdo, é rapidamente evaporada gerando
literalmente uma explos&o no interior das fibras (GIRIO et al., 2010).

No pré-tratamento por explosdo a vapor, além da ruptura das fibras, a alta temperatura
produz a autoionizacdo da &gua, gerando ions hidrénio que atuam como catalisadores na
quebra das ligacGes éter heterociclico da hemicelulose e provocando tanto a geracdo de
oligossacarideos quanto a separacdo de grupos acetila. Logo, a degradacdo destes grupos
acetila liberam moléculas de acido acético, as quais atuam como catalisadores na
despolimerizacdo da hemicelulose (processo autocatalitico) (MOSIER et al., 2005;
AGUILAR et al., 2002). O 4cido liberado catalisa a ruptura das ligacfes da lignocelulose,
provocando a solubilizacdo de grande parte da hemicelulose e de uma pequena fracdo de
lignina (BOUCHARD et al., 1990). A fracdo insolivel em agua, resultante deste tratamento,
permanece composta de celulose e lignina parcialmente modificada (MOSIER et al., 2003).

A estrutura da parede celular da biomassa é radicalmente modificada durante o
processo tornando as hemiceluloses parcialmente hidrolisadas e facilmente removiveis por
extracdo aquosa (EMMEL, 1999). Além disso, neste tratamento hidrotérmico a fibrilacdo é
promovida. Tanto a remocdo de hemicelulose como a fibrilacdo aumentam significativamente
a area superficial do material para a sacarificacdo enzimatica, sem causar degradagédo
significativa da celulose e lignina (DORIA et al, 2014). Apesar da STEX ndo utilizar acidos,
durante este tratamento ocorre formacdo de do acido acético, os quais podem gerar inibidores
da fermentacéo, dentre eles furfural e HMF (TAHERZADEH e KARIMI, 2008).

2.4 HIDROLISE ENZIMATICA DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

O processo de hidrolise da biomassa lignocelulosica destina-se a liberar agucares

fermentesciveis atraves da adi¢do de acido sulfurico aos residuos (no caso da hidroélise acida)
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ou pela acdo de enzimas. O processo de sacarificacdo enzimatica consiste no uso de enzimas
hidroliticas que atuam em sacarideos (celulose e hemicelulose) obtendo assim 0s seus
mondmeros constituintes (SILVA, 2012; OGEDA e PETRI, 2010).

A hidrdlise enzimatica da celulose é realizada mediante a presenca de enzimas
altamente especificas, chamadas celulases, que operam em condi¢des brandas de pH (4 a 5) e
temperatura (40 a 60°C) (CASCIATORI, 2015). Estas enzimas celuloliticas atuam em
sinergia na degradacdo da celulose em glicose, a qual desperta maior interesse industrial
devido a possibilidade de sua conversdo em etanol (ORLANDELLI et al., 2012).

As enzimas do complexo celulolitico sdo identificadas pela Enzyme Comission (EC)
com a codificagdo 3.2.1.x, onde sdo classificadas de acordo com seu local de atuagdo no
substrato celuldsico, dividindo-se em trés classes: endoglucanases (EnG), que clivam ligacdes
internas da fibra celuldsica; exoglucanases (ExG), que atuam na regido externa da celulose; e
B-glicosidases (BG), que hidrolisam a celobiose e oligossacarideos soluveis em glicose
(OLSSON e HAHN-HAGERDAL, 1996).

As endo-1,4-B-D-glucanases ou endoglucanases (EC 3.2.1.4) sdo as enzimas do
complexo celulolitico responsavel por iniciar a hidrdlise, onde atuam randomicamente nas
regides amorfas da celulose e de seus derivados, hidrolisando ligagdes glicosidicas p-(1,4),
liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo (GP), onde sua atividade
catalitica pode ser medida através da diminuicdo da viscosidade do meio decorrente da
diminuicdo de massa molar média de celulose. A EnG é a enzima celulolitica responsavel pela
rapida solubilizacdo do polimero celul6sico (reducdo de GP), devido a sua fragmentacdo em
oligossacarideos (OGEDA e PETRI, 2010).

As exo-1,4-B-D-glucanases, exoglucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), agem
nas extremidades das fibras de celulose e nos oligossacarideos produzidos pela EnG,
liberando unidades de glicose (livres) ou celobiose, que pode ser detectada pelas técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A EXG ainda pode ser dividida em dois
tipos: enzima do tipo | (EXG 1), que hidrolisa terminais redutores, enquanto que a do tipo Il
(ExG 1) hidrolisa terminais ndo redutores. Essas enzimas geralmente sofrem inibicgéo pelo seu
produto de hidrolise (celobiose) (CASTRO e PERREIRA JR., 2010).

As 1,4-B-D-glucosidades ou B-glicosidases (EC 3.2.1.21), hidrolisam a celobiose e
oligossacarideos soluveis (GP < 7) a glicose, onde a atividade catalitica pode ser medida
através da analise dos produtos por CLAE ou espectrofotometria. A BG também é reportada
com a caracteristica de sofrer inibigdo por seu produto de hidrdlise, neste caso, a glicose
(OGEDA e PETRI, 2010).
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Quando atuam conjuntamente, as enzimas do complexo celulolitico apresentam um
rendimento melhor do que a soma dos seus rendimentos individuais, ou seja, quando atuam
isoladamente umas das outras. Tal efeito é conhecido como sinergia (CASTRO E PERREIRA
JR., 2010). A Figura 7 ilustra a acdo sinérgica entre exoglucanases, endoglucanases e [-

glicosidases na hidrolise da fibra celulésica.
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Figura 7 - Atuacéo das celulases sobre a estrutura da celulose.
Fonte: Campos, 2017.

O rendimento da hidrélise depende de muitos fatores, tais como: tipo de pré-
tratamento do substrato, inibicdo da atividade enzimatica pelos produtos finais da
biodegradacéo, termoestabilidade das enzimas, concentracdo e adsor¢do do substrato, tempo
de duragdo da hidrdlise, pH do meio, concentracdo de substrato no meio e taxa de agitagéo.
Logo, € necessario otimizar as condigdes de hidrdlise para conseguir o funcionamento
satisfatorio da sacarificacdo enzimatica (ARAUJO, 2016; CARA et al., 2008).

A hidrolise enzimatica de materiais lignocelulosicos é um processo bastante estudado
por apresentar especificidade da reacdo, auséncia de reagdes secundarias (que levariam a
perda de rendimento), auséncia de formacdo de produtos secundarios (inibidores de processos
fermentativos) e reacdo em condigOes suaves que ndo requerem altas pressdes e temperaturas

ou ambientes corrosivos para os equipamentos (CANILHA et al., 2010). Além disto, a
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especificidade da enzima evita ainda que ocorra degradacao da glicose, o que pode ocorrer na
hidrdlise quimica (YU e ZHANG, 2003).

No entanto, ha alguns fatores que limitam o processo de degradacdo da celulose em
acucares fermentesciveis, resultando na diminuicdo da taxa de hidrolise durante o processo,
como: a alta cristalinidade da celulose, impedindo o ataque enzimatico; a adsorcdo
irreversivel das celulases na superficie da lignocelulose; e a presenca da lignina, a qual cria
uma barreira fisica que dificulta a acessibilidade das enzimas ao substrato celul6sico
(MENEGOL et al., 2014; YU et al., 2012). Devido a tais fatores, o tempo necessario para
alcancar a conversdo maxima aumenta, juntamente com a necessidade de adicionar elevadas
quantidades de enzimas para acelerar 0 processo, encarecendo o custo da sacarificagdo
(ZHANG et al., 2015).

Substratos celuldsicos lignificados apresentam maior resisténcia a hidrolise
enzimatica, pois a lignina atua como barreira a interagdo enzima-substrato e, dependendo de
sua hidrofobicidade, promove a perda de atividade por adsorcéo inespecifica (SILVA, 2012).

A ligacdo das enzimas hidroliticas a celulose envolve o pareamento de residuos de
aminoacidos aromaticos, principalmente tirosina, e os anéis de anidroglicose, além de
ligacGes de hidrogénio entre residuos de glutamina e hidroxilas do polissacarideo (LINDER et
al., 1995). Porém, as celulases tém aminoacidos hidrofébicos expostos em sua superficie, que
podem interagir com a superficie hidrofébica da lignina por pareamento de anéis e outras
interacdes hidrofdbicas, acarretando em adsor¢fes improdutivas (OGEDA e PETRI, 2010).
Este tipo de adsorcdo ndo especifica pode causar a inativacdo das enzimas durante a hidrdlise,
diminuindo a quantidade de enzimas disponiveis para ligar a celulose e reduzindo a eficiéncia
do processo catalitico (FRAZER e MCCASKEY, 1989).

Os grupos funcionais da lignina exercem importante influéncia na adsorcao
improdutiva. (PALONEN et al., 2004; LINDER et al., 1995). Logo, para aumentar o
rendimento das hidrolises de biomassas lignocelulésicas, geralmente, a lignina precisa ser
removida ou modificada (CRUZ-JUNIOR, 2016; OLIVEIRA, 2010). Durante a
deslignificagcdo, o composto alcalino ataca as ligacOes entre a lignina e hemicelulose do
complexo lignina-carboidrato, levando & ruptura das ligagcbes éter e éster desta estrutura,
promovendo a reducéo do grau de polimerizacéo e cristalinidade, o intumescimento das fibras
e a ruptura da estrutura da lignina (LINO, 2013). Desse modo, estas rea¢Ges ajudam a
solubilizar e extrair lignina da biomassa (YU et al., 2012). Entre os reagentes mais utilizados
para extracdo da lignina estdo o hidréxido de sodio (NaOH), hidroxido de célcio (Ca(OH),),
amonia (NHs;) e peroxido de hidrogénio alcalino (H,O;) (OGEDA e PETRI, 2010).
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Na Tabela 2 estdo reportados estudos de hidrdlises enziméaticas de biomassas

lignocelulosicas submetidas a diferentes tratamentos de deslignificagdo com seu respectivo

teor de lignina e conversao de celulose.

Tabela 2 - Estudos de hidrélises enzimaticas de biomassas submetidas a diferentes tratamentos de

deslignificacdo reportando a carga de substrato e enzimatica, método de deslignificacéo, teor de lignina e

conversao de celulose.

Pré- ) Teor de Cargada Conversédo
. Método de o Carga de ) .
Biomassa tratamento o lignina . enzima de celulose  Referéncia
. o deslignificacdo biomassa L
hidrotérmico (%) (FPU.g™) (%)
Sem 16 %
160°C por 150 o 28,4 L 25,0 22 .
Eucalyptus . deslignificacdo (m.v™) Cebreiros et
) min sem
grandis 3 16 % al. (2018)
explosdo NaOH a 4% 16,5 . 25,0 29
(mv7)
160°C por 90
. Sem 20%
min sem o 21,8 N 50 30
3 deslignificacdo (m.v™)
Eucalyptus explosdo Mou e Wu
globulus . Organosolv com (2016)
Sem preé- ) 20%
etanol:agua 17,3 L 50 48
tratamento (m.v™)
(60:40)
10,3 FPU.gt de
Organosolv com .
Eucalyptus 198°C sem ) 25% celulase e Romani et
etanol:agua 18,8 L L 42
globulus exploséo (60:40) (m.m™) 51,51U.g" de al. (2014)
B-glicosidase
17 FPU.g™ de
180°C por 30
Eucalyptus . 2% celulase e Sun et al.
) min sem NaOH a 2 % 15,06 66
urophilla (mv?) 34 1U.g% de (2014)
exploséo o
B-glicosidase
Eucalyptus Sem pré- 5% Lima et al.
. NaOH a 4% NI N 25,0 65
urograndis tratamento (m.v™) (2013)
Eucalyptus Sem pré- 5% Park et al.
) NaOH a 7% NI L 30 66
grandis tratamento (m.m™) (2012)

NI: Ndo informado.

Dentre as vantagens dos tratamentos de deslignificacdo estdo as condigdes desejaveis

para uma aplicacdo industrial, que inclui baixa temperatura e pressdo de reacdo, produtos
quimicos menos corrosivos em comparacao ao tratamento acido, a possibilidade de reuso da
solucéo alcalina residual e a utilizagéo de reatores mais simples (ZHANG et al., 2015). Entre
as desvantagens pode-se citar o uso de grande quantidade de reagente neste processo, 0 que

torna necessaria uma etapa de recuperacdo e neutralizacdo do pH da biomassa, gerando
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grande quantidade de efluentes nocivos ao ambiente, acarretando em impactos ambientais
(SEWALT, et al., 1997).

Um recurso para melhorar a sacarificacdo enzimatica que vem sendo reportado, € a
adicdo de surfactantes ao meio reacional. Essas substancias quimicas quando adicionadas a
hidrélise interagem com a estrutura da lignina, minimizando a adsorcéo irreversivel das
celulases sobre sua superficie, favorecendo a hidrolise (LIN et al., 2017; ZHAO et al., 2013).

Em estudos realizados por Lin et al. (2017) foi observado que surfactantes nao i6nicos
sdo mais eficientes em ensaios de hidrolise enzimatica. Aradjo et al. (2017) e Hong-Yuan et
al. (2011), realizando hidrdlise enzimatica da casca do coco verde e da palha de trigo,
respectivamente, observaram que a adi¢do de surfactante ndo idnico favoreceu a sacarificacao

enzimatica da biomassa.

2.5 SURFACTANTES

Os surfactantes, também chamados de tensoativos ou agentes de interface, sdo
moléculas anfipaticas, compostas por uma porcao hidrofilica e uma porcao hidrofébica, e que
devido a essa estrutura possuem a capacidade de reduzir a tenséo superficial e interfacial entre
fluidos de diferentes polaridades (NITSCHKE e PASTORE 2002). Estes compostos
constituem uma importante classe de produtos quimicos largamente utilizados no setor
industrial, com aplicacdo na inddstria farmacéutica, cosmética, petroguimica e alimenticia
uma vez que atuam como dispersantes e/ou solubilizantes de compostos organicos com baixa
solubilidade em &gua, e devida a capacidade desses em reduzir a tensdo superficial e
interfacial entre liquidos, sélidos e gases (MULLER et al., 2012). Os tensoativos sdo
utilizados também a fim de diminuir aumentar a solubilidade, o poder de detergéncia e a
capacidade de molhamento de produtos quimicos (DAMIAO, 2012).

Os surfactantes sdo moléculas que possuem porcdes hidrofébica ou apolar e hidrofilica
ou polar. A porcdo hidrofobica é geralmente composta por hidrocarbonetos de cadeias
alifaticas, grupos policiclicos ou aromaticos, enquanto que a por¢do hidrofilica pode ser
constituida por carboidratos, aminoacidos, peptideos ciclicos, fosfato, acidos carboxilicos ou
alcoois (SILVA et al., 2014). Esteres sulfatados ou sulfatos de &cido graxos (anidnicos) e sais
de amonio quaternario sdo alguns exemplos utilizados comercialmente de surfactantes idnicos
(Figura 8) (SILVA, 2009; NITSCHKE e PASTORE, 2002).
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Figura 8 - Estrutura do A) Dodecil sulfato de sédio (surfactante anidnico); B) Cloreto de dodecilaménio
(surfactante catidnico) e C) N-dodecil-N,Ndimetilbetaina (surfactante anfétero).
Fonte: Santos (2012).

De acordo com a presenca ou auséncia de cargas, o surfactante pode ser classificado
em anfédtero, idnico (anibnico ou catidnico) ou ndo ibnico. Os anfoteros sdo aqueles que
possuem dois ou mais grupos funcionais e, dependendo das condi¢fes do meio, podem ser
ionizados em solugdo aquosa dando as caracteristicas de surfactante i6nico. Os i6nicos
correspondem aos que em solucdo aquosa se ionizam produzindo ions organicos negativos
(anidnicos) ou ions positivos (catidnicos), 0s quais sao responsaveis pela atividade superficial.
Os surfactantes ndo i6nicos sdo os tensoativos que ndo produzem ions em solucdo aquosa. A
solubilidade em &gua desses compostos € devida a presenca de grupos funcionais que tém
uma forte afinidade com a 4gua (ARAUJO, 2018; OLIVEIRA, 2010).

Devido a presenca de grupos hidrofilicos e hidrofobicos na mesma molécula, os
surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fluidos com diferentes graus de
polaridade (LIN et al., 2017). A formacdo de um filme molecular, ordenado nas interfaces,
reduz a tensdo interfacial, sendo responsavel pelas propriedades Unicas dos surfactantes
(ARAUJO et al. 2017; NITSCHKE e PASTORE 2002). Além disso, os surfactantes formam
microemulsdes onde hidrocarbonetos podem se solubilizar em agua como também a agua
pode ser solubilizada em hidrocarbonetos. Esta atividade emulsificante pode ser medidas por
indices de emulsificacdo (BEZERRA et al., 2012; BANAT, 2000).
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A eficacia do surfactante é determinada através da capacidade de reduzir a tensdo
interfacial e superficial, a qual pode ser medida através da Concentracdo Micelar Critica
(CMC), que é definida como a minima concentragdo de surfactante com propriedades
tensoativas onde, a partir dessa concentracdo, inicia-se a formacdo de micelas (Figura 9)
(DAMIAOQ, 2012). Em concentracdes acima da CMC, o tensoativo aumenta a solubilidade de
compostos organicos em agua (0 composto organico € incorporado ao interior da micela),
contudo, as tensGes superficial e interfacial da solucdo permanecem constantes.
(MONTEIRO, 2007; DESAI e BANAT, 1997).

Figura 9 - Micela esférica.
Fonte: Aradjo (2018).

Embora os primeiros surfactantes tenham sido obtidos através de recursos renovaveis
como gorduras e 6leos, atualmente, grande parte é sintetizada a partir de derivados de
petréleo, como o Tween, Triton, polietilenoglicol e dodecilsulfato de sodio, o que lhes confere
um carater ndo biodegradavel e toxico ao ambiente (LIU et al., 2014; SOUSA et al., 2014).
Exemplo disto esta o Triton X-100, o qual é um agente tensoativo bastante utilizado,
principalmente na area de biotecnologia, onde a porg¢do hidrofilica é formada por uma cadeia
de d6xido de polietileno e a regido hidrofébica formada pelo grupo orgénico 4 (1, 1, 3,3-
tetrametilbutil) - fenilo (Figura 10) (ARAUJO, 2018).

n=9-10

Figura 10 - Estrutura molecular do Triton X-100.
Fonte: Fciencias (2019).
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Contudo, a busca de substitutos aos surfactantes sintéticos existentes, com a atual
preocupacdo ambiental, entre os consumidores combinado com novas legislacdes de controle
ambiental, acarretaram na procura de surfactantes naturais de origem microbiana
(biossurfactantes), os quais possuem propriedades surfactantes e sdo biodegradaveis
(ARAUJO et al., 2013).

2.6 BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sdo subprodutos metabdlicos de bactérias e fungos, que exibem
propriedades surfactantes, isto é, diminuem a tensdo superficial e interfacial, além de
possuirem alta capacidade emulsificante (ARAUJO, 2018; NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes apresentam vantagens frente aos surfactantes sintéticos, como
biodegradabilidade, baixa toxicidade, condi¢cbes de producdo moderadas, aceitabilidade
ambiental, maior seletividade, bem como melhor atividade em condigdes extremas de
temperatura, pH e salinidade, sendo t&o eficientes quanto os surfactantes sintéticos (ARAUJO
et al., 2017; SOUZA et al., 2014). Estas propriedades resultaram em caracteristicas de
detergéncia, emulsificacdo, bem como aumento na solubilidade e mobilidade de compostos
organicos hidrofébicos em agua (BAl e MCCLEMNETS, 2016). Alguns destes surfactantes
microbianos também apresentam atividades antimicrobianas (HENKEL et al., 2014).

O potencial de aplicacdo dos biossurfactantes baseia-se em suas propriedades
funcionais, que incluem emulsificacdo, separacdo, solubilizacdo e reducdo da tensdo
superficial. Essas propriedades sdo aplicadas na agricultura, na construcao civil, em inddstrias
de alimentos, papel, metal, téxteis e farmacéuticas, apresentando seu maior potencial de
aplicacdo na industria petrolifera, principalmente na limpeza de tanques, na recuperacao
melhorada de petréleo e em casos de biorremediacdo, como em derramamentos de 6leos em
ecossistemas aquatico (MULLER et al., 2012).

A porcdo hidrofilica dos biossurfactantes pode conter carboidratos, aminoacidos,
acidos carboxilicos, alcool, fosfato ou peptideo ciclico. Enquanto sua por¢do hidrofébica é
constituida de &cidos graxos de cadeia longa (SANTOS, 2012). A Figura 11 apresenta a

estrutura quimica de alguns biossurfactantes.
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Figura 11 - Estruturas quimicas de alguns biossurfactantes.
Fonte: Monteiro (2007).

Embora a exata funcao fisioldgica dos biossurfactantes para os microrganismos ainda
ndo tenha sido completamente elucidada, algumas delas foram relatadas na literatura
(ARAUJO, 2018; ARAUJO et al., 2017; BEZERRA, 2017, LIN et al. 2017; MUKHERJEE e
DAS, 2010; RAHMAN et al, 2010):

e Emulsificacéo e solubilizagdo de hidrocarbonetos ou compostos insolGveis em
agua: facilitando o crescimento de microrganismos nestes substratos;

e Transporte de hidrocarbonetos: funcéo atribuida aos biossurfactantes ligados a
parede celular de Candida tropicalis;

e Aderéncia-liberacdo da célula a superficies: os microrganismos podem se
utilizar dos surfactantes ligados a membrana celular para mobilidade, visando

aderir ou se libertar de um determinado local de acordo com sua necessidade,
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seja para encontrar novos habitats com maior disponibilidade de nutrientes ou
sair de ambientes desfavoraveis;

e Atividade antibiotica: demonstrada por varios biossurfactantes, principalmente
da classe dos lipopeptidios e glicopeptidios, os quais solubilizam os principais
componentes das membranas celulares microbianas. Os ramnolipideos da
Pseudomonas aeruginosa e a surfactina da Bacillus subtilis foram relatados
como antibidticos ativos;

e Quorum sensing: é o termo usado para descrever o processo de comunicacao
intra e intercelular entre espécies microbianas, o qual permite que estas tenham
a capacidade de se comportar como organismos complexos, que se comunicam
e agem coordenadamente, respondendo a diferentes estimulos de modo

unificado.

Através da excrecdo destes biossurfactantes no meio, 0s microrganismos adquirem
maior chance de sobrevivéncia e competitividade na busca por nutrientes (ARAUJO, 2018).

A producdo do biossurfactante pode ser espontanea ou induzida através da presenca de
compostos lipidicos, variaces de pH, temperatura, aeracdo e agitacdo, ou ainda quando o
crescimento celular é mantido sob condi¢fes de estresse com baixas concentraces de
nutrientes e alteracdes nas condi¢des 6timas de pH e temperatura (BEZERRA et al., 2012;
SOUZA et al., 2014). A estrutura quimica dos biossurfactantes ndo depende apenas das
espécies produtoras, mas também da composicdo do meio de cultura (MARCHANT e
BANAT, 2012; OLIVEIRA, 2010).

Mesmo apresentando vantagens frente aos surfactantes sintéticos, a producdo de
biossurfactante em escala industrial ainda encontra limitacbes, devido a sua baixa
produtividade e recuperacdo, bem como os altos precos dos meios de cultura usados em sua
producdo (HENKEL et al., 2012). Para que 0s custos sejam minimizados, a selecdo adequada
de micro-organismos, a adaptacdo dos mesmos e melhorias de engenharia genética para se
obter altos rendimentos, como também a utilizagdo de substratos com baixo valor econémico,
como os subprodutos agroindustriais (ARAUJO et al., 2017; BEZERRA, 2017; MULLER,
2012).

O uso dos residuos agroindustriais como fonte de carbono nos meios de cultura, pode
acarretar na reducgéo de custos nos processos de producdo dos biossurfactantes, visto que os
meios de cultivo representam entre 10% a 30% do custo total do biossurfactante (LANG e
WULLBRANDT, 1999). Entre os residuos estdo o soro do leite, a manipueira, residuos de
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destilarias, 6leos residuais de fritura, Oleos lubrificantes e borra oleosa de refinarias de
petroleo (ARAUJO et al., 2017; BEZERRA, 2017; LIU et al., 2014; HENKEL et al., 2012;
MULLER et al., 2012; SILVA et al., 2010; RAZA et al., 2009; MIEIRA, 2007).

Diferentemente dos surfactantes que tém sua classificacdo baseada no grupamento
polar, os biossurfactantes séo classificados estruturalmente de acordo com sua natureza
bioquimica ou com a espécie microbiana produtora (RAHMAM et al., 2002). Os
biossurfactantes podem ser classificados como: glicolipideos, lipoproteinas e lipopeptideos,
fosfolipideos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (NICOLO et al., 2014;
NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Os glicolipideos pertencem a classe de biossurfactante mais explorada industrialmente,
onde sua estrutura € formada por um mono ou dissacarideo ligado a um &cido alifatico de
cadeia longa ou hidroxialifatico (THAVASI et al., 2011). Os glicolipideos, cujo grau de
polaridade depende dos hidrocarbonetos utilizados como substratos, sdo 0s mais conhecidos e
formados por carboidratos (glicose, manose, 38 galactose ou ramnose) e &cidos graxos
alifaticos de cadeia longa (ex: ramnolipideos, soforolipideos e trealolipideos) (HOU et al.,
2017; MORAIS, 2012). Os glicolipideos mais eficazes, em relacdo as propriedades
surfactantes, sdo os trealolipideos de Mycobacterium, os ramnolipideos de Pseudomonas
aeruginosa e os soforolipideos de leveduras (ARAUJO, 2018)

Os ramnolipideos sdo um dos grupos de surfactantes mais estudados e produzidos por
varias de estirpes de Pseudomonas aeruginosa a partir de diversos substratos e recebem muita

atencdo devido as suas notaveis propriedades tensoativas e emulsificantes (HOU et al., 2017).

2.6.1 Ramnolipideos

Os ramnolipideos sdo um tipo de glicolipideos ndo ibnicos que sdo produzidos por
bactéerias da espéecie Pseudomonas aeruginosa (ABYANEH e FAZAELIPOOR, 2016). Nesta
bactéria, os ramnolipideos desempenham uma variedade de funcdes fisioldgicas, como
solubilizacdo e absorcdo de hidrocarbonetos e compostos hidrofdbicos, adesdo a superficies,
formagdo e manutencdo de biofilmes, mobilidade celular, e, principalmente, atividade
antibiética (antifingica e antibacteriana) (GUDINA et al, 2016; FREITAS et al., 2009).

Os ramnolipideos foram isolados primeiramente por Bergstrom et al. (1946) da
Pseudomonas pyocyanea ap0s crescimento em glicose, entretanto ndo foi possivel determinar
as propor¢oes molares da ramnose e do acido B-hidroxidecanoato. Posteriormente, estudos

verificaram que a bactéria Pseudomonas aeruginosa, cultivada em meio com glicerol,
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produzia um glicolipideo com uma porcao hidrofébica composta de &cido graxo e uma por¢édo
hidrofilica composta por uma ou duas ramnoses (Rha-hidroxiacido graxo ou Rha-Rha-
hidroxiacido graxo). Depois, foram reportados dois grupos de ramnolipideos produzidos por
P. aeruginosa, mono e di-ramnolipideos, compostos de uma unidade de ramnose e duas de
acido B-hidroxidecanoato (Cy0) ou duas unidades de ramnose ligadas a duas unidades de acido
B-hidroxidecanoato, respectivamente (DEZIEL et al., 2000; LANG e WULLBRANDT,
1999). Como também, foi relatada a existéncia de ramnolipideos que apresentam A&cidos
graxos de diferentes comprimentos de cadeia alquila (Cg, Ci9, C14), com diferentes graus de
insaturacdo, além da presenca de anéis de ramnose com ramificacbes (LANG e
WULLBRANDT, 1999).

Através da utilizacdo de métodos mais sofisticados para determinacdo da estrutura
qguimica de compostos, compreende-se que o biossurfactante produzido pela P. aeruginosa é
constituido por uma mistura de homologos de ramnolipideos, com unidades L-ramnose
ligadas a uma cadeia de &cidos graxos ndo polares (MARCHANT e BANAT, 2012).
Especificamente, o cultivo microbiano produz uma diversidade de ramnolipideos com
variacdes no comprimento da cadeia, grau de polimerizacdo para as cadeias de acidos graxos
e diferencas no numero de moléculas de ramnose. Estima-se que aproximadamente 60
congéneres de ramnolipideos sdo produzidos durante o cultivo, onde os homdlogos
predominantes deste biossurfactante e suas concentragcdes dependem das linhagens de P.
aeruginosa. Porém, geralmente, sdo predominantes os homélogos de ramnolipideos com uma
ou duas unidades ramnose ligadas a um polissacarideo alquila com duas cadeias apolares
unidas por uma ligacdo éster, os quais sao descritos como ramnosil-p-hidroxialcanoil-p-
hidroxialcanoato, referente a0 mono-ramnolipideo, e ramnosil-ramnosil-B-hidroxialcanoil-p-
hidroxialcanoato, indicando o di-ramnolipideo (Figura 12) (ARAUJO, 2018; CHONG e LI,
2017).
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Figura 12 - Estrutura do mono-ramnolipideo (a) e di-ramnolipideo (b).
Fonte: Santos (2012).
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A composicdo e as propriedades dos ramnolipideos dependem da linhagem
microbiana, das condigdes de cultivo e dos substratos utilizados para produzi-los. Algumas
linhagens de P. aeruginosa sdo conhecidas por produzir com predominancia apenas um
homologo de ramnolipideos, enquanto outras produzem tanto mono quanto di-ramnolipideos.
Isto ocorre por que a proporcdo entre mono e di-ramnolipideo pode ser controlada no método
de producdo, além disso, existem enzimas disponiveis que podem converter mono-
ramnolipideo em di-ramnolipideo (ARAUJO, 2018). Porém, um anel de L-ramnose confere
maior hidrofilicidade ao ramnolipideo, enquanto carbonos adicionais a cadeia de acido graxo
ou maior numero de insaturacBes aumentam sua hidrofobicidade (HOU et al., 2017,
PERFUMO et al., 2013).

Os ramnolipideos sdo considerados como a classe mais promissora em termos de
aplicacdo industrial, por suas propriedades fisico-quimicas (detergéncia, lubrificacéo,
capacidade espumante, solubilizacdo e dispersdo de fases) e atividades antimicrobiana,
podendo ser aplicados nas industrias petrolifera, cosmética, farmacéutica, de alimentos,
mineracdo e agricola, como também em biorremediacdo de aguas e solos contaminados
(SILVA et al., 2010). Entre estas aplicacdes estdio (ONWOSI e ODIBO, 2012; MULLER et
al., 2012; ZHU e ROCK, 2012; COSTA, 2010; RAHMAN et al., 2002):

e Biorremediacdo e recuperacdo avancada de 6leo: os ramnolipideos removem
eficientemente o 6leo cru do solo contaminado e facilitam a biorremediacéo de
derramamentos de 6leo;

e Produtos farmacéuticos e terapéuticos; os ramnolipideos apresentam baixa
toxicidade, propriedades de atividade superficial e atividades antimicrobianas;

e Cosméticos: o ramnolipideo como um ingrediente ativo é encontrado em
produtos para cicatrizacao de feridas, queimaduras e tratamento de rugas;

e Detergentes e produtos de limpeza: os ramnolipideos sdo emulsificantes
naturais e agentes tensoativos que levam a sua ampla utilizagdo em
composicdes detergentes, produtos de limpeza e higiene pessoal,

e Agricultura: os ramnolipideos sdo usados para remediacéo de solo, melhorando

a qualidade do mesmo, auxiliando na absorcéo de fertilizantes e nutrientes.

Entretanto, os ramnolipideos ainda ndo sdo amplamente utilizados devido a alguns
fatores limitantes como o elevado custo de producgdo associado a métodos dispendiosos de
recuperacio (ARAUJO, 2018; MORAIS, 2012).
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Estudos indicam que os ramnolipideos sdo um dos metabdlitos secundarios de P.
aeruginosa, onde a sua producdo coincide com o inicio da fase estacionaria. Entretanto
algumas espécies de bactérias podem apresentar uma pequena producdo na fase de
crescimento (BEZERRA, 2017; ONWOSI e ODIBO, 2012; ZHU e ROCK, 2012). Logo,
estratégias de cultivo para estimular a producdo desses biotensoativos tém sido reportadas na
literatura, como a limitagdo de um ou mais nutrientes, principalmente as fontes de nitrogénio,
fosforo, bem como de cations multivalentes e alguns anions (CLARKE et al., 2010; GLICK et
al, 2010). A limitacdo de nitrogénio, entretanto, € a estratégia comumente utilizada para
induzir a producdo de ramnolipideos. Embora P. aeruginosa seja capaz de metabolizar
diferentes fontes de nitrogénio, como amonia e aminoacidos, por exemplo, o nitrato tem se
mostrado como a melhor fonte para a indugdo da producdo de ramnolipideos, pois possui uma
assimilacdo mais lenta, devido a reducdo do nitrato a nitrito e depois a amdnia, simulando
desta maneira uma condicao limitante de nitrogénio (PARTOVI et al., 2013; THAVASI et al.,
2011). Além disso, P. aeruginosa utiliza nitrato como aceptor final de elétrons em condices
anaerdbias ou microaerdbias, provocando dessa maneira a escassez de nitrogénio no meio de
cultivo (BEZERRA, 2017; ONWOSI e ODIBO, 2012; ZHU et al., 2012).

Estudos avaliaram também a producdo dos biossurfactantes ramnolipidicos por
residuos industriais como fontes de carbono, como residuos de industria de dleo, glicerol,
agua residuais de agroindustrias, melaco de cana, milhocina, soro de leite e efluentes ricos em
amido (BEZERRA, 2017, LIN et al., 2017; ARAUJO, 2016). Dentre estes, o glicerol,
subproduto da producdo do biodiesel, tem sido usado como fonte de carbono para a producéo
de biossurfactantes, e pelo fato de ser um substrato de origem renovavel e de grande
disponibilidade, torna-se uma alternativa sustentavel e promissora do ponto de vista
econémico (BEZERRA, 2017; MOUSSA et al., 2014; RIKALOVIC et al., 2012).

Assim, para que haja um aumento de aplicagdes dos ramnolipideos, é necessaria a
utilizacdo de estratégias para estimular a sua producdo como também o uso de residuos ou
subprodutos industriais de baixo custo no meio de cultivo (MORAIS, 2012; ROBERT et al.,
1989).

2.7 APLICACAO DE BIOSSURFACTANTES NA HIDROLISE ENZIMATICA
Um recurso para o aumento da eficiéncia de hidrolise € a adigdo de surfactantes ao

meio reacional, cujo intuito € promover maior adsor¢do das celulases ao polimero celulésico
(CASTRO e PERREIRA JR, 2010). Entretanto, ao combinar celulases com surfactantes
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anidnico ou catidnico, a hidrolise de materiais celul6sicos ndo € influenciada, enquanto que a
eficiéncia do processo hidrolitico pode ser potencializada pelo uso de surfactantes ndo ibnicos
(HOU et al., 2017; SILVA, 2012).

Embora a exata acdo dos surfactantes ndo ionicos na sacarificacdo ainda nédo esteja
completamente elucidada, pesquisas levantam a hipdtese de que a parte hidrofébica em sua
estrutura interage diretamente com as ligninas, prevenindo a adsorcdo improdutiva das
celulases a superficie deste material, e acarretando, consequentemente, no aumento da
hidrolise enzimética (ZHOU et al, 2015; SILVA, 2012). Outros mecanismos também tém sido
propostos e investigados para o efeito estimulador dos surfactantes n&o i6nicos sobre a
hidrélise da celulose, tais como: os agentes tensoativos podem aumentar a estabilidade da
enzima e evitar a desnaturacdo das mesmas durante a hidrolise; e os surfactantes podem afetar
a estrutura do substrato celulolitico, tornando-a mais acessivel para hidrélise enzimatica (LIN
etal., 2017; HONG-YUAN et al., 2011; LIU et al., 2006).

A influéncia dos biossurfactantes na hidrdlise enzimatica da celulose é altamente
importante para reducdo dos impactos ambientais ocasionados pelo uso de surfactantes
sintéticos. Recentemente, tem-se verificado que os biossurfactantes ramnolipidicos sdo
aditivos eficazes que podem otimizar o processo de degradagdo de biomassa lignocelulésica,
interferindo nas adsorc¢des ndo produtivas das celulases a lignina e estabilizando as enzimas,
prevenindo sua desnaturacdo durante a hidrolise (ARAUJO, 2016; PRABU et al., 2015; LIU
etal., 2014).

Bezerra (2017) ao realizar a hidrdlise enzimatica de papel jornal com a adicdo do
biossurfactante observou um aumento de 113% na liberacdo de glicose, mostrando que o
ramnolipideo impulsionou a hidrélise enzimatica dessa biomassa. HOU et al. (2017), apés a
adicdo de ramnolipideos na hidrdlise de palha de arroz, obtiveram aumento de 44,65% na
producdo de glicose em relacdo a sacarificacdo na auséncia de surfactantes. Feng et al. (2013)
reportaram que na hidrdlise da palha de arroz deslignificada por NaOH, ao utilizar os
ramnolipideos, alcancaram um aumento de 50% na atividade das celulases. Wang et al.
(2011) ao produzir celulases e xilanases com a adi¢do dos ramnolipideos, observaram que este
biossurfactante aumentou a atividade das celulases de 102,9%.

Devido a estes efeitos, a adicdo de ramnolipideos em hidrélises enzimaticas tem se
apresentado como uma alternativa aos tratamentos de deslignificagdo de biomassas,
contribuindo, assim, para a e economia de tempo, pela retirada deste tratamento no processo,

e reducdo dos impactos ambientais, devido a producédo de efluentes toxicos durante a remogao
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ou neutralizagdo dos produtos quimicos provenientes da deslignificagdo (ARAUJO et al.,
2017; HOU et al., 2017; ZHANG et al., 2015).

Araujo (2016) avaliou a influéncia dos ramnolipideos na hidrdlise enzimatica da casca
de coco verde, a qual foi previamente submetida a dois tratamentos de deslignificacdo, o
acido e alcalino, H,SO, a 0,6 M e NaOH a 1 M, e o perdxido de hidrogénio alcalino a 4%
(v.vh). Utilizando a carga enzimatica a 20 FPU.g™ e a casca de coco verde a 5 (m.v'}), as
hidrolises da casca do coco deslignificada pelo acido e a base e por perdxido de hidrogénio
alcalino apresentaram conversdes de celulose de 24 e 22% respectivamente, enquanto que este
processo com a casca de coco “in natura” contendo os ramnolipideos obteve 20% de
conversdo de celulose. Logo, verificou-se que a hidrolise da casca ndo deslignificada
contendo os ramnolipideos apresentou a conversdo de celulose proxima aos resultados das
hidrolises com a biomassa deslignificada na auséncia de tensoativos. Dessa forma, a adicéo
dos ramnolipideos proporcionou 0 mesmo desempenho na hidrélise da casca do coco verde
que a deslignificacéo.

Entretanto, o uso de ramnolipideos como alternativa para otimizar a hidrolise
enzimatica merece atencdo, pois 0 mesmo surfactante, sendo usado com diferentes complexos
enzimaticos e biomassas, pode demonstrar comportamentos diferentes em termos de interacdo
com as enzimas e os substratos (SILVA, 2012; MULLIGAN, 2005). Inclusive, estes estudos
ndo informaram a estrutura quimica dos ramnolipideos, ndo identificando quais dentre os
diferentes homologos deste biossurfactante sdo eficazes aditivos na sacarificacdo da
lignocelulose. Logo, pesquisas sdo necessarias para investigar os efeitos dos ramnolipideos

nas hidroélises enzimaticas.
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3 METODOS

3.1 MICRORGANISMOS: PRESERVACAO, VIABILIDADE E REATIVACAO

No presente estudo, foram utilizadas duas linhagens de Pseudomonas aeruginosa,
TGC02 e TGCO7, fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMA) do
Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba. Estas bactérias foram isoladas
de solos com histdrico de contaminacdo por gasolina e 6leo diesel na Regido Metropolitana de
Jodo Pessoa (Paraiba, Brasil), onde a data e as coordenadas geograficas da coleta estdo
apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Data e coordenadas geograficas da coleta das linhagens.

Linhagem Datadacoleta Coordenadas geogréficas

TGCO02 24/09/2014 7°80°13”S - 34°48°11”W
TGCO7 05/11/2014 7°10°54”S - 34°54°01”"W

As culturas bacterianas foram preservadas em glicerol a 10% (v.v') a -20°C em
freezer (Electrolux, FEE22). Para preservacdo, cada linhagem foi inoculada em 50 mL de
caldo nutritivo (Isofar) a 8 g.L™* e incubada em um incubador rotativo (New Brunswick,
Classic C25KC) a 200 RPM a 31+1°C durante 24 h. Em seguida, aliquotas de 3 mL da
solugéo celular foram transferidas para erlenmeyers de 250 mL contendo 0 meio Tryptone
Soya Agar (Himedia) a 40 g.L™, as quais foram acondicionadas em uma camara incubadora
BOD (SPlabor, SP-500/120) por mais 24 h a 30,5+0,5°C. Apds este periodo, as células foram
transferidas para uma solucéo de glicerol a 10% (v.v'). A solucéo resultante foi distribuida
em tubos Eppendorf e armazenada em freezer a -20°C.

A determinacdo da viabilidade das linhagens de Pseudomonas, em unidades
formadoras de coldnia por mililitros (UFC.mL™), foi realizada através de diluicées seriadas.
Para isso, 1 mL das solu¢Ges microbianas armazenadas em Eppendorfs foi diluida de forma
seriada em solucdes de NaCl a 0,9% (m.v™*) e, em seguida, 0,1 mL de determinadas dilui¢cdes
foram espalhados em placas de Petri contendo o meio Tryptone Soya Agar a 40 g.L™*. Apds
inoculacdo, as placas foram incubadas em camara incubadora BOD a 30,5+0,5°C durante 24
h. As coldnias foram contadas com auxilio de um contador de coldénias mecéanico (Phoenix,
CP602).

Na reativacdo, cada linhagem foi transferida, para erlenmeyers de 500 mL contendo 50

mL do caldo nutritivo a 8 g.L ™. Em seguida, os frascos foram colocados no incubador rotativo
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por 24 h a 31+1°C sob agitacdo de 200 RPM, onde foram retiradas amostras durante 24 horas.
O crescimento celular foi acompanhado por turbidimetria. A cinética de crescimento no caldo

nutritivo foi realizada em duplicata.

3.2 PRODUCAO DO BIOSSURFACTANTE

Para a producdo de ramnolipideos, os cultivos foram realizados em frascos de
erlenmeyer de 250 mL contendo o meio de cultivo descrito por Patel e Desai (1977), em que
as fontes de carbono e de nitrogénio e suas proporgdes foram adaptadas por Bezerra (2017)
(Tabela 4). O glicerol comercial e o nitrato de sédio foram utilizados como fonte de carbono e
nitrogénio, respectivamente, na razdo de 24 (g.g™*). O célculo da razdo C.N* foi baseado na
determinacdo da quantidade de carbono presente no glicerol comercial (C3HgO3) e de
nitrogénio presente no nitrato de soédio (NaNOs), que corresponde a 39,12 e 16,48%,
respectivamente (BEZERRA, 2017). Logo, a limitagdo de nitrogénio no cultivo foi a

estratégia utilizada para induzir a producao de ramnolipideos.

Tabela 4 - Composicdo do meio de cultivo.

Reagentes gL?
C3HgO3 40,44
NaNO; 4,00
KH,PO, 1,36
K,HPO, 1,42

MgS0,.7H,0 0,05
FeS0O,.7H,0 0,03
ZnCl, 0,021
CaCl, 0,01
MnSO,. H,0 1,54 x 10°°
CoCl,.6H20 4,10 x 10°
CuS0,.5H,0 3,90 x 10®
Na,Mo00,.2H,0 2,50 x10

O meio de cultivo esterilizado foi inoculado, separadamente, com 5% (v.v?) das
solugdes das linhagens bacterianas e, em seguida, colocados no incubador rotativo a 31+1°C a
150 RPM (BEZERRA, 2017). Durante o cultivo, foram retiradas amostras em 0, 6, 12, 18, 24,
48, 72, 96 e 120 horas, as quais foram filtradas em membrana de acetato de celulose com
porosidade de 0,22 pum. O retido foi utilizado na determinacdo da biomassa por gravimetria,
enquanto o filtrado foi utilizado nas determinacgdes de glicerol, ramnose e pH. Com intuito de

avaliar a atividade emulsificante dos ramnolipideos durante sua producdo, foi determinado o
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indice de emulsificagdo das amostras retiradas durante o cultivo. Os experimentos foram

realizados em duplicata.
3.3 EXTRACAO E CONCENTRACAO DO BIOSSURFACTANTE

Com base nos resultados obtidos, foi repetido o cultivo, conforme descrito no item 4.2,
até o momento de maior concentracdo de ramnose, a fim de se obter 300 mL do caldo de
producdo do biossurfactante. Para separacdo da biomassa, esta solucdo foi centrifugada a
4856 g por 15 min e o sobrenadante obtido seguiu para extragdo com solventes organicos
(BEZERRA, 2017).

O pH do sobrenadante foi ajustado para 2,0 utilizando uma solucéo de HCI a 5 mol.L™
e, em seguida, foi estocado por 20 horas a 4°C. Posteriormente, a solucdo resultante foi
centrifugada a 4856 g por 15 min. O precipitado foi solubilizado em 50 mL de &gua ultrapura
e transferido para um funil de separacdo, onde foi adicionada a mesma quantidade de
cloroférmio e metanol a 2:1 (v.v') (BEZERRA, 2017; RAHMAN et al, 2002; PATEL e
DESAI, 1977). Para facilitar a extracao, o funil foi agitado vigorosamente por 1 min, porém,
devido a presenca do biossurfactante na mistura, formou-se uma emulsdo entre as fases. Logo,
para desestabilizar esta emulsdo, a suspensao foi centrifugada a 4856 g por 15 min. Apos isto,
a mesma foi deixada em repouso durante 30 min para a separacdo das fases em um funil de
separacdo. A fase organica foi removida e o procedimento repetido mais duas vezes.

A concentracdo do biossurfactante foi realizada em um evaporador rotativo a 45°C
(Tecnal, TE-210). O produto resultante, apds a evaporacdo dos solventes, foi dividido em
duas partes, uma para a caracterizagdo estrutural e a outra para o estudo das hidrélises
enzimaticas. Para este estudo, o produto foi solubilizado em 50 mL de agua ultrapura, onde o

pH foi ajustado para 7,0, e, em seguida, armazenado em geladeira a 4°C (Consul, CRM54).
34 CARACTERIZAQAO ESTRUTURAL DOS RAMNOLIPIDEOS
3.4.1 Purificacédo do extrato de biossurfactante

O precipitado resultante da concentragdo dos biossurfactantes foi submetido a uma
purificacdo por cromatografia em coluna (CC) conforme a metodologia descrita por Monteiro

et al. (2007). A CC foi realizada utilizando uma coluna cromatografica (30 cm X 2 cm)

empacotada com 33 g de silica gel 60 (S), com as particulas de tamanho entre 0,063-0,2 mm
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(Vetec). Devido a retencdo da amostra pela fase estacionéria, foi realizada uma eluicdo
gradiente com polaridade crescente, utilizando como fase movel propor¢des de cloroférmio e

metanol, as quais estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Proporc6es de cloroférmio e metanol durante a cromatografia em coluna.

~ Cloroférmio Metanol
Proporcéao (%) (%)
1 95 5
2 90 10
3 80 20
4 50 50
5 30 70

As fracBes obtidas da CC foram analisadas por cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) seguida de revelacdo em solucdo de anisaldeido. As massas das fragdes

eluidas da cromatografia em coluna estdo apresentadas no Apéndice A.
3.4.2 Ressonancia magnética nuclear

A fracdo da CC correspondente aos ramnolipideos foi submetida a andlise de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). As amostras purificadas foram
solubilizadas em CDClI; e transferidas para tubos de quartzo de 20 cm de comprimento e 5
mm de didmetro interno. Os tubos com as amostras foram colocados em um espectrdmetro
Varian Unity Plus 400 MHz, onde os espectros de RMN uni e bidimensionais (*H, *3C e *H-
13C HSQC) foram registrados a 27°C.

3.5 TRATAMENTO DO CAVACO DE EUCALIPTO

Os cavacos de Eucalyptus grandis foram gentilmente cedidos pela America Biomass
Technologies (ABT), empresa especializada na producdo de bioprodutos, como
biocombustiveis e aglcares, a partir de biomassas tais como residuos agroindustriais dos
setores florestais e canavieiros, com sua sede localizada em Piracicaba (S&o Paulo, Brasil).

Segundo a ABT, os cavacos de E. grandis apresentavam aproximadamente 6,25 cm?
com valores médios de comprimento e largura de 2,5 cm. Os mesmos foram submetidos a um
pré-tratamento hidrotérmico por explosdo a vapor a 200°C por 10 min em um reator de

explosdo por vapor ou STEX (“Steam Explosion”) com capacidade de 200 L equipado com
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tanque de expansdo (“blowtank™) de capacidade 5 m3. O cavaco de eucalipto foi adicionado
manualmente ao reator. Apés a carga, introduziu-se vapor saturado (20 kgf.cm™) no reator.
Procedeu-se uma purga mediante passagem do vapor pela biomassa, mantendo-se a valvula de
escape aberta. Ap6s 5 min, fechou-se a valvula de purga e procedeu-se ao aquecimento da
mistura até a temperatura de 200°C (pressdo interna de 17,5 kgf.cm?). Apdés 10 min de
processamento, realizou-se a descompressdo subita do reator mediante abertura automatica da
valvula de descarga rapida. O material foi expelido do reator e coletado no tanque de
expansdo. Em seguida, o material solido resultante foi separado da fracdo liquida por
filtracdo, vedado em sacos plasticos e transportado para o Laboratério de Bioprocessos e
Bioprodutos (Departamento de Antibioticos, Universidade Federal de Pernambuco), onde foi
armazenado em geladeira a 4°C.

Para remocdo de acUcares solUveis sobrepostos a biomassa, o cavaco foi lavado
utilizando 2 L de 4gua destilada a 90°C para cada 50 g de biomassa. Com intuito de evitar que
a fibra lavada retivesse agua no seu interior, a mesma foi seca em estufa (Novatecnica, NT-
514) a 50°C até apresentar massa constante. Em seguida, com o auxilio de almofariz e pistilo,
a biomassa seca foi macerada e armazenada em recipientes vedados a temperatura ambiente,

25°C, para caracterizacdo quimica e hidrolises enzimaticas (Figura 13).

a)

Figura 13 - Cavaco de eucalipto antes da lavagem (a), apds secagem em estufa (b) e macerado com pistilo e
almofariz (c).
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3.6 CARACTERIZACAO QUIMICA DO CAVACO DE EUCALIPTO

A caracterizacdo do cavaco de eucalipto, quanto a sua composicdo de celulose,
hemicelulose, lignina e cinzas totais, foi realizada empregando a metodologia descrita e
validada por Gouveia et al. (2009), a qual foi baseada no método divulgado pelo National
Renewable Energy Laboratory (NREL) (SLUITER et al., 2008).

3.6.1 Hidrolise do cavaco de eucalipto com acido sulfurico

Amostras de 2 g do cavaco de eucalipto foram transferidas para béqueres de 100 mL e
tratadas com 10 mL de H,SO4 a 76% (v-v'), sob vigorosa agitagdo, em um banho
termostatizado a 45°C por 10 min. Em seguida, a solucdo resultante foi transferida
quantitativamente para frascos erlenmeyers de 500 mL, adicionando-se o volume de 275 mL
de agua destilada. Os erlenmeyers foram levados a autoclave por 1,5 h a 121°C. Apés a
descompressdo da autoclave, os frascos foram resfriados a temperatura ambiente (25°C),
sendo a fracdo sélida separada da fracdo liquida por filtracdo em papel de filtro quantitativo
com porosidade de 28 um, o qual foi previamente seco e pesado.

O filtrado foi transferido para um baldo volumétrico de 500 mL, o qual teve o seu
volume posteriormente completado com agua destilada. Esta solucdo foi armazenada para
analises posteriores de carboidratos, acidos organicos, furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e
lignina solavel. A fracdo solida retida no filtro foi lavada com &gua destilada até a

neutralizagdo do pH da biomassa.

3.6.2 Determinacao de carboidratos, acidos orgéanicos, hidroximetilfurfural e furfural na

fracdo liquida

A quantificacdo dos compostos presentes no hidrolisado foi realizada em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o qual foi composto por um sistema
equipado com uma bomba quaternaria com degaseificador e um forno para controle da
temperatura da coluna (Shimadzu Corporation). Para determinacdo da celobiose, glicose,
xilose, arabinose, &cido formico, acido acético, furfural e HMF, foram utilizados um detector
por indice de refracdo- IR (Shimadzu Corporation), uma coluna de troca idnica, Aminex®
HPX-87H+ (Bio-Rad) e uma solucdo de H,SO4 a 5 mM como fase mével, onde a temperatura

do forno foi de 60°C, o fluxo a 0,6 mL.min™ ¢ o volume de inje¢io de 20 pL.
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As amostras foram filtradas em membrana de acetato de celulose de 0,22 um antes do
procedimento analitico. A determinacdo da quantidade final dos polissacarideos (celulose e
hemicelulose) foi baseada em uma correcdo através os fatores de conversdo descritos na
Tabela 6.

Tabela 6 - Fatores de conversdo dos precursores da celulose e hemicelulose.

Componentes Fator de Conversao
Celobiose (C) 0,95
Glicose (C) 0,90
Xilose (H) 0,88
Arabinose (H) 0,88
Acido Acético (H) 0,72
Acido Férmico (C) 3,52
Furfural (H) 1,37
Hidroximetilfurfural (C) 1,29

C: precursores da celulose; H: precursores da hemicelulose.
3.6.3 Determinacéo de lignina soluvel na fracéo liquida

A gquantidade de lignina soltvel foi determinada pela medida de absorbancia a 280 nm
em espectrofotdmetro. Uma aliquota de 5 mL do filtrado foi transferida a um béquer, onde o
pH foi ajustado para 12 utilizando uma solugdo de NaOH a 6 mol.L™. Esta solucdo foi
transferida para um baldo volumétrico de 100 mL, onde o volume foi completado com agua
destilada, obtendo assim uma diluicdo de 1:20. Em seguida foi realizada a leitura de
absorbancia em espectrofotdmetro (Gehaka, VI1S-200) a 280 nm, tendo a 4&gua como branco.
O célculo da lignina soltvel foi determinado conforme a curva de calibracdo da concentracéo

de lignina em funcédo da absorbancia em 280 nm, a qual esta apresentada no Apéndice B.

3.6.4 Determinacao de lignina insolivel em meio &cido na fracéo sélida

O material insoltvel retido no papel de filtro, proveniente da etapa de hidrolise &cida,
apos a neutralizacdo do pH da biomassa, foi seco em estufa de secagem (Novatecnica, NT-
514) a 105°C até massa constante. Em seguida, o material seco foi transferido
quantitativamente para cadinhos de porcelana, previamente pesados, 0s quais foram
calcinados a 700°C por 3 h. Ao final do processo, os cadinhos, contendo as cinzas, foram
resfriados em dessecador e pesados. Por diferenca de massa, foi determinada a quantidade de

cinzas presente na lignina insoltvel em acido (M) (Equacdo 1).
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Mg = Mg — Mg, (Eq l)

Onde, 0 My é a massa do cadinho contendo o papel de filtro e o retido antes da
calcinacdo e o My € a massa do cadinho contendo as cinzas apo6s a calcinacao. Logo, o teor de

lignina insoluvel em meio acido foi determinado pela Equacéo 2.

Lig, = [MEEss—rr=te ] 100 (Eq. 2)

Mg

Sendo, Lig, a porcentagem de lignina insolivel em &cido, Mpr+s @ massa do papel de
filtro com a fracdo sélida (g), Mpr @ massa do papel de filtro previamente seco (g), M a

massa de cinzas presente na lignina insoluvel (g) e M, a massa da amostra inicial seca (g).
4.6.5 Determinacao de cinzas

Para determinacdo do teor de cinzas totais, foram transferidos 2 g de cavaco de
eucalipto seco em cadinhos de porcelana previamente pesados, os quais foram calcinados a
700°C por 3 h. Por diferenca de massa, 0 teor de cinzas totais (Cinzas) foi determinado
conforme a Equagdo 3.

Cinzas = (Z—) x 100 (Eq. 3)

Onde, M, é a massa de cinzas (g), diferenca entre a massa do cadinho com cinzas e a

massa do cadinho previamente pesado, e M, é a massa da amostra inicial seca (g).
3.7 ATIVIDADE ENZIMATICA

O complexo enzimético utilizado neste estudo foi o Cellic® CTecl (Novozymes,
Dinarmaca). Foi determinada a atividade das celulases totais (FPU.mL™) desta enzima
conforme a metodologia descrita por Ghose (1987) adaptadas pela National Renewable
Energy Laboratory, NREL (2008).

Foram utilizados tubos de ensaio contendo uma tira de papel de filtro quantitativo
(Quanty, JP41) de 50 mg com 1,0 x 6,0 cm enrolado e totalmente submerso em 1,0 mL da

solucdo tampdo de citrato de sodio (pH 4,8 a 50 mM). Os tubos foram colocados em banho
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termostatico a 50°C por 1 min para equilibrio da temperatura. Em seguida, foram adicionados
0,5 mL da enzima diluida adequadamente em tampdo citrato aos tubos, os quais foram
mantidos a 50°C por 60 min. Estas diluicGes enzimaticas foram preparadas a partir de uma
solucdo do complexo enzimatico com diluicdo 1:20. Para determinar a concentracao inicial de
glicose presente na solucdo de enzimas (controle enzimético) foi realizado o mesmo
procedimento descrito anteriormente, porém sem o papel de filtro. Para o controle do
substrato, foi realizado o mesmo procedimento, porém com o papel de filtro e 1,5 mL do
tampdo citrato de sodio.

A determinagdo de agUcares redutores totais (ART) foi realizada de acordo com
metodologia do acido dinitrosalicilico (DNSA) descrita por Miller (1959). Foram transferidos
aos tubos 3,0 mL de DNSA e, em seguida, a solucBes foram levadas a agua fervente por 5
min. Ap0s este periodo, foram resfriados em banho de gelo e aferidos para o volume de 25
mL com &gua destilada. A medicdo da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro
(Gehaka, VIS-200G) a 540 nm. Foi utilizado como branco 1,5 mL do tampao citrato de sodio

(pH 4,8 a 50 mM). A curva padrdo do acgucar redutor esta apresentada no Apéndice C.
3.7.1 Célculo para a atividade em FPU.mL™

A quantidade de enzima pode ser expressa em termos de sua atividade, onde a
Comissdo de Enzima da Unido Internacional de Bioquimica, recomenda a seguinte definicdo
(DIXON e WEBB, 1979): “Uma unidade de atividade (Ul) é a quantidade de enzima que
catalisa a transformacdo de 1,0 umol de substrato, ou a formacéo de 1,0 umol de produto por
minuto”. Para calcular as unidades das atividades enzimaticas foi utilizada a Equacéo 4.

Ul = (Eq. 4)

m
t

Onde m é a quantidade do produto enziméatico em pumol, e o t é o tempo da analise
enzimatica em minutos. A concentragdo de atividade enzimatica, (Enz), em UL.mL™ ou
pmols.min™.mL™, pode ser calculada segundo a Equagdo 5, onde V, é o volume do extrato

enzimatico utilizado na analise enzimética (mL).

Enz = % (Eq. 5)

e
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De acordo com a IUPAC (NREL, 2008), a atividade das celulases é expressa em
termos de unidades de papel de filtro (FPU, Filter Paper Units) por mililitro da enzima, onde a
quantidade absoluta de glicose liberada na medida em FPU é de 2,0 mg.

Para o calculo da atividade enzimatica, baseando-se na Equacdo 5 e sabendo que 1
pmol de glicose equivale a 0,18016 mg, a quantidade de glicose liberada na medida em FPU é
de 2,0 mg, 0,5 mL foi o volume da diluicdo enzimética utilizada em cada ensaio, e que 0

tempo de analise foi de 60 min, obteve-se a Equacéo 6.

FPU __ 2mg de glicose/(0,18016 mg de glicose/umol)

Enz = = 0,37 umols.min"1. mL™? (Eq. 6)

mL 0,5 mL das diluicdes enzimaticas x 60 min

Logo, a quantidade de glicose liberada (2 mg) por 0,5 mL da diluicdo enzimética em
60 min equivale a uma atividade em FPU.mL™ de 0,37 pmols.min>.mL™ ou IU.mL™. Porém,
para o calculo em FPU, deve-se relacionar a quantidade da enzima original presente na
diluicdo enzimatica com a quantidade de FPU.mL™ equivalente a 0,37 unidades. Logo a

Equacao 6 foi redefinida conforme a Equacéo 7.

FPU _ 0,37
mL concentragdo enzimatica que libera 2mg de glicose

(Eq.7)

Onde a concentracdo enzimatica representa a propor¢do da enzima presente na

diluicdo diretamente utilizada na analise.

3.8 CONDICOES DAS HIDROLISES ENZIMATICAS

As hidrolises enziméaticas foram realizadas em frascos erlenmeyer de 250 mL,
contendo diferentes massas do cavaco de eucalipto e cargas de Cellic® CTecl, conforme
descrito na Tabela 7, e o biossurfactante ramnolipidico segundo sua concentracdo micelar

critica, a qual, conforme Bezerra (2017) e Rahman et al. (2002), é de 100 mg.L™.
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Tabela 7 - CondicGes dos experimentos da hidrélise enzimatica variando a carga enzimatica e

concentra¢do do cavaco de eucalipto.

. Cellic® CTecl Cavaco de Eucalipto
Experimento

(FPU . Qeetuiose ) (% m.m™)
1 14,4 1
2 14,4 5
3 14,4 10
4 28,8 1
5 28,8 5
6 28,8 10

Tanto os biossurfactantes quanto a enzima apenas foram adicionados aos frascos
erlenmeyers contendo o cavaco apds a esterilizacdo dos mesmos a 121°C por 15 min.
Entretanto, para evitar contaminacdo proveniente dessas solugdes, as mesmas foram
submetidas a esterilizacdo por filtragdo com membranas de acetato de celulose com
porosidade de 0,22 um. O volume das misturas nos frascos foi completado para 50 mL com
tampado citrato de sddio esterilizado (pH 4,8 a 50 mM). Os erlenmeyers foram colocados em
incubador rotativo a 50£1°C e 150 RPM.

As amostras foram retiradas com 0, 12, 24, 48 e 72 horas. Cada amostra foi imersa em
um banho termostatico a 100°C por 10 min para inativacdo das enzimas. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 6708 g por 10 min. As concentracdes de glicose do
sobrenadante foram determinadas por CLAE.

Com o intuito de verificar a eficiéncia dos ramnolipideos nas hidrolises enzimaticas e
seu potencial como indutor em comparagdo com o surfactante sintético, foram realizados 0s
procedimentos descritos anteriormente, porém na presenca do Triton X-100 e na auséncia de
surfactantes. A concentracdo do Triton X-100 utilizada nas hidrolises enzimaticas foi a

mesma concentracdo do biossurfactante, 100 mg.L™.
3.9 METODOS ANALITICOS
3.9.1 Turbidimetria
As absorbancias foram determinadas em espectrofotometro UV-VIS (Gehaka, VIS-
200G) a 570 nm, depois da adequada dilui¢do da solugcdo microbiana. As curvas de calibracao

da absorbéncia em fungdo da concentracdo das linhagens de TGCO02 e TGCO7 estdo

apresentadas no Apéndice D.
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3.9.2 Gravimetria

Foram utilizadas membranas de 0,22 um para a quantificacdo da biomassa, as quais
foram secas antecipadamente em estufa a 105°C por 4 h e, ap6és a filtracdo, por 24 h a 80°C

(Novatecnica, NT-514). A concentracdo foi determinada pela Equacéo 8.

(my —my)
Va

X = (Eq. 8)

Onde, X é a concentracdo de biomassa (g.L™), m; a massa seca da membrana (g),

m, a massa seca da membrana apos a filtracdo (g) e V, o volume da amostra (L).

3.9.3 Determinacéo do pH

O pH foi determinado utilizando um pHmetro digital (Jenway, 3510) com leitura

simultanea de pH e temperatura.

3.9.4 Quantificacdo de glicose e glicerol

As concentragdes de glicose, durante as hidrolises enzimaticas, e de glicerol, durante o
cultivo para a producdo do biossurfactante, foram determinadas por cromatografia liquida de

alta eficiéncia, conforme descrito no item 4.6.2.

3.9.5 Quantificacdo do biossurfactante

A concentracdo de ramnolipideos foi expressa em termos de ramnose, a qual foi
determinada pelo método colorimétrico usando &cido tioglicélico (RAHMAN et al., 2002).
Este método consistiu em adicionar em tubos de ensaio 4,5 mL de 4cido sulfarico a 6:1 (v.v)
e 1 mL do caldo livre de células, os quais foram colocados em tubos de ensaios e
homogeneizados em um agitador de tubos (SPlabor, AG-230AT) por 1 min em velocidade
maxima. Em seguida, a mistura foi aquecida a 100°C por 10 min e resfriada a temperatura
ambiente. O volume de 0,1 mL da solucéo de acido tioglicélico 3% recém-preparada (v.v™)
foi adicionado aos tubos de ensaio contendo a mistura, os quais foram homogeneizados por 1

min em velocidade maxima no agitador de tubos e, em seguida, armazenada na auséncia de
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luz por 3 h. As absorbancias foram determinadas utilizando-se espectrofotometro
(Gehaka,V1S-200G) a comprimentos de onda de 400 e 430 nm. A curva de calibragdo da L-

rhamnose (Sigma) esta apresentada no Apéndice E.
3.9.6 Indice de emulsificacdo

Este procedimento consistiu em colocar 2 mL do meio de cultura livre de células em
tubos de ensaio, com fundo chato, adicionando o mesmo volume de 6leo de soja comercial
(LIZA). Em seguida, agitou-se a mistura em um agitador de tubos (SPlabor, AG-230AT) por
1 min, em alta rotagdo. Ap0s 24 h, calculou-se a razdo entre a altura da regido emulsificada e

a altura total da mistura, conforme a Equacéo 9.
E24(%) = Z—i* 100 (Eq. 9)

Sendo, He a altura da regido emulsificada e Hs a altura total da solugdo. Com o intuito
de verificar a estabilidade da emulsdo durante 120 horas, foram determinados os indices de
emulsificacdo com 48, 72, 96 e 120 h apds o processo de agitacdo da mistura, os quais foram

representados por E48, E72, E96 e E120, respectivamente.
3.9.7 Cromatografia em camada delgada analitica

As fracdes eluidas da coluna cromatografica foram submetidas a CCDA, utilizando
como fase estacionaria placas de poliéster com silica-gel 60 com dimens@es de 40 e 80 mm e
espessura de 0,2 mm (Macherey-Nagel, 805021), e como sistema eluente uma solucédo
contendo CHCl3:MeOH:H;CCOOH (65:15:2, v.v.'v!) (RAZA et al., 2009). A revelacéo dos
cromatogramas nas placas foi realizada empregando-se uma solucdo de anisaldeido (1,0 mL
de anisaldeido, 20 mL de &cido acético glacial, 170 mL de metanol e 10 mL de H,SO,

concentrado) a 100°C por 5 min. Os resultados da CCDA estdo apresentados no Apéndice A.
3.10 PARAMETROS PARA AVALIACAO DA PRODUCAO DOS BIOSSURFACTANTES

A produtividade volumeétrica de biomassa (P,) e de biossurfactante (Pp), expressas em

mg.L™.h, foram calculadas a partir das Equages 10 e 11, respectivamente.
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P, = (Xma;cx— Xi) (Eq. 10)
Pmax — Pi
p, = CmexF0) - ) (Eq. 11)

Onde X; e X4 S80 0s valores iniciais e maximos da concentracdo celular
(biomassa), respectivamente, em mg.L™, P, e P,,,, S30 as concentracdes de biossurfactante
inicial e maxima, em mg.L™, respectivamente, ty e t, Sd0 0s tempos de cultivo quando a
concentracdo maxima da biomassa e do biossurfactante foram obtidas, respectivamente, em
horas.

As velocidades especificas de crescimento (ux), de consumo de substrato (us) e de
formacdo de biossurfactante (up) foram expressas, respectivamente, como h™, gS.gX*h? e
gP.gX™h?, e determinadas segundo as Equagbes 12 a 14, a partir dos perfis das

concentragdes de X, S e P durante os cultivos.

Hx = %2 (Eq. 12)
1 ds

us = ——.—- (Eq. 13)
ap

b= =5 (Eq. 14)

A velocidade especifica maxima de crescimento celular (umsx) foi determinada a partir
do ajuste linear In (X) em funcdo do tempo, sendo o valor do coeficiente angular da reta
correspondente a0 fmsx.

Os fatores de conversdo de substrato em biomassa (Yy s g.g™), substrato em produto

(Yris9.9™) e células em produto (Yex g.g™") foram descritos pelas Equagdes 15 a 17.

_ (Xmax_ Xi)

YX/S "~ (Si— Sxmax) (Eq. 15)
- (Pmax_ Pi)

Vs = (Si— Spmax) (Ea. 16)
- (Pmax_ Pi)

Yo1% = G x0) (Ea.17)

Onde S; € a concentracdo inicial de substrato, Sy, € @ concentracdo de substrato no

momento do Xmax € Symax @ coNcentragdo de substrato no momento do Ppa.
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3.11 PARAMETROS PARA AVALIACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA

A conversdo de celulose em glicose (C) foi calculada utilizando a concentracdo de
glicose obtida apos a hidrélise enzimatica e relacionando-a com a concentracdo de biomassa

utilizada para converter a celulose neste agucar, segundo a Equagéo 18.

C(%) = (aceene®® ), 100 (Eq. 18)

Carga de so6lidos* Celuloseg

Glicose, é a concentracdo de glicose no hidrolisado enziméatico (g.L™), 0,9 é o fator
considerando a razdo de massa molecular entre a glicose anidra contida na celulose e a glicose
livre, Carga de sélidos é a concentracéo da biomassa lignocelulésica no experimento (g.L™) e
Celuloses é o teor de celulose na biomassa lignocelulésica.

As velocidades iniciais da hidrolise enzimatica (vo), expressa como g.L™*.h™, foram
determinadas a partir do coeficiente angular da reta ajustada aos dados experimentais da
concentracédo de glicose em fungéo do tempo reacional, considerando somente a regido linear

da formagéo de glicose.
3.12 ANALISES ESTATISTICAS

Para a anéalise estatistica dos resultados, foi utilizado o software PAST versdo 3.14
para Windows realizando uma analise de variancia (ANOVA) para testar diferencas nos
resultados dos parametros cinéticos da producdo dos ramnolipideos, dos indices de
emulsificacdo, como também nos parametros para avaliacdo das hidrolises enzimaticas. Os

testes de Tukey foram utilizados para investigar estas diferencas (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 DESENVOLVIMENTO DO INOCULO

Em relagdo ao desenvolvimento das bactérias em estudo no caldo nutritivo,
primeiramente, foram determinadas as suas viabilidades celulares por contagem em placas,
onde as linhagens TGC02 e TGCO7 apresentaram viabilidades relativamente proximas,
9,37+0,04 e 9,26+0,01 Log UFC.mL™, respectivamente. Na Figura 14 s&o apresentados 0s

perfis de crescimento das linhagens em estudo no caldo nutritivo em g.L™.
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Figura 14 - Cinética do crescimento no caldo nutritivo pelas Pseudomonas aeruginosa TGC02 e
TGCO7.

As viabilidades das linhagens TGC02 e TGCO07 foram prdximas, logo, seus
respectivos crescimentos foram semelhantes, iniciando suas fases exponenciais apos as 3
horas de cultivo, com pxmax de 0,3185 e 0,4191 h* e alcancando a fase estacionaria as 9,5 e
10,5 h, respectivamente.

4.2 ESTUDO CINETICO DA PRODUCAO DOS RAMNOLIPIDEOS
Na Figura 15 sdo apresentadas as cinéticas do crescimento (X), consumo do substrato

(S), producéo do biossurfactante (P) e comportamento do pH durante o cultivo das linhagens
TGCO02 (Figura 15a) e TGCO7 (Figura 15b).
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Figura 15 - Cinética do crescimento, consumo do glicerol, producéo do biossurfactante e comportamento do pH

durante o cultivo das linhagens de Pseudomonas aeruginosa TGCO02 (a) e TGCO07 (b).

Na Figura 16 sdo apresentados os comportamentos das velocidades especificas de

crescimento, sintese de ramnolipideos e consumo de substrato das linhagens TGCO02 (Figura
16a) e TGCO7 (Figura 16b).
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Figura 16 - Velocidades especificas de crescimento, de consumo de glicerol e de formag&o do biossurfactante

durante o cultivo das linhagens de Pseudomonas aeruginosa TGC02 (a) e TGCO07 (b).

Observando os resultados obtidos, durante as primeiras 24 h, os perfis cinéticos das
duas linhagens demonstraram um crescimento exponencial. Neste mesmo periodo, 0s
ramnolipideos apresentaram concentracdes menores que 25 mg.L™, em termos de ramnose,
com pequena variacdo. Devido a estas baixas concentragdes, as velocidades especificas de
producdo do biossurfactante de 0 a 48 h ndo foram quantificadas. Até as 24h, o consumo de
glicerol foi pouco destinado para producéo do biossurfactante.
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Apobs as 24 h, ocorreu uma desaceleragdo na velocidade de crescimento das duas
linhagens, apresentando, até as 96 h, um crescimento menos expressivo, em termos de
velocidade. Inclusive, apos as 96 h, houve uma estabilizacdo na concentracdo de biomassa,
resultando em velocidades especificas de crescimento iguais a zero. Entretanto apds as 24 h,
ocorreu um aumento na producdo do biossurfactante, acarretando em uma aceleracdo nas
velocidades especificas de geragdo do bioproduto. Partovi et al. (2013), Thavasi et al. (2011) e
Rhaman et al. (2010) observaram este mesmo comportamento, onde a limitacdo de nitrogénio
no meio de cultivo, induziu a producdo de ramnolipideos ap6s a fase exponencial de
crescimento de Pseudomonas aeruginosa. Verificou-se também o aumento do pH do cultivo,
alcancando valores proximos a 8,0 com 120 h. Este aumento foi atribuido a denitrificacdo em
condi¢des microaerdbias do nitrato a amonia por Pseudomonas aeruginosa, a qual reagindo
com a agua produz o hidréxido de aménio, elevando o pH do cultivo (SOUZA et al., 2014;
ONWOSI e ODIBO, 2012; ZHU et al., 2012). Nesta etapa, o consumo de glicerol nas duas
linhagens foi destinado ao crescimento celular e a producgdo dos biossurfactantes. Entretanto,
a condicdo limitante de nitrogénio e sua denitrificacdo acarretaram em um consumo de
glicerol de aproximadamente 55%.

Observando as velocidades especificas, verificou-se que os valores das velocidades
especificas de crescimento e consumo de substrato da linhagem TGCO7 foram menores que
estas velocidades da linhagem TGCO02, porém o perfil das velocidades especificas de
producdo da linhagem TGCO7 foi maior que o perfil desta velocidade da linhagem TGCO02.
Logo, a P. aeruginosa TGCO7 apresentou um crescimento e consumo de glicerol mais lento
que a linhagem TGCO02, porém demonstrou uma sintese de ramnolipideos mais acelerada.
Verificou-se também que os perfis das velocidades especificas de crescimento e de consumo
de substrato apresentaram o0 mesmo comportamento nas duas linhagens, um decaimento
exponencial durante o cultivo, indicando uma relacdo diretamente proporcional entre o
crescimento celular e consumo de glicerol. Entretanto, as velocidades especificas de produgéo
foram quantificadas somente a partir das 48 horas, onde apresentaram um aumento
expressivo, demonstrando que a sintese de ramnolipideos néo esteve associada ao crescimento
das bactérias em estudo, manifestando-se como metabolitos secundarios.

Na literatura foi reportado que os ramnolipideos ndo estdo associados ao crescimento
celular de Pseudomonas aeruginosa. Partovi et al. (2013), utilizando a Pseudomonas
aeruginosa MROL1 cultivada em meios contendo diferentes fontes de carbono, observaram que
com 48 h ocorreu uma reducdo da velocidade de crescimento e, consequentemente, uma

estabilizacdo na concentracéo celular, enquanto que a producao dos ramnolipideos foi iniciada
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apenas a partir deste momento, alcancando a maior concentragéo de biossurfactante no final
do cultivo (240 h). Rhaman et al. (2010) verificaram que a Pseudomonas aeruginosa PAl
proporcionou alto consumo de nitrogénio e carbono durante as primeiras 48 horas de cultivo,
acarretando no crescimento expressivo neste periodo, em termos de velocidade. Porém a
partir deste momento, houve uma estabilizacdo na concentracdo celular e o inicio da producgéo
de biossurfactante, a qual apresentou o maior resultado, em termos de ramnose, com 96 horas
de cultivo. Costa (2010), utilizando a Pseudomonas aeruginosa B13 e diferentes
hidrocarbonetos como fontes de carbono, inclusive o glicerol, na producdo dos ramnolipideos,
observou que a partir das 48 horas ocorreu uma reducdo na velocidade de crescimento e uma
estabilizacdo na concentracdo de biomassa, enquanto que a producdo de ramnolipideos foi
iniciada a partir deste momento, alcangando as maiores concentrac6es no final da incubacao,
com 72 horas.

Na Tabela 8 sdo apresentados os pardmetros cinéticos da producdo dos
biossurfactantes pelas duas linhagens.

Tabela 8 - Pardmetros cinéticos da producdo de ramnolipideos para as linhagens

TGC02 e TGCO7.
Linhagens
Parametros cinéticos
TGC02 TGCO7
Xinax (9.L) 3,10£0,14 (a)  3,3040,14 (a)
Prmax (0L ™) 334,357,37 (a) 345,39+1,06 (a)

0,07£0,01 (a)  0,05:0,01 (a)
0,02+0,01 (a)  0,03+0,00 (a)

meax(0-24h) (hl)

meax(24-96h) (hl)

Px (mg.L™"h™) 30,21+1,47 (a)  30,21%1,47 (a)
Pr (mg.Lh?Y) 2,6240,08 (a)  2,84+0,01 (a)
Caiicerol (%6) 49,63+2,73 (a)  56,24+4,08 (a)
Yxss 0,1584 (a) 0,1537 (a)
Yers 0,0147 (a) 0,0145 (a)
Yeix 0,1086 (a) 0,1173 (a)

Xmax: Maxima concentracdo de biomassa; P concentragdo maxima de ramnolipideo;
Mxmax(o-2an). Velocidade especifica maxima de crescimento das 0 as 24 horas de cultivo;
Mxmax(24-96h): Velocidade especifica maxima de crescimento das 24 as 96 horas de cultivo; Px:
produtividade volumétrica de biomassa; Pp: produtividade volumétrica de produto; Cgjiceror:
porcentagem do consumo total de glicerol; Yys: conversdo de subtrato em células; Ypys:
conversao de substrato em produto; Ypx: conversao de células em produto. Diferentes letras
minusculas demonstram diferenca estatistica (p < 0,05) entre o0s resultados obtidos pelas

linhagens para cada parametro cinético.
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A partir dos dados da Tabela 8, observou-se que as linhagens TGCO7 e TGCO02 néo
demonstraram diferencas significativas dos parametros cinéticos, indicando, assim, a mesma
capacidade produtiva de ramnolipideos nas condi¢des deste trabalho.

Durante a producéo, foi observada uma alteracdo na coloracdo do meio de cultivo, a

qual esta apresentada na Figura 17.

b)

Figura 17 - Meio de producéo do biossurfactante do tempo 0 a 120 horas contendo as Pseudomonas aeruginosa
TGCO02 (a) e TGCO7 (b).

Verificou-se que a partir das 18 horas houve uma mudanca na colora¢do do meio da
producdo para a cor verde nas duas linhagens. Esta coloragdo foi intensificada apos as 24
horas de cultivo. Esta alteragcdo provavelmente foi ocasionada pela piocianina (5-metil-1-
hidroxifenazina) a qual, segundo Tsoraeva e Martinez (2000) e Reyes et al. (1981), é um
pigmento solivel em &gua produzido especificamente por Pseudomonas aeruginosa e
apresenta coloracéo azul esverdeada.

A piocianina é uma proteina de acdo bactericida de pequeno espectro (bacteriocina), a
qual é liberada durante a lise celular da Pseudomonas aeruginosa, apresentando-se como
metabdlico secundario (MICHEL-BRIAND e BAYSSE, 2002; HASSETT et al., 1992).
Quando absorvidas por bactérias susceptiveis, provocam a degradacdo ndo especifica do
DNA, acarretando na morte das células, sendo uma toxina para outras bactérias (O'MALLEY
et al., 2004). Este pigmento, além de agir como antibiético ativo, também auxilia no

transporte de nutrientes do meio para as Pseudomonas (TREDGET et al. 2004).
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A piocianina é utilizada no tratamento de infecgbes de diferentes bactérias
(VUKOMANOVIC et al. 1997). Além disto, tem aplicacdo na area de medicina, alimentos e
meio ambiente, como biossensores (PRIYAJA et al., 2016; OHFUJI et al. 2004) e no
controle de contaminantes patogénicos em sistemas de aquicultura (PRIYAJA et al. 2014 ).

Dessa forma, as linhagens TGC02 e TGCO7 podem ser utilizadas para sintese de

piocianina, porém, é necessaria uma investigagdo de sua producao.

4.3 PROPRIEDADES EMULSIFICANTES DOS RAMNOLIPIDEOS

4.3.1 Atividade emulsificante

O indice de emulsificacdo expressa a atividade emulsificantes dos surfactantes. De
acordo com Willumsen e Karlson (1997) e Miller et al. (2012), um critério obedecido para ser
considerado como bom agente emulsificante é a capacidade do tensoativo formar uma
emulsdo com hidrocarbonetos com uma altura acima de 50% da altura total da mistura por 24
horas. Foram determinados os indices de emulsificacdo E24 das amostras retiradas durante o

cultivo de 120 horas com o 6leo de soja (Figura 18).
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Figura 18 - indice de emulsificacio E24 das amostras livre de células das linhagens TGC02 e TGCO7.
Diferentes letras mintsculas demonstram diferenca significativa (p < 0,05) entre os indices de emulsificacdo E24
das linhagens em cada tempo de cultivo; Diferentes letras mailsculas demonstram diferenca significativa (p <

0,05) entre os indices de emulsificacdo E24 dos diferentes tempos de cultivo para cada linhagem.
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Devido a baixa producdo de ramnolipideos nas primeiras 24 horas de cultivo, as
amostras do tempo O a 24 h das duas linhagens ndo apresentaram emulséo, e,
consequentemente, os seus indices de emulsificacdo foram iguais a zero. Porém, a partir das
48 horas de cultivo, as amostras das duas linhagens proporcionaram indices de emulsificacdo
E24 entre 55 e 65%, revelando que os ramnolipideos produzidos neste estudo sd&o bons
agentes emulsificantes. Observou-se também que, mesmo com diferentes concentragdes de
ramnolipideos, em termos de ramnose, ndo houve diferencas significativas entre os indices de
emulsificacdo E24 das linhagens para cada tempo de cultivo como, também, entre os indices
E24 dos diferentes tempos de cultivo para cada linhagem, indicando que a concentracdo de
ramnolipideos na amostra e sua atividade emulsificante ndo apresentaram uma relacdo de
proporcionalidade.

Estudos relatam a boa atividade emulsificante dos ramnolipideos com diferentes
hidorcarbonetos. Souza et al. (2014) obtiveram o E24 do biossurfactante produzido por P.
aeruginosa Bs20 com querosene de 60%. Araujo (2018) avaliando o indice de emulsificacdo
E24 dos ramnolipideos produzidos pela linhagem de P. aeruginosa AP029GLVIIA com
hexadecano, tolueno, querosene, dleo de soja, 6leo de milho e éleo de motor, obteve indices
de emulsificacdo entre 55 e 75%. Wei et al. (2005) verificaram que os ramnolipideos
produzidos por Pseudomonas aeruginosa J4, obtiveram indices de emulsificacdo E24 com o
querosene entre 50 e 80%. Varjani e Upasani (2016) ao analisar a atividade de emulsificagcéo
formada pelo sobrenadante livre de células da P. aeruginosa NCIM-5514 com diferentes
substratos hidrofobicos, obtiveram indices de emulsificacdo E24 entre 50 e 80%.

Dessa forma, os valores dos indices de emulsificacdo E24 obtidos no presente estudo
foram semelhantes ao reportados pela literatura, evidenciando a boa atividade emulsificante

dos ramnolipideos produzidos pelas linhagens TGC02 e TGCO7.
4.3.2 Estabilidade das emulsdes
Com o intuito de acompanhar a estabilidade das emulsées no periodo de 120 horas,

foram determinados os indices de emulsificagdo E48, E72, E96 e E120, os quais estdo

apresentados na Figura 19 para as linhagens TGCO02 (Figura 19a) e TGCO7 (Figura 19b).
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Figura 19 - indice de emulsificagio E24, E48, E72, E96, e E120 provenientes das amostras livre de células
durante o cultivo da linhagem TGCO02 (a) e TGCO7 (b) e suas respectivas concentragdes de ramnose. Diferentes
letras ou conjunto de letras mindsculas demonstram diferenca significativa (p < 0,05) entre os indices de

emulsificacdo em cada tempo de cultivo.

Observando os indices de emulsificacdo da linhagem TGCO02, verificou-se que as
amostras com 48 e 72 h de cultivo, com 50,64+551 e 81,15+4,90 mg.L™" de ramnose,
respectivamente, ndo demonstraram uma estabilidade nos indices de emulsificagdo durante as
120 horas, apresentando uma reducéo nas suas emulsdes de 36,39 e 33,33%, respectivamente.
Porém, os indices E24, E48 e E72 dessas amostras, ndo expressaram valores estatisticamente

diferentes, indicando que suas emulses mantiveram-se estaveis por 72 horas. Em relacéo as
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amostras com 96 e 120 horas de cultivo, com concentracdo de ramnose de 138,28+7,38 e
334,35+7,37 mg.L™, respectivamente, os valores dos indices de emulsificacdo apresentaram
oscilacbes menores que 5%, as quais ndo foram estatisticamente significativas, mantendo, por
120 horas, os seus indices de emulsificacdo estaveis e acima de 50%.

Sobre os resultados da linhagem da TGCO07, a amostra com 48 h de cultivo, com
12,98+1,63 mg.L™ de ramnose, apresentou uma variacdo entre os seus indices E24 e E120 de
42,85%, acarretando, com 120 horas, no indice de emulsificacdo menor que 35%. Entretanto,
as amostras com 72, 96 e 120 h de cultivo, com concentracdo de ramnose de 78,56+4,67,
168,15+5,01 e 34539+1,06 mg.L™, respectivamente, ndo demonstraram diferencas
significativas entre seus indices de emulsificacdo, indicando que suas emulsdes também
permaneceram estaveis por 120 horas.

Sabendo que, nas duas linhagens, as amostras com 96 e 120 h de cultivo apresentaram
concentracfes de ramnolipideos maiores que as amostras com 48 e 72 h e que seus indices de
emulsificacdo E24 ndo apresentaram diferencas significativas, foi possivel deduzir que a
concentracdo dos biossurfactantes ramnolipidicos ndo apresentou uma relacdo d
proporcionalidade com sua atividade emulsificante. Porém, as emulsdes formadas tenderam a

permanecerem estaveis com uma maior quantidade de biossurfactante no meio.
4.4 ESTRUTURA QUIMICA DOS RAMNOLIPIDEOS
4.4.1 Isolamento dos ramnolipideos

As linhagens de Pseudomonas aeruginosa TGC02 e TGCO7 demonstraram eficiéncia
similar em relacdo a producdo dos ramnolipideos, particularmente em termos de
comportamento cinético e rendimento produtivo, como também em atividade emulsificante.
Porém, segundo as velocidades especificas de producéo, a linhagem TGCO07 apresentou uma
producéo de ramnolipideos mais acelerada, logo, esta linhagem foi selecionada para producéo
deste biossurfactante em maior escala. O extrato de ramnolipideos provenientes da linhagem
TGCO7 foi dividido em duas partes, uma para purificagdo em coluna de silica-gel 60 e
posterior analise em RMN, e a outra para os estudos de hidrolises enzimaticas.

ApoOs a cromatografia em coluna, as fragdes purificadas foram analisadas em
cromatografia em camada delgada analitica, onde foi visualizada uma banda com fator de
retencdo (Ry) de 0,51. Raza et al. (2009), ao isolar os ramnolipideos produzidos pela P.

aeruginosa EBN-8, encontrou duas bandas com Rt de 0,52 e 0,73, eluidos em silica-gel 60
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com cloroférmio:metanol:acido acético na mesma proporgao que o presente estudo, os quais
foram relacionados ao di-ramnolipideo e ao mono-ramnolipideo, respectivamente. Varjani e
Upasani (2016) relataram o isolamento de ramnolipideos produzidos pela P. aeruginosa
NCIM-5514 com valores de R¢ de 0,57 e 0,89, eluidos sobre silica-gel com uma solucéo de
cloroférmio:metanol:4cido acético (65:25:4, v.v.v''), sendo a primeira banda referente ao di-
ramnolipideo e a segunda ao mono-ramnolipideo. Logo, a linhagem TGCO07 nas condic¢Bes do
presente estudo, produziu com predominancia apenas um homélogo dos ramnolipideos, o

qual, segundo o R; da banda observada na CCDA, foi referente ao di-ramnolipideo.

4.4.2 Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN)

As fragbes purificadas dos ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa TGCO07 foram
analisadas em RMN, onde os deslocamentos quimicos (8) do *H sdo apresentados na Figura
20. O espectro RMN *H mostrou sinais entre 5,8 a 0,8 ppm, demonstrando que néo houve
grupos aromaticos na estrutura dos ramnolipideos. Observou-se um largo sinal centrado em
5,110 ppm, o qual foi correspondente aos grupos hidroxilas. Entre 4,4 e 3,2 ppm, foi possivel
observar trés multipletos que foram atribuidos a grupos alifaticos mono e dissubstituidos
(carbinois). Entre os deslocamentos quimicos 2,0 e 0,8 ppm, percebeu-se dois conjuntos de
sinais atribuidos a cadeias alquilicas (aciclicos alifaticos).
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Figura 20 - Espectro *H RMN (CDClg, 27°C, 400 MHz) do ramnolipideo produzido por Pseudomonas
aeruginosa TGCO7.
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Na Figura 21 sdo demonstrados os deslocamentos quimicos (8) de *C do
ramnolipideo. Em relacdo ao espectro de RMN de '*C, foram observados deslocamentos
quimicos do grupo éster e do grupo carboxila em 171,690 e 173,980 ppm, respectivamente,
como também os carbonos anomeéricos (102 a 94 ppm), os grupos carbinois (80 a 65 ppm), 0s
grupos metileno (42 a 22 ppm) e os grupos metila (18 a 14 ppm). Os deslocamentos
observados na regido de 77,319 a 76,681 ppm, sdo referentes aos carbonos do solvente

utilizado na analise, CDCls.
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Figura 21 - Espectro **C RMN (CDCl;, 27°C, 400 MHz) do ramnolipideo produzido por Pseudomonas
aeruginosa TGCO07 com deslocamento quimico entre 0 e 200 ppm (a) e 60 a 105 ppm (b).
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Na Figura 22 é apresentado o espectro bidimensional da correlagdo *H-**C HSQC dos
ramnolipideos. No espectro HSQC foi possivel estabelecer duas correlagfes existentes entre
0s hidrogénios anomericos em 4,9 ppm e 0s carbonos correspondentes a 6 102,170 e 94,336,
indicando dois sacarideos ciclicos, os quais sugerem duas moléculas de ramnose.
Observaram-se também oito correlacdes e *H x *3C atribuiveis a grupos alifaticos
substituidos, como os carbinois, entre 80 a 65 ppm no espectro de **C (eixo F1) e de 3 a 4
ppm no espectro de *H (eixo F2), caracteristicos de moléculas de agticar. Foram observadas
ainda correlacdes 'H x '*C, 0,873/14,053, 0,888/14,068, 1,254/17,431e 1.254/17,484,
indicativas de quatro metilas na substancia. Verificaram-se duas correlagbes com grupos
metileno com suas frequéncias de ressonancia no espectro *H em campo baixo (2,469/41,750
e 2,410/38,990), indicando que seus protons estavam mais desblindados que os outros grupos
metileno presente na substancia sob analise. Isto pode ocorrer devido a presenca de &tomos
mais eletronegativos que o carbono, como atomos de oxigénio, ligados aos grupos metilenos,
os quais tendem a atrair o elétron do *H para si, diminuindo o efeito do campo magnético
produzido pela circulacéo de elétrons sobre o préton *H. As demais correlagdes visualizadas
entre 31,883 a 22,615 ppm do espectro do *C e 1,254 ppm do espectro *H sdo caracteristicas

de grupos metilenos em cadeias alifaticas aciclicas.
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Figura 22 - Espectro parcial da *H-"*C HSQC RMN (CDClg, 27°C, 400 MHz) do ramnolipideo produzido por

Pseudomonas aeruginosa TGCO07.
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Dessa forma, verificou-se que o ramnolipideo produzido pela linhagem TGCOQ7
apresenta duas moléculas L-ramnose e uma estrutura alquila com duas cadeias de &cidos
graxos apolares unidas por uma ligacdo éster, sendo assim um di-ramnolipideo constituido
por ramnosil-ramnosil-p-hidroxialcanoil-p-hidroxialcanoato, mesmo composto indicado na
CCDA.

Com base na comparacdo dos dados espectrais de RMN obtidos para o di-
ramnolipideo do presente trabalho (Tabela 9) com os sinais relatos da literatura para di-
ramnolipideos, verificou-se que a substancia purificada na fracdo TGCO7 é semelhante ao di-
ramnolipideo descrito por Varjania e Upasani (2016) e Monteiro et al. (2007), produzidos por
P. aeruginosa, como apresentado na Figura 23.

Tabela 9 - Dados espectroscépicos de RMN de *H e **C dos ramnolipideos produzido por Pseudomonas
aeruginosa TGCOQ7.

Autor Varjania e Upasani Monteiro et al.
Numeracéo do (2016) (2007)

Regides carbono 'H Bc H Bc H B¢
(ppm) (Pppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

C-17 4,900 102,170 5,40 103,39 4,73 102,5

c-2” 3,892 74,633 3,73 73,84 3,86 70,4

Ramnose 1 C-3” 3,632 68,256 3,46 75,00 3,40 68,1
C-4» 3,384 72,180 3,34 74,05 3,13 73,3

C-5” 3,755 70,563 3,70 71,34 3,56 70,9

C-6” (CHy) 1,254 17,484 1,27 17,60 1,11 17,2

cC-I 4,900 94,336 5,60 99,41 4,76 94,9

c-2 3,667 79,459 3,59 80,66 3,57 79,4

Ramnose 2 Cc-3’ 3,672 68,795 3,76 74,22 3,56 68,5
Cc4 3,496 73,030 3,64 74,23 3,26 72,5

C-5’ 3,842 70,745 3,70 71,34 3,59 70,5

C-6’(CHa) 1,254 17,431 1,27 17,60 1,10 16,4

C-1 4,187 70,745 4,09 77,39 4,05 71,6

Cadeia de C-2 2,469 41,750 2,52 40,64 2,28 39,4

acidos (CH2), 1,254 22,615/31,883 1,34 22,94/31,65  1,37/1,404 22,1/34,2

graxos A C-3(CHy) 0,888 14,068 1,00 14,02 - 14,0
-COOR - 171,690 - 171,12 - 171,6

C-4 5,352 71,603 5,67 75,16 5,24 70,8

Cadeia de C-5 2,410 38,990 2,43 39,45 2,38 389

acidos (CHy), 1,254 22,615/31,883 1,34 22,94/31,65 1,37/1,404 22,1/34,2

graxos B C-6(CHy) 0,873 14,053 0,99 14,02 - 14,0

-COOH - 173,980 - 173,78 - 173,6
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Figura 23 - Estrutura quimica de um di-ramnolipideo.
Fonte: Adaptado de Monteiro et al. (2007).

4.5 COMPOSICAO QUIMICA DO CAVACO DE EUCALIPTO

O cavaco do Eucalyptus grandis utilizados nas hidrélises enzimaticas foi submetido ao
pré-tratamento hidrotérmico por explosao a vapor a 200°C durante 10 min. Segundo Doria et
al. (2014), durante este tratamento por vapor, com ou sem explosdo (quando a
despressurizacdo do reator € lenta, até a pressdo atmosférica), ocorre a auto-hidrolise, onde,
além de solubilizar os extrativos da biomassa, provoca a degradacdo das hemiceluloses pelo
acido aceético liberado por hidrolise dos grupos acetila da propria hemicelulose, sem causar
degradacdo significativa da celulose e lignina. Na Tabela 10 é apresentada a composicdo

quimica do cavaco de Eucalyptus grandis tratado por explosao a vapor.

Tabela 10 - Composic¢éo quimica do cavaco de Eucalyptus grandis.

Composic¢do quimica Proporcao (%0)

Celulose 69,47+1,56
Hemicelulose 2,19+0,01
Lignina total 36,61+4,11
Cinzas 1,42+0,04
Total 109,69+4,39

Segundo Lancas (2004), o valor do balanco de massa considerado exato em uma
andlise quimica é de 100+5%. Porém, na caracterizacdo quimica de biomassas, como sdo
determinados separadamente os precursores individuais da estrutura holocelulésica e as
fracOes de lignina e cinzas, sdo aceitaveis, para exatidao, valores de balango de massa entre 70
e 120% (GOUVEIA et al., 2009). Como o valor total da composicdo quimica do eucalipto,
109,69+4,39%, esteve entre os limites dos valores aceitaveis para exatiddo, a caracterizacdo
quimica do cavaco de eucalipto realizada no presente estudo foi aceitavel.

Na literatura, h& poucos estudos que apresentam os teores dos principais componentes

lignocelulosicos (celulose, hemicelulose e lignina) do eucalipto submetido ao tratamento
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hidrotérmico, com ou sem explosdo. Santos e Caraschi (2009) e Santiago e Caraschi (2008),
encontraram teores de celulose de 60,89 e 52,53%, respectivamente, submetendo o
Eucalyptus urograndis ao tratamento a 170°C e 30 min, sem explosdo. Romani et al. (2011),
ao realizar o tratamento hidrotérmico com explosdo do Eucalyptus globulus entre 185 e
205°C, obtiveram teor de celulose de 54,30 a 61,40%, respectivamente.

Em termos da hemicelulose, Santos e Caraschi (2009) e Santiago e Caraschi (2008),
apos um tratamento hidrotérmico na madeira de Eucalyptus urograndis a 170°C e 30 min,
sem explosdo, encontraram o teores de 5,02 e 5,77%, respectivamente.

Em relag&o a proporgéo de lignina, Longue-Junior. e Colodette (2011), obtiveram 24,5
e 25,4% para o E. urograndis submetidos ao tratamento por vapor sem explosdo a 170°C e 30
min e a 170°C e 15 min, respectivamente. Romani et al. (2011), ao realizar o tratamento
hidrotérmico com explosao a 190°C, obtiveram o teor de lignina de 30,8%.

Conforme se pode observar, os valores determinados na caracterizacdo quimica do
Eucalyptus grandis tratado por explosdo a vapor, apresentados na Tabela 10, foram proximos

aos resultados reportados na literatura.
4.6 ATIVIDADE DA CELLIC® CTEC1

Na Figura 24 é apresentado o grafico da concentracdo da enzima da Cellic® Ctecl

(MLenzima.mL™) em funcdo da massa de glicose (mg) liberada durante a reacéo enzimatica.
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Figura 24 - Concentragdo da enzima em funcdo da massa de glicose liberada por 0,5 mL da

enzima diluida.
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A equacdo da reta referente & relacdo da concentracéo de enzima (MLenzima.ML™) € @
massa de glicose (em mg) esta apresentada na Equacéo 19.

Concentragdo de enzima (Cy) = 0,00491 * Massa de glicose (mg) — 0,00607 (Eq. 19)

Segundo NREL (2008) e Ghose (1987), uma unidade de atividade das celulases em
papel de filtro por mililitros de enzima (FPU.mL™), baseia-se na liberacéo de exatamente 2,0
mg de glicose, logo foi determinado a concentracdo de enzimas presente na diluicdo

enzimatica que liberou exatamente 2,0 mg de glicose na reagéo:
Cr = 0,00491 = (2) — 0,00607 = 0,0037 MLepzima-mL ™1

Com o valor da concentracdo de enzima que liberou 2,0 mg de glicose em 60 min de

reacéo, a atividade da Cellic® Ctecl foi calculada conforme a Equacéo 7.

FPU 0,37

— — -1
mL = 00037 100 FPU.mL

Portanto, a Cellic® Ctecl apresentou uma atividade enzimatica de 100 FPU.mL™. Este
resultado foi coerente com os valores reportados por Wang et al. (2012) e Bari et al. (2013),
0s quais encontraram atividades enzimaticas de 120 e 84 FPU.mL™ para a Cellic® CTecl,
respectivamente.

A partir do valor obtido da atividade da Cellic® Ctecl, foi possivel calcular o volume
necessario de enzima a ser adicionado em cada experimento de hidrolise, segundo a carga
enzimatica de 14,4 e 28,8 FPU.gceiuose

4.7 HIDROLISES DO EUCALIPTO COM E SEM OS RAMNOLIPIDEOS

Com o intuito de verificar a atuacdo dos biossurfactantes ramnolipidicos,
especificamente os di-ramnolipideos, na sacarificacdo enzimética do cavaco de eucalipto pré-
tratado por explosédo a vapor, nesta etapa verificada as hidrolises enzimaticas com e sem 0s

biossurfactantes.
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Na Figura 25 sdo apresentadas as concentracBes de glicose durante as hidrolises
enzimaticas com e sem ramnolipideos variando a carga de substrato a 1, 5 e 10% (mm™) e a
concentragdo enzimatica a 14,4 (Figura 25a) e 28,8 FPU.g™* (Figura 25b).
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Figura 25: Concentrac@es de glicose durante as hidrdlises enziméticas do cavaco de eucalipto a 1, 5 e 10%
(m.m™) utilizando a Cellic® CTecl a 14,4 (a) e 28,8 FPU.gcewiose - (D) Na presenca e auséncia dos ramnolipideos.

Na Figura 26 sdo apresentadas as velocidades iniciais da hidrolise enzimatica do
cavaco de eucalipto para as condi¢fes com a carga enzimatica de 14,4 (Figura 26a) e de 28,8
FPU.g™* (Figura 26b). Na Figura 27 sio apresentadas as concentracdes de glicose obtidas com
72 horas da hidrolise enzimatica do cavaco de eucalipto para as condi¢des com a carga

enzimatica a 14,4 (Figura 27a) e 28,8 FPU.g™* (Figura 27h).
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Figura 26: Velocidades iniciais da reacéo de hidrolise enzimatica do cavaco de eucalipto a 1, 5 e 10% (m.m™)

utilizando a Cellic® CTecl a 14,4 (a) e 28,8 FPU.gceuiose - (b) Na presenca e auséncia dos ramnolipideos.

Diferentes letras minusculas demonstram diferenga significativa (p < 0,05) entre as velocidades iniciais para

cada carga de substrato; Diferentes letras maiusculas demonstram diferenca estatistica (p < 0,05) entre as

velocidades iniciais de hidrélise na presenca ou auséncia do biossurfactante.
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Figura 27: Concentrac@es de glicose com 72 horas da hidrdlise enzimatica do cavaco de eucalipto a 1, 5 e 10%

(m.m™) utilizando a Cellic® CTecl a 14,4 (a) e 28,8 FPU.gcaiose - (b) Na presenca e auséncia dos ramnolipideos.

Diferentes letras minusculas demonstram diferenga significativa (p < 0,05) entre as concentragdes de glicose

com 72 horas para cada carga de substrato; Diferentes letras maitsculas demonstram diferenga estatistica (p <

0,05) entre as concentracdes de glicose de hidrélise na presenca ou auséncia do biossurfactante.

Observou-se que em todas as condicdes testadas, o perfil da concentracdo de glicose

das hidrolises contendo os di-ramnolipideos foi superior ao perfil de glicose do processo sem
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0 biossurfactante. Verificou-se também que em todas as condi¢des, as concentracdes de
glicose aumentaram durante o periodo avaliado, apresentando os maiores valores com 72 h.

Nas hidrélises com 1% de cavaco e 14,4 FPU.g™ de carga enzimatica, mesmo com o
perfil das concentracdes de glicose da condicdo com biossurfactante sendo superior ao perfil
de glicose da condicdo sem surfactante, as velocidades iniciais de reacdo e as concentracGes
de glicose com 72 horas oriundas das duas condi¢bes ndo apresentaram diferencas
significativas, sugerindo que a adicdo de ramnolipideos ndo impulsionou a producdo de
glicose na hidrdlise enzimatica nesta condicdo. Isto provavelmente ocorreu devido a baixa
carga de substrato e enzima utilizada nesta condicdo. Segundo Nelson e Cox (2014), em
baixas concentracGes de substrato e enzima no processo, ha uma dificuldade em ocorrer a
interacdo enzima-substrato, pois 0s mesmos tendem a ficar dispersos no meio reacional,
impedindo a adsorcdo e difusdo das enzimas sobre o substrato solido, onde, mesmo na
presenca de um indutor, a sacarificagdo pode nédo ser favorecida.

No processo com 5 e 10% a 14,4 FPU.g™, a presenca do biossurfactante impulsionou
as velocidades iniciais da hidrolise, proporcionando, com 72 horas, aumentos significativos
nas concentracfes de glicose. Inclusive as hidrolises a 5 e 10% contendo o biossurfactante
apresentaram com 24 horas a mesma concentragdo de glicose que o processo com 5 e 10% na
auséncia surfactante com 72 horas, 17 e 19 g.L™, respectivamente. Isto ocorreu devido ao
efeito estimulador dos ramnolipideos sobre a hidrdlise da celulose, onde estes
biossurfactantes, provavelmente, reduziram as adsor¢Ges improdutivas das celulases a lignina
neste processo, elevando a taxa inicial de reacdo enzimatica e acarretando em uma producao
de glicose mais expressiva, em termos de velocidade.

Observou-se também no processo com 14,4 FPU.g™ que as concentracdes de glicose
da condicdo contendo 5% com biossurfactante foram maiores que a condicdo com 10% na
auséncia de tensoativos. No processo com alta quantidade de biomassa e baixa carga
enzimatica, a lignina facilmente adsorve as celulases em sua superficie, impedindo que as
mesmas se difundam até a celulose ou retornem ao meio reacional, inibindo, assim, a acéo das
enzimas na sacarificagdo da biomassa (CASTRO e PEREIRA JR., 2010). Segundo Ogeda e
Petri (2010), em altas concentracBes de substrato hd uma maior formagéo de produtos, os
quais, também dificultam a adsorc¢éo e difuséo da enzima sobre o substrato sélido. Isto porque
as enzimas se difundem através da estrutura do substrato até chegar aos centros ativos. Em
seguida, o produto se difunde para o meio reacional, mas as moléculas de produto ainda
presentes nos sitios de adsor¢do podem atuar como inibidoras do transporte de enzima para

outros centros ativos, tendo como consequéncia a diminuicdo da eficiéncia da hidrdlise
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enzimatica. Logo, estas adsor¢des podem ter ocorrido na hidrélise com 10% de cavaco e 14,4
FPU.g™" sem surfactante, acarretando em concentragdes de glicose inferiores ao obtidos no
processo com a biomassa a 5% e 14,4 FPU.g™ contendo os ramnolipideos.

Entretanto, verificou-se que a hidrélise com 10% e 14,4 FPU.g* contendo o
biossurfactante demonstrou um perfil de glicose superior ao perfil de glicose da condi¢cdo com
5% e 14,4 FPU.g" com o biossurfactante. Logo, a presenca dos ramnolipideos na hidrélise
enzimatica com 10% e 144 FPU.g", provavelmente, diminuiu tanto as adsorcdes
improdutivas das celulases a lignina como as adsor¢des dos produtos da hidrolise nos sitios
ativos das enzimas, impulsionando a sacarificacdo enzimatica da celulose.

Na hidrélise com 1% e 28,8 FPU.g*, a condicdo contendo o biossurfactante
apresentou uma velocidade inicial de hidrélise maior que a velocidade da condicdo na
auséncia de biossurfactante, proporcionando, com 72 horas, um aumento na concentracdo de
glicose de 64,4% que 0 processo sem surfactante,.

Nos processos com 5 e 10% a 28,8 FPU.g™, observou-se que as velocidades iniciais de
hidrolise das condi¢cdes com e sem surfactante ndo demonstraram diferencas significativas,
apresentando, até as 48 horas, perfis de glicose equivalentes. Porém, com 72 horas, as
condicBGes com 5 e 10% contendo os ramnolipideos apresentaram aumentos na concentragdo
de glicose de 23,0 e 13,6% que as condigdes sem surfactante, respectivamente, os quais foram
significativos. Este comportamento provavelmente ocorreu devido & influéncia do
ramnolipideos na estabilidade das celulases. Segundo Lin et al. (2017) e Hong-Yuan et al.,
(2011) os surfactantes ndo i6nicos possuem a capacidade de interagir com as enzimas,
aumentando sua estabilidade, evitando sua desnaturacdo durante a hidrolise. Logo, além de
prevenir as adsorcdes das celulases a superficie da lignina e dos produtos da hidrolise no sitio
ativo das enzimas, os ramnolipideos, provavelmente, podem ter agido sobre as enzimas,
estabilizando as mesmas e, consequentemente, mantendo sua atividade na hidrélise no
decorrer do tempo, acarretando com 72 horas, em um aumento na producdo de glicose.

Verificou-se também que, nas condi¢des com e sem o0 biossurfactante, ao aumentar a
carga de substrato, como era de se esperar, ocorreu um aumento significativo nos valores das
velocidades iniciais das hidrolises e das concentra¢fes de glicose com 72 horas, exceto para
as condicdes a 14,4 FPU.g™ sem surfactante, onde, mesmo aumentando a carga de substrato
de 5 a 10%, as respostas das velocidades iniciais e concentracdes de glicose com 72 h foram
similares. Dessa forma, no processo com a carga enzimatica a 14,4 FPU.g™ na auséncia de
biossurfactante, o aumento na carga de biomassa para 10%, néo resultou em um aumento na

producdo de glicose. Entretanto, nas hidrélises com 14,4 FPU.g" na presenca de
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ramnolipideos e com 28,8 FPU.g™, com e sem biossurfactante, o incremento na carga de
solidos proporcionou uma maior obtencdo de glicose. Embora a hidrélise com alta carga de
solidos seja economicamente viavel devido a geracdo de um caldo com elevada concentracdo
de acucares fermentesciveis, a alta consisténcia de biomassa pode trazer problemas
relacionados a inibi¢do das enzimas, diminuindo sua atividade catalitica, acarretando em uma
menor conversdo de celulose e em perdas de matéria-prima (LIMA et al., 2013).

Na Figura 28 sdo apresentadas as conversdes de celulose durante as hidrélises
enzimaticas com e sem ramnolipideos variando a carga de substrato a 1, 5 e 10% (mm™) e a
concentracdo enzimatica a 14,4 (Figura 28a) e 28,8 FPU.g™* (Figura 28b).
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Figura 28: Conversdes de celulose durante as hidrdlises enzimaticas do cavaco de eucalipto a 1, 5 e 10%

(m.m™) utilizando a Cellic® CTecl a 14,4 (a) e 28,8 FPU.gcauiose - (b) Na presenca e auséncia dos ramnolipideos.
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Na Figura 29 sdo demonstradas as conversdes de celulose obtidas com 72 horas da
hidrélise enzimatica do cavaco de eucalipto para as condi¢cGes com a carga enzimatica a 14,4
(Figura 29a) e 28,8 FPU.g™* (Figura 29b).

T I Auséncia do biossurfactante
N Precenc: incanrfac o
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Figura 29: Converséo de celulose com 72 horas de hidrolise enzimética do cavaco de eucaliptoa 1, 5 e 10%
(m.m™) utilizando a Cellic® CTecl a 14,4 (a) e 28,8 FPU.gcauiose - (D) Na presenca e auséncia dos ramnolipideos.
Diferentes letras minusculas demonstram diferenga significativa (p < 0,05) entre as conversdes de celulose para

cada carga de substrato; Diferentes letras maitisculas demonstram diferenga estatistica (p < 0,05) entre as

conversdes de celulose na presenca ou auséncia do biossurfactante.

Observou-se que em todas as condig¢des testadas, o perfil da conversdo de celulose das
hidrolises contendo os di-ramnolipideos foi superior ao perfil da conversdo do processo sem o
biossurfactante, e, como era de se esperar, em todas as condicdes, as conversdes de celulose
aumentaram durante o periodo avaliado, apresentando os maiores valores com 72 horas.

Nas hidrolises com 1% de cavaco e 14,4 FPU.g?, a condicdo com biossurfactante
apresentou um perfil de conversdes de celulose superior ao perfil de conversdo da condicao
sem surfactante, demonstrando com 72 horas, um aumento na conversdo de celulose de
12,6%, o qual foi significativo. Logo, mesmo com as condigdes com e sem biossurfactante
apresentando concentracOes de glicose semelhantes, a adicdo dos ramnolipideos influenciou
positivamente a sacarificacdo enzimatica do cavaco de eucalipto a 1% e 14,4 FPU.g™.

No processo com 5% e 14,4 FPU.g", aos ramnolipideos impulsionaram a
decomposic¢édo enzimatica do eucalipto, atingindo valores de conversédo de celulose acima de
60% e proporcionando, as 72 horas, um aumento na conversdao de celulose de 38,8% em

relagdo a condicdo sem surfactante.
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Nas hidrélises a 10% e 14,4 FPU.g, foi verificado que os ramnolipideos melhoraram
a sacarificacdo enzimatica do cavaco, apresentando com 72 horas uma diferenca na conversao
de celulose de 62,2%. Entretanto, os valores da conversdo de celulose desta condi¢cdo, mesmo
na presenca dos ramnolipideos, foram menores que 40%, evidenciando que altas
concentracOes de biomassa e baixas cargas enzimaticas, facilitaram as adsor¢des improdutivas
das celulases a lignina como as adsor¢des dos produtos da hidrdlise nos sitios ativos das
enzimas, nao sendo favoraveis para a hidrélise enzimatica do eucalipto.

Em relacdo & hidrélise com 1% e 28,8 FPU.g™, observou-se, nas primeiras 24 horas,
que a condicdo contendo o biossurfactante apresentou uma elevada taxa na decomposicéo de
celulose, em termos de velocidade, alcangando, com 24 horas, uma conversao de celulose de
81,15+3,98%, enquanto que neste mesmo momento, a condicdo sem surfactante apresentou o
valor da conversdo de celulose menor que 50%. Nesta mesma condi¢cdo, com 72 horas de
hidrélise, os ramnolipideos proporcionaram uma conversdo de celulose de 99,68+0,05%, a
qual foi 64,4% maior que a conversdo da condi¢do sem surfactante. Logo, nesta condicédo, 0s
ramnolipideos impulsionaram a sacarificacdo enzimatica do eucalipto, proporcionando uma
conversdo de celulose mais expressiva, em termos de velocidade.

No processo com 5 e 10% e 28,8 FPU.g™, devido & equivaléncia nas velocidades
iniciais da hidrolise, as condi¢es com e sem surfactante apresentaram taxas de decomposi¢do
enzimatica semelhantes nas primeiras 48 horas. Entretanto, devido principalmente ao efeito
dos ramnolipideos em estabilizar as enzimas, mantendo sua atividade catalitica no decorrer do
tempo, com 72 horas de hidrélise, as condicdes a 5 e 10% e 28,8 FPU.g" contendo o
biossurfactante demonstraram aumentos significativos na conversdo de celulose que estas
condigdes sem surfactante, com conversdes de celulose acima de 60%.

Observou-se também que, nas hidrélises a 14,4 FPU.g™, com e sem o biossurfactante,
ao aumentar a carga de substrato, ocorreu uma diminuicdo significativa nas conversdes de
celulose. Entretanto, na sacarificacdo com 28,8 FPU.g™ com os ramnolipideos, ao elevar a
carga de eucalipto de 1 para 5%, ocorreu uma reducdo na conversdo de celulose de 25,9%,
enquanto que de 5 para 10% de biomassa, houve uma estabilizag&o na conversao de celulose.
Na hidrélise com 28,8 FPU.g™* na auséncia de surfactante, as condicdes com 1, 5 e 10%, n&o
demonstraram diferencas significativas entre suas conversdes de celulose. Segundo Ogeda e
Petri (2010), geralmente € esperado obter uma diminui¢do ou uma estabilizacdo na conversao
de celulose com o0 aumento da carga de solidos para uma quantidade fixa de enzima, devido a
saturacdo dos sitios ativos das enzimas no meio reacional e pela liberagdo de uma maior

quantidade de produtos com carater inibidor da atividade enzimatica. Logo, nas hidrolises
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com 14,4 e 28,8 FPU.g ™, o incremento na carga de biomassa, mesmo proporcionando um
aumento significativo na producdo de glicose, ndo resultou em uma maior conversdo de
celulose, influenciando negativamente na taxa de conversdo de celulose.

Na Figura 30 sdo apresentadas as conversdes de celulose com 72 horas nas hidrélises
enzimaticas a 14,4 e 28,8 FPU.g™ com carga de biomassa a 1% (Figura 30a), 5% (Figura 30b)
e 10% (Figura 30c).
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Figura 30: Conversdo de celulose com 72 horas da hidrolise enzimatica do cavaco de eucalipto utilizando a
Cellic® CTecl a 14,4 e 28,8 FPU.geeuiose - € carga de solidos a 1 (a), 5 (b) e 10% (m.m™) (c) na presenca e
auséncia dos ramnolipideos. Diferentes letras mintisculas demonstram diferenga significativa (p < 0,05) entre as
conversoes de celulose para cada carga enzimatica; Diferentes letras mailsculas demonstram diferenca

estatistica (p < 0,05) entre as conversdes de celulose na presenga ou auséncia do biossurfactante.

A partir dos resultados obtidos, observou-se que em todas as condi¢Ges em estudo, ao

dobrar a carga enzimaética de 14,4 para 28,8 FPU.gcem.ose'l, OCOrreu um aumento na conversao
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de celulose, exceto para condicdo com 1% sem surfactante, onde houve uma reducdo na
conversdo de celulose de 15,6%. Segundo Castro e Perreira Jr. (2010), quanto maior a carga
de enzima aplicada na reacdo, maior € a taxa de conversao de celulose, porém, a relacédo entre
a concentracdo das enzimas e a eficiéncia da hidrélise ndo € necessariamente linear, pois, 0
incremento na carga de enzimas pode promover a liberacdo em maior escala de produtos de
carater inibidor da atividade das celulases, os quais podem diminuir a eficiéncia da
sacarificacdo enzimatica. Logo, este fator pode ter ocorrido na condicdo com 1% sem
surfactante, fazendo com que o aumento da carga enzimatica de 14,4 para 28,8 FPU.g™ ndo
resultasse em uma maior sacarificacdo da celulose. Entretanto, nas demais condicGes,
independentemente da presenca de ramnolipideos, 0 incremento da carga enzimatica acarretou
em uma maior taxa de conversdo de celulose, elevando a eficiéncia da sacarificacdo
enzimatica.

Em geral, foi possivel verificar a influéncia positiva dos di-ramnolipideos na hidrolise
enzimatica do cavaco de eucalipto pré-tratado por explosdo a vapor em diferentes
concentracdes de biomassa e cargas enzimaticas, demonstrando ser um potencial indutor da
hidrolise do eucalipto, proporcionando, assim, um processo economicamente mais viavel,
visto que foi possivel elevar a conversdo da celulose sem aumentar a carga de enzimas.

Segundo Lin et al. (2017) e Hong-Yuan et al., (2011), durante a hidrélise enzimatica
da celulose, os surfactantes ndo-ionicos podem reduzir as adsor¢es improdutivas das enzimas
a lignina, interagindo hidrofobicamente com a superficie desta, liberando para o meio
reacional as enzimas ndo especificamente ligadas a lignina. Além disto, este efeito indutor dos
surfactantes também ocorre devido: aos surfactantes aumentarem a estabilidade da enzima,
evitando sua desnaturacdo durante a hidrolise; e aos agentes tensoativos afetarem a estrutura
do substrato e torna-lo mais acessivel para hidrolise enziméatica. Logo, esses mecanismos
provavelmente ocorreram durante a hidrélise enzimatica do cavaco de eucalipto ao se utilizar
os ramnolipideos, fazendo com que este biossurfactante apresentasse melhor desempenho na
conversdo celulosica do eucalipto que o processo na auséncia de surfactantes.

Pode-se observar também que o eucalipto, independente da presenca dos
ramnolipideos, demonstrou ser um potencial substrato nas hidrélises enzimaticas, indicando
ser um recurso lignoceluldsico viavel para geracdo de acUcares fermentesciveis e,

consequentemente, etanol de segunda geracéo.
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4.8 HIDROLISES DO EUCALIPTO COM OS RAMNOLIPIDEOS E O TRITON X-100

Nesta etapa foi verificada a influéncia dos di-ramnolipideos na hidrolise enzimatica do
cavaco de eucalipto pré-tratado por explosdo a vapor em comparagdo com o surfactante
sintético Triton X-100.

Na Figura 31 sdo apresentadas as concentracBes de glicose durante as hidrolises
enzimaticas com o Triton X-100 variando a carga de substrato a 1, 5 e 10% (m.m™) e a

concentragdo enzimatica a 14,4 e 28,8 FPU.g™.
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Figura 31 - ConcentracGes de glicose durante as hidrdlises enzimaticas do cavaco de eucalipto a 1, 5 e 10%
(m.m™) utilizando a Cellic® CTecl a 14,4 e 28,8 FPU.Gceiuiose - €OM 0 Triton X-100.

Na Figura 32 sdo demonstradas as velocidades iniciais da hidrolise enzimética do
cavaco de eucalipto com a carga enzimatica a 14,4 (Figura 32a) e 28,8 FPU.g™ (Figura 32b)
para as condi¢fes com o Triton X-100, os ramnolipideos e na auséncia de surfactante. Na
Figura 33 sdo apresentadas as concentragdes de glicose obtidas com 72 horas da hidrolise
enzimética do cavaco de eucalipto para estas condi¢cbes com a carga enzimatica a 14,4 (Figura
33a) e 28,8 FPU.g™* (Figura 33b).
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Figura 32 - Velocidades iniciais da reagéo de hidrélise enzimatica do cavaco de eucalipto a 1, 5 e 10% (m.m™)
utilizando a Cellic® CTecl a 14,4 (a) e 28,8 FPU.Qceiuiose - (b) cOm 0 Triton X-100, os ramnolipideos e na
auséncia de surfactante. Diferentes letras minGisculas demonstram diferenca significativa (p < 0,05) entre as
velocidades iniciais para cada carga de substrato; Diferentes letras maitsculas demonstram diferenca estatistica

(p £0,05) entre as velocidades iniciais de cada grupo.
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Figura 33 - Concentragdes de glicose com 72 horas da hidrélise enzimatica do cavaco de eucalipto a 1, 5 e 10%
(m.m™) utilizando a Cellic® CTecl a 14,4 (a) e 28,8 FPU.Jceuiose - (b) com o Triton X-100, os ramnolipideos e
na auséncia de surfactante. Diferentes letras mintsculas demonstram diferenga significativa (p < 0,05) entre as
concentragdes de glicose com 72 horas para cada carga de substrato; Diferentes letras maitsculas demonstram

diferenca estatistica (p < 0,05) entre as concentracdes de glicose com 72 horas de cada grupo.

Observou-se que em todas as condi¢Oes testadas, as concentracdes de glicose

aumentaram durante o periodo avaliado, obtendo os maiores valores com 72 horas.
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Comparando os resultados da Figura 31 com os dados obtidos na Figura 25, verificou-se que
em todas as condi¢Oes, os perfis da concentragdo de glicose das hidrdlises contendo os di-
ramnolipideos foram iguais ou superiores aos perfis de glicose do processo com o Triton X-
100, exceto para a condicdo com 14,4 FPU.g" e 10%, onde a condicdo com surfactante
sintético apresentou concentracfes de glicose maiores que a condigdo com biossurfactante.
Observou-se também que as concentragdes de glicose contendo os agentes tensoativos foram
maiores que as concentracdes deste acucar da condigdo na auséncia de surfactantes.

Em relagdo ao processo com 1% de cavaco e 14,4 FPU.g" de carga enzimatica,
observou-se que os perfis de glicose das condicbes com o surfactante sintético, o
biossurfactante e sem surfactantes foram equivalentes, acarretando em velocidades iniciais e
concentragdes de glicose com 72 horas sem diferencas significativas.

Na hidrélise com 5% e 14,4 FPU.g™, as concentracdes de glicose das condicdes com o
surfactante sintético e o biossurfactante foram semelhantes no decorrer do tempo, acarretando
em velocidades iniciais e concentragdes de glicose com 72 horas equivalentes. Entretanto, no
processo com 10%, o perfil de glicose da condi¢cdo com o Triton X-100 foi superior ao perfil
de glicose da condi¢do contendo os ramnolipideos, resultando, com 72 horas, em um aumento
na concentracdo de glicose de 43,4%. Porém, os agentes surfactantes, nestas duas condicoes,
demonstraram perfis de glicose superiores aos perfis de glicose obtidos na auséncia de
surfactante.

Quanto ao processo com 1% e 28,8 FPU.g™, as concentracdes de glicose da condigdo
contendo os ramnolipideos foram maiores que as concentracdes da condicdo com o
surfactante sintético, porém, o perfil da concentracdo de glicose do Triton X-100 neste
processo foi superior ao perfil de glicose da condi¢do sem surfactante.

Na hidrélise com 5% e 28,8 FPU.g™, as concentragdes de glicose da condicdo com o
surfactante sintético e o biossurfactante apresentaram perfis similares, demonstrando 0 mesmo
desempenho na producdo de glicose. Observou-se também que, mesmo apresentando
velocidades iniciais equivalentes a velocidade da condicdo na auséncia de surfactante, os
agentes tensoativos no processo a 5% e 28,8 FPU.g™*, proporcionaram aumentos significativos
nas concentracgdes de glicose com 72 horas que a condi¢do sem surfactante.

No processo com 10% e 28,8 FPU.g, a condicdo com o biossurfactante proporcionou
um perfil de glicose superior ao perfil de glicose da condi¢cdo com o surfactante sintético,
acarretando, com 72 horas, um aumento na concentracdo de glicose de 13,6%. Entretanto, o a
condicdo com 10% e 28,8 FPU.g™ contendo o surfactante sintético demonstrou concentracdes

de glicose maiores que esta condi¢cdo sem surfactante, indicando que o Triton X-100, nesta
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condigdo, impulsionou a sacarificagdo enzimatica do cavaco de eucalipto, entretanto com uma
influencia menor na hidrélise que os ramnolipideos.

Foi observado nas condi¢Ges com o surfactante sintético que ao aumentar a carga de
substrato, ocorreram aumentos significativos nos valores das velocidades iniciais das
hidrélises e das concentragcbes de glicose com 72 horas, comportamento este também
apresentado pelo biossurfactante. Logo, no processo com 14,4 e 28,8 FPU.Qceluiose , Na
presenca de um agente surfactante, 0 aumento na carga de biomassa para 10% proporcionou
uma maior producdo de glicose. Entretanto, como dito anteriormente, a hidrélise enzimatica
com alta consisténcia de biomassa resulta em uma elevada geracao de glicose, porém, pode
acarretar em uma menor conversao de celulose e em perdas de matéria-prima.

Na Figura 34 sdo apresentadas as conversdes de celulose durante as hidrélises
enziméticas com o Triton X-100 variando a carga de substrato a 1, 5 e 10% (m.m™) e a

concentracdo enzimatica a 14,4 e 28,8 FPU.g™.
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Figura 34 - Conversdes de celulose das hidrolises enziméticas do cavaco de eucalipto a 1, 5 e 10%
(m.m™) utilizando a Cellic® CTecl a 14,4 e 28,8 FPU.QGceiuiose - €OM 0 Triton X-100.

Na Figura 35 sdo apresentadas as conversdes de celulose obtidas com 72 horas da
hidrolise enzimatica do cavaco de eucalipto para as condi¢fes com a carga enzimatica a 14,4
(Figura 35a) e 28,8 FPU.g™* (Figura 35b).
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Figura 35 - Conversdo de celulose com 72 horas de hidrdlise enzimética do cavaco de eucalipto a 1, 5 e 10%
(m.m™) utilizando a Cellic® CTecl a 14,4 (a) e 28,8 FPU.Jceiose - (B) com o Triton X-100, os ramnolipideos e
na auséncia de surfactante. Diferentes letras minusculas demonstram diferenga significativa (p < 0,05) entre as

conversoes de celulose para cada carga de substrato; Diferentes letras maidsculas demonstram diferenca

estatistica (p < 0,05) entre as conversodes de celulose de cada grupo.

Comparando os resultados da Figura 34 com os dados obtidos na Figura 28, no que se
refere ao processo com 1% de biomassa e 14,4 FPU.g" de carga enzimatica, mesmo
apresentando concentracdes de glicose equivalentes, o perfil das conversdes de celulose na
presenca do di-ramnolipideo foi maior que o perfil das conversBes contendo o Triton X-100,
proporcionando um aumento na conversdao de celulose com 72 horas de 14,4% que o
surfactante sintético.

Observou-se também que na condicdo com 1% e 14,4 FPU.g™, o perfil da conversdo
de celulose do surfactante sintético e do processo na auséncia de surfactante foram
semelhantes, ndo demonstrando diferencas significativas nas conversdes de celulose com 72
horas. Logo, o Triton X-100 ndo influenciou a hidrélise enzimética do eucalipto a 1% e 14,4
FPU.g?, enquanto que os ramnolipideos, nesta condicdo, promoveram a sacarificagdo
enzimatica do eucalipto.

Na hidrélise com 5% e 14,4 FPU.g", as condices com os agentes surfactantes
apresentaram o mesmo perfil de converséo de celulose, alcangando conversdes de celulose
acima de 60%, e , consequentemente, demonstrando conversdes de celulose superiores as
conversdes da condigcdo sem surfactante.

Na hidrélise com 10% e 14,4 FPU.g, o surfactante sintético demonstrou um melhor

desempenho que os ramnolipideos na decomposi¢do enzimética da celulose, porém, o0s
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valores da conversdo de celulose obtidos por estas condigdes foram menores que 60%,
evidenciando que processos com altas concentragdes de biomassa e baixas cargas
enzimaticas, mesmo contendo agentes surfactantes, ndo sdo favoraveis para a hidrdlise
enzimatica do eucalipto.

Em relagdo ao processo com 28,8 FPU.g™, na hidrélise com 1%, os ramnolipideos
proporcionaram um melhor desempenho na decomposi¢do enzimética do cavaco que o Triton
X-100, alcangcando, com 72 horas, um aumento na conversdo de celulose de 29,0%.
Entretanto, neste mesmo processo, o surfactante apresentando conversoes de celulose maiores
que a condic¢do na auséncia de surfactante.

No processo com 5 e 10%, devido a equivaléncia nas concentragdes de glicose, 0
surfactante sintético e o biossurfactante demonstraram a mesma eficiéncia na sacarificacdo
enzimatica do eucalipto, com conversdes de celulose acima de 65%, e consequentemente,
conversdes de celulose maiores que a condigdo na auséncia de surfactante.

Observou-se também que, independentemente na presenca de surfactantes, nas
hidrélises a 14,4 FPU.g", ao aumentar a carga de substrato, ocorreu uma diminuicdo nas
conversdes de celulose, enquanto que no processo a 28,8 FPU.g™, as condicdes com 5 e 10%
ndo demonstraram diferencas significativas entre suas converses de celulose. Logo, na
hidrélise com 14,4 e 28,8 FPU.g™, com agentes surfactantes, o aumento na carga de eucalipto,
mesmo elevando a producdo de glicose, ndo acarretou em uma maior conversao de celulose,
influenciando negativamente na taxa de conversdo de celulose, e, consequentemente na
eficiéncia da sacarificacdo enzimatica.

Na Figura 36 sdo demonstradas as conversdes de celulose com 72 horas nas hidrolises
enzimaticas do cavaco de eucalipto a 14,4 e 28,8 FPU.g™ com carga de sélidos a 1% (Figura
36a), 5% (Figura 36b) e 10% (m.m™) (Figura 36c).
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Figura 36 - Conversdo de celulose com 72 horas da hidrdlise enzimética do cavaco de eucalipto utilizando a
Cellic® CTecl a 14,4 e 28,8 FPU.Qceiuiose - € carga de sélidos a 1 (a), 5 (b) e 10% (m.m™) (c) com os
ramnolipideos e o Triton X-100. Diferentes letras minlsculas demonstram diferenca significativa (p < 0,05)
entre as conversdes de celulose para cada carga enzimatica; Diferentes letras maitsculas demonstram diferenca

estatistica (p < 0,05) entre as conversdes de celulose de cada grupo.

Em relacdo as hidrolise com o surfactante sintético, nas condi¢cdes com 1 e 5%, o
incremento da carga de enzimas ndo promoveu a conversao de celulose, enquanto que na
hidrélise a 10%, ao dobrar a carga enzimatica de 14,4 para 28,8 FPU.g™, ocorreu um aumento
na conversao de celulose de 18,21%. Logo, ao elevar a carga enzimatica no processo com 1 e
5% de eucalipto na presenca do surfactante quimico, os fatores como a competicdo pelo
substrato, a adsorcdo inespecifica e a liberacdo em maior escala de produtos de carater
inibidor das enzimas interferiram na atividade das celulases, ndo promovendo a decomposicéo

enzimética do eucalipto. Entretanto, na condicdo com 10% com o Triton X-100, o0 aumento da
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carga enzimaética acarretou em uma maior taxa de conversdo de celulose, proporcionando uma
maior eficiéncia da sacarificacdo enzimatica. Entretanto, como dito anteriormente, o aumento
da carga enzimatica de 14,4 para 28,8 FPU.g™ com e sem ramnolipideos acarretou em uma
maior taxa de conversdo de celulose, elevando a eficiéncia da sacarificacdo enzimaética do
cavaco de eucalipto, exceto para a condicdo com 1% e 14,4 FPU,g" na auséncia de
surfactante.

Em geral, observou-se que a adicdo do Triton X-100 e dos di-ramnolipideos
impulsionaram a hidrélise enzimética do cavaco eucalipto do cavaco de eucalipto pré-tratado
por explosdo a vapor, evidenciando que os agentes surfactantes promoveram uma influéncia
positiva sobre a sacarificacdo enzimatica da celulose do eucalipto. Entretanto, os di-
ramnolipideos apresentaram uma eficiéncia igual ou superior na hidrolise enzimaética do
eucalipto que o Triton X-100, demonstrando ser um potencial substituto deste surfactante
sintético na sacarificagdo enzimatica do cavaco de eucalipto, proporcionando um processo
com menor impacto ambiental.

Na Tabela 11, sdo apresentadas as conversfes de celulose das sacarificacdes

enzimaticas do cavaco de eucalipto com e sem tensoativos obtidas no presente estudo.

Tabela 11 - Conversdes de celulose das hidrolises enziméticas do Eucalyptus grandis.

Carga enzimatica Carga de biomassa Tensoativo Converséao de celulose
(FPU.g ™Y (%, m.m™) (%)
14,4 1 Ausente de tensoativos 72
14,4 5 Ausente de tensoativos 45
14,4 10 Ausente de tensoativos 24
14,4 1 Ramnolipideos 81
14,4 5 Ramnolipideos 63
14,4 10 Ramnolipideos 39
14,4 1 Triton X-100 72
14,4 5 Triton X-100 64
14,4 10 Triton X-100 55
28,8 1 Ausente de tensoativos 61
28,8 5 Ausente de tensoativos 60
28,8 10 Ausente de tensoativos 62
28,8 1 Ramnolipideos 99
28,8 5 Ramnolipideos 74
28,8 10 Ramnolipideos 70
28,8 1 Triton X-100 77
28,8 5 Triton X-100 76
28,8 10 Triton X-100 65

Na hidrélise com 1%, observou-se que a condicdo com 14,4 FPU.g" contendo os

ramnolipideos obteve uma converséo de celulose 32,8% maior que a condi¢cdo com o dobro de
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carga enzimatica na auséncia de surfactante. Na hidrélise com 5%, a diferenca das conversées
de celulose destas condi¢des foi de apenas 5,0%. Estes mesmas relacdes foram observadas
entre a condicdo com 14,4 FPU.g™ com o surfactante Triton X-100 e o processo com o dobro
de carga enzimatica sem tensoativos, nas hidrélises com 1 e 5% de biomassa. Logo, nas
sacarificacdes a 1 e 5% (m.m™), com adicio de surfactantes, foi possivel obter conversdes de
celulose acima de 60% sem a necessidade de duplicar a carga de enzimas.

Na hidrélise com 10%, a hidrolise com maior carga enzimatica e sem surfactante
apresentou uma maior conversao de celulose que a condicdo com 14,4 FPU.g™* contendo tanto
os ramnolipideos quanto o Triton X-100. Isto ocorreu, provavelmente, devido a quantidade do
agente surfactante usada nas hidrélises, 100 mg.L™, néo ter sido suficiente para promover a
sacarificacdo enzimatica do eucalipto a 10% (m.m™).

Dessa forma, a adicdo de biossurfactantes ramnolipidicos pode proporcionar um
processo economicamente mais viavel, visto que, em determinadas condicdes, foi possivel
elevar a conversdo da celulose sem dobrar a carga de enzimas. Porém, sdo necessarios mais
estudos de hidrdlises enzimaticas com o cavaco de eucalipto variando a carga de biomassa e a
concentracdo de biossurfactante.

Pode-se observar também que o eucalipto, independente da presenca dos
ramnolipideos, demonstrou ser um potencial substrato nas hidrélises enzimaticas, indicando
ser um recurso lignocelulésico viavel para geracdo de acucares fermentesciveis e,

consequentemente, etanol de segunda geracao.
4.9 COMPARATIVOS COM HIDROLISES DE EUCALIPTO DESLIGNIFICADO

Biomassas lignificadas apresentam maior resisténcia a hidrolise enzimaética,
promovendo a perda de atividade por adsorcdo improdutiva das celulases a superficie da
lignina (OGEDA e PETRI, 2010). Logo, para aumentar o rendimento das hidrolises de
biomassas lignoceluldsicas, geralmente, a lignina precisa ser removida ou modificada atraves
de solugdes alcalinas (PALONEN et al., 2004; LINDER et al., 1995).

O cavaco de Eucalyptus grandis tratado por explosédo a vapor apresentou uma
composicao quimica contendo 36,61+4,11% de lignina total. A sacarificacdo do eucalipto pre-
tratado e lignificado contendo os di-ramnolipideos resultou em conversdes de celulose acima
de 70%. Logo, foi realizada uma comparagéo dos dados obtidos no presente estudo, com 0s
resultados de hidrélises enzimaticas com Eucalyptus pré-tratados e deslignificados,

apresentados na Tabela 2.
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Cebreiros et al. (2018) ao realizarem a hidrdlise enzimatica do Eucalyptus grandis pré-
tratado e deslignificado a 16% (m.v'') e 25 FPU.g™ de enzimas, obtiveram uma conversao de
celulose 32% maior que a conversao obtida com o eucalipto sem deslignificacdo. No presente
trabalho, a hidrdlise do eucalipto pré-tratado e sem deslignificacdo, para as cargas de substrato
e de enzima de 10% (m.m™) e 28 FPU.g, respectivamente, e com adicdo do biossurfactante
apresentou conversao 13% maior que a conversao sem surfactante.

A hidrolise do Eucalyptus globulus pré-tratado e deslignificado com tratamento
hidrotrépico por Mou e Wu (2016), a 20% (m.v*) e 50 FPU.g™, apresentou uma conversao de
celulose 17,1% maior que a conversao obtida no presente trabalho da sacarificagdo do
eucalipto com 10% e 28 FPU.g ™ na presenca dos di-ramnolipideos.

Romani et al (2014) submetendo Eucalyptus globulus pré-tratado e deslignificado a
hidrélise enzimética a 25 % (m.m™) e 10,3 FPU.g™ de celulase e 51,5 1U.g™* de B-glicosidase,
obtiveram uma conversao 40% menor que o resultado obtido no presente trabalho da hidrdlise
do eucalipto pré-tratado e lignificado a 10% e 28 FPU.g™ na presenca dos di-ramnolipideos.

Os estudos de Sun et al. (2014), Lima et al. (2013) e Park et al. (2012), ao realizarem a
hidrélise enzimética do eucalipto deslignificado com carga de biomassa a 2, 5% (m.v™) e 5%
(m.m™), e carga enzimatica a 17, 25 e 30 FPU.g™, respectivamente, obtiveram conversdes
10,8% menor que a conversdo obtida no presente trabalho da sacarificagdo do eucalipto
lignificado a 5% e 28 FPU.g™ contendo os di-ramnolipideos.

Com base nestes comparativos, verificou-se que adicdo dos di-ramnolipideos
impulsionou a sacarificacdo enzimatica do eucalipto ndo deslignificado, demonstrando um
aumento na eficiéncia da hidrolise do eucalipto equivalente aos diferentes tratamentos de
deslignificacdo utilizados atualmente, indicando que o seu uso pode ser uma alternativa a
estes tratamentos. Todavia, sdo necessarios mais estudos utilizando ramnolipideos em

hidrolises enzimaticas de biomassas com e sem deslignificacao.
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5 CONCLUSAO

Concluiu-se que ambas as linhagens de Pseudomonas aeruginosa TGC02 e TGCO07
demonstraram eficiéncia similar em relacdo a producdo dos ramnolipideos, particularmente
em termos de comportamento cinético e rendimento produtivo. Observou-se que a producao
dos ramnolipideos ndo esteve associada ao crescimento das Pseudomonas aeruginosa,
comportando-se como metabolicos secundarios. Notou-se que sintese dos ramnolipideos
ainda estava em ascensdo, ndo atingindo a maxima concentracdo do biossurfactante nas
condigdes deste estudo, indicando que um aumento do tempo do cultivo, provavelmente,
podera elevar a producdo deste metabolito.

Observou-se que as linhagens TGC02 e TGCO7 também podem ser utilizadas na
sintese de piocianina, porém, € preciso uma investigacdo de sua producao.

Conclui-se também a boa atividade emulsificante dos ramnolipideos produzidos pelas
linhagens TGCO02 e TGCO7, proporcionando indices de emulsificacdo E24 entre 55 e 65%,
indicando que estes biossurfactantes sdo bons agentes emulsificantes. Foi observado que a
concentracdo dos biossurfactantes ramnolipidicos ndo apresenta uma relacdo proporcional
com sua atividade emulsificante, porém as emulsGes formadas tendem a permanecerem
estaveis com uma maior quantidade de biossurfactante no meio.

Através da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, verificou-se que o
ramnolipideo produzido pela linhagem TGCO7 foi um di-ramnolipideo constituido por
ramnosil-ramnosil-B-hidroxialcanoil-p-hidroxialcanoato.

Verificou-se que o uso de biossurfactantes ramnolipidicos aumentou a conversdo de
celulose de cavacos de eucalipto pré-tratados a vapor, revelando a influéncia positiva dos
ramnolipideos na hidrélise enzimética do eucalipto em diferentes concentracfes de biomassa
e cargas enzimaticas.

Foi possivel observar que a adicdo do Triton X-100 e dos di-ramnolipideos
impulsionaram a hidrolise enzimatica do cavaco de eucalipto pre-tratado por explosdo a
vapor, evidenciando que os agentes surfactantes promovem uma influéncia positiva sobre a
sacarificacdo enzimatica da celulose do eucalipto. Entretanto, os biossurfactantes
ramnolipidicos apresentam eficiéncia similar ou superior na hidrdlise de eucalipto que o
Triton X-100, podendo ser uma alternativa como substituto deste surfactante sintético na
hidrolise enziméatica do eucalipto, proporcionando um processo com menor impacto

ambiental.
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Observou-se também a viabilidade no aproveitamento do eucalipto como substrato
lignocelul6sico para geracdo de acgucares fermentesciveis e, consequentemente, etanol de
segunda geracao.

Verificou também que a adicdo dos di-ramnolipideos na hidrolise enzimaética do
eucalipto pode proporcionar um processo economicamente mais viavel, visto que, em
determinadas condicGes, foi possivel elevar a conversdo da celulose sem dobrar a carga de
enzimas. Entretanto, sdo necessarios mais estudos de hidrolises enzimaticas com o eucalipto
variando a carga de biomassa e a concentracao de biossurfactante.

Concluiu-se que o uso de biossurfactantes ramnolipidicos na hidrolise enzimatica do
eucalipto pode ser uma alternativa aos tratamentos de deslignificacdo reportados na literatura,
contribuindo, assim, para um processo com economia de tempo e com menos impactos
ambientais. Porém, sdo necessarios mais estudos utilizando este biossurfactante em hidrolises
enziméaticas de biomassas com e sem a deslignificacdo. Entretanto, novos estudos sdo
necessarios utilizando ramnolipideos na hidrdlise enziméatica de biomassas com e sem

deslignificacao.
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APENDICE A - DADOS OBTIDOS DA CROMATOGRAFIA EM COLUNA E DA
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA ANALITICA COM OS
RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS POR Pseudomonas aeruginosa TGCO07

Tabela 12 - Massas das fragOes 1 a 41 recolhidas durante a cromatografia em coluna dos ramnolipideos

produzidos por Pseudomonas aeruginosa TGCO07 e seus respectivos fatores de retencdo na cromatografia em
camada delgada analitica.

Cromatografia em coluna

Cromatografia em camada delgada analitica

Massa do

Distancia Distancia
Massa do Frasco Massa da percorrida percorrida
~ MeOH:CHCl; . com a MeOH:CHClI,
Fracbes 1 frasco vazio amostra 1 pela pela fase Rf
(v.v) amostra (v.v) ,
(mg) (mg) amostra movel
seca
() (cm) (cm)
1 19432 19433 1 - - - B
2 15832 15835 3 - - - -
3 20896 20898 2 - - - -
4 95:5 16473 16476 3 - - - -
5 17100 17102 2 - - - -
6 22151 22152 1 - - - -
7 21504 21504 0 - - - -
8 20731 20731 0 - - - B
9 20857 20857 0 - - - -
10 15749 15749 0 - - - -
11 20642 20642 0 - - - -
12 17110 17110 0 - - - -
13 22103 22104 1 - - - -
14 16338 16340 2 - - - -
15 20921 20922 1 - - - -
16 9818 9819 1 - - - -
17 90:10 20302 20304 2 - - - -
18 16618 16619 1 - - - -
19 16378 16378 0 - - - i,
20 9783 9783 0 - - - -
21 21306 21306 0 - - - -
22 19823 19823 0 - - - i,
23 16204 16204 0 - - - -
24 16157 16157 0 - - - -
25 16515 16515 0 - - - -
26 17105 17105 0 - - - i,
27 19745 19745 0 - - - -
28 20826 20826 0 - - - -
29 7453 7453 0 - - - ;
30 9669 9669 0 - - - -
31 16536 16537 1 - - - -
32 17060 17061 1 - - - ;
33 14400 14401 1 - - - -
34 80:20 17814 17815 1 - - - -
35 16187 16189 2 - - - -
36 7550 7550 0 - - - ;
37 14278 14278 0 - - - -
38 7342 7343 1 20:80 1,4 2,7 0,5185
39 16462 16467 5 20:80 14 2,7 0,5185
40 20510 20518 8 20:80 1,4 2,7 0,5185
41 17417 17420 3 20:80 14 2,7 0,5185
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Tabela 13 - Massas das fracdes 42 a 81 recolhidas durante a cromatografia em coluna dos ramnolipideos
produzidos por Pseudomonas aeruginosa TGCO07 e seus respectivos fatores de retencdo na cromatografia em
camada delgada analitica.

Cromatografia em coluna Cromatografia em camada delgada analitica
Massa do Distancia Distancia
Massa do Frasco Massa da percorrida percorrida
~ MeOH:CHCl; . com MeOH:CHCI,
Fracbes 1 frasco vazio amostra 1 pela pela fase Rf
(v.v™) amostra (v.v™) .
(mg) (mg) amostra movel
seca cm) (cm)
(mg) (
42 17037 17041 4 20:80 1,4 2,7 0,5185
43 9740 9745 5 20:80 1,4 2,7 0,5185
44 7456 7457 1 20:80 1,4 2,7 0,5185
45 14846 14849 3 20:80 1,4 2,7 0,5185
46 13970 13972 2 20:80 1,05 2,7 0,3889
47 50:50 17119 17121 2 20:80 1,05 2,7 0,3889
48 ' 9490 9494 4 20:80 11 2,7 0,4074
49 7496 7500 4 20:80 11 2,7 0,4074
50 17065 17065 0 20:80 1,1 2,7 0,4074
51 14502 14503 1 20:80 11 2,7 0,4074
52 7442 7445 3 20:80 1,1 2,7 0,4074
53 14720 14723 3 20:80 11 2,7 0,4074
54 14009 14011 2 20:80 11 2,7 0,4074
55 9736 9738 2 20:80 1,1 2,7 0,4074
56 20413 20415 2 20:80 11 2,7 0,4074
57 21060 21061 1 20:80 1,15 3 0,3833
58 14220 14221 1 20:80 1,15 3 0,3833
59 15013 15013 0 20:80 1,15 3 0,3833
60 14381 14385 4 20:80 1,15 3 0,3833
61 21131 21132 1 20:80 1,15 3 0,3833
62 16244 16246 2 20:80 0 3 0
63 7413 7415 2 20:80 0 3 0
64 7539 7539 0 20:80 0 3 0
65 21841 21841 0 20:80 0 3 0
66 13997 13998 1 20:80 0 3 0
67 15174 15174 0 - - - -
68 70:30 17849 17849 0 - - - -
69 17431 17431 0 - - - -
70 17380 17380 0 - - - -
71 16085 16086 1 - - - -
72 7472 7474 2 - - - -
73 14838 14840 2 - - - -
74 16067 16069 2 - - - -
75 14606 14608 2 - - - -
76 14336 14336 0 - - - -
77 22507 22508 1 - - - -
78 21466 21466 0 - - - -
79 7555 7555 0 - - - -
80 14754 14754 0 - - - -
81 20250 20250 0 - - - -
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APENDICE B - CURVA DE CALIBRACAO DA CONCENTRAGCAO DE LIGNINA
SOLUVEL EM FUNCAO DA ABSORBANCIA EM 280 nm

O célculo da lignina soltuvel foi determinado conforme a curva de calibracdo da
concentracdo de lignina em funcdo da absorbéncia em 280 nm, a qual esta apresentada na

Figura 37 e descrita nas Equacdes 20 e 21.
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Figura 37 - Concentracdo de lignina soltvel em funcdo da absorbancia em 280nm.

Cig = 4,41739(A7 — Ayq) + 0,00305 (Eq. 20)

Apa280 = [ Cpurs-epury + Cumr-€nmr | (Eq. 21)

Onde, Cjiy € a concentracdo de lignina soltvel (g.L™), At é a absorbancia da solucdo de
lignina junto com os produtos de decomposicao da celulose e hemicelulose (furfural e HMF),
em 280 nm, Apq é a absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposicéo dos agucares,
Crut € Cuymr S0, respectivamente, a concentracdo de furfural e HMF, as quais foram
determinadas previamente por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) e erur € e

s30 suas respectivas absortividades, 146,85 e 114,00 L.g™.cm™.
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APENDICE C - CURVA DE CALIBRACAO DE ACUCAR REDUTOR TOTAL

A curva padrdo do aglcar redutor foi estabelecida utilizando-se glicose nas
concentracdes de 0,08 a 2,70 mg.mL™?, onde as absorbancias foram determinadas em
espectrofotdbmetro a 540 nm. Os resultados foram utilizados para construir um grafico das
absorbancias em relacdo a concentracdo de glicose, onde a equacdo da reta esta apresentada

na Figura 38 e descrita na Equagéo 22.
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Figura 38 - Absorbancia, a 540 nm, em funcdo da concentracdo de glicose em
mg.0,5mL™.

(Eq. 22)

Sendo, ABS a absorbancia das amostras em 540 nm, Car a concentracdo dos aglcares
redutores e F o fator de diluicdo. As absorbancias das amostras resultantes das reacdes
enzimaticas foram subtraidas das absorbancias correspondentes aos controles das enzimas e

do substrato.
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APENDICE D - CURVA DE CALIBRACAO DA ABSORBANCIA EM FUNCAO DA
CONCENTRACAO DA BIOMASSA DAS LINHAGENS DE Pseudomonas aeruginosa
TGCO02 e TGCO7

Para determinar a concentracdo em g.L™ das linhagens bacterianas por turbidimetria,
foram construidas curvas de calibracdo relacionando a densidade optica em funcdo da
concentracdo da biomassa de cada linhagem, com coeficiente de determinacgédo (R2) maior que

99,3%, as quais estdo apresentadas na Figura 39 e descritas nas EquacOes 23 e 24.
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Figura 39 - Absorbancia em 570 nm em funcdo da concentracdo de biomassa da linhagem TGCO02 (a) e TGCO07

(b).
(Eq. 23)
(Eq. 24)

Onde, a Asyo € a absorbancia a 570nm, F é o fator de diluicdo, Xreco2 € Xtccor S80 as

concentracdes das linhagens TGC02 e TGCO7, em g.L™, respectivamente.
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APENDICE E - CURVA DE CALIBRACAO DA L-RHAMNOSE

A curva de calibracdo da L-rhamnose (Sigma) foi obtida a partir da curva preparada
com diferentes concentracOes deste acucar em relacdo a diferenca das absorbancias em 400 e

430 nm, a qual esta demonstrada na Figura 40 e descrita na Equacéo 25.
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Figura 40 - Concentragdo de ramnose em funcédo da diferenca entre as absorbancias
de 400 e 430 nm.

(Eq. 25)

Onde Rm é a concentracdo de ramnose em g.L™, e sdo as absorbancias a

400 e 430 nm, respectivamente e F é o fator de diluicéo.



