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RESUMO

Pectinases sao enzimas que hidrolisam cadeias da pectina, polissacarideo presente na
parede celular vegetal. Apesar de menos estudadas na literatura em comparagdo com outras
hidrolases, como celulases e xilanases, possuem grande relevancia industrial, especialmente na
clarificagdo de sucos e frutas. Essas enzimas podem ser produzidas por diversos
microrganismos, sendo os fungos filamentosos os principais produtores industriais devido a sua
capacidade de secretar grandes quantidades de pectinases na presenga de fontes de carbono
indutoras que contenham pectina. O bagaco de laranja (Citrus sinensis), coproduto rico em
pectina gerado na extragdo de suco, ¢ uma potencial fonte de carbono para a produgdo de
pectinases, especialmente no Brasil, maior produtor mundial de laranja. Por ser uma biomassa
recalcitrante, pode ser necessario um pré-tratamento para melhorar a acessibilidade aos
carboidratos. Entdo, o foco deste trabalho foi a produgdo de pectinases e xilanases por
Aspergillus awamori 2B.361 U2/1 em cultivo submerso, utilizando como fontes de carbono as
fragdes liquidas resultantes do pré-tratamento hidrotérmico do bagago de laranja a 70, 100, 140
e 180°C. Como neste pré-tratamento ocorre a formagao de produtos de degradagao de agtcares,
como hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, estes compostos foram quantificados para avaliar
sua influéncia no cultivo. As fragdes liquidas que apresentaram as maiores concentragdes de
HMF e furfural foram as de 140°C, 11,06 + 0,10 e 73,03 + 1,80 mg/L, e 180°C, 262,27 £ 2,61
e 673,51 + 33,07 mg/L, respectivamente. As maiores atividades de pectinases foram 17,74,
16,96 e 21,45 Ul/mL utilizando, como fonte de carbono, as fracdes liquidas de 70 e 100°C e o
bagaco de laranja, respectivamente. Estes resultados mostram que as maiores quantidades dos
produtos de degradagdo inibiram a a¢do microbiana e afetaram o rendimento da producao
enzimatica nas fragdes liquidas de 140 e 180°C. Entdo, foram escolhidas as fragdes liquidas de
70 e 100°C para estudo comparativo com o bagaco de laranja. As atividades de pectinases
mostram que nao houve diferenga significativa entre o pré-tratamento a 100°C e o bagago de
laranja, 19,69 + 2,51 e 21,57 = 1,71 Ul/mL, respectivamente. Para as xilanases, a maior
atividade obtida foi 42,78 + 0,36 Ul/mL utilizando a fracdo liquida de 70°C, 361% maior que
utilizando o bagago de laranja, 9,28 + 0,83 Ul/mL. Os resultados apresentados neste trabalho,
mais os dados da literatura, sugerem que o pré-tratamento hidrotérmico ¢ efetivo na extragao
de pectina e hemicelulose, mas a formagdo de altas concentracdes de inibidores afeta

significativamente a agdo dos microrganismos.

Palavras-chave: bagaco de laranja, pectinases, xilanases, pré-tratamento hidrotérmico,

Aspergillus awamori.



ABSTRACT

Pectinases are enzymes that hydrolyze pectin chains, a polysaccharide found in the plant
cell wall. Despite being less studied in the literature compared to other hydrolases, such as
cellulases and xylanases, they hold great industrial relevance, especially in juice and fruit
clarification. These enzymes can be produced by various microorganisms, with filamentous
fungi being the main industrial producers due to their ability to secrete large amounts of
pectinases in the presence of carbon sources containing pectin. Orange peel (Citrus sinensis), a
pectin-rich byproduct generated during juice extraction, is a potential carbon source for
pectinase production, particularly in Brazil, the world’s largest orange producer. As it is a
recalcitrant biomass, a pretreatment may be required to improve carbohydrate accessibility. The
focus of this study was the production of pectinases and xylanases by Aspergillus awamori
2B.361 U2/1 in submerged culture, using liquid fractions resulting from the hydrothermal
pretreatment of raw orange peel at 70, 100, 140, and 180°C as carbon sources. During this
pretreatment, sugar degradation products such as hydroxymethylfurfural (HMF) and furfural
are formed. These compounds were quantified to evaluate their influence on the culture. The
liquid fractions with the highest concentrations of HMF and furfural were those treated at 140°C
(11.06 £ 0.10 and 73.03 + 1.80 mg/L, respectively) and 180°C (262.27 + 2.61 and 673.51 +
33.07 mg/L, respectively). The highest pectinase activities were 17.74, 16.96, and 21.45 U/mL,
using as carbon sources the liquid fractions from 70 and 100°C and the orange peel,
respectively. These results indicate that higher concentrations of degradation products inhibited
microbial activity and affected enzymatic production yields in the liquid fractions from 140 and
180°C. Thus, the liquid fractions from 70 and 100°C were selected for a comparative study with
orange peel. The pectinase activities revealed no significant difference between the
pretreatment at 100°C and orange peel, with activities of 19.69 = 2.51 and 21.57 + 1.71 U/mL,
respectively. For xylanases, the highest activity was 42.78 + 0.36 U/mL using the liquid fraction
from 70°C, which was 361% higher than when using orange peel (9.28 + 0.83 U/mL). The
results presented in this study, along with literature data, suggest that hydrothermal pretreatment
is effective in extracting pectin and hemicellulose, but the formation of high concentrations of

inhibitors significantly affects microbial activity.

Keywords: orange bagasse, pectinases, xylanases, hydrothermal pretreatment, Aspergillus

awamori.
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1. INTRODUCAO

A agricultura brasileira ¢ uma das maiores produtoras globais de frutas ricas em pectina,
como frutas citricas, maga e goiaba, sendo a maior produtora mundial de laranja, uma grande
fonte de pectina, detendo 34,0% da producdo mundial. O estado de Sdo Paulo detém cerca de
70% da produgdo nacional, que € principalmente utilizada para exportacdo de suco (SANTOS,
NAAS, et al., 2013). Segundo o IBGE (2023) a quantidade de laranja produzida em territorio
nacional em 2023 foi maior que 17 milhdes de toneladas com valor de producgdo de,

aproximadamente, R$ 20 bilhdes.

Em consequéncia de ser um dos maiores exportadores de produtos agroindustriais, o
Brasil também ¢ um dos maiores geradores de residuos agroindustriais provenientes de culturas
como a cana-de-acucar, soja, milho, café¢ e o maior quando se trata da producao de laranja.
Esses residuos incluem bagaco, cascas, palhas e sementes, os quais apresentam grande potencial
para reaproveitamento na produc¢do de bioenergia, biocombustiveis e insumos para industria
quimica e farmacéutica. Como boa parte da laranja ¢ processada para produ¢do de suco, o
resultado € que a cada tonelada de laranja processada cerca de 45% a 60% do peso da fruta se
torna um coproduto, incluindo casca, sementes e polpa, gerando entre 8 ¢ 10 milhdes de

toneladas por ano de residuo agroindustrial proveniente da cadeia produtiva da laranja (ALMAS
TAJ AWAN, 2013).

Dendé; (2022]
Produgdo: 2,7 milhdes de ton r .
Residuos: 1,6 milhdes de ton L\ % Feljso: {z020]
= Produgde: 3,3 milhdes de ton

Residuos: 1,8 milhdes de ton

Soja: (2023)
Produgdo: 90 milhdes de ton & %
Residuos: 65,9 milhdes de ton

Café: (zozz}
Producdo: 2,7 milhdes de ton

Cana-de-actcar: (2020) Residuos: 1,2 milhdes de ton

Produgho: 659 milhdes de ton !
Residuos: 201 milhdes de ton

f 3

Produgdo: 78,9 milhGes de ton
Residuos: 45,8 milhdes de ton @ @

Arroz: (2019) : L o — Trigo: (2019)
Produglio: 12,4 milhdes de ton i _ 2 __,.;H*Eﬁ;ﬁ_tp‘, Produgdo: 5,5 milhdes de ton
Residuos: 2,5 milhGes de ton “at ’ o Residuos: 3,0 milhdes de ton

Figura 1 - Residuos agroindustrais gerados em territorio brasileiro. Adaptado de IBGE (2023)

) &y Laranja: (2021)
= L f Produgdo: 11.4 milhdes de ton
Milho: (z013) . ' el Residuos: 8,8 milhdes de ton
g, E '
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Essas biomassas residuais s3o um matérias-primas promissoras para processos
biotecnoldgicos devido ao seu alto teor de carboidratos, que, por exemplo, podem ser utilizados
como substratos para produgdo de enzimas ou podem ser recuperados para geragao de
biocombustiveis e outros bioprodutos. No contexto de servirem como fonte de carbono para a
produgdo de enzimas por microrganismos, se destacam os fungos filamentosos. A producao de
enzimas por fungos filamentosos envolve processos de cultivo que exploram a capacidade
desses microrganismos em sintetizar e secretar grandes quantidade de enzimas extracelulares.
Em condi¢des de cultivo adequadas, em cultivo submerso ou em estado sélido, fungos como
Aspergillus e Trichoderma utilizam substratos ricos em carbono e nitrogénio, como essas
biomassas residuais, para crescer e produzir enzimas especificas. Eles sdo capazes de produzir
enzimas hidroliticas, como celulases, pectinases e xilanases, que possuem grande aplicacdo na
degradacdo de polissacarideos complexos presentes em materiais lignocelulosicos

(VOLYNETS, EIN-MOZAFFARI, et al., 2017).

Os principais componentes das biomassas lignoceluldsicas — celulose, hemicelulose,
lignina e pectina — constituem a estrutura da parede celular das plantas (BALAT, 2011).
Celulose ¢ um homopolissacarideo de glicose. As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos
ramificados ricos em xilose, arabinose, glicose, galactose e outros agucares, enquanto a pectina
¢ um heteropolissacarideo formado majoritariamente por residuos de acido galacturonico. Esses
carboidratos podem ser metabolizados por fungos filamentos para produzir enzimas hidroliticas
como pectinases e xilanases. A laranja (Citrus sinensis) ¢ um exemplo de biomassa
lignoceluldsica rica em pectina (Figura 2) e hemicelulose, encontradas na casca e no bagago.
Estes coprodutos da industria de citricos contém quantidades significativas de acido
galacturdnico, xilose, arabinose e outros agucares, os tornando substratos com potencial para
produgdo de pectinases e xilanases (MARTINI, 2009). A utilizagdo do bagago e a casca da
laranja possui vantagens como a valorizacdo de residuos agroindustriais e a producdo

sustentavel de enzimas.
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Figura 2 - Cadeia principal da pectina contendo unidades de acido galacturdnico. Autoria

propria.

A estrutura complexa da biomassa lignocelulésica, incluindo a presenca de lignina e
ligagdes rigidas de polimeros de carboidratos, tornam essa biomassa recalcitrante aos
microrganismos. Dependendo da composigdo e estrutura da biomassa, existe a necessidade de
realizar um pré-tratamento para aumentar a acessibilidade dos microrganismos aos carboidratos
poliméricos e, por consequéncia, induzir a producdo de enzimas para sua hidrélise em
mondmeros. Os pré-tratamentos como explosdo a vapor, tratamento em acido ou base diluidos
e hidrotérmico (autohidroélise), quebram a barreira de lignina e solubilizam a hemicelulose e
parte da pectina no caso da laranja, facilitando o acesso as cadeias de celulose e pectina
insoluveis na fragdo solida e das cadeias de hemicelulose e pectina soluveis da fracao liquida

para ag¢do microbiana (VARGA, RECZEY, et al., 2004).

O pré-tratamento hidrotérmico ¢ um processo que utiliza d4gua em altas temperaturas
para diminuir a recalcitrancia do complexo lignoceluldsico. Seu objetivo € a desestruturagao
pela solubilizagdo da hemicelulose e de parte da pectina, para exposicdo da celulose,
aumentando a sua acessibilidade para agdo das enzimas hidroliticas(SAADATINAVAZ,
KARIMI, et al.,2021). Em contrapartida, além de disponibilizar agucares no meio, pode ocorrer
a formagdo de produtos de degradacdo, em condi¢des mais extremas, como o
hidroximetilfurfural e furfural, provenientes da degradacdo de hexoses e pentoses,
respectivamente. Enquanto estes compostos sdo valiosos para induastria quimica e de
biocombustiveis, eles agem como inibidores em processos fermentativos (YUE, HU, et al.,
2022). Entdo, € necessario que as condigdes de pré-tratamento sejam otimizadas, minimizando

a formacgao destes produtos, e maximizando a producao enzimatica.
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Nesse contexto, o presente trabalho visa encontrar condi¢des de pré-tratamento
hidrotérmico de bagaco de laranja (Citrus sinensis) que solubilizem a hemicelulose e pectina
para a fracao liquida e que formem o minimo dos inibidores furfural e hidroximetilfurfural. Em
sequéncia, tem o objetivo de avaliar essa fragdo liquida, rica em pectina e hemicelulose soluvel,
como fonte de carbono no cultivo submerso de Aspergillus awamori 2B.361 U2/1 para
producao de pectinases e xilanases. Estudar a produ¢dao de enzimas hidroliticas com meios
complexos, contendo residuos agroindustriais, tem o potencial de agregar valor aos residuos,
diminuir custos dos meios de producdo de enzimas e induzir a producdo de altos niveis de

enzimas especificas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item ¢ apresentada uma revisao bibliografica a respeito de conceitos fundamentais

para o desenvolvimento do trabalho.

2.1. Enzimas

A denominacgdo “enzima” provém de duas palavras gregas: en que significa “dentro de”
e zume que significa “levedura”. Utilizada pela primeira vez pelo fisiologista alemao, Wilhelm
Kiihne em 1878 ao estudar como leveduras conseguiam produzir alcool através de actcares
(ROBINSON, 2015). As enzimas sdo catalisadores biologicos que auxiliam no aumento da
velocidade de reagdes bioquimicas em organismos vivos ou em processos industriais, nas quais
sdo muito utilizadas. Em 1980, ocorreu um dos maiores avangos cientificos quanto a
caracteriza¢do de enzimas, por conta da sua cristalizagdo, que mostrou a associagdo da estrutura

proteica e sua acao catalitica.

A reacgdo de catalise, em geral, envolve o aumento da velocidade da conversao de um
substrato em um produto e as enzimas se mostram de grande vantagem em realizar esses
processos por conta de inimeros fatores. Um deles ¢ a sua alta capacidade seletiva para alguns
tipos especificos de substrato, que pode ser referente a grupos ou moléculas. Esta caracteristica
pode ser bem observada em reagdes bioquimicas que ocorrem em vias metabdlicas em

organismos vivos, como a oxidacao da B-D-glicose pela glicose oxidase na via glicolitica, que
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mostra sua total especificidade por este substrato. Outro exemplo ¢ a utilizagdo de dispositivos,
como biossensores de glicose, que auxiliam na determinagao do teor de glicose em uma matriz

complexa, como sangue e urina (ROBINSON, 2015).

Até 1958, acreditava-se na teoria de Emil Fischer (1894) de que a especificidade da
enzima com o substrato vinha do exato formato do encaixe entre os dois (modelo chave-
fechadura, como na Figura 3), até que Daniel Koshland apresentou o modelo do encaixe

induzido, onde a enzima mudaria seu formato para que o substrato se encaixasse de forma

m__ Substrate

Active site A

correta.

Figura 3 - Representag@o do encaixe entre o substrato e o sitio ativo da molécula da enzima.

Retirado de Robinson (2015).

Elas também sdo classificadas de acordo com o tipo de reagdo que catalisam, e sdo, ao

todo, seis classificagdes gerais, explicitadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificagdo primaria de enzimas

Classﬁc?lgao das Classe das enzimas Tipo de reacao
enzimas
I. Oxidorredutases Oxidacao/Reducdo (transferéncia de elétrons)
5 Transferases Transferéncia de grupos func10@13 (fosfato, amina,
acil e carboxi)
3 Hidrolases Quebra de ligag()es/ covalen‘fes elimmnando uma
molécula de dgua
4 Liases Quebra de ligacdes C-C, C-O, C-N e elimmnagdo
de outros grupos.
Isomerizacdo (conversao de uma molécula de um
5. Isomerases A
1sOmero para outro)
Ligacdo de duas moléculas, realizando a hidrélise
6. Ligases de uma moléculo com alto teor energético, como

ATP (adenosina trifosfato)

A catdlise enzimatica se da pela formagao do complexo enzima-substrato (ES), conexao
que ocorre no sitio ativo da enzima:

Enzima + Substrato = ES = Enzima + Produto

A seta que mostra a ligagdo entre a enzima e o substrato indica que esta reacdo ¢
reversivel, informando que o complexo pode se desassociar para enzima e substrato ou
continuar para a formacao do produto. A constante de equilibrio dessa reacao, conhecida como
a constante de Michaelis, K, rege a afinidade e a estabilidade desse complexo durante o
processo. Ela representa a concentracdo do substrato enquanto a velocidade da reacdo ¢ a
metade da velocidade maxima. Quando o valor de K., € baixo, significa que o equilibrio da

reacgao estd deslocado para a formagao do produto (MARANGONI, 2003).

Um catalisador ou biocatalisador, como as enzimas, aumenta a velocidade da reagao
porque altera o mecanismo que ocorre, para um em que o intermediario formado no estado de
transicdo possui menor energia de ativacao (E.) do que a reagdo sem o catalisador (Figura 4).
Isso ocorre, porque as enzimas estabilizam esse estado de transi¢do (fase altamente energética)
em consequéncia da formagdo do complexo enzima-substrato que levam o substrato para a
orientagdo correta, alinha as ligagdes do substrato e provém um ambiente favoravel para a

formacao do produto. E, entdo, a taxa de reacdo (k) € proporcional a fragdo de moléculas que
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possuem energia suficiente para superar a barreira da energia de ativagio (MARANGONI,

2003).

:g __________ Luncatalysed
-

Qo
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@ catalysed

v

uc.l ---------- L
I - !
v > >
@ Reactant = Reactant o
S g g
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3 9 |§ O (5
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v o T
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Figura 4 - Redugdo da energia de ativacdo do estado de transicdo requerida para iniciar a

reagdo. Sem biocatalisador (a), com biocatalisador (b). Retirado de Robinson (2015)

Devido a esta caracteristica das enzimas, de diminuir a energia do estado de transicao
da reagdo formando um complexo enzima-substrato e, assim, aumentar a velocidade em que as
reagoes bioquimicas ocorrem, a aplicagdo de enzimas ocorre mundialmente em diversos setores

da industria.

2.1.1. Aplicacdes industriais de enzimas

O mercado de enzimas, no cenario mundial, ¢ um setor dindmico e em expansao, com
expectativa de atingir U$ 22,6 bilhdes em 2028 com CAGR (Compound annual growth rate)
de 14,0% (RESEARCH AND MARKETS, 2024). As enzimas hidroliticas, incluindo celulases,
amilases, xilanases e pectinases possuem um mercado consolidado na industria, onde sdo
utilizadas na melhoria da qualidade de diversos produtos, com aumento do valor nutricional e
redugdo do tempo de processamento (RESEARCH AND MARKETS, 2024).

Devido as suas aplicagdes em diversos ramos da industria, como alimenticia,
farmacéutica e de biocombustiveis, tem aumentado o niimero de pesquisas sobre como as
enzimas podem ser produzidas e aplicadas. Uma pesquisa realizada na base Scopus (Figura 5)

utilizando como as palavras-chaves “cellulases”, “xylanases” e “pectinases”, enzimas que sao

amplamente utilizadas industrialmente, mostrou que o numero de artigos publicados
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¢ menos expressivo comparado a celulases e xilanases. Portanto, ¢ uma

area com potencial para novas pesquisas que envolvam a producao e aplicagdo das pectinases.
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Figura 5 - Pesquisa na base Scopus utilizando as palavras-chaves "cellulases",

,-/_HM

1994 1998 2002 2006 2010

Ano

2014 2018

[ ¥]

0

[ &)
[ ¥]

=t Celulases == Xlanases == Pectinases

xylanases" e

"pectinases" entre 1994 e 2024, resultados expressos anualmente.

Na América do Sul, o Brasil lidera as pesquisas em relagdo a publicacdo de artigos

envolvendo a produgdo de enzimas, ocupando a quarta colocagao mundialmente (Figura 6). Isto

mostra que o pais contribui consideravelmente na pesquisa e desenvolvimento de métodos para

produgdo e aplicacdo de enzimas.
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Figura 6 - Resultados obtidos na base Scopus ao pesquisar as palavras-chaves "production" e

"enzymes" em titulos de artigos, de 2004 a 2024.
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Ao se tratar de pectinases, o Brasil ocupa a posi¢do de protagonismo em relagdo a
publicacao de artigos envolvendo a producdo dessas enzimas, se destacando acima de paises
com alto indices de publicacdes em geral (Figura 7). A partir desses dados, pode-se afirmar que
os artigos publicados nacionalmente possuem grande importancia para a dindmica do mercado
de pectinases, porém observa-se que ainda € necessario que haja mais publicagdes, visto que o
nimero ainda ¢ baixo em comparagdo a producdo de enzimas em geral, para que, assim, seja

possivel o melhor entendimento sobre essa enzima e suas aplicagdes.
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Figura 7 - Resultados obtidos na base Scopus ao pesquisar as palavras-chaves "production" e

"pectinases" em titulos de artigos, de 2004 a 2024.

Diversos microrganismos sao utilizados na producao industrial de enzimas devido a sua
vasta disponibilidade na natureza e rapido crescimento. A tecnologia do DNA recombinante
tem realizado modificagdes genéticas em microrganismos visando aumentar a producdo
enzimatica (ILLANES, CAUERHFF, et al., 2012). A producdo de enzimas provenientes de
microrganismos possui grande utilidade em diversas industrias, por conta da grande variedade
de condig¢des fisico-quimicas que elas podem ser aplicadas e da variedade de reagdes que sdao

capazes de realizar (SINGH, KUMAR, et al., 2016).

Uma das maiores aplicagdes de enzimas de origem microbiana estd na industria
alimenticia, onde essas moléculas sdo utilizadas na melhoria da produgao, sabor, aroma, cor,
textura, aparéncia e valor nutricional (NEIDLEMAN SL, 1984). Na produ¢do de paes, sdao
utilizadas amilases para aumentar a maciez, lipases e xilanases sdo usadas para aumentar a
estabilidade e a glicose oxidase ¢ usada para auxiliar na elasticidade da massa (MONFORT,
BLASCO, et al., 1999). Na produc¢ao de laticinios, enzimas como: lipases, lactases, proteases,

transglutaminases e esterases, sdo utilizadas, também, para melhorar as caracteristicas
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organolépticas dos produtos comercializados. Além disso, também auxiliam na maior
estabilidade do produto, viabilizando que os produtores aumentem o prazo de validade
(QURESHI, KHARE, et al., 2015). Na industria de bebidas nao-alcoolicas, que incluem agua,
sucos da fruta, cha e café, celulases, amilases e pectinases sdo muito utilizadas na clarificagio,
liquefacdo, rendimento e maceragdo dos frutos e graos (KUMAR, S., 2015). Para bebidas
alcoolicas, amilases sao utilizadas na hidrolise do amido em agucar para posterior fermentagao
e para remogao da turbidez (OKAFOR, 2007). Na producao de ragdes, algumas hidrolases,
como xilanase e B-glicosidase sdo adicionadas para ajudar na digestdo da celulose em alguns
animais que sdo monogastricos, e fitases sdo amplamente utilizadas para auxiliar na ligacao

natural com fésforo em acido fitico em cereais (BHAT, 2000) (LEI, STAHL, 2000).

Devido ao crescente consumo de plasticos mundialmente, comecaram a ser utilizados
polimeros biodegradaveis (biopolimeros) que sdao oriundos de fonte de carbono renovaveis,
como biomassa. Nesse caso, enzimas como as lipases sdo cruciais para a catalise da

polimerizacao e producao de poliéster biodegradavel (VROMAN, TIGHZERT, 2009).

Na industria de celulose e papel, vem surgindo uma grande necessidade no tratamento
de residuos gerados, devido ao longo tempo de degradagdo. Algumas enzimas auxiliam na
retirada da tinta do papel, como lipases (KIRK, JEFFRIES, 1996), e xilanases e ligninases sao
utilizadas para a remocgao de lignina e hemicelulose (MAIJALA, KLEEN, et al., 2008).

O uso de enzimas na degradacdo de poluentes tem sido amplamente empregado,
incluindo rejeitos de grandes industrias até os rejeitos de casas. Para este tratamento, sdo
utilizadas diversas enzimas (amidases, amilases, celulases, glucoamilases, pectinases,
proteases, lipases e oxidorredutases) devido a complexidade da matriz e para que a
bioconversao do material seja feita de forma efetiva em algo que ndo traga danos para o meio

ambiente (RIFFALDI, LEVI-MINZI, et al., 2006).

Um setor que tem ganhado muito evidéncia hd alguns anos é a producdo de
biocombustiveis, que geralmente utilizam enzimas como lipases, celulases e xilanases na
producao de acidos graxos de metil ésteres e decomposicdao de material lignoceluldsico para
producgdo de bioetanol, através da formacao de agticares por acdo das enzimas (CARDONA,

QUINTERO, et al., 2010).

Portanto, o desenvolvimento de processos de producdo de enzimas ¢ fundamental para
promover solugdes sustentaveis e eficientes em varios setores da industria. As enzimas possuem

grande importancia no processamento de alimentos, produgdo de biocombustiveis, produtos
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farmacéuticos e gestdo de residuos devido a sua especificidade, habilidade de atuar em
condigdes amenas requirindo menos energia em comparagao a processos quimicos tradicionais.

Ao reduzir custos, amplia o nimero de processos que podem ser realizados com enzimas.

2.1.2. Pectinases

As pectinases foram umas das primeiras enzimas a serem utilizadas comercialmente,
inicialmente em produg¢do de vinho e sucos de fruta em 1930. Seu papel se tornou mais
significante em 1960 com a melhor compreensao da composi¢do quimica do tecido vegetal.
Atualmente, as pectinases sdo essenciais no processamento de diversos sucos, tecidos e
aplicacdes biotecnologicas devido a sua capacidade de degradar substancias pécticas

(KASHYAP, VOHRA, et al., 2001).

As substancias pécticas sao componentes de uma camada delgada do material
extracelular chamada de lamela média, que fica localizada entre as paredes celulares primarias
das células de plantas superiores. Elas sio macromoléculas conectadas por ligagdes glicosidicas
que atuam como ligacdo entre as células das paredes celulares para manté-las unidas. Dentre
elas, tem-se a protopectina, acido pectinico, acido péctico e pectina (UENOJO, PASTORE,
2007).

A pectina possui uma estrutura complexa de polissacarideos com cadeia estrutural de
ligagdes axiais de acido galactur6nico conectadas por ligagdes a(1-4) que constituem a
homogalacturonana (Figura 8), podendo estar com grupos acetil ou metil acoplados na forma
de ésteres. Quando conectadas a outros polissacarideos e proteinas, podem formar cadeias de
protopectina, que sdo insoluveis em agua. Outras partes da pectina sdo chamadas de
ramnogalacturonanas I e II, que sdo cadeias ndo-lineares mais complexas que contém outros

acucares como galactose, arabinose e xilose (Figura 9) (WILLATS, KNOX, et al., 2006).

Homogalacturonan

goo

Rhamnogalacturonan I

Rhamnogalacturonan |
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Figura 8§ - Proposta estrutural da cadeia da pectina, onde a homogalacturonana e a
ramnogalacturonana I sdo estruturas externas a ramnogalacturonana II (VINCKEN, SCHOLS,

et al.,2003).
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Figura 9 - Proposta da estrutura da ramnogalacturonana I mostrando a contribui¢do de cada

composto em sua cadeia complexa (VINCKEN, SCHOLS, et al., 2003).

Sua caracteristica mais marcante ¢ a habilidade de formar gel com agucares e acidos,
dependendo da condi¢cdo empregada, devido ao seu grau de neutralizacao e presenca de grupos
metil éster, que conferem capacidade de criar suspensdes coloidais quando em contato com

acido galacturdnico e agua, através do processo de “cross-linking” (WHITAKER, 1994).

As pectinases podem ser classificadas de acordo com o tipo de substrato (esqueleto
galacturdnico) que elas utilizam (pectina, acido péctico ou D-galacturonato), o tipo de reagao
que sdo capazes de fazer (eliminacdo ou hidrdlise) e se a clivagem ¢é em locais internos da cadeia
(endo-, liquefacao ou despolimerizagdo) ou se € nas extremidades (exo- ou sacarificagdo)
(PEDROLLI, MONTEIRO, et al., 2009). Na Tabela 2 abaixo estdo descritas as classificagdes

de pectinases.
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Tabela 2 - Classificagdo de pectinases conforme seu mecanismo de a¢do em diferentes partes

da cadeia de pectina (UENOJO, PASTORE, 2007).

Classifacdo de pectinases Tipo de reacio
Protopectinases Solubilizacdo da protopectina em pectina solinvel
Pectina metil esterases (PME) Desesterificacio do grupo metoxil da pectina,
A1 E11 formando acido péctico e metanol
Pectina acetil esterases (PAE) Hidrolise do grupo acetil éster da pectina, formando
(EC3.1.1.-) acido pectico e acetato
Polimetilgalacturonase (PMG) Clivagem de ligagdes 0(1-4) na cadeia da pectina

Poligalacturonases (PG)

(EC 3.2.1.15. EC 3.2.1.67, EC Hidrolise de ligacties glicosidicas a(1-4) no acido

poligalacturonico produzindo acido galacturonico

3.2.182)
Pectato liases (PGL) Clivagem de ligagdes glicosidicas no acido
(EC 4222 EC4229) poligalacturénico formando produtos insaturados
Pectina liases (PL)

EC 422.10) Clivagem de ligagdes esterificadas na pectina

Regionalmente, a América do Norte lidera o mercado de pectinases devido ao seu
mercado consolidado de industrias de alimentos e bebidas € o aumento constante da demanda
de consumidores por produtos processados e organicos. O comércio global de pectinases esta
em constante crescimento, com mercado avaliado em U$ 18.3 bilhdes, e um CAGR de 11,1%
(Figura 10) (THE BUSINESS REASEARCH COMPANY, 2024). Os consumidores tém
preferido alimentos com aparéncia natural e “clean-label”, que sdo produtos mais saudaveis e
com maior transparéncia na comunica¢ao da composi¢ao, utilizando ingredientes naturais e sem
aditivos, e assim as pectinases tém sido amplamente utilizadas no processamento de alimentos

e bebidas, tornando o processo mais sustentavel (ZION MARKET RESEARCH, 2023).
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Global Pectinase Market Size
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Figura 10 - Cenéario do mercado mundial de comercializagdo de pectinases e prospecgdo de

crescimento até 2030.

Dentre as principais empresas produtoras de pectinases estdo: Novonesis (antes
conhecida por Novozymes (Dinamarca), Basf SE (Alemanha), DuPont (EUA), Pectolase
(Dinamarca) e Pectinex (Suica). Essas companhias utilizam principalmente os fungos
Aspergillus niger, Aspergillus orysae e Trichoderma reesei (MORDOR INTELLIGENCE,
2024).

2.1.3. Xilanases

As xilanases sdo enzimas amplamente utilizadas nas industrias de celulose e de papel,
uma vez que a hidrélise da xilana auxilia na remogao de lignina do papel e na redugao do uso
de cloro como agente de branqueamento (SHOHAM, SCHWARTZ, et al., 1992). Em 1986, foi
demonstrado pela primeira vez a aplicagdo de xilanases para auxiliar na remog¢ao de lignina em
processos de branqueamento (VIIKARI, RANUA, et al., 1986). O crescimento da producao
mundial de xilanases acompanha o aumento da utilizagdo de produtos a base de pasta de papel,
como papel celofane, ésteres e éteres celuloliticos. Outra aplica¢do das xilanases envolve a
conversdao de materiais lignoceluldsicos em produtos de fermentacdo e clarificacdo de sucos

(assim como as pectinases) (WONG, TAN, et al., 1988).

A xilana ¢ o heteropolissacarideo mais abundante da parede celular vegetal, que
consistem em residuos de grupos de acetil, 4-O-metil-D-glicuronosil e a-arabinofuranosil, os
quais estdo conectados as ligagdes terminais B-1,4 de xilopiranoses (Figura 11). Nas cadeias de

xilana, também se encontram grupos de ramnose ¢ acido galacturdnico, cuja fungdo ¢ manter
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as partes terminais da cadeia resistentes as substancias alcalinas, e grupos de arabinoxilana

(KULKARNI, SHENDYE, et al., 1999).

o-4-O-Me-GicUA

Endotxyla‘ase HSCO/W q_Gl u ronidase Acetyl Xylan Esterase
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e
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Figura 11 - Estrutura molecular da xilana e enzimas xilanoliticas envolvidas na sua
degradagdo. Ac: grupo acetil; a-Araf: a-arabinofuranose; a-4-O-Me-GlcUA: 4cido a-4-O-
metilglicuronico. Retirado de (BEG, KAPOOR, et al., 2001).

Por ser um heteropolissacarideo, sdo necessarias diversas enzimas para a total hidrélise
da cadeia da xilana. Todos os tipos de xilanases podem ser produzidas por microrganismos,
como fungos filamentosos, muitos deles modificados geneticamente para terem grande
expressao da enzima desejada. Na Tabela 3, estdo listados os tipos de xilanases com sua
respectiva func¢do. Porém, além delas, também sdo necessarias outras enzimas, como esterases,
para a completa hidrolise da cadeia complexa da xilana. As esterases sdo responsaveis por clivar

ligacdes com 4cido acético, ferulico, p-cumarico (SUBRAMANIYAN, PREMA, 2002).
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Tabela 3 - Classificacao de xilanases conforme seu mecanismo de acao na cadeia da Xilana

(SUBRAMANIYAN, PREMA, 2002).

Classifacdo de xilanases Tipo de reacdo
1,4-B-D-xilanases Despolimerizagao da xilana por hidrélise
(E.C.3.2.1.8) aleatoria da cadeia principal
1,4-B-D-xilosidase Hidrolise de pequenos oligossacarideos de
(E.C.3.2.1.37) xilobiose

a-arabinofuranosidases Hidrolise das partes ndo-redutoras de grupos de
(EC 3.2.1.55) arabinanas, arabinoxilanas e arabinogalactanas

Hidrolise de ligacdes glicosidicas a-1,2 entre
xilose e dcido galacturonico ou ligacdes 4-O-
metil éter

a-D-glicuronidases
(EC3.2.1.1)

O mercado global de xilanases foi avaliado em, aproximadamente, U$ 990 milhdes em
2023 e possui projecao de crescimento em CAGR de 7,28 % de 2024 até¢ 2032 (Figura 12). O
maior produtor de xilanases, atualmente, ¢ a América do Norte devido a grande demanda de
biocombustiveis, na qual as xilanases possuem o papel de hidrolisar biomassas agroindustriais
com o intuito de obter produtos de fermentagao, que incluem, por exemplo, o etanol. (MARKET

RESEARCH FUTURE, 2023).

Xylanase Market
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Figura 12 - Cenario mundial de produg¢do de xilanases e prospec¢do de crescimento até 2032.

Retirado de (MARKET RESEARCH FUTURE, 2023).

Market Value in USD Billion

2.2. Fungos filamentosos
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Os fungos filamentosos sdo um grupo de microrganismos caracterizados pela sua
estrutura filamentosa, que consiste em longas hifas que formam um complexo micelial. Tal
morfologia os possibilita explorar o ambiente e acessar nutrientes, € seu formato depende da

composicdo da parede celular (RIQUELME, MUNRO, et al., 2020).

Em biotecnologia, esses fungos sdao muito utilizados na producdo de enzimas, devido
aos seus altos rendimentos, incluindo celulases, xilanases, pectinases e proteases e a habilidade
de secretar essas enzimas que agem no meio extracelular, facilitando os processos de extracao,
concentracio e purificacdo. Entre os fungos, géneros de Aspergillus (ACUNA-ARGUELLES,
GUTIERREZ-ROJAS, et al., 1995), Penicillium (BORIN, SAID, et al., 1996) e Trichoderma
(CHANNE, SHEWALE, 1995) tém sido aplicadas para produgdo, principalmente, de xilanases
e pectinases, com diferentes rendimentos de atividade entre si. Para isto, estes fungos podem
utilizar diversos materiais como fonte de carbono, como residuos agroindustriais, os

convertendo em produtos de alto valor agregado através do processo de fermentacao.

Os fungos filamentosos sdao muito utilizados na produgao de pectinases em diferentes
métodos de fermentacao: em estado solido ou submerso. Em um estudo focado em isolar e
caracterizar a producdo de pectinases, espécies de Aspergillus mostraram serem cepas efetivas,
principalmente Aspergillus niger, onde uma producdo enzimatica significativa foi obtida a 30°C

(MAT JALIL, ZAKARIA, et al., 2023).

Um estudo mostrou a utilizagdo de bagago de cana-de-agiicar como fonte de carbono
em fermentacdo em estado solido, onde o 4. awamori demonstrou valores significantes de
atividade de xilanase (UMSZA-GUEZ, DIAZ, et al., 2011). Outro experimento utilizando
fermentagdo em estado submerso e farelo de trigo como fonte de carbono mostrou
termoestabilidade na producdo enzimética, tornando o procedimento viadvel para aplicagdo
industrial (TEIXEIRA, SIQUEIRA, et al., 2010). Também vem sendo utilizado no estudo da
producdo de pectinases utilizando biomassas ricas em pectina, como bagago de laranja, uva e

magd (DIAZ, DE ORY, et al., 2012).

2.2.1. Aspergillus awamori

O nome Aspergillus awamori se refere ao seu local de origem, que € associado a
produgdo de awamori, bebida alcodlica tipica de Okinawa, cidade localizada no Japao, onde ele
¢ comumente utilizado em processos fermentativos. Esta nomenclatura relaciona a classificagao

taxondmica do fungo com a sua importancia na produgao tradicional de bebidas. Possui odor
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caracteristico de terra molhada e coloragdo amarela nos primeiros dias de crescimento, e ao
atingir o crescimento completo seus esporos apresentam cor esverdeada. Ele, também, ¢
classificado pela CWMI (Common-wealth Mycological Institute) como Aspergillus niger
complexo, devido as suas semelhangas morfoldgicas. Tanto o fungo quanto suas enzimas sao
considerados pela FDA (Food and Drug Admnistration) como GRAS (Generally recognized
as safe), indicando que sua aplicacdo industrial ¢ segura e ndo apresenta riscos a humanos ou

animais (LOTFY, SAYED, et al., 2021).

O corpo frutifero do fungo Aspergillus awamori possui em sua ponta um conidioforo,
onde estdo localizados os esporos (identificados pelas pequenas esferas). Os esporos sdo as
células reprodutivas dos fungos filamentosos, ¢ sdo utilizados para sua propagacao. As hifas

sdo os corpos longos que conectam a rede de filamentos do fungo (Figura 13).

Figura 13 - Microscopia Optica do corpo frutifero do fungo Aspergillus awamori (LOTFY,
SAYED, et al., 2021).

O sistema metabodlico do Aspergillus awamori ¢ bem adaptado para producdo de
enzimas extracelulares, especialmente, amilases, celulases, pectinases e xilanases, que sao
extremamente importantes no auxilio da hidrélise de carboidratos complexos. Ele pode regular
genes especificos associados a producao enzimatica em resposta a presenga de substratos como
amido, pectina e celulose. Isso permite ao fungo produzir as enzimas necessarias para o seu
crescimento. Esses genes regulatorios controlam a expressao dessas enzimas devido a fatores
externos como pH e disponibilidade de substrato. Como via de secreg¢do, seu reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi sdo adaptados para produzir e secretar grandes
quantidades de enzimas, aumentando a eficiéncia do processo de aplicagdo industrial (LOTFY,

SAYED, et al., 2021). Além disso, possui grande adaptabilidade em diferentes condigdes de
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fermentacdo, tanto em fase solida quanto em fase submersa, aumentando sua aplicabilidade em

diversos processos.

2.3. Biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulosica ¢ caracterizada pela presenca de lignina, hemicelulose e
celulose em sua estrutura, principais componentes da parede celular de plantas. A estrutura
recalcitrante do complexo lignocelulosico ¢ composta de 33% a 55% de celulose (polimero de
glicose), 13% a 33% de hemicelulose (polimero, polissacarideo) e 13% - 32% de lignina
(polimero aromatico), conferindo a este tipo de biomassa uma estrutura resistente a degradagao

(BALAT, 2011).

A celulose ¢ o componente primario desta estrutura e consiste em cadeias de moléculas
de glicose conectadas por ligacdes glicosidicas B-1,4 formando fibras fortes e cristalinas. As
microfibras de celulose sdo envoltas por um polimero heterogéneo de hemicelulose, fonte de
pentoses, hexoses, pequenas quantidades de acido urdnico e grupos hidroxila (VERMERRIS,
2008). Na cadeia de hemicelulose encontram-se polissacarideos como xilana (maior
componente), arabinana, galactana, manana e acido galacturonico, quando ha presenca de
pectina. A hemicelulose ¢ mais amorfa que a celulose e mais facil de degradar, o que confere
flexibilidade ao complexo lignoceluldsico. Ela age como um preenchimento entre as
microfibras de celulose, as conectando com a lignina (GfRIO, FONSECA, et al., 2010). A
lignina ¢ uma macromolécula aromdtica complexa que contribui para a rigidez e
impermeabilidade da parede celular (hidrofobica). Sua estrutura consiste em unidades de
alcoois p-coumarilico, coniferilico e sinalpilico unidos de forma aleatéria e complexa,
auxiliando na resisténcia a degradacdo enzimatica (VOLYNETS, EIN-MOZAFFARI, et al.,

2017). Na Figura 14, ¢ mostrado um modelo da estrutura do complexo lignoceluldsico.
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Figura 14 - Estrutura do complexo lignocelulésico (celulose, hemicelulose e lignina) presente
na parede celular de plantas e vegetais. Adaptado de VOLYNETS, EIN-MOZAFFARI, et al.,
2017.
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Algumas biomassas lignoceluldsicas contém pectina em grande propor¢ao na sua parede
celular vegetal, como residuos agroindustriais da laranja, maracuja, caju ¢ maga. Para estes
materiais, a pectina presente age como uma conexao entre os outros heteropolissacarideos e
polimeros presentes, na Figura 15 ¢ mostrado como ela € posicionada estruturalmente na lamela

média da parede celular vegetal.
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CellWall
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Figura 15 - Composigao ilustrativa da parede celular vegetal em biomassas pécticas. Retirado

de Carpita (2011).
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Como explicado anteriormente, a pectina age como uma camada adesiva que une as
paredes celulares primarias de células adjacentes, contribuindo para a flexibilidade estrutural e

permitindo o crescimento celular e expansao dos tecidos.

Biomassas pécticas podem apresentar grande potencial para extracdo da pectina para

aplicacdo industrial, como gelificantes, emulsificantes, espessantes e clarificacao de bebidas.

2.4. Biomassa da Laranja

2.4.1. Caracteristicas morfoldgicas e botanicas

Originaria da Asia, a Citrus sinensis ¢ cultivada na China desde 2500 a.C. (PINEDA-
LOZANO, FONSECA-BUSTOS, et al., 2022). Também conhecida como laranja-doce,
pertence a familia das Rutaceas sendo a espécie de Citrus mais cultivada em todo o mundo
(FLAMINI, CIONI, et al., 2003). A laranjeira ¢ classificada como uma arvore perene, por
manter suas folhas durante todas as estacoes, e florida, com altura entre 9 e 10 metros com
espinhos nos galhos. Suas folhas possuem formato elipticos, oblongos a ovais, com disposi¢ao
alternada entre elas, e exalam uma esséncia caracteristica de frutas citricas (Figura 16)

(GOLDHAMER, INTRIGLIOLO, et al., 2012).

Figura 16 - Laranjeira (Citrus sinensis L. Osbeck). Retirado de MANISH, MAHESH, et al.
2013.
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A parte mais externa da fruta, consiste em uma casca pigmentada e oleosa chamada de
epicarpo ou flavedo. Entre os componentes presentes na laranja, ha uma grande quantidade de
0leos, especialmente o limoneno, que confere sua esséncia caracteristica, além de ser uma fonte
de pigmentos, como carotenoides, que contribuem para a cor alaranjada da fruta. O albedo, ou
mesocarpo, ¢ uma faixa esponjosa branca localizada logo ap0s a casca, que ¢ rica em fibras e
pectina. Apesar de ndo possui sabor agradavel, sua fun¢do € proteger os segmentos mais
internos da fruta, contribuindo para sua integridade e valor nutricional. O endocarpo, também
chamado de polpa, é onde estd localizado o suco, os carpelos (segmentos de polpa) e as
sementes. Na polpa estdo os a¢licares, vitaminas e acidos que contribuem para o seu sabor. Nas
sementes, estd contido o material genético necessario para a propagacao da planta (MARTINI,
2009). As partes descritas podem ser visualizadas na Figura 17.
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Figura 17 - Segmentos da fruta da laranja. Autoria propria.

Em relagdo a composi¢do fitoquimica, sdo possiveis encontrar diversos compostos
presentes em diferentes partes da laranja. Nas folhas e flores, por exemplo, estdo os compostos
volateis (limoneno, pineno, acetaldeido, acetato de etila), esteroides (p-sitosterol) e acidos
graxos. Na casca, estdo os flavonoides (hesperidina, hesperetina, limocitrol), peptideos
(citrusin-I, II e III) e cumarinas (scoparona, limetin, osthol). Na polpa, sdo encontrados
carboidratos (glicose, frutose, sacarose, galactose), carbamatos (carbosulfano, dibutilamina,
carbofurano), carotenoides (zeaxantina, zeinoxantina, luteina) e vitaminas (A, D, E, K, B1, B2,

B3, B5, B6 e C) (DONGRE, DOIFODE, et al., 2023).

2.4.2. Produgdo mundial e comercializagao



41

A producdo de laranja no Brasil é consideravelmente importante, tanto social quanto
economicamente. O pais ¢ o lider global na exportagdo de laranja, sendo responsavel por cerca
de 70% do comércio, mobilizando em torno de U$ 6,5 bilhdes por ano. Em 2024, a produgao
chegou a 15,42 milhdes de toneladas, com Sao Paulo e Minas Gerais sendo responsaveis pela
produgdo de 12,52 milhdes de toneladas (CASTRO, 2024). Além disso, a vasta colheita deste
fruto contribui para a nutricdo da populacdo, estando diariamente presente na dieta dos

brasileiros.

Cerca de 70% da producao brasileira de laranja ¢ destinada para o processamento de
suco, que, apds o recebimento e pré-selecao dos frutos, sdo analisados para determinacdo do
grau Brix e indice de acidez total. Em seguida, os frutos sdo estocados em silos de acordo com
suas caracteristicas e sdo lavados com agua, vapor e escovas. Os frutos sdo selecionados e
aqueles que apresentam infestacao de pragas, cortes ou deformagdes sao separados e enviados
para industria de ragdes. O suco ¢ extraido utilizando maquinas de extragao, onde sao separados
o0 bagaco e a polpa. O material extraido ¢ armazenado e acrescentado agua para a fabricagdo do
suco, que segue para a etapa de ajuste de polpa que ¢ mantida em torno de 4% (MARTINI,

2009).

2.4.3. Coproduto agroindustrial da laranja

Os residuos agroindustriais da laranja sdo os materiais descartados, ou de baixo valor
agregado, que resultam das sobras do cultivo e do processamento da fruta. Como a maior forma
de comercializagdo da laranja ¢ em suco concentrado congelado, apds a extragdo cerca de 50 a
60% da fruta (9,5 milhdes de tonelada) ¢ considerado residuo chamado de bagago, que inclui

as membranas, sementes e casca, como na Figura 18 (RIVAS-CANTU, JONES, et al., 2013).
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Figura 18 - Bagaco de laranja apos a extragao da polpa para produgado de suco. Fonte: Ellen

Macarthur Foundation.

Algumas industrias reaproveitam este coproduto para producao de racdes em forma de
pellets de polpa, mas devido ao baixo valor agregado deste produto, o retorno financeiro ndo ¢
muito vantajoso (RIVAS-CANTU, JONES, ef al., 2013). O bagaco da laranja ¢ uma biomassa
lignoceluldsica rica em carboidratos soluveis e insoluveis, em especial, a pectina, presente em
grande quantidade nesse residuo. Sua composi¢cdo mostra um grande potencial para obtengao
de acticares fermentaveis, como glicose e frutose, e ainda mais para produgdo de enzimas

celuloliticas a partir de polissacarideos e oligdmeros presentes (MARTINI, 2009).

Considerando isto, ¢ de suma importancia a caracterizacao desta biomassa para o maior
entendimento de como ela pode ser util na obten¢do de produtos de maior valor agregado. A
caracterizacdo do bagago de laranja descrita por Rivas-Cantu, Jones, et al. (2013) mostrou que
o polissacarideo em maior quantidade € a pectina (Tabela 4) , mostrando seu grande potencial

para produg¢do de pectinases.

Tabela 4 - Composi¢ao quimica do bagaco de laranja apresentada por Rivas et al (2013).

Material Bagaco ('1e laranja (g/100g
de biomassa seca)
Extrativos 26,95%
Celulose 9,21%
Hemicelulose 10,50%
Lignina 0,84%
Pectina 42.50%
Cinzas 3,50%
Total 93,50%
Protocolo de TAPPI T13m

caracterizacao
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Martini (2009), em seu trabalho, apresentou uma microscopia eletronica de varredura
do bagago da laranja peletizado com granulometria de 0,045<dp<0,180 mm. Na Figura 19,
pode-se observar a superficie irregular da biomassa, e que, devido ao processo de moagem, ha

fissuras e granulos por toda a sua extensao.

Figura 19 - Microscopia eletronica de varredura do bagaco de laranja in natura, a esquerda

com aumento de 1000x e a direita com aumento de 3500x, apresentado por Martini (2009).

Devido a esta matriz complexa, o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica se torna
necessario para quebrar a recalcitrancia da parede celular das plantas. Este complexo limita a

acessibilidade das enzimas em hidrolisar a celulose em agucares fermentaveis. (VARGA,

RECZEY, et al., 2004).

2.5. Pré-tratamento

O pré-tratamento da biomassa ¢ muito importante no processo de conversdo do material
vegetal em agucares fermentaveis. Esta etapa possui o objetivo de romper a estrutura da lignina,
solubilizar parte da pectina e hemicelulose e reduzir a cristalinidade da celulose, facilitando o
acesso de microrganismos para produgdo enzimatica (Figura 20) (VARGA, RECZEY, et al.,
2004).
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Figura 20 - Tlustracdo de como o pré-tratamento age na estrutura do complexo
lignoceluldsico, facilitando o acesso as enzimas. Retirado de Volynets, Ein-Mozaffari, et al.
(2017).

Podem ser divididos em dois grupos: pré-tratamento mecanico e termoquimico. O
objetivo do pré-tratamento mecanico ¢ diminuir o tamanho das particulas para aumentar a
acessibilidade de catalisadores quimicos e bioldgicos a biomassa. Ele, sozinho, ndo ¢ muito
eficiente, mas ¢ muito utilizado como uma etapa adicional para um posterior tratamento fisico-
quimico (VOLYNETS, EIN-MOZAFFARI, et al., 2017). Essa técnica, geralmente, utiliza

equipamentos como moinho de facas, moinho de bolas e extrusora.

O pré-tratamento termoquimico ¢ muito utilizado para aumentar a digestibilidade da
biomassa ao aplicar calor, pressao e, as vezes, agentes quimicos. O tratamento acido pode ser
realizado com equipamento de explosdo a vapor, que envolve a pressurizacdo da biomassa a
alta temperatura seguida de uma rapida descompressdo, causando a separagdo da lignina e
solubilizando a hemicelulose (VARGA, RECZEY, et al., 2004). Também, pode ser com acido
diluido (acido sulfurico, fosforico ou acidos orgénicos), que solubiliza a hemicelulose gerando
rendimentos de digestdo da celulose proximos de 100%. Porém ha a possibilidade de formacao
de inibidores de atividade microbiana decorrentes da degradacdo de acgucares, como
hidroximetilfurfural (HMF) e furfural (FF) (BENJAMIN, CHENG, et a/., 2013). Em adicdo a
1sso, pode ser realizado o tratamento hidrotérmico, onde a d4gua quente utilizada solubiliza a
hemicelulose produzindo 4cido acético, por exemplo, que promove uma autohidrdlise, mas,
assim como o tratamento com 4cido diluido, pode ocorrer a formagdo dos inibidores citados

(SAHA, YOSHIDA, et al., 2013).

O tratamento alcalino envolve a adigdo de algum composto basico a temperaturas
variaveis. Ao utilizar hidroxido de sddio, aplicam-se altas temperaturas e a reagao ¢ mais lenta,
ocasionando a deslignificacdo da biomassa (MCINTOSH, VANCOV, 2011). Quando ¢ utilizada
amonia (NH3) as temperaturas sao amenas, removendo cerca de 50% da lignina, deixando a
celulose e xilana na sua forma sélida (KANG, JEONG, et al., 2012). Outra forma de tratamento

alcalino ¢ utilizando Ammonia fiber expansion (AFEX), na qual ¢ adicionada a biomassa,
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amoénia anidra liquida a temperaturas amenas e alta pressio seguida de uma rapida
descompressao, gerando a total desconstru¢do do complexo lignocelulésico (TEYMOURI,

LAUREANO-PEREZ, et al., 2005).

O pré-tratamento também pode ser oxidativo, onde sdo utilizados agentes oxidantes
como, perdxido de hidrogénio e 0zénio. A oxidacao da lignina leva a clivagem dos compostos
aromaticos, reduzindo a barreira formada pela lignina quando na forma integra (SCHMIDT,

THOMSEN, 1998).

Desta forma, o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica oferece vantagens ao
converter os componentes estruturais em moléculas mais acessiveis tanto para microrganismos,
como fungos e bactérias, quanto para hidrélise enzimatica. Diversas biomassas podem passar
por esse processo, como bagacgo de cana-de-agucar, café, grama, milho, sementes e bagaco de

frutas citricas.

2.5.1. Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico ¢ uma técnica onde utilizam-se calor e pressdo na
presenca de um solvente, para romper as fibras lignoceluldsicas. Geralmente, esse solvente ¢ a
propria agua, por isso este procedimento ¢ considerado sustentavel, devido a nao utiliza¢ao de
compostos quimicos para ser realizado. Também, pode ser chamado de autohidrolise, como
mencionado anteriormente, pois pode ocorrer a formagdo de acido acético no meio, sem a
adi¢do do tal, que auxilia no processo de quebra da estrutura complexa através da diminui¢ao

do pH (SAHA, YOSHIDA, et al., 2013).

Em condi¢des normais de temperatura e pressdo, as ligagdes de hidrogénio entre as
moléculas de dgua formam uma rede que dificulta a solubilizagdo de material organico. Ao
aumentar a temperatura, a constante de ionizagdo da 4gua aumenta em cerca de trezentas vezes,
fazendo com que as ligagdes de hidrogénio se enfraquegam gradualmente, facilitando a
transferéncia de calor e massa (TORRES-MAYANGA, LACHOS-PEREZ, et al., 2019). A
presenca de grupos acetil na biomassa utilizada ocasiona a liberagio de ions H3O" (hidronio),
que diminuem o pH do meio e auxiliam na hidrolise e clivagem de ligacdes, porém em altas
temperaturas também sdo gerados ions hidronio provenientes da dgua (KUMAR, Sandeep,

GUPTA, 2009).
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A reacdo ocorre em um reator hidrotérmico onde hé controle de pressdo, temperatura e
rotagdes por minuto. Todos esses parametros podem ser otimizados de acordo com o objetivo
em que ¢ empregado. O tanque do reator ¢ composto de ago, para evitar sua degradagdo, além
de possuir uma manta de resfriamento para controle da temperatura, uma tampa de vedagao
para que o ambiente interno seja totalmente controlado e diversas valvulas de seguranga que

tornam segura a sua utilizagdo.

Apos o tratamento hidrotérmico, sdo obtidas duas fragdes de amostra, uma liquida e
outra solida em suspensao. Na fracdo liquida (hidrolisado), esta presente a hemicelulose, que
gerou oligossacarideos, monossacarideos e produtos de degradacao. Oligossacarideos sao
intermediarios entre os monossacarideos e polissacarideos. Na fracdo solida, podem ser
encontrados partes da celulose que ndo solubilizaram e lignina (DAVILA, GULLON, et al.,
2021).

Ao utilizar temperaturas severas, acima de 150°C, pode ocorrer a formacao de produtos
de degradacdo como hidroximetilfurfural (HMF) e furfural a partir da desidratagdao de
monossacarideos em condicoes acidas (YUE, HU, et al., 2022). A formagao de furfural &,
principalmente, devido a desidratacdo de pentoses, como a xilose e arabinose. Em pHs acidos,

as pentoses perdem trés moléculas de dgua, levando a formacao de furfural (Figura 21).
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Figura 21 - Reagao de degradacao de pentoses (xilose e arabinose) provenientes da

Hemicelulose, em furfural. Autoria propria.

Ja o hidroximetilfurfural, ¢ produzido a partir da degradagao de hexoses, como a glicose.
Assim como as pentoses, as hexoses, quando submetidas a alta temperatura e condigdes acidas,

perdem trés moléculas de 4gua para o meio formando a molécula de HMF.
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Figura 22 - Reacdo de degradagdo de hexoses (glicose) em hidroximetilfurfural. Autoria

Proépria.

Apesar da grande importancia de HMF e furfural para producdo de substancias com alto
valor agregado, como acido 2,5-furanodicarboxilico, 2-metilfurano e 4cido levulinico, que sdo
precursores de produtos, como polietilenofuranoato e polietilenotereftalato, eles possuem agao
inibidora de crescimento microbiano e fermentacao (IWAKI, KAWALI, et al., 2013), entao ¢

preciso controlar as condi¢gdes do pré-tratamento para minimizar sua producao.

2.6. Bioprocesso em estado submerso

Em um bioprocesso, ha diversos fatores que podem influenciar na produgio, como a
escolha do microrganismo, meio de cultura, modo de condugdo e condi¢gdes operacionais (pH,
temperatura, aeragdo e agitacao). Assim, diferentes cepas possuem vias metabolicas diversas,
que podem influenciar diretamente no produto desejado. Ao formular o meio de cultura, onde
estardo os nutrientes e micronutrientes necessarios para o desenvolvimento do microrganismo,
¢ necessario observar a quantidade de agucares, proteinas ou lipidios presentes. Quanto ao modo
de conducdo, ¢ interessante escolher qual o melhor design do reator, se sera continuo, em
batelada ou batelada alimentada (WALL, RABEMANOLONTSOA, et al., 2023)(IRAM,
CEKMECELIOGLU, et al., 2022).

O bioprocesso em estado submerso, ou cultivo ou fermentacdo submersa (FS) ¢ uma
técnica onde os microrganismos crescem em um meio de cultura liquido. Este processo pode
ser conduzido em erlenmeyers (escala laboratorial) ou biorreatores (escala de bancada até escala
industrial), onde os parametros como pH, temperatura e niveis de oxigenagdao podem ser
controlados visando a maximizagdao do crescimento microbiano e produtividade (COLLA,
PRIMAZ, et al., 2016). A FS ¢é frequentemente utilizada para a producdo de enzimas,

antibidticos e outros compostos bioativos que sdo soliiveis em agua.
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A FS ¢ uma escolha eficiente para processos bioquimicos que necessitam condigdes
controladas, devido a sua capacidade de produzir altos rendimentos de enzimas, antibidticos e
compostos bioativos. Microrganismos, como fungos e bactérias se propagam em meios
liquidos, que fornecem a eles uma agitagdo e aeracdo constante, fatores essenciais para
otimizacdo do crescimento e produgdo de metabolitos. Este ambiente facilita a regulagdo de pH,
temperatura, nivel de oxigénio e fornecimento de nutrientes. Além disso, este processo ¢
compativel com configuragdes em larga escala industrial e sistemas de automacao, facilitando
o escalonamento e baixo custo do método ao produzir variedades de produtos bioquimicos,
particularmente quando grandes volumes sdo requeridos para aplicagdes industriais e
farmacéuticas (IRAM, CEKMECELIOGLU, et al., 2022). Devido a isto, a escolha de utilizar
a FS para conduzir um processo bioquimico oferece grandes vantagens nos diversos aspectos

supracitados.

3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Este trabalho possui o objetivo de avaliar o uso da fracao liquida do pré-tratamento
hidrotérmico do bagaco da laranja (Citrus sinensis) na producao de hidrolases por Aspergillus

awamori 2B.361 U2/1, como fonte de carbono, em um meio de cultura submerso.

3.2.  Objetivos Especificos

e Avaliar a composicao quimica do bagago da laranja in natura;

e Avaliar o perfil e das fragdes liquidas resultantes do pré-tratamento hidrotérmico do
bagaco de laranja in natura;

e Avaliar a formagdo de HMF e furfural apos o pré-tratamento hidrotérmico do bagago
de laranja in natura;

e Avaliar a producao de hidrolases (pectinase e xilanase) a partir de Aspergillus awamori
2B.361 U2/1 utilizando a fracao liquida do pré-tratamento como fonte de carbono em

meio de cultura submerso.

4. METODOLOGIA
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4.1. Bagaco de laranja in natura

A amostra de bagaco de laranja foi fornecida pelo Instituto Senai de Inovagdo
Biomassa/SENAI-MS. Antes de iniciar as andlises, o bagaco foi moido em moinho de facas
(Figura 23) modelo P19 — (Fritsch, EUA) e a peneira escolhida foi a de 1,5 mm. Apos, utilizando
um peneirador, foi escolhido o material que possuia granulometria entre 180,0 um e 850,0 um,
para isto, foram utilizadas peneiras de 20# Mesh Tyler e 80# Mesh Tyler. As particulas com tais

granulagdes escolhidas foram utilizadas em todas as etapas subsequentes.

Figura 23 - Moinho de facas modelo Pulverisette P-19 (Fritsch, Alemanha), localizado no

Laboratoério Bioetanol na UFRJ

4.2. Caracterizacdo da biomassa in natura

A caracterizacdo da biomassa de laranja in natura foi realizada em conjunto pela equipe
do Laboratorio Bioetanol, e a metodologia utilizada para determinagdo de cinzas, extrativos,
carboidratos estruturais e lignina foi realizada de acordo com o protocolo recomendado pelo
National Renewable Energy Laboratory (NREL) (SLUITER, 2005, 2011). Todas as etapas de

caracterizagdo foram realizadas em triplicata.

4.2.1. Determina¢do da massa de extrativos
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Para iniciar a andlise da massa de extrativos, foram utilizados 6,0 g de amostra de
biomassa seca in natura, que continha cerca de 14% de umidade. Para esta etapa foi utilizado
um extrator Sohxlet equipado com cartuchos de celulose. A amostra foi extraida,
primeiramente, com agua destilada por 24h e, na segunda etapa, foi utilizado etanol 96% (p/v),
como solvente extrator, por 12h. Para quantificar a massa de extrativos, o cartucho com a
amostra foi posto para secar em estufa a vacuo por 72h a 40°C, e a andlise gravimétrica foi feita

utilizando a equacao 1 abaixo:

(

Mrittro+am sem ext. — Mriltro

0 idad
(mfiltro+am - mfiltTO) * <1 B (A)uTéoa e))

%Ext = 100 — Eq.1

Onde %Ext representa o percentual de extrativos, Miiwo+am sem ext. T€presenta a massa do
filtro de celulose com a massa de amostra sem extrativo que foi obtida ao final da secagem do
conjunto (filtro mais amostra), msiwo € @ massa do filtro vazio, mfiwo+am € @ massa do filtro de
celulose com a massa de amostra que foi adicionada e %umidade € o percentual de umidade

presente na amostra.

4.2.2. Determinagao da composicao quimica do coproduto por HPLC

Para a determinagdo de carboidratos presentes na biomassa, apds a extracao, foi
realizada uma hidrélise 4cida seguindo as etapas a seguir. Em cada tubo de hidrélise foram
adicionados cerca de 300,0 mg de biomassa seca e 3,0 mL de acido sulfarico 72% (p/v). Cada
tubo foi condicionado a uma temperatura de 30 °C durante 1 hora, etapa na qual as amostras
foram hidrolisadas. Apos a hidrélise, foram adicionados 84,0 mL de agua ultrapura em cada
tubo, levando a concentrag@o de acido sulfurico no meio a 4% (p/v), em seguida os tubos foram

selados, envoltos em papel aluminio e levados a autoclave por 1 hora a 121 °C (Figura 24).
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Figura 24 - Hidrolise acida do bagaco de laranja in natura. Tubos de hidroélise com a biomassa

antes (A) e depois (B) da hidrdlise.

Ap6s o resfriamento, a suspensao foi filtrada a vacuo em cadinho de vidro sinterizado,
e o soélido recolhido para posterior analise. O filtrado foi separado para determinacdo da
concentragdo de monossacarideos, para isto, foi neutralizado com carbonato de célcio para pH
entre 5,0 e 6,0, e centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos para que o sal adicionado se separasse
da suspensdo. E, entdo, o sobrenadante foi filtrado com filtro de seringa PTFE 0,22 um e foi
realizada a andlise em HPLC-RI (High Performance Liquid Chromatography — Refractive
Index), modelo ULTIMATE 3000, Thermo Scientific — E.UA. equipado com detector

RefractorMax (indice de refracdo), e software Chromeleon 7.1 (Dionex Ltd., Canada).

Foi utilizada uma coluna que possuia como pré-coluna uma deashing (4,6 mm 1.D. x 30
mm, BioRad, EUA), outra pré-coluna Aminex Carbo P (4,6 mm 1.D. x 30 mm, BioRead, EUA),
e coluna Aminex HPX-87P (agucares monoméricos) e Aminex HPX-87H (acidos galacturdnico
e poligalacturénico) (7,8 mm I.D. x 30 mm, BioRad, EUA). Para as analises foi utilizada agua
purificada, grau Milli-Q tipo I (18 MQ-cm de resistividade), filtrada em filtro PTFE 0,2 pm em
fluxo de 0,6 mL por minuto. No forno, onde fica a coluna, foi utilizada uma temperatura de 80
°C, e a temperatura do Cooler foi de 45 °C. As amostras e o amostrador automatico
permaneceram em temperatura de 15 °C, e o detector a 45 °C, com tempo de corrida de 25

minutos.

Para a apresentacdo dos resultados, foi considerado o percentual de recuperagcdo de uma
solu¢cdo padrdo de acucares antes e apos a hidrélise acida. Para calcular o percentual de cada
acucar considerando a biomassa livre de extrativos foi utilizada a equacgao 2. E, para calcular a
concentragdo de agucares poliméricos a partir da concentragdo de aglicares monoméricos

correspondentes, foi utilizado o fator de conversao de 0,88 (132/150) para pentoses como xilose
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e arabinose, e 0,90 (162/180) para hexoses como glicose, galactose € manose. Este fator ¢
calculado baseado na perda de uma molécula de agua em cada ligagao.

1g
C * 86,73 * (W)

Massa seca

% agucar = * 100 Egq.2

Onde o numero 86,73 se refere ao volume do filtrado em mL.

4.2.3. Determinacdo do teor de lignina soltvel
Para determinar o teor de lignina soluvel, foi utilizada a mesma fragdo para a
determinagdo de agucares antes da adicao de carbonato de calcio. A fracdao de lignina soluvel
foi lida em espectrofotometro a 240 nm. O teor de lignina soluvel foi calculado utilizando a
equagdo 3.
UVyps * 86,73 % D
€ * massa seca * Caminho éptico (cm)

%LSA = ( ) «100 Eq.3

Onde, UV s ¢ a média da absorbancia da amostra a 240 nm, 86,73 ¢ o volume do filtrado
em mL, D ¢ a diluicdo da amostra, € ¢ a absortividade da biomassa em comprimento de onda

especifico (MARKHAM, 1982) e o caminho optico ¢ igual a 1 cm.

4.2.4. Determinagao do teor de cinzas totais

Para realizar a determinagdo do teor de cinzas totais seguiu-se a metodologia
recomendada pelo NREL, citada anteriormente. E foi realizada a calcinag¢do de 1,0 g de amostra
seca in natura em um cadinho, previamente seco e tarado, por 6 horas a 575 °C em um forno
mufla. As amostras foram quantificadas em triplicata e para realizar o calculo do teor, foi

utilizada a equagdo 4 abaixo:

Meadinho+cinzas — Mcadinho

%Cinzas = *100 Eq.4

mamostra seca

Onde mcadinho+cinzas refere-se a massa do cadinho seco que contém as cinzas apds o
processo de calcina¢ao na mufla, mcadinho refere-se a massa do cadinho vazio seco € Mamostra seca

refere-se a massa de amostra seca.

4.2.5. Determinacao do teor de solidos insoluveis
O solido resultante da hidrélise acida, fragao correspondente a lignina insoluvel mais

cinzas, foi utilizado para a determinagao de solidos insoluveis em acido, realizado, também, em
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triplicata. Entdo, para calcular o teor de lignina insoluvel foi necessario considerar o percentual
de cinzas da amostra, determinado na etapa anterior, como mostra a equagao 5 abaixo. Para
isto, o residuo foi colocado em um cadinho, previamente seco e tarado, foi levado ao forno por
24 horas a 105 °C até atingir peso constante. O célculo do teor de lignina insoltvel foi realizado

seguindo a equagao 6.

%Residuo solido = %Lignina insoluvel + %Cinzas Eq.5

Meadinho+residuo — Mcadinho

%Lignina insoluvel = ( ) * 100 — %Cinzas Eq.6

Mamostra seca

Onde Mmcadinho+residuo refere-se a massa do cadinho seco que contém o residuo apos o
processo de secagem no forno mufla, meadinho refere-se a massa do cadinho vazio seco € Mamostra

seca Fefere-se a massa de amostra seca.
4.2.6. Analise elementar

Amostra do bagaco de laranja in natura foram enviadas ao Laboratério de Termoanalise
e de Reologia (LABTeR), localizado na Escola de Quimica da UFRJ, para ser realizada a
analise elementar, que forneceu os teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e
oxigénio. Os equipamentos utilizados foram o analisador elementar Perkin-Elmer CNH 2400 e

um espectrometro de emissao em plasma induzido, ICP-AES, Spectro Cirus CCD.

4.3. Pré-tratamento hidrotérmico do bagaco da laranja

O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado em um Reator Parr modelo 4548B (Figura
25) utilizando o método descrito em Da Silva, Teixeira, et al. (2013). No copo inferior do
instrumento, foram adicionados 40,0 g de massa seca de bagaco de laranja, previamente moido
e peneirado, e a quantidade de 4gua purificada suficiente para completar 1,0 L de 4gua, levando
em conta a quantidade de 4gua pré-existente no material. Antes de ligar o reator, a suspensao
de solidos foi homogeneizada por 5 minutos com o auxilio de um bastao de vidro. O reator foi
selado encaixando as laterais metalicas e apertando os parafusos com o auxilio de uma chave

de boca n° 16.
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Figura 25 - Reator Parr modelo 4848B, localizado no Laboratorio Bioetanol na UFRJ

Antes de iniciar o pré-tratamento, foi ligada a rotacdo a 100 rpm no equipamento para
auxiliar na homogeneizagao do material. Foi feita a retirada o ar atmosférico de dentro do reator

realizando a inser¢do de CO2 no meio até atingir a pressao de 10 bar.

No total, foram realizados quatro pré-tratamentos utilizando valores diferentes nos
parametros de temperatura e tempo: 70 °C por 30 minutos, 100 °C por 60 minutos, 140 °C por
60 minutos e 180 °C por 60 minutos (SAADATINAVAZ, KARIMI, et al., 2021). O tempo de
pré-tratamento foi contabilizado a partir da estabilizacdo da temperatura desejada. Ao fim do
tempo, o aquecimento do reator foi desligado, e, ao atingir a temperatura de 40 °C, iniciou-se o
alivio da pressdo abrindo a valvula de escape de gases até zerar, para que fosse possivel abrir o

reator.

Apds o pré-tratamento, a suspensdo foi filtrada a vacuo a fim de separar as fragdes
solidas e liquidas. Para calcular o percentual de solidos recuperados, a fracao solida foi lavada

com 3 L de agua purificada e posta para secar em temperatura ambiente durante uma semana.
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Em seguida, a umidade de cada fracdo foi determinada utilizando uma balanga de umidade e

utilizou-se a equagdo 7 para calcular o resultado:

ms()lidos,rec

% de solidos recuperados = *100 Eq.7

Msslidos,0

Onde, mgglidosrec € @ massa de solidos secos recuperados apds o tratamento hidrotérmico

€ Mselidos,0 € @ massa de solidos secos antes do tratamento hidrotérmico.

4.4. Caracterizagao da fracio liquida resultante do pré-tratamento hidrotérmico
4.4.1. Medigao de pH

O pH de cada frag¢do liquida filtrada obtida apds o pré-tratamento hidrotérmico foi
determinado utilizando um pHmetro da Metler Toledo®. Antes do uso, o equipamento foi
calibrado utilizando solug¢des tampao com pH 4,0, 7,0 e 9,0. Entao, cada fracao liquida foi posta

em um bécher de 10,0 mL sob agitagdo e o sensor foi inserido para a determinacao do pH.

4.4.2. Analises espectroscopicas

O espectro de varredura das fragdes liquidas diluidas foi obtido utilizando um
espectrofotometro modelo Hewlett Packard G1103A UV-Vis, com o auxilio do software
ChemStation. A varredura foi feita entre os comprimentos de onda de 200 nm até 600 nm.
Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho optico de 10 mm.

As fracdes liquidas foram liofilizadas para a caracterizagdo em espectroscopia de
infravermelho. Foi utilizado um espectrofotdometro de FT-IR da Perkin-Elmer modelo Spectrum
100 com acessorio de Smart Orbit, acessério de reflectancia de tnica-reflexdo horizontal

atenuada (ATR). Cada amostra foi analisada em niimeros de onda de 4000 cm™ a 600 cm™'.

4.4.3. lIdentificacdo e quantificacao de pectina

A identificagcdo de pectina na forma de acido poligalacturdnico foi realizada em HPLC
com a coluna Aminex HPX-87H, e mesmos parametros cromatograficos utilizados na sessao
4.2.2. Cada fragao liquida foi filtrada utilizando seringa e filtro PTFE de 0,22 pm para vial de

1,5 mL e enviada para analise.



56

Devido a falta do padriao de 4cido poligalacturonico no momento desta analise, a
quantificacdo de pectina foi determinada gravimetricamente ao adicionar etanol 96% na
propor¢ao de 2:1 em cada fracdo liquida e deixar a mistura em repouso por 1 hora para ocorrer
a precipitacdo. Apos isso, cada suspensdo foi filtrada utilizando tecido de Nylon e o sélido
recolhido foi posto para secar em estufa a 50°C + 5 até atingir peso constante (SILVA, B. A.

M., 2021).
4.4.4. Determinagdo de produtos de degradacdo por HPLC

Para a determinagdo de hidroximetilfurfural e furfural, foi utilizada um sistema de
colunas composto por uma pré-coluna Cation H € uma coluna analitica Aminex C18. O fluxo
utilizado foi de 0,6 mL/minuto, onde a temperatura do amostrador automatico foi 10°C, a
temperatura da coluna foi 60°C e a temperatura do Post-Column Cooler foi 45°C. Foi utilizado
um detector por arranjo de diodos condicionado a temperatura de 45°C. E o tempo de corrida

foi 10 minutos.

O pH de cada fra¢do liquida foi medido e registrado antes da analise, para carater
informativo. Cada amostra foi filtrada em filtro PTFE modificado com 0,2 pm para um vial de
1,5 mL, ndo ultrapassando a marca de 1,0 mL para que ndo ocorresse contaminagdo cruzada

com a agulha de injecdo do amostrador. Os vials foram selados e identificados para a andlise.

4.4.5. Determinagdo de agucares redutores antes e apos hidrolise acida das fragdes liquidas

O teor de agucares redutores foi dosado nas fragdes liquidas resultantes do pré-
tratamento e foi realizada a hidrolise dcida de cada uma das correntes para a determinacao dos
acucares ap6s a hidrolise. Em tubos de hidrélise foram adicionados 20,0 mL de cada fragao
liquida e a quantidade suficiente de 4cido sulfirico 72%, para reduzir a concentracdo a 4%. Os
tubos foram embalados em papel aluminio e levados a autoclave por 1 horas a 121°C. Apds o
resfriamento das amostras, cada uma delas foi neutralizada utilizando carbonato de calcio,
seguido de decantagdo e centrifugacdo. O sobrenadante foi diluido para posterior analise

seguindo o método de dosagem de acticares redutores por acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

A dosagem de aglcares redutores foi realizada a partir da reacdo equimolar de
oxirreducdo entre os acucares e 0 DNS, que apresenta uma cor amarelada, e ao ser reduzido
passa a apresentar um tom avermelhado (acido 3-amino-5-nitrosalicilico), que ao ser lido em

um espectrofotdometro a 540 nm, pdde-se relacionar a absorbancia com a concentragdo molar
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dos agucares que foram oxidados. Inicialmente, foi preparado o reagente de acido 3,5-
dinitrosalicilico, dissolvendo 10,0 g do sal em 200,0 mL de NaOH 2,0 N (16,0 g/200,0 mL).
Em seguida, foram adicionados 300 g de sal de Rochelle (tartarato duplo de sodio e potassio)
em 500,0 mL de 4gua purificada. As solu¢des foram adicionadas uma a outra em um baldo
volumétrico de 1000,0 mL e avolumado com agua purificada. A solugdo foi estocada em um

frasco escuro e deixada em repouso por 10 dias para estabilizagao (MILLER, 1959).

Foi preparada uma curva de calibracdo de glicose (agtcar padrao para dosagem de
acucares redutores) a partir de uma solucao estoque de 10 pumol/mL para obter o fator de

conversao. A curva de calibracao foi preparada em triplicada conforme a Tabela 5.

Tabela 5 - Dados para a construgdo da curva de calibragao para determinagao do teor de

agucares redutores.

[Glicose] Solucdo padrdo de
pmol/mL DNS (ml)  H,0 (ml) glicose (mL)
Branco 0,5 0,5 0,0

2,0 0,5 0,4 0,1

4,0 0,5 0,3 0,2

6,0 0,5 0,2 0,3

8,0 0,5 0,1 0,4

10,0 0,5 0,0 0,5

A reagdo com DNS ocorreu em tubos de ensaio e as amostras foram analisadas antes
e apods a hidrdlise acida. Nos tubos foram adicionados 0,5 mL da amostra diluida e 0,5 mL de
DNS, em seguida todos foram postos em banho de 100°C por 5 minutos. Ap6s o resfriamento
em banho de gelo, foram adicionados 6,5 mL de 4gua purificada em cada tubo e os meios

reacionais foram lidos a 540 nm em espectrofotometro.

4.5. Manutencio e propagacio de esporos de Aspergillus awamori

O fungo, Aspergillus awamori 2B.361 U2/1 (The Commonwealth Mycological Institute,
Ferry Lane, Kewm Surrey, UK) ¢ um mutante sequencial do Aspergillus awamori NRRL 3112
(BON, WEBB, 1993) obtida pela ARS Culture Collection. Para a propagacdo das células, o
cultivo foi feito em placas de Petri utilizando PDA (Agar Potato Dextrose), esterilizado em
autoclave por 20 minutos a 121 °C, como meio sélido por 7 dias a 30 °C. Para obter a suspensao

de esporos, as placas foram raspadas em solugdo de NaCl 0,9% esterilizada com o auxilio de
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alcas estéreis. Apos, foi feita a centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e a massa celular foi suspensa em solu¢do de glicerol 20%, na proporcao de 1:5
(células:glicerol). Foram utilizados tubos criogénicos estéreis para o armazenamento a -20 °C.

Os esporos foram contados utilizando uma camara de Neubauer através de microscopia optica.

4.6. Bioprocesso submerso

O pré-indculo permaneceu em incubagdo por 3 dias, com 1% (v/v) de suspensdo de
esporos contendo acima de 107 conidios/mL, condicionado a 30°C e sob agitagdo de 200 rpm.
Em seguida, foram preparados cinco meios para a producdo de enzimas utilizando diferentes
fonte de carbono: bagaco de laranja in natura, fracao liquida do pré-tratamento a 70°, 100°C,
140°C e 180°C. Cada indculo continha 100,0 mL de meio de cultivo com 10% (v/v) de pré-
indculo, 3,0 g/L de NaNO3, 0,003 g/L de KoHPO4, 10,0 g/L de extrato de levedura (TEIXEIRA,
2010). As fragdes liquidas foram utilizadas como meio condutor e fonte de carbono para a
producdo de enzimas, € no indculo que possuia como fonte de carbono o bagaco de laranja in
natura (30,0 g/L) foi utilizado tampao acetato de sdédio 0,1 M, pH 5,0. A produgao de enzimas
foi avaliada durante 7 dias em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100,0 mL do meio, nos

tempos de 24, 48, 72, 96 e 168 horas, sob as mesmas condi¢des do pré-indculo.

4.7. Dosagem da atividade enzimatica

Foram retiradas aliquotas de cada meio de produgdo enzimatica nos tempos de 24, 48,
72, 96 e 168 horas para realizar as dosagens de atividade enzimatica. A separacdo do extrato
bruto enzimatico do meio, da biomassa fingica e do coproduto foi feita por centrifugagdo a
6000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante de cada meio foi utilizado para a determinagao das

atividades enzimaticas de pectinase e xilanase.

4.7.1. Dosagem da atividade de pectinase

A dosagem de atividade de pectinase foi realizada baseada na tese de COURI (1993).
Foi preparada uma curva de calibrag¢do de 4cido galacturdnico a partir de uma solugdo estoque

de 10 umol/mL. A curva de calibracdo foi preparada em triplicada conforme a Tabela 6.



59

Tabela 6 — Dados para a construgdo da curva de calibragdo de acido galacturdnico para

dosagem de atividade de pectinases

[Acido galacturdnico] - Solugdo padro de dcido (40 0y DNS (i)

(umol/mL) galacturdnico (mL)
0 0 1 1
1 0,1 0,9 1
2 0,2 0,8 1
3 0,3 0,7 1
4 0,4 0,6 1
5 0,5 0,5 1
6 0,6 0,4 1
7 0,7 0,3 1
8 0,8 0,2 1
9 0,9 0,1 1
10 1 0 1

Cada tubo foi posto em banho-maria por 5 minutos para a reagdo ocorrer, € ao fim do
tempo, eles foram resfriados em banho de gelo e foram adicionados 13 mL de 4gua purificada.

As leituras de absorbancia foram feitas em espectrofotdmetro a 540 nm.

O ensaio enzimatico foi realizado utilizando como substrato uma solu¢ao de acido
poligalacturdnico 0,25% (m/v) em tampao acetato 0,2 M, pH 4,5. Os ensaios foram realizados
adicionando 0,1 mL do extrato enzimatico diluido a 4,0 mL da solu¢ao de substrato. A reagao
foi feita em banho a 35 °C durante 30 minutos. Para interromper a reagao, sao retirados 0,5 mL
de cada tubo reacional e adicionados a 0,5 mL de DNS, e em seguida os tubos foram imersos
em banho-maria por 5 minutos para o desenvolvimento da cor e adicionados 6,5 mL de agua
apos resfriamento para posterior leitura em espectrofotometro a 540 nm. Foram preparados os
controles da enzima (sem adi¢ao de substrato) e do substrato (sem adi¢do de enzima) para que

fossem subtraidos da absorbancia do meio reacional.
A concentracdao enzimatica em Ul/mL foi calculada utilizando a equacao 8, abaixo:

Dll * AbST * Fumol * VTmL
mL

[Enz](UI/mL) = Eq.8

k

Tmin enz(mlL)

Onde, Dil ¢ a dilui¢ao do extrato enzimatico, Abst ¢ a absorbancia da mistura reacional

subtraida do controle da enzima e do substrato, F ¢ o fator da curva de calibracdo de acido
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galacturdnico, Vt € o volume total de reagdo, T € o tempo de reacdo e Ven, € 0 volume do extrato

enzimatico.
4.7.2. Dosagem da atividade de xilanase

A dosagem de atividade de xilanase foi realizada baseada na tese de TEIXEIRA (2010).
Foi preparada uma curva de calibracdo de xilose a partir de uma solugdo estoque de 10

umol/mL. A curva de calibragdo foi preparada em triplicada conforme a Tabela 7.

Tabela 7 — Dados para a construgdo da curva de calibragao de xilose para a dosagem da

atividade de xilanases.

[Xilose] Solugéo padriio de Agua destilada (mL) DNS (mL)

umol/mlL xilose (ml.)
0,0 0,0 0,5 0,5
2,0 0,1 0,4 0,5
4,0 0,2 0,3 0,5
6,0 0,3 0,2 0,5
8,0 0,4 0,1 0,5
10,0 0,5 0,0 0,5

Cada tubo foi posto em banho-maria por 5 minutos para a reacao ocorrer, ¢ ao fim do
tempo, eles foram resfriados em banho de gelo e foram adicionados 6,5 mL de 4gua purificada.

As leituras de absorbancia foram feitas em espectrofotdmetro a 540 nm.

O ensaio enzimatico utilizou uma solugdo de Xilana de Beechwood 1% (m/v) em tampao
acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0. A anélise consistiu em adicionar 0,1 mL do substrato em tubos
contendo 0,05 mL da enzima diluida e incubéa-los em banho a 50 °C por 5 minutos. Apods a
reacao, foram adicionados 0,3 mL de DNS em cada tubo e postos em banho-maria por 5 minutos
para o desenvolvimento da cor. Em seguida, os tubos foram postos para resfriar e adicionados
a eles 1,5 mL de 4gua purificada para serem lidos em espectrofotometro a 540 nm. Também
foram preparados os controles da enzima (sem adi¢do de substrato) e do substrato (sem adigao

de enzima).

A concentracao da atividade enzimatica de xilanase também foi calculada a partir da

equacao 8, citada anteriormente.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1.  Caracterizacdo do bagaco de laranja in natura

O coproduto de laranja in natura fornecido pelo Instituto Senai ja estava previamente
cortado em pedacos menores e incluia partes da laranja, como a casca, albedo, membrana e
sementes. Primeiramente, todo o bagaco foi levado ao moinho de facas para a redugdo da
granulometria utilizando uma peneira de 1,5 mm. Em seguida, toda a amostra foi peneirada
utilizando um sistema de peneiras para realizar o fracionamento das particulas e coletar o
material com didmetro de particula entre 180,0 um e 850,0 um, como pode ser observado na

Figura 26 (HAMES, RUIZ, et al., 2008).

Figura 26 - Amostra de bagaco de laranja in natura antes de passar pelo moinho de facas, a

esquerda, e moida e peneirada, a direita.

Na Tabela 8, mostra-se os resultados obtidos a partir do trabalho de caracterizagio
realizado, mostrando que apds a hidrélise acida, foi possivel determinar a composi¢ao quimica
de aclcares presentes na amostra, como glicose, xilose, arabinose, galactose, manose e,
principalmente, acido poligalacturdnico. A estrutura complexa da pectina, composta por cadeias
de 4cido galacturonico confere rigidez e elasticidade ao exterior da fruta devido a rede péctica
que funciona como uma forte ligacdo entre as células vegetais, contribuindo para sua
integridade. O alto teor de 4cido poligalacturénico encontrado no contetdo hidrolisado se deve
a maior fracdo deste polissacarideo estar concentrada no epicarpo (casca) e mesocarpo (albedo),

principais constituintes do bagaco apds a extragao do suco (MARTINI, 2009).
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Tabela 8 - Composi¢cdo quimica do bagaco de laranja in natura, expressa em percentual de

massa seca.
Componente %% (m'm)
Glicose anidra 1689009
HMilose anidra 217002
(Galactose anidra 3.80x0.14
Arabinose anidra 773002
Manose anidra 064 +020
Acido Poligalacturénico 515+ 1.18
Lignina sohrvel 275+013
Lignina insohivel 5.77+ 055
Cinzas 2.84+021
Acetil ND*
Extrativos 927+ 1.50
Total 103.89 £ 4.04
*ND= nido detectado

Nos cromatogramas da Figura 27 e Figura 28 , pode ser observada a presenga de um
pico relacionado ao acido galacturénico e outro relacionado ao acido poligalacturdnico no
bagaco de laranja. Isto ocorreu por causa da hidrélise parcial da pectina devido ao acido
sulfurico utilizado na metodologia, nas condi¢des sugeridas pelos protocolos da NREL, nao ter
sido efetivo para a hidrolise total da pectina presente no coproduto utilizado. Entdo, a
quantifica¢do de pectina total na amostra foi considerada como a soma da fracao hidrolisada

em acido galacturdnico e a ndo hidrolisada representada pelo acido poligalacturdnico.
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Figura 27 - Cromatograma obtido na quantificacdo de acido poligalacturénico na amostra de

bagaco de laranja in natura hidrolisado.
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Figura 28 - Cromatograma obtido na quantificagdao de acido galacturénico na amostra de

bagacgo de laranja in natura hidrolisado.

Para obter a composi¢do lignoceluldsica da biomassa estudada, mostrada na Tabela 9,
utilizou-se o fator de conversdo, citado na sessdo 4.2.2, a fim de converter a porcentagem de
agucares monoméricos em seus respectivos polissacarideos. A composi¢ao de celulose ¢ a
mesma da glicose, e os outros agucares (xilose, arabinose, galactose e manose) sdo componentes

da hemicelulose.

Tabela 9 - Composicao da estrutura lignoceluldsica presente no bagaco de laranja in natura.

Componente % (m/m)
Extrativos 9,27 + 1,50
Celulose + Amido 15,22 + 0,08
Hemicelulose 12,68 + 0,24

Lignina 8,52 +£0,43

Pectina 51,50+ 1,18
Cinzas 2,84 +£0,21
Total 100,03 + 3,64

Os valores obtidos para hemicelulose, celulose e lignina estdo proximos ao que foi
mostrado no trabalho de Orozco (2014) de 14,46%, 11,93% e 2,17%, respectivamente. Os

teores desses carboidratos estruturais foram determinados em amostras livres de extrativos.
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Houve diferenga em relag@o aos resultados encontrados por Retore, et al. (2010), no qual para
hemicelulose e celulose foram reportados teores de 7,65% e 21,08%, respectivamente. Isto pode
ser a aplicacdo de metodologias de quantificacdo diferentes, onde o trabalho referenciado
calculou o teor de hemicelulose pela diferenga entre o teor de fibra de detergente neutro e o teor
de fibra em detergente acido, e a celulose foi quantificada por colorimetria. Em Martini (2009),
o teor de pectina encontrado foi de 42,50% em percentual de massa seca, corroborando com o
resultado obtido no presente trabalho, no qual obteve-se a pectina como maior constituinte

percentual da biomassa estudada.

O teor de extrativos obtido, 9,27%, se refere as ceras, gorduras, acticares nao estruturais
€ impurezas minerais inorganicas que podem estar presentes na amostra. Em Rivas et al. (2008)
o bagaco de laranja in natura apresentou teor de extrativos em etanol de 25% e Moraes (2018)

obteve 19,3% de extrativos.

Em relagdo a diferenga entre os resultados obtidos deste trabalho e a literatura, a
composi¢ao de um mesmo tipo de biomassa pode variar devido a diversos fatores. A
variabilidade genética confere a mesma espécie diferentes arranjos genéticos resultando em
composi¢des quimicas variadas (MARTINI, 2009). A condi¢des ambientais, como a qualidade
do solo e disponibilidade de 4gua, afeta o contetido de nutrientes e a composic¢ao estrutural da
biomassa. Ao crescer em solos ricos em nutrientes, a planta pode desenvolver maiores
quantidades de certos compostos, como vitaminas e carboidratos. Exposi¢do ao ar, umidade e
microrganismos também causa impacto estrutural a biomassa, podendo levar a sua degradacao

(Z. CYPRIANO, L. DA SILVA, et al., 2017).

A andlise elementar do bagago de laranja in natura forneceu a contribuicdo, em
porcentagem, de carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio e enxofre presentes na amostra, com
relagdo C/N igual a 47:1. Os resultados, mostrados na Tabela 10 , aproximam-se dos
encontrados por Martini (2009), que afirmou que a relagdo C/N esta na faixa correspondente as

biomassas em geral relatadas na literatura, que varia de 40:1 até 90:1.
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Tabela 10 - Andlise elementar do bagacgo de laranja in natura.

Elementos Yalores (%)
Presente trabalho Martini (2009)
Carbono 37,64 +£ 0,15 40,60
Hidrogénio 6,14 + 0,04 5,60
Nitrogénio 0,88 0,03 1,20
Oxigénio 55,21+ 0,21 52,40
Enxofre 0,12 +0,01 0,10

Portanto, ao avaliar os dados obtidos na caracterizagdo, supde-se que o bagago de laranja
in natura pode ser um bom indutor para producdo de pectinases, devido ao alto teor de acido

poligalacturénico em cadeia presente na biomassa.

5.2.  Pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de laranja

O pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de laranja in natura foi realizado nas seguintes
condigdes: 70°C por 30 minutos, 100°C, 140°C e 160°C por 60 minutos. A escolha das condi¢des
a partir de 100°C foi baseada no trabalho realizado por Saadatinavaz, Karmini, et al. (2021) que
obtiveram boas recuperacdes de glucana, solubilizacao de actcares da hemicelulose e remogao
da lignina ao realizar o pré-tratamento em residuos de laranja. Foi reportado que durante o
processo houve a solubilizagao de até 68,2% da biomassa, onde mais da metade dos agucares
da hemicelulose e oligdmeros foram transferidos para a fragdo liquida resultante do pré-

tratamento.

Os perfis de temperatura e pressao mostrados na Figura 29 apresentaram as mesmas
caracteristicas durante os pré-tratamentos, onde a temperatura e pressdo se mantiveram
constante durante o tempo de processo, 30 minutos para 70°C e 60 minutos para as demais
temperaturas. Foi utilizada uma baixa carga de solido, cerca de 4%, para possibilitar a
homogeneiza¢ao da suspensdo e para que ndo houvesse acimulo de solidos nas paredes do

reator, ja que o material se apresentou altamente higroscopico.



66

-]
=

120 14

~
=
=
—
=
=

)
@
=

80

»

60

(=]
Pressho (bar)
Pressho (bar)

40

Temperatura (°C)

[ I Y
-]

Temperatura (°C

=

=
=]

=T = T T = R e O S o

0 5 10 15 20 30 40 50 55 60 70 STRAAMTHEREZS

A Tempo (min) B Tempo (min)
~o—Temperatwra —e—Pressao -o—Temperahua —8—Pressdio

100
]
20

1

160 14 200
180
160

140
120

G . Cuo -
E 100 g & 8120 2
g 50 g2 Eoo 7
o 1% 8 e =

20 Z ;g

0 0 0

0 10 20 40 60 B0 95 115 135 155 0 10 20 40 60 B0 100 115 135 155 170
Tempo (min) Tempo (min)

C ~o—Temperatura —e—Pressdo D o—Temperalura —e—Pressdo

Figura 29 - Perfil de temperatura (eixo primario) e pressao (eixo secundario) ao longo do
tempo para pré-tratamento hidrotérmico, nas condigdes de (A) 70°C por 30 minutos, (B)

100°C, (C) 140°C e (D) 180°C por 60 minutos, do bagaco de laranja in natura.

Apoés a separagdo por filtracdo das fracdes solidas e liquidas, o solido foi seco a
temperatura ambiente. As massas de recuperagdo de solido e umidade estdo explicitadas na
Tabela 11. A recuperacdo de sélidos obtida foi similar ao resultado encontrado por
Saadatinavaz, Karmini, et al. (2021), nas mesmas condi¢des utilizadas. No trabalho citado, eles
obtiveram recuperagdes, em percentual de biomassa seca, de 42,7 +2,1,38,6 £2,1 33,9+ 1,8,
para as condig¢des de 100°C, 140°C e 180°C, respectivamente, indicando a reprodutibilidade do
método de pré-tratamento utilizado. Observa-se que quanto maior a temperatura utilizada,
menor ¢ a porcentagem de solidos recuperados. Isto se deve a solubilizagdo de compostos
estruturais da biomassa que passaram a estar presentes na fracdo liquida resultante do pré-
tratamento, como parte da pectina e hemicelulose que sdo soluveis em agua quente. Além disso,
compostos acetilados presentes na biomassa auxiliam na hidrolise de compostos inicialmente
insoluveis em agua ao diminuir o pH do meio junto com a atmosfera rica em CO; dentro do

reator (SAADATINAVAZ, KARIMI, et al., 2021).
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Tabela 11 - Recuperagdo de solidos de bagaco de laranja apos o pré-tratamento hidrotérmico.

R do de solidos %
Fracdo Solida Massa imida (g) Umidade % (m/m) Massa seca (g) COUpEracan de SOAdos

(g/100 g de biomassa seca)
70 °C, 30 min 20,09 10,64 + 0,53 17,95 52,18
100 °C, 60 min 16,59 6,65 + 0,24 15,49 45,03
140 °C, 60 min 12,71 2,78 £ 0,09 12,36 35,93
180 °C, 60 min 12,79 6,13 +0,42 12,01 34,91

No estudo de Saadatinavaz, Karmini, et al. (2021), foi reportado que a hidrolise
enzimatica do bagaco de laranja pré-tratado hidrotermicamente teve aumento de concentragao
de glicose e xilose de até 83,5%, na qual foram obtidos 23,3 g/L de glicose e 2,4 g/L de xilose
nas condi¢des de pré-tratamento de 140°C por 120 minutos. Ao realizar a hidrolise enzimatica
do bagaco de laranja ndo tratado foram encontrados apenas 12,7 g/L de glicose e 1,8 g/L de
xilose, mostrando o quao eficiente e necessario ¢ o pré-tratamento da biomassa para maiores
rendimentos de actcares. Também foi relatado que com o aumento da temperatura e tempo de
pré-tratamento, 180°C por 120 minutos, houve um decréscimo no rendimento de agucares

devido a possivel degradacdo e redeposicao de lignina (YAN, LI, et al., 2015).

As imagens das fragdes solidas obtidas apds filtragdo e secagem sdo apresentadas na
Figura 30 e as fragdes liquidas sdo mostradas na Figura 31. Pode ser observado que conforme
houve o aumento na temperatura de pré-tratamento, diferentes aspectos foram obtidos tanto
paras fragdes soOlidas, quanto para as liquidas. Isto se deve a possivel reacdo de Maillard e

caramelizagdo que ocorreram durante o pré-tratamento.

A reacgdo de Maillard ¢ conhecida por ser um processo nao-enzimatico que ocorre entre
as carbonilas de agucares redutores e grupos aminos, como aminodcidos, e ¢ responsavel pelo
desenvolvimento de cor, sabor e aroma no processamento de alimentos. Outro processo
concomitante a reacao de Maillard ¢ a caramelizagdo que ocorre na auséncia de aminoacidos e
auxilia no processo nao-enzimatico que geram produtos responsaveis pela cor amarronzada.
Temperaturas acima de 100°C, ja sdo suficientes para realizar a hidrélise de alguns
polissacarideos, como a sacarose em glicose e frutose, que ¢ o primeiro passo para iniciar a

caramelizagdo e promover a rea¢io de Maillard (ELIODORIO, PENNACCH], ef al., 2023).
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Figura 30 - Fragdes solidas umidas do bagaco de laranja pré-tratado hidrotermicamente a
70°C (A), 100°C (B), 140°C (C) e 180°C (D), a esquerda. Fracdes solidas secas do bagaco de
laranja pré-tratado hidrotermicamente a 70°C (A), 100°C (B), 140°C (C) e 180°C (D), a

direita.

Figura 31 - Fragdes liquidas do bagago de laranja pré-tratado hidrotermicamente a 70°C (A),

100°C (B), 140°C (C) e 180°C (D).

Orozco, et al. (2014) reportou a presenca de 7,59% de proteina ao realizar a

caracterizagdo do bagaco de laranja. Proteinas s3o macromoléculas compostas por sequéncias
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de aminoécidos que sdo componentes essenciais para a rea¢ao de Maillard, que ocorre entre o
acgucar redutor e aminoacidos. Logo, ao utilizar temperaturas de pré-tratamento de 140°C e
180°C, ¢ possivel que tenha ocorrido esta reacao, além da caramelizagdo, devido a composicao

desta biomassa.

Os produtos da reagdo de Maillard sdo moléculas de baixo peso molecular e sdo
responsaveis por algumas caracteristicas organolépticas citadas anteriormente. Este processo ¢
desejado quando se pretende que o alimento tenha uma cor marrom e um aroma especial. No
entanto, em temperaturas muito altas, pode ser formada a acrilamida, um provavel composto
carcinogénico. Para isto ser evitado, sdo utilizadas temperaturas mais brandas, asparaginases e

injecao de CO2 no meio (ELIODORIO, PENNACCHLI, et al., 2023).

5.2.2. Caracterizacao das fragoes liquidas

Antes de iniciar o pré-tratamento, o pH de cada suspensao de s6lidos da biomassa foi
medido. Esta etapa ¢ necessaria para minimizar a formagdo de compostos de inibicdo de
atividade microbiana (hidroximetilfurfural e furfural) durante o processo. O ideal ¢ que antes
do pré-tratamento o pH esteja acima de 5,0, sendo feito um ajuste de pH com uma solugao de
NaOH 0,01M se o meio estiver com pH abaixo disto. Apds a separagdo por filtragdo a vacuo
das suspensoes obtidas no pré-tratamento, o pH de cada frag¢do liquida foi medido novamente

(Tabela 12).

Tabela 12 - Registro de pH da suspensao de solidos antes e depois de cada pré-tratamento, e

concentragdo de agucares redutores em cada fragdo liquida antes e ap6s a hidrélise acida.

. . . Actcares Redutores (g/L)
Fracdo Liquida pH antes do PTH pH ap6s o PTH  Actcares Redutores (g/L) ap6s Hidrolise Acida
70 °C, 30 min 5,42 4,21 0,07 0,00 8,41 +0,67
100 °C, 60 min 5,49 3,92 0,52 £ 0,05 13,04 £ 0,85
140 °C, 60 min 5,52 3,85 6,23 + 0,24 19,26 £ 0,97
180 °C, 60 min 5,34 3,76 4,92 £0,16 15,43 + 1,01

Na Tabela 12, também estao explicitados os resultados obtidos a partir da dosagem de
acucares redutores antes e ap6s a hidrélise acida de cada fragdo liquida com éacido sulfarico 4%
que teve como objetivo converter os polissacarideos presentes em seus monossacarideos.

Observa-se que quanto maior a temperatura empregada no pré-tratamento, maior a
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concentragdo de agucares redutores antes e apds a hidrélise acida. Entretanto, ao utilizar 180°C
houve uma diminuicdo na quantidade de agucares, consequéncia da possivel degradacao
durante o pré-tratamento que pode ter levado a formacao de hidroximetilfurfural e furfural. Nao
foram encontrados dados na literatura em relagdo a fracdo liquida de pré-tratamento

hidrotérmico para comparagao.

Esses agucares redutores sdo majoritariamente oriundos da solubilizagdo seguida da
quebra das cadeias da hemicelulose, que possui arabinose, xilose, galactose € manose em sua

composicdo. Este processo segue 0s seguintes passos:
Solubiliza¢ao da hemicelulose
R —X,0H(s)+ H"(aq) = R — X,,0H*"H*(s) Reagdo 1
R — X,0H*H*(s) + H,0(aq) = R — X,,OH*H*(s) + HX;0H(aq) Reacdo 2

Onde R corresponde a celulose ou lignina conectada a biomassa, X, ¢ X,OH
representam os n-xilooligdmeros no interior e nos extremos da cadeia. A Reagdo 1 representa a
absorcdo de ions hidrogénio na superficie da biomassa e a Reacdo 2, a clivagem de

xilooligdbmeros da biomassa.

O aumento na concentragdo de agucares redutores apos a hidrélise 4dcida nas fracdes
liquidas de cada pré-tratamento pode indicar que estas seriam uma boa fonte de carbono para
produgdo de enzimas referentes aos polissacarideos presentes. Cerca de 20% a 40% do contetido
total de pectina é soluvel em dgua quente (FREITAS, COIMBRA, et al., 2021), e devido a
majoritaria presenca de acido poligalacturdnico no bagaco de laranja in natura, supde-se que

boa parte da pectina tenha sido solubilizada e esteja presente nas fracdes liquidas.

5.2.3. Identificagdo e quantificagcdo de pectina

No momento da caracterizagdo ndo se tinha disponivel o padrdo analitico de acido
poligalacturdnico para realizar a quantificagdo do mesmo em cada fragcdo liquida. Porém, foi
possivel identificar a presenca desta molécula através do pico relacionado a ela no
cromatograma obtido em HPLC (Figura 32, Figura 33, Figura 34 e Figura 35). Pode-se afirmar
que este pico ¢ referente ao 4cido poligalacturonico, pois foram utilizados os mesmos

parametros cromatograficos € mesma coluna na caracterizacao do bagaco de laranja in natura,
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quando ainda se tinha disponivel o padrao analitico deste composto que apresentou 0 mesmo

tempo de retencdo que o encontrado nesta etapa.
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Figura 32 - Cromatograma de identificacdo de 4cido poligalacturonico na fragao liquida do

pré-tratamento hidrotérmico a 70°C por 30 minutos.
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Figura 33 - Cromatograma de identificacdo de acido poligalacturonico na fragao liquida do

pré-tratamento hidrotérmico a 100°C por 60 minutos.



72

100.0 140

Acldo poligalacturbnico
150
625

B
EN 5 ‘.‘?Q
‘ &be\&

&

l g
X
00 J \\«rw:,.ﬁ——/\

00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 250

Time [min]

Figura 34 - Cromatograma de identificagdo de acido poligalacturdnico na fracao liquida do

pré-tratamento hidrotérmico a 140°C por 60 minutos.
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Figura 35 - Cromatograma de identificagdao de acido poligalacturdnico na fracao liquida do

pré-tratamento hidrotérmico a 180°C por 60 minutos.

Observa-se que nos cromatogramas obtidos foi possivel identificar a possivel presenca
de acido poligalacturonico nas fragdes liquidas. Esta identificacdo pode ser feita por conta do
perfil cromatografico obtido na caracterizacdo do bagaco de laranja in natura que permitiu
observar a semelhancga entre os tempos de reten¢do do pico de interesse, € por nao haver outros

picos que possam interferir e serem referentes a outros polissacarideos.

O detector utilizado foi indice de refragdo, que ¢ diretamente proporcional a
concentragdo do analito na amostra. Com isso, observa-se que nas fragdes liquidas do PTH (pré-
tratamento hidrotérmico) de 100°C e 140°C (Figura 33 e Figura 34) foi obtido indice de
refracdo, para o pico relacionado ao acido poligalaturdnico, maior que no bagaco de laranja in

natura, podendo indicar uma maior concentracdo deste polissacarideo nas fragdes liquidas
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resultantes. Na frag¢do liquida do PTH de 70°C (Figura 32) foi obtido indice de refragdo menor
que no bagaco in natura. No cromatograma da fra¢ao liquida do PTH a 180°C nao foi possivel
identificar a presenca de acido poligalacturonico, mostrando que a degradagdo dos agucares

pode ter ocorrido devido a alta temperatura.

Como alternativa a determinagdo de pectina por HPLC, foi realizada a quantificagao
gravimétrica deste composto. Para poder quantifica-la, alguns estudos na literatura realizaram
a extracdo da pectina, em diferentes biomassas, em aparelho Soxhlet por uma hora a 94°C = 5
utilizando agua e acido (SILVA, B. A. M., 2021)(MARTINI, 2009). Neste trabalho, esta etapa
nao foi realizada pois a extracao foi feita no momento do PTH. A precipitacao da pectina ocorre
em altas concentracdes de etanol no meio, por isso foi adicionado etanol 96% na proporgao 2:1
(60,0 mL de etanol em 30,0 mL de amostra) e a mistura foi mantida em repouso por uma hora

(Figura 36).

Figura 36 - Precipitagdo da pectina presente nas fragdes liquidas do PTH por adi¢@o de etanol

96%.

O resultado da precipitagcdo esta explicitado na Figura 37. Primeiramente, ¢ possivel
observar a formagao de gel nas fragdes liquidas do PTH de 70°C e 100°C, enquanto no de 140°C
formou-se um precipitado ndo agrupado, indicando mudancas na estrutura da pectina
precipitada. Nao foi observado precipitado na fracao liquida do PTH de 180°C, corroborando
com o resultado encontrado no cromatograma (Figura 35), onde nao teve indicativo da presenca

de pectina no meio.
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Figura 37 - Precipitagdo da pectina presente nas fracdes liquidas do PTH com adicdo de etanol

96% apds uma hora de repouso.

Ap0s a filtragdo em tecido de Nylon, o sélido obtido foi posto para secar em estufa a
50°C £ 5 até peso constante. A massa das placas de Petri utilizadas foi determinada antes de
adicionar o material a ela. Apds a secagem da pectina, sua concentragdo em cada fragao liquida

foi calculada e os resultados estdo contidos na Tabela 13.

Tabela 13 — Massa (g), concentragdo (g/L) e recuperagdo percentual (m/m) de pectina

presente nas fracdes liquidas resultantes do PTH.

Concentraciio de  Recuperacio de pectina %o

Fragao Ligmda.  “Massa depeictia {g) pectina (g'L) (g/100 g de biomassa seca)

70°C. 30 minutos 0.0852 £ 0,0053 27722101767 2.06£0.51
100°C, 60 minutos  0,2361 £0,0107 78599+ 03434 2288+104
140°C, 60 minitos 00,1996 £ 00486 66522+ 16187 1934+ 471
180°C, 60 mimatos ~ 0,0089 = 0,0020  0.2989 £ 0.0675 0.87+0,19

Na Figura 1Figura 38, sdo mostradas as pectinas extraidas presente em cada fragao
liquida ap6s o PTH. Observa-se que as pectinas extraidas no PTH a 70°C e 100°C formaram
uma pelicula, caracteristica da pectina, mostrando que sua capacidade de gelificagdo ndo foi
muito afetada com a temperatura utilizada. Ja na fragcdo liquida do PTH a 140°C foi observado
um po6 brilhante amarronzado ao invés de uma suspensao coloidal e formagao de pelicula, isto
indica que pode ter ocorrido a desesterificagdo fazendo com que a pectina tenha perdido a

capacidade de gelificacao.
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Figura 38 - Pectina extraida e seca em estufa a peso constante de cada fracdo liquida apds o
PTH a 70°C (A), 100°C (B), 140°C (C) e 180°C (D). Autoria propria.

Ao analisar os resultados de recuperagao de pectina, observa-se que a melhor condigio
de PTH, para este objetivo, poderia ser a de 100°C por 60 minutos. Apesar do cromatograma
da Figura 34 indicar uma maior concentragdo de pectina, a recuperagdo mostrou 0 mesmo, por
conta da temperatura utilizada neste PTH (140°C) ter mudado a estrutura da pectina. Em
temperaturas acima de 120°C pode ocorrer a degradagdo térmica que leva a despolimerizagao
e desesterificacdo, afetando suas propriedades funcionais de gelificacdo e solubilidade. Na
desesterifica¢do ocorre a perda de grupos metil-éster, diminuindo o teor de metoxil, que impacta
diretamente na formacdo de gel e aumenta sua solubilidade em agua. Esta propriedade da
pectina ¢ muito explorada na industria de alimentos para fabricagdo de geleias e gelatinas,
fazendo com que a degradagdo térmica seja evitada nesses processos (EINHORN-STOLL,

KASTNER, et al., 2019). O mesmo pdde ser observado com a recuperagdo de pectina na fragao
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do PTH a 180°C, que pode ser referente a solidos insoliveis da fracdo liquida que

permaneceram mesmo apos a filtracdo antes da quantificagao.

Martini (2009) realizou a determinagdo de pectina de bagaco de laranja in natura
extraindo com agua e acido a precipitando com etanol, e obteve 8,60 + 0,41% de recuperacao,
em percentual de biomassa seca. Campos (2012) realizou a extracao de pectina com agua, acido
acético e hidréxido de sodio e precipitou a pectina na forma de pectato de célcio ao adicionar
cloreto de célcio no meio, e obteve um rendimento de 3,23% de pectato, em percentual de
biomassa seca. Com base no que foi encontrado na literatura, o PTH a 100°C por 60 minutos
demonstrou ser um método mais eficiente que os convencionais para a extracdo da pectina, ja
que houve uma recuperagao de 22,88 + 1,04%, em percentual de biomassa seca, sem a possivel

degradacdo do composto.

A extracdo de pectina sem o uso de reagentes quimicos apresenta-se como uma
alternativa sustentavel e alinhada aos principios da economia verde, promovendo a obtencao de
um biopolimero natural com menor impacto ambiental. Essa abordagem valoriza residuos
agroindustriais, como cascas de frutas, ao mesmo tempo em que elimina o risco de
contaminagdo quimica no produto, ampliando sua seguranca para aplicagcdes posteriores. Na
pos-colheita, por exemplo, a pectina extraida de forma sustentavel desempenha um papel
promissor no biocontrole de doengas, funcionando como uma barreira fisica ou atuando na
formulacao de biofilmes e revestimentos naturais que prolongam a vida util dos alimentos e

reduzem a necessidade de fungicidas sintéticos (ABDUKERIM, LI, et al., 2024).

5.2.4. Espectros de FTIR das fragdes liquidas liofilizadas

Para realizar a espectroscopia de infravermelho nas fragdes liquidas resultantes do PTH
foi necessario liofilizar as amostras, pois como elas estavam em fase aquosa, apareceriam
apenas bandas intensas relacionadas a dgua (estiramento de ligacdes O-H), que ndo
possibilitariam identificar outras bandas referentes aos compostos presentes. Este procedimento
auxilia na identificagdo de grupos funcionais das moléculas presentes na amostra através da
vibragdo das ligagdes. Os espectros estdo dispostos em overlay na Figura 39 e na Tabela 14,

estdo descritas as bandas observadas para cada fragdo liquida.
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Figura 39 - Espectro de infravermelho das fra¢des liquidas, liofilizadas, resultantes do PTH do

bagacgo de laranja in natura a 70°C, 100°C, 140°C e 180°C.

Tabela 14 - Bandas obtidas em espectroscopia de infravermelho entre 4000 e 600 cm™! para

cada PTH.

Bandas em cada fracdo liquida (cm'])

Grupos funcionais 70°C, 30min  100°C, 60 minutos 140°C, 60 minutos 180°C, 60 minutos
Estiramento O-H 3298 3331 3332 3282
Estiramento C-H ND 2922 291% 2918
Estiramento C=0 1734 1734 1729 ND
Estiramento C=C 1604 1605 1607 1590
Vibragdo CH; e CH; 1232 1235 1231 1369
Vibragio C-O-H ou C-O-R 1012 1011 1012 1023

*ND= ndo detectado

As bandas em 3298, 3331, 3332, e 3282 cm’! sdio referentes ao estiramento de ligagdes
-O-H presentes em alcoois e componentes da pectina na biomassa. Em 2922, 2919 ¢ 2918 cm’
!'s30 observadas bandas correspondentes ao estiramento assimétrico de ligagdes -C-H presentes
em estruturas alifaticas (alcanos), que ndo foram identificadas no espectro do PTH de 70°C,
devido a ruidos na linha de base que podem ser explicados pela heterogeneidade do material
liofilizado. As absorbancias em 1734 e 1729 cm™ fazem parte da regido caracteristica do
estiramento de ligacdes -C=0 em aldeidos, que foi observada de forma muito fraca no espectro
do PTH de 180°C, ao ponto de ndo ser identificada, devido a intensa banda a direita. Os picos
em 1604, 1605, 1607 e 1590 cm™! sdo referentes ao estiramento de ligagdes -C=C de alcenos e
compostos aromdticos. Foram identificadas bandas em 1232, 1233, 1231 e 1369 cm

correspondentes as vibragdes e deformagdo, no plano, de ligacdes -CH> e -CH3 presentes em
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cadeias alifaticas que formam a estrutura basica de biomassas celuldsicas. Bandas em 1012,
1011, 1012 e 1026 cm™ sdo caracteristicas da vibragdo de ligagdes —C-O-H ou -C-O-R em

alcoois e ésteres (presente na pectina).

Além dos espectros de FTIR obtidos serem semelhantes entre si, também estao de
acordo com o encontrado na literatura para bagaco de laranja in natura, o qual apresentou as
mesmas bandas caracteristicas de alguns grupos funcionais, explicitado na Figura 40
(SANCHEZ OROZCO, BALDERAS HERNANDEZ, ef al., 2014), indicando que biomassas

lignoceluldsicas possuem perfil de grupos funcionais parecidos ao encontrado no presente

trabalho.
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Figura 40 - Espectro de FTIR do bagago de laranja in natura (a), casca de laranja (b), casca de
banana (c) e casca de manga (d) (SANCHEZ OROZCO, BALDERAS HERNANDEZ, et al.,
2014).

5.2.5. Espectros de varredura na faixa do UV-Vis

A técnica de espectroscopia na regido do UV-Vis envolve a absor¢do de luz na regido,
do espectro eletromagnético, do ultravioleta e luz visivel. Diferentes compostos possuem
absor¢ao unica no espectro, ¢ podem ser identificados com esta ferramenta analitica, que ¢
muito utilizada para quantificagdo e identificagdo de compostos organicos que contenham

sistemas conjugados ou complexos metalicos (ATKINS, 2008).

As amostras precisaram ser diluidas para que a absorbancia maxima de cada

permanecesse abaixo de 1,0. As fragdes liquidas dos PTHs a 70°C e 100°C foram diluidas 20x,
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a do PTH a 140°C foi diluida 50x e a de 180°C foi diluida 150x. Observa-se que houve picos
de absorbancia entre 260 e 300 nm (Figura 41), uma regiao caracteristica de diversos compostos
fendlicos, como os flavonoides (hesperinida, naringina), que possuem absorbancia maxima em
283 nm (KUNTIC, PEJIC, et al., 2012), e acidos fenolicos, como 4cido feralico e acido p-
cumarico, com absorbancia em 287 nm e 286 nm, respectivamente (HOLSER, 2012). Acidos
amino aromaticos, reportados presentes no bagaco da laranja, também possuem absorbancia
maxima na mesma regido, como a tirosina (275 nm), triptofano (280 nm) e fenilalanina (258

nm) (HAZRA, SAMANTA, et al., 2014).
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Figura 41 - Espectro de varredura na faixa do UV-Vis (200 - 600 nm) das fragdes liquidas
diluidas obtidas nos PTH de 70°C, 100°C, 140°C e 180°C.

Além disso, outros compostos como hidroximetilfurfural e furfural também possuem
absorbancia maxima em 277 nm e 284 nm, respectivamente. Quando eles estdo presentes na
mesma solugdo, suas absorbancias individuais se juntam em um unico pico com maxima
absorbancia entre 277 e 284 nm. Porém, foi reportado que apenas cerca de 70% do pico de

absorbancia corresponde aos furanos (CHI, ZHANG, et al., 2009).

Martini (2009) obteve um perfil espectroscopico de UV-Vis semelhante para uma
solucdo alcodlica da fragdo liquida obtida na pirdlise de bagago de laranja peletizado, com uma
unica absorbancia em 275 nm. E considerou a presenga de furfurais, e 4cidos volateis, cetonas

e cresois.
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Por ser uma matriz complexa, com varios interferentes presentes como 0s compostos
fendlicos, acidos organicos citados e lignina, cuja absorbancia maxima ¢ em 280 nm, para
quantificar estes compostos separadamente por espectroscopia de UV-Vis € necessario aplicar
técnicas de separacdo e dual-wavelength, (CHI, ZHANG, et al., 2009). Entretanto, a alta
absorbancia obtida para as fragdes liquidas dos PTHs a 140°C e 180°C indica a possivel
formacao destes produtos de degradacao em grande quantidade, ja que foi necessario realizar

dilui¢des maiores.

5.2.6. Quantificacao de produtos de degradacao

O pré-tratamento utilizando 4gua em altas temperaturas, como autohidrolise e explosao
a vapor, ¢ utilizado para solubilizar cadeias de hemicelulose em seus agucares monoméricos e
oligbmeros, que podem ser utilizados para fermentacdo e obtencdo de produtos como
biocombustiveis. Em temperaturas altas e condi¢des 4acidas, sdo formados produtos de
degradacao de aguicares como o furfural, a partir de pentoses, e HMF, a partir de hexoses. Como
eles sdo formados a partir de carboidratos, eles interferem nas anélises de agucares de qualquer
biomassa lignoceluldsica. A quantificagdo destes compostos ¢ importante para a otimizacao das
condigdes de pré-tratamento e diminuir a formagdo destes produtos de degradacdo (CHI,

ZHANG, et al., 2009).

A quantificagdo de HMF e furfural foi realizada por HPLC e os resultados estao
descritos na Tabela 15. Observa-se que quanto maior a temperatura de PTH utilizada, maior a
formac¢do dos produtos de degradacdo e que houve uma maior producao de furfural do que
HMF. Isto se deve a alta solubilizacdo da hemicelulose que esta presente na fragao liquida, onde

os principais agUcares presentes na cadeia sdo pentoses que dao origem ao furfural.

Tabela 15 - Quantificacdo dos produtos de degradagdo, HMF e furfural, formados durante o

PTH do bagaco de laranja in natura.

Produtos de degradacao nas fragdes liquidas (mg/L)

Composto
70°C,30 mn 100 °C, 60 min 140 °C, 60 min 180 °C, 60 min
HMF ND 0,55+0,00 11,06 +0,10 262,27 +£2,61
Furfural 1,13 + 0,00 5,19+0,01 73,03+1,80 673,51 + 33,07

*ND= nao detectado
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Lorenzo-Santiago, et al. (2023) estudaram o efeito do tratamento térmico em agave para
formagdao de HMF e furfural em temperaturas de 110°C até 130°C e obteve concentragdes de
HMF de 39,41 + 1,2 mg/L (110°C) até 127,0 + 9,71 mg/L (130°C) e furfural de 0,17 = 10,1
mg/L (110°C) até 3,07 + 0,3 mg/L (130°C) no agave tratado. Esses resultados ndo sdo referentes
a fase aquosa obtida no tratamento, e sim no s6lido obtido ap6s o processo. A maior produgao
de HMF obtida por eles indica que a maior parte das hexoses se manteve na parte sélida com
uma pequena parte degradada. Também mostraram que quanto maior foi a produgao de HMF e

furfural, maior a eliminagdo de agucares como frutose, xilose e glicose.

Apesar de possuirem utilidade industrial como produgdo de bioplasticos,
desenvolvimento de biocombustiveis, produ¢do de resinas e solventes, serem utilizados como
precursores para pesticidas e biopesticidas, o HMF e furfural sdo reportados na literatura como
inibidores de atividade microbiana, e, portanto, afetam na fermentagdo de agucares e producao

de enzimas.

5.3. Propagacio de Aspergillus awamori

A propagacao do Aspergillus awamori foi realizada em placas contendo PDA e a
evolugdo do crescimento foi acompanhada durante 7 dias (Figura 42). Em Nabher et al. (2021),
foi demonstrado nos primeiros estagios de crescimento que o A. awamori possui tonalidade
amarelada e apos alguns dias apresentou a cor marrom ou verde escuro. O mesmo resultado foi
obtido no presente trabalho, mostrando o crescimento saudavel do fungo. Também ndo foi
observado o crescimento de outros microrganismos, demonstrando que ndo houve

contaminagao durante o preparo das placas.
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Figura 42 - Evolugao do crescimento e formacao de esporos do fungo filamentoso Aspergillus

awamori em placas de PDA em 3 dias (A), 5 dias (B) e 7 dias (C).

Na Figura 43 ¢ possivel observar o corpo frutifero do A. awamori cultivado. Sua
estrutura morfoldgica consiste em longos conididforos, onde estao localizados as fialidas com
os conidios (esporos), que possuem aspecto circular e sdo os responsaveis pela reprodugdo

assexuada desta espécie (NAHER, FATIN, et al., 2021).

Figura 43 - Microscopia Optica da estrutura morfoldgica do Aspergillus awamori cultivado em

PDA, aumento de 400x.

Ao utilizar a cAmara de Neubauer, foi obtido um valor de 6,75 x 10 esporos por mL. A
contagem foi realizada a partir de uma diluigdo de 100x da suspensdo de esporos em glicerol.
Foi utilizada a regido central da camara para realizar a contagem, onde a area central possui 1,0
mm? e profundidade de 0,1 mm, conferindo um volume de 0,1 mm?>. O resultado é calculado

pela média da contagem de 5 espacgos destacados em vermelho na Figura 44A.
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Figura 44 - Contagem em camara de Neubauer, aumento de 100x (A) e 400x (B).

O processo de contagem de esporos auxilia no preparo do meio de cultivo, ja que
normalmente ¢ utilizada uma proporcao de 1% (v/v) de volume de esporos para volume de meio
em um bioprocesso submerso. O resultado mostra que a manutengao e propagacao do fundo foi
bem-sucedida, ja que foi possivel obter bons rendimentos de esporos e identificar a estrutura

do corpo frutifero do microrganismo.

5.4. Producio enzimatica

A fim de avaliar a indu¢do de producdo de enzimas utilizando como fonte de
carboidratos as fra¢des liquidas resultantes dos PTHs e o bagaco de laranja in natura, foram
realizadas a produgdo de pectinases e xilanases com o Aspergillus awamori, como experimento
preliminar para selecionar qual PTH melhor responde a producdo. A escolha do fungo se baseou
em recentes pesquisas realizadas no Laboratorio Bioetanol que o utilizam para producao de
celulases e amilases em fase submersa utilizando milho extrudado e amido de milho, e, também,
em trabalhos publicados na literatura que utilizaram o A. awamori para producdo de xilanases
e pectinases em estado solido e submerso (DiAZ, DE ORY, et al., 2012). Na Figura 45 ¢
apresentada uma comparacao entre a producdo extracelular de pectinases utilizando as fragcdes
liquidas e o bagaco de laranja in natura, e na Figura 46, a mesma comparagao para a produgao

extracelular de xilanases.



84

25
= 20
2
2
g1s
3]
(5]
=%
3 10
()
s
& -
2 5
2 -
- ||| II il |

0 - i
24 48 72 96 168
Tempo (h)
® Fragdo Liquida 70°C = Fragdo Liquida 100°C Fragdo Liquida 140°C
Fracao Liquida 180°C ® Bagaco de laranja

Figura 45 - Atividade de pectinases em Ul/mL produzidas a partir do Aspergillus awamori,
utilizando as fragdes liquidas dos PTHs a 70°C, 100°C, 140°C e 180°C e bagago de laranja in

natura como fontes de carbono.

Ao analisar os resultados para a producgdo de pectinases, observa-se que no segundo dia
de producdo enzimadtica foi o ponto maximo de producdo de pectinases em todos os meios
utilizados e que as fracdes liquidas dos PTH a 70°C e 100°C apresentaram resultados
semelhantes ao bagaco de laranja in natura. Alguns autores obtiveram o ponto méaximo de
produgdo de pectinases no terceiro dia utilizando bagaco de laranja ¢ uva em FS (DIAZ, DE
ORY, et al., 2012), no primeiro dia utilizando apenas bagaco de uva (BOTELLA, DE ORY, et
al., 2005) e no quinto dia utilizando p6 de casca de laranja pré-tratado com hidréxido de so6dio

(ADEDEIJI, EZEKIEL, 2020).

Observou-se uma baixa produgdo de pectinases nas fracdes liquidas dos PTHs a 140°C
e 180°C. Na caracterizacao dessas fragdes liquidas, foram encontrados teores altos de agucares
redutores, que podem ter origem da hidrdlise dos polissacarideos presentes na biomassa. Foi
relatado que a producdo de pectinases ¢ induzida na presenca de carboidratos complexos e
oligdbmeros. A pectina age como fonte de carbono indutora, ativando as vias metabolicas do
fungo necessarias para a producdo de enzimas (PRAVEEN KUMAR DASARI, 2020). Além
disso, os teores de HMF e furfural encontrados podem ter influenciado na atividade do A.
awamori. Um estudo demonstrou os efeitos de diferentes concentracdes de HMF e furfural na
produgdo de enzimas por Aspergillus niger, que confirmou a agdo negativa que estes compostos

tétm no metabolismo celular e rendimentos de produg¢ao de microrganismos. Baseado nos



85

resultados que tiveram, a producdo de enzimas foi inibida na presenca destes produtos, com o
furfural apresentando maior capacidade inibitoria que o HMF, pois ao serem utilizados na
mesma concentracdo o furfural apresentou coeficiente de inibicao igual 69,076% e o HMF
apresentou um coeficiente igual a 32,413% (GURLER, COBAN, ef al., 2023). Acrescentando
a isso, a presenga de compostos fenolicos também pode influenciar na producdo de enzimas.
Zopelario (2024) demonstrou em seu estudo o efeito dos compostos fenolicos presentes na
semente de acgai, que ao serem removidos houve um aumento de 180% na producdo de

mananases por Aspergillus niger 1234.
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Figura 46 - Atividade de xilanases em Ul/mL produzidas a partir do 4Aspergillus awamori,
utilizando as fragdes liquidas dos PTHs a 70°C, 100°C, 140°C e 180°C e bagaco de laranja in

natura como fontes de carbono.

Os resultados observados para a produgdo de xilanases indicam que o ponto de maior
producdo ocorreu no quarto dia, e, novamente, as fragdes liquidas dos PTHs a 70°C e 100°C
apresentaram os melhores resultados. Em seu trabalho, Siedenberg, et al. (1998) encontrou
ponto méaximo de atividade no quarto dia e Diaz, et al. (2012) obteve maior atividade de

xilanases no quinto dia de produgao.

A produgdo de xilanases utilizando as fragdes liquidas do PTH a 140°C e 180°C também
pode ter sido afetada pela presenca de HMF e furfural no meio. Com isso, para realizar a

comparagao estatistica de producao enzimatica, foram escolhidas as fragdes liquidas do PTH a
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70°C e 100°C, e o bagaco de laranja in natura. Os resultados da producao enzimatica utilizando

estas fontes de carbono estdo na Figura 47 e na Figura 48.

Para estas produgdes foi realizada ANOVA em dois fatores seguida do teste Tukey
(p<0,05) para comparagao estatistica entre as atividades enzimaticas encontradas utilizando

diferentes fontes de carbono, a fim de afirmar ou ndo se os resultados sdo significativamente

diferentes entre si.
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Figura 47 - Atividade de pectinases em Ul/mL produzidas a partir do Aspergillus awamori,
utilizando as fracdes liquidas dos PTHs a 70°C e 100°C e bagaco de laranja in natura como
fontes de carbono. Letras mintsculas diferentes nas barras indicam diferencga estatistica pelo

teste Tukey (p<0,05); Letras iguais nao diferem entre si significativamente.
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Figura 48 - Atividade de xilanases em Ul/mL produzidas a partir do Aspergillus awamori,
utilizando as fragdes liquidas dos PTHs a 70°C e 100°C e bagaco de laranja in natura como
fontes de carbono. Letras mintsculas diferentes nas barras indicam diferenga estatistica pelo

teste Tukey (p<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Pelo perfil apresentado na Figura 47, a produgdo de pectinases ¢ eficiente até o segundo
dia, pois o terceiro dia apresentou resultados de atividade estatisticamente menor. Isto ¢ de
grande vantagem para aplicagdo industrial devido a efetividade do tempo e custo. A fragdo
liquida do PTH a 100°C apresentou pico de atividade de pectinase de 19,69 + 2,51 Ul/mL,
enquanto ao utilizar o bagaco de laranja in natura foi obtida atividade de pectinase de 21,57 +

1,71 Ul/mL, que pelo teste Tukey (p<0,05) nao diferem entre si significativamente.

A produgdo na fragdo liquida pode ndo ter sido mais alta do que utilizando o bagaco de
laranja in natura devido a quantidade de pectina presente no meio. A 100°C foi extraida uma
quantidade de 22,88 = 1,04 % (m/m), enquanto no bagago de laranja ha cerca de 51% (m/m) de
pectina. Apesar do PTH possuir o objetivo de tornar os carboidratos mais acessiveis para acao
microbiana, parte da pectina permaneceu na fragcdo solida, referente a parte ndo solivel deste
composto que corresponde a cerca de 60% do total (FREITAS, COIMBRA, et al., 2021). A
reacdo entre a concentragdo de pectina e a producdo de pectinase ¢ influenciada pelos
mecanismos metabodlicos e regulatorios do microrganismo. Estudos mostram que a produgao
de pectinase aumenta com concentragdes mais elevadas de pectina, uma vez que ela atua como
indutor (EL ENSHASY, ELSAYED, et al., 2018). Isto pode ser observado pela atividade obtida
para a fracdo liquida do PTH a 70°C que apresentou atividade méaxima igual a 14,32 + 0,09

Ul/mL, significativamente menor que a atividade na fragdo liquida do PTH de 100°C. No
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entanto, concentragdes excessivas de pectina podem levar a efeitos inibitdrios, provavelmente
devido a elevada viscosidade ou excesso de substrato, o que dificulta a transferéncia de oxigénio

e nutrientes em FS (TEIXEIRA, M. F. S., LIMA FILHO, et al., 2000).

Parametros como pH, temperatura e tempo de produgdo foram escolhidos baseados nos
estudos de Praveen (2020), o qual observou que valores maiores de atividade enzimatica de
pectinases em FS foram obtidos em pH 5,0, temperatura a 30°C e em 72h de producdo. Para

manter o pH, foi utilizado tampao acetato 0,1 M em pH 5,0.

Ao avaliar dados de producdo e atividade das pectinases publicados na literatura,
aqueles que utilizaram fungos do género Aspergillus foram compilados na Tabela 16. Foram
encontradas diversas metodologias de producao enzimatica, incluindo a técnica de dosagem de
atividade. Além disso, diferentes fontes de carbono, valores de pH, composi¢do de
micronutrientes, tempos de producdo e modo de conducgdo variam conforme o objetivo do
estudo. Porém, apesar das divergéncias observadas, ao considerar apenas os resultados, pode-
se afirmar que os valores obtidos no presente trabalho estdo dentro da variacdo dos dados
contidos na literatura. Principalmente ao comparar os resultados obtidos por Anuradha, et al.
(2014) e Adedeji (2019) que utilizaram pectina citrica e casca de laranja como fonte de carbono
com diferentes cepas de Aspergillus awamori e obtiveram resultados proximos entre si € ao

presente trabalho.

Tabela 16 - Comparacdo da atividade enzimatica de pectinases, em Ul/mL, por fungos do

género Aspergillus, com fontes de carbono e pH diferentes.

Atividade enzimatica

Microorganismo Fonte de carbono  pH (Ul/mL) Fonte
Aspergillus terreus FP6 Limao doce 6,0 92,00 Mukhopadhyay, 2024
Aspergillus niger LFP-1 Pectina citrus 4,5 7,41 +0,24 Mat Jalil, 2023

Aspergillus niger FSDE16 Maracuja 5,0 17,20 + 3,02 Patricio, 2024
Aspergillus awamori CICC 2040 Casca de laranja 4,0 25,17 £0,03 Adedeji, 2019
Aspergillus awamori MTCC 9166  Pectina ctirus 5,5 17,60 Anuradha, 2014

Aspergillus fumigatus Pectina citrus 5,0 3,52 Okonji, 2019

A determinagdo da atividade de xilanases permite observar a disponibilidade de
carboidratos provenientes da solubilizacdo da hemicelulose durante o PTH, que possui
variedades de arabinanas em sua composi¢ao. Na caracterizacao do bagaco de laranja in natura,
foi observado que o maior componente da hemicelulose presente ¢ a arabinana (Tabela 8) com

possiveis ramificacdes de xilana e galactana, porém nao se tinha disponivel os substratos para
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dosagem de arabinofuranosidases, o p-nitrofenil-a-arabinofuranosideo (pNP-Ara) ou p-
nitrofenil-p-L-arabinofuranosideo (pNP-B-Ara) (ZHENG, LIU, et al., 2018). Como alternativa,

foi determinada a atividade de xilanases, processo rotineiro no Laboratorio Bioetanol da UFRJ.

Observa-se que as atividades de xilanases obtidas para os PTHs a 70°C e 100°C, 48,78
+ 0,36 Ul/mL e 26,28 + 0,77 Ul/mL, respectivamente, foram significativamente maiores que a
atividade obtida utilizando bagaco de laranja in natura como fonte de carbono, 9,28 + 0,83
Ul/mL. Isto indica que o PTH foi efetivo para a remog¢do da hemicelulose da biomassa e a
hidrolise de seus polissacarideos em oligdmeros, facilitando o acesso do microrganismo a estes

compostos e levando ao aumento da atividade enzimatica.

Pelo perfil apresentado, a produgdo de xilanases se torna eficiente no quarto dia, apds o
pico de producdo de pectinases. Isto pode ser explicado pela composi¢cdo da parede celular
vegetal de biomassas ricas em pectina. Como citado anteriormente, a pectina age como conexao
entre as camadas da parede celular, envolvendo a hemicelulose e a celulose. Pode-se apontar
que o 4. awamori age primeiramente nas cadeias de pectina que estdo localizadas na lamela
média da parede celular, para assim romper a estrutura e tornar os polissacarideos da
hemicelulose mais disponiveis. Entende-se que as cadeias de xilana se tornam mais acessiveis
apos a ruptura da pectina por a¢do enzimatica, assim o ponto maximo de producao de xilanases
ocorreria apos a producao de pectinases, também nos hidrolisados pois a cadeia de pectina

contém oligdmeros de xilose.

Em seu trabalho, Botella, et al. (2005) também realizaram a produ¢do simultanea de
pectinases e xilanases em fermentacao em estado solido, e observaram que o pico de producao
de xilanases ocorreu cerca de 12 horas depois do pico de producdo de pectinases.
Microrganismos, como fungos, priorizam a quebra da pectina para acessar os componentes da
parede celular mais efetivamente. Seus sistemas regulatorios reconhecem a presenca da pectina
e isto induz a produgdo de pectinases antes da producao de xilanases (XIAO, ANDERSON,
2013). Ao hidrolisar a pectina, ocorre a liberagdo de agucares monoméricos, como acido
galacturdnico, galactose, arabinose e xilose, que tornam o ambiente mais propicio ao

crescimento e a subsequente ag¢do de xilanases e celulases (BENATTI, POLIZELI, 2023).

Um estudo realizado por Paredes, et al. (2015) demonstrou a producao de xilanases por
Aspergillus awamori 2B.361 U2/1 utilizando a fragao liquida do pré-tratamento hidrotérmico
de bagaco de cana-de-actcar a 170°C por 40 minutos. Neste trabalho citado obteve-se atividade

de xilanases igual a 12,87 + 0,30 UI/mL em um meio contendo 5,0 g/L de xilana. Eles explicam
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que um fator critico para a baixa atividade encontrada se deve a concentracao de furfural (0,8
g/L) presente oriundo da degradagdo de aglicares durante o pré-tratamento. Também relatam
que o A. awamori metaboliza este inibidor e o utiliza como fonte de carbono para crescimento
ao invés da xilana, resultando em pouco crescimento celular e baixa producdo enzimatica. No
presente trabalho, resultados proximos a este foram encontrados ao utilizar as fragdes liquidas
dos PTHs do bagaco de laranja in natura a 140°C e 180°C, nos estudos preliminares, onde nestas
fontes de carbono foram encontradas atividades de 14,30 Ul/mL e 12,86 Ul/mL de xilanases, €
73,03 £ 1,80 mg/L e 673,51 £ 33,07 mg/L de furfural, respectivamente. As concentragdes mais
altas de xilanases encontradas para as fracdes liquidas dos PTHs a 70°C e 100°C, mesmo em
menores concentragdes de xilana, pode ser devido a presenga de apenas 1,13 mg/L e 5,19 mg/L

de furfural no meio, levando a possivel baixa atividade inibitoria deste composto.

Ademais, foi observada a formagao de pellets nos meios contendo as fragdes liquidas
de 70°C, 100°C, 140°C e 180°C (Figura 49), o que ndo ocorreu no meio contendo o bagago de
laranja in natura (Figura 50) no qual o 4. awamori cresceu em sua forma filamentosa e se
dispersou no meio. Formados em bioprocessos submersos, os pellets sdo massas esféricas de
aglomerados de hifas que podem variar de tamanho de acordo com fatores ambientais, como
velocidade de agitacao, pH, disponibilidade de micronutrientes e concentragdo de esporos
(ZHOU, DU, et al., 2000). Alguns beneficios da formagdo de pellets foram reportados na
literatura, como a elimina¢do da formag¢ao micelial dos fungos, aumento no fator de aeracao,
diminui¢do da viscosidade do meio facilitando a transferéncia de massa e mais facilidade na
separacao da massa celular do meio (ZHOU, DU, et al., 2000). Na Tabela 17, estao descritos

os tamanhos dos pellets formados nos diferentes meios de cultura.
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Tabela 17 - Tamanho dos pellets de A. awamori em cada fragdo liquida.

I Tamanho dos

Frag3o Liquida, PTH el (i)
70°C, 30 minutos 1.0
100°C, 60 minutos 25
140°C, 60 minutos 53
180°C, 60 minutos 4.5

Figura 49 - Formacao de pellets de Aspergillus awamori 2B.361 U2/1 em indculos com a

fragdo liquida do PTH a 70°C (A), 100°C (B), 140°C (C) e 180°C (D) como fonte de carbono.
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Figura 50 - Morfologia do Aspergillus awamori 2B.361 U2/1 em in6culo contendo o bagago

de laranja in natura.

Foi reportado na literatura o efeito de parametros como pH, velocidade de agitagao,
temperatura e concentragdo de esporos na formacao de pellets durante a producao de pectinases
por Aspergillus awamori MTCC 9166. Neste estudo foram obtidos tamanhos de pellets
variando de 0,5 mm até 1,8 mm, com o melhor resultado sendo encontrado ao utilizar pH 5,5,
temperatura de 28°C, agitacdo de 200 rpm e 10° esporos por mL, no qual os pellets apresentaram
tamanho de 0,9 mm. Tamanhos maiores, proximos de 1,8 mm, causaram uma diminui¢do da
produgdo enzimatica (ANURADHA, NAGA PADMA, et al., 2014), levando Anuradha, et al.
(2014) a concluir que a formagao de pellets menores foi beneficial para uma boa producao de

pectinases.

Nair, et al. (2018) relataram que a formacgdo de pellets de Neurospora intermedia em
meios contendo baixas concentracdes de inibidores, como acido acético, HMF e furfural
resultante do pré-tratamento acido de farelo de trigo, resultou em um aumento de 45% na
producao de etanol ao comparar com a forma filamentosa do fungo. Eles explicaram que a baixa
viscosidade do meio, devido a formagdo de pellets pequenos, aumentou a tolerancia aos

inibidores.

Apesar das vantagens citadas na formagdo de pellets durante a fermentacdo, tamanhos
maiores podem levar a densa acumulagdo de hifas no centro das esferas, levando a uma lenta
difusdo do oxigénio, o que pode acarretar na lise celular e a perda da estrutura interior dos
pellets. Isto pode afetar seu formato, que deixa de ser uniforme, e diminuir as taxas de
crescimento, que leva a uma reducdo da formacao do produto associado ao crescimento celular

(MEYER, CAIRNS, et al., 2021).
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Esta discussdo esta de acordo com o encontrado neste trabalho, onde os menores
tamanhos de pellets foram obtidos nos meios contendo as fragdes liquidas dos PTHs a 70°C e
100°C, e neles foram encontradas as maiores concentragdes de pectinases e xilanases. Ja nos
meios contendo as fragdes liquidas dos PTHs a 140°C e 180°C foram observados menos pellets

e de tamanhos maiores, e consequentemente menores concentragdes de atividade enzimatica.

Entdo, ao considerar os resultados experimentais obtidos neste trabalho e aos dados
encontrados na literatura, aponta-se que o bagago de laranja in natura pode ser uma boa fonte
para produgdo de pectinases, e que os PTH realizados tiveram grande efeito na estrutura do
coproduto utilizado, levando a uma boa recuperacao de pectina e mantendo as propriedades dos
compostos presentes na biomassa. Também pode-se dizer que a presenca de HMF e furfural
afetaram a producdo enzimatica, e ndo afetou de forma significativa quando em baixas
concentragdes ¢ negativamente quando em altas. Portanto, este estudo funciona como uma
iniciativa em pesquisas mais avangadas para comprovar as hipoteses citadas e otimizar o

processo de pré-tratamento e produgdo de enzimas.

6. CONCLUSAO

As fragoes liquidas dos PTHs a 70°C e 100°C se mostraram promissoras, como fonte de
carbono, para a producao de pectinases e xilanases por Aspergillus awamori. Uma vez que a
baixa formag¢do de HMF e furfural nestas correntes ndo afetou negativamente na atividade
microbiana, na qual foram encontradas atividade de pectinase de 19,69 + 2,51 Ul/mL na fragao
liquida do PTH a 100°C (sem diferenca significativa ao comparar com o bagaco de laranja in
natura) e de xilanase de 48,78 + 0,36 Ul/mL na fracao liquida do PTH a 70°C (com diferenga
significativa em comparagdao com o bagaco de laranja in natura). Ja nas fra¢des liquidas dos
PTHs a 140°C e 180°C, onde foram encontradas maiores concentracdes dos produtos de
degradagdo, foram obtidas concentracdes de atividade enzimatica mais baixas, indicando a agdo
inibitoria destes compostos. Além disso, o PTH se mostrou eficiente na extragao de pectina do
bagaco de laranja in natura, o qual foi recuperado 166% a mais do que o reportado na literatura.
Portanto, os resultados obtidos sd3o promissores, uma vez que a fragdo do PTH poderia ser
utilizado tanto para a extracao efetiva da pectina, quanto para producao de pectinases, podendo

viabilizar economicamente este processo.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

. Avaliar a composi¢do quimica das fragdes soOlidas provenientes do pré-
tratamento hidrotérmico para posterior hidrolise utilizando enzimas comerciais e Labmade;

o Otimizacao do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de laranja in natura, com
o0 objetivo de recuperar agucares e diminuir a formag¢ao de inibidores;

o Otimizacdo da producdo enzimdtica avaliando parametros como temperatura,
pH, fonte de carbono, nitrogénio, micronutrientes € medi¢do da massa micelial;

o Avaliar a producdo de pectinases utilizando as fragdes liquida e solida
combinadas, como fonte de carbono em fermentagao submersa;

. Otimizar a extragao da pectina do bagaco de laranja in natura utilizando o PTH.
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