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Resumo

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café,
representando 35% da producdao total. A grande producéo, beneficiamento
e consumo de café levam a geragdo de uma enorme quantidade de residuos
pos-colheita. Neste trabalho, o potencial de producdo de enzimas
holoceluloliticas por Paecilomyces formosus em residuos agroindustriais de
café é avaliado. Um screening enzimatico realizado em oito cepas de P.
variotii revelou as trés maiores produtoras de pectinases (3RET13, 3RE14 e
3RE21) para este experimento. Para a identificacdo molecular destas cepas,
foram utilizadas as regifes espacadoras internas transcritas ITS (D1/D4) e
as regides génicas calmodulina (cal) e B-tubulina. Os isolados indicaram
similaridade as sequéncias de P. formosus. A metodologia de superficie de
resposta foi utilizada para a busca de melhores condi¢des de cultivo e pré-
tratamento para inducdo de holocelulases. Diferentes fatores relacionados
ao pré-tratamento (concentracdo de biomassa, tempo e temperatura de
exposicdo) e ao cultivo (pH, agitacdo, temperatura e suplementacdo de
nitrogénio) foram avaliados. Os perfis de pectinases foram descritos para a
cepa 3RE21. O tratamento de baixa severidade com utilizacdo de menor
concentracdo de biomassa (140°C, 6 min., 1%) e condicbes mais brandas
de cultivo (20°C, 87 rpm, pH 4,0 e sem suplementacao de nitrogénio) foi
selecionado para nova investigacdo da producdo 6tima de pectinases,
devido a alta e répida inducdo dessas enzimas pelo licor resultante. A
semipurificacdo das pectinases (nomeada PEC_S200) foi realizada a partir
do concentrado, sugerindo a formacédo de um hetero-oligdmero composto
por sete subunidades ndo ativas de massa molecular 65 e 62 kDa, e dez
subunidades cataliticas de massa molecular de 38 kDa, sendo que a
purificacdo mostrou rendimento de 16,6% e indice de purificacdo de 6,44
vezes. As melhores condi¢Bes bioquimicas de atividade de PEC_S200 se
mantiveram em faixas acidas de pH (2 — 5), 65 °C, ativacéo na presenca dos
fons Zn, Co, K*, Mg?*, Mn, Na, dos modificadores de aminoacidos EDTA,
SDS, DTT e B-mercaptoetanol e dos compostos fendlicos acidos ferulico e

tanico, além de estabilidade em etanol 20%. Os parametros cinéticos



demonstraram alta afinidade pelo substrato (Km 0,029 ug/ml) e taxa catalitica
de 4,54 Ul/mg. Pelas caracteristicas apresentadas da pectinase deste
estudo, as melhores aplicabilidades seriam nas inddstrias alimentares

humanas, téxteis, de racbes animais e de producao de etanol de 22 geracao.



Abstract

Brazil is the world's largest producer and exporter of coffee,
representing 35% of total production. The large production, processing and
consumption of coffee lead to the generation of an enormous amount of post-
harvest waste. In this work, the potential for the production of holocellulolytic
enzymes by P. formosus in agro-industrial coffee residues is evaluated. An
enzymatic screening performed on eight strains of P. variotii revealed the
three largest pectinase producers (BRET13, 3RE14 and 3RE21) for this
experiment. For the molecular identification of these strains, the internal
spacer regions transcribed ITS (D1 / D4) and the gene regions calmodulin
(lime) and B-tubulin were used. The isolates indicated similarity to the
sequences to P. formosus. The response surface methodology was used to
search for better culture conditions and pre-treatment for inducing
holocellulases. Different factors were evaluated related to pre-treatment
(biomass concentration, time and temperature of exposure) and cultivation
(pH, agitation, temperature and nitrogen supplementation). The pectinases
profiles were described for the 3RE21 strain. The treatment is of low severity
and uses a lower concentration of biomass (140°C, 6 min., 1%) and milder
culture conditions (20°C, 87 rpm, pH 4.0 and without nitrogen
supplementation) was selected for further investigation of the optimal
production of pectinases, due to the high and rapid induction of these
enzymes by the resulting liquor. The semi-purification of the same (named
PEC_S200) was carried out from the concentrate, suggesting the formation
of a hetero-oligomer composed of seven non-active subunits of molecular
mass 65 and 62 kDa and ten catalytic subunits of molecular mass 38 kDa,;
the purification showed a 16.6% yield and a 6.44 times purification yield. The
best biochemical conditions for PEC_S200 activity were displayed in acidic
pH ranges (2 - 5), 65 °C, activation in the presence of the Zn, Co, K +, Mg2
+, Mn, Na ions, of the EDTA, SDS amino acid modifiers, DTT and [-
mercaptoethanol and the phenolic compounds ferulic and tannic acids in

addition to stability in 20% ethanol. The kinetic parameters demonstrated



high affinity for the substrate (Km 0.029 pyg / ml) and catalytic rate of 4.54
Ul/mg. Due to the characteristics presented in the pectinase of this study, the
best applications would be in the human food, textile, animal feed industries

and second generation ethanol production.
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1 Introducéo

De acordo com a Comissdo Mundial Ambiental e de Desenvolvimento das
Nagdes Unidas, “desenvolvimento sustentavel € o encontro das necessidades do
presente sem que haja comprometimento das necessidades das geragdes futuras”
(Finkelstein and Sheehan 2009). Neste contexto, a bioenergia € um dos diversos
recursos utilizados pela biotecnologia como instrumento para melhorar a vida da
sociedade, empregando fontes renovaveis para geragdo de “energia limpa” e
bioprodutos economicamente ativos para redugdo da dependéncia por
combustiveis fosseis (Energy 2018).

Grande parte da bioenergia utilizada provém de biomassas lignoceluldsicas
oriundas de materiais vegetais e algas, como residuos de culturas, residuos
florestais, gramineas cultivadas para este propdésito, culturas de energia lenhosa,
residuos industriais, residuos solidos municipais de demolicdo e construcao, de
madeira, além de residuos alimentares (Energy 2018). Estas fontes energéticas
alternativas possuem enorme versatilidade, podendo ser convertidas em diversos
produtos de amplo mercado, permitindo a reducdo da dependéncia por
combustiveis fosseis.

O estabelecimento de uma bioeconomia baseada na substituicdo das
emissdes intensivas de poluentes e troca de fontes ndo renovaveis — petrdleo,
carvdo mineral e gas natural - por recursos renovaveis alternativos torna-se
imprescindivel (Thorenz et al. 2018).

Os residuos agroindustriais possuem alto potencial para tal funcéo devido,
principalmente, a sua grande disponibilidade e composi¢do bromatoldgica variada,
em virtude das inimeras quantidades e qualidades de culturas agricolas existentes
em todo o mundo. Os aspectos econdmicos para tamanho interesse em sua
utilizacdo sdo baseados no fato de que tais residuos podem ser utilizados como
materiais de baixo custo que podem ter valor agregado durante a producgéao de
artigos biotecnoldgicos, além da expectativa de se reduzir os custos de producéo e
a poluicdo ambiental rural decorrente da sua inadequada disposi¢cao pés-colheita,
efetuando-se seu processamento para consumo (Yang et al. 2016). Apresenta-se
como uma preocupacao ambiental o fato de que os residuos agroindustriais contém

compostos fenolicos e outros compostos potencialmente toxicos, que podem ser a
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causa de poluicdo ambiental quando depositados na natureza sem tratamento
prévio (Mussatto et al. 2012).

A grande producdo de biomassa lignoceluldsica, decorrente da crescente
demanda da agricultura, alcanga atualmente indices de problemética ambiental.
Segundo levantamento realizado pela FAO (Food and Agriculture Organizantion of
the United Nations), somente em 2016, 36 quatrilhdes de toneladas de residuos
agroindustriais das mais diversas culturas foram produzidos em todo o mundo.

A origem de residuos estd diretamente associada as perdas entre a
producdo e o consumo, ao desperdicio no uso de insumos e aos materiais que,
gerados ao longo da cadeia agroindustrial, ndo possuem valor econémico evidente.
Estima-se que, em média de 20% a 30% de toda a producdo agricola sejam
perdidos durante beneficiamento (Thorenz et al. 2018).

Algumas culturas, porém, podem apresentar aproximadamente de 50% a
60% da producdo em residuos diferenciados que permanecem no campo apoés a
colheita, como é o caso das lavouras de algodao, milho e café, com o intuito de
auxiliar na fertilidade do solo por sua rapida decomposicéo (algodao e milho) (Lal
2005).

O café é um dos mais importantes produtos agricolas do mundo, e sua
producdo gera enormes quantidades de residuos de diferentes naturezas durante
seu beneficiamento para consumo, a depender do tipo de processamento utilizado
(Jayachandra et al. 2011). A casca e a polpa séo os residuos sélidos obtidos por
processamento via seca e Umida, respectivamente. Elas sdo, provavelmente, os
maiores residuos do café quando se considerada a quantidade. A agua residual é
gerada durante o beneficiamento por via Umida, assim como, em larga escala, é o
residuo com potencial poluidor ambiental, uma vez que € disposta no ambiente sem
nenhum tratamento prévio (Pandey et al. 2000b; Orozco et al. 2008; Esquivel e
Jiménez 2012).

2 Revisao bibliogréafica

2.1. Café e suas especificidades
A importancia econdémica do café deve-se, principalmente, ao fato de ser a

bebida ou infusdo mais consumida no mundo (em alguns paises, mais que a agua
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e o0 cha), preparada com os graos torrados ou moidos (Esquivel e Jiménez 2012).
Muito embora o produto final seja o de maior interesse ao consumidor, toda a cadeia
produtiva gera importantes movimentacdes financeiras, que impactam a economia
de maneira geral, desde o preparo do solo equipamentos utilizados no cultivo da
lavoura e no consumo final, os aditivos, fertilizantes e agrotoxicos, transporte,
importacdes, salarios dos produtores, servicos indiretos e empregos gerados
durante todo o ciclo do café (da lavoura a mesa) (National Coffee Association 2015).
Nos EUA, o impacto econdmico total da industria cafeeira, em 2015, foi de U$ 225,2
bilhdes, enquanto, no Brasil, totalizou R$ 5,47 bilhdes somente no setor de
exportacdes (National Coffee Association 2015; Conceicao et al. 2019).

O Brasil destaca-se por ser o maior produtor e exportador mundial de café
e 0 segundo mercado consumidor. Sua importancia na economia nao estd somente
no setor de exportacfes, mas também em sua industrializacdo e geracdo de grande
namero de empregos em toda a cadeia produtiva desse grao.

Em 2016, a producdo mundial foi de 9,2 milhdes de sacas de café, e o Brasil
contribuiu com 39% dessa producdo. Os maiores paises produtores, depois do
Brasil, sdo Vietnd (19%), Colémbia (10%), Indonésia (8%) e Etidpia (6%),
respectivamente (FAO 2018a). O processamento para industrializacdo gera
significativas quantias de residuos, alcancando de 30 a 50%, dependendo do tipo
escolhido (Oliveira and Franca 2014).

Café € o nome dado a semente sadia e limpa pertencente a familia dos
Rubiaceae, género Coffea (Halal 2008). Das seis mil espécies dessa familia, 124
sao descritas neste género; porém, do ponto de vista econdmico, as duas espécies
mais importantes cultivadas no mundo sdo Coffea arabica L. (60% da producao
mundial) e Coffea canephora Pierre ex Froehner (40% da producao mundial). Seus
produtos sédo designados como café arabica e café robusta, respectivamente,
sendo o primeiro mais explorado internacionalmente (ICO 2018; Gunning 2018).

O fruto do cafeeiro (também chamado de baga ou cereja), mostrado na figura
1, consiste em uma resistente camada exterior lisa, ou pericarpo, geralmente verde
em frutos imaturos, mas que se torna vermelha ou profundamente vermelho-violeta
guando estes estdo maduros (até mesmo amarelo ou laranja em genoétipos

especificos) (Esquivel e Jiménez 2012). O pericarpo, que recobre o mesocarpo

25



(denominado polpa), € macio, amarelado, fibroso e adocicado, representa 29% do
peso seco do fruto inteiro. E composto por 76% de agua, 10% de proteina, 2% de
fibras, 8% de cinzas e 4% de extrato livre de nitrogénio, 0s quais séo representados
pelos taninos, substancias pécticas, acucares redutores e ndo redutores, cafeina,
acido clorogénico e acido cafeico, celulose, hemicelulose, lignina, aminoacidos e
minerais, como potéassio, célcio, ferro, sédio, magnésio e outros. A mucilagem esta
situada na parte interna do mesocarpo, fortemente aderida ao pergaminho do gréo.
Ela funciona como um sistema de hidrogel, sendo quimicamente composta por
agua, substancias pécticas, acucares redutores e acidos organicos (Lima Filho et
al. 2013). O endocarpo € uma fina camada de coloracdo amarelada, também
chamada de pergaminho, composto por celulose (40 — 49%), hemicelulose (25 —
32%), lignina (33 — 35%) e cinzas (0,5 — 1%). Finalmente, uma fina camada
prateada recobre cada hemisfério do grdo de café, o endosperma (Esquivel e
Jiménez 2012).

Endosperma Corte central

Tegqumento

Endocarpo

Mucilagem

Mesocarpo

Pericarpo

Figura 1: Estrutura esquemética grao de café (imagem extraida da internet)

Apos a colheita, o preparo do café inicia-se com o processo de lavagem, que
€ uma importante pratica para reduzir ou eliminar determinados defeitos, como a
separacao dos graos verdes e/ou danificados, ou comumente chamados fracao-
boia. A seguir, trata-se do processamento, que pode ser realizado por via seca ou

umida (Figura 2) (Franca e Oliveira 2009).
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Colheita dos
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Gréos
defeituosos

Triagem

Figura 2 Representacdo esquematica dos méetodos de beneficiamento dos graos de café e geragéo seus residuos

Na forma de preparo por via seca, o fruto, em sua forma integral, é seco (com
casca e mucilagem), sem separacéo entre os frutos verdes e cereja, e espalhado
em terreiros para uma secagem natural preliminar, podendo ser levado em seguida
a um secador rotativo, onde ocorre a secagem final. O teor de umidade minimo é
de aproximadamente 12%, dando origem aos cafés denominados coco, de terreiro
ou natural. Depois de seco, o café é levado a maquina de beneficiamento, que
separa o0s graos da casca (Silva 2012).

Os cafés despolpados, desmucilados e cereja descascados sao originados

a partir da forma de preparo por via Umida. A agua permite, por meio de flotacéo, a
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separacao dos frutos em maduros, verdes e bagas danificadas (Lima et al. 2008;
Esquivel e Jiménez 2012). Na obtencdo do café cereja descascado, a casca e a
polpa do fruto sédo removidas de forma mecanica, e parte da mucilagem ainda
permanece aderida ao pergaminho dos frutos (Malta 2011). Nesse caso, ela é seca
juntamente com o pergaminho, num processo conhecido como intermediario entre
o natural e o despolpado, ou desmucilado. Este, apesar de ter caracteristicas
proprias, tende comumente para as caracteristicas do café natural, uma vez que os
produtos da mucilagem séo transferidos para o grao (Bee et al. 2005). Na obtencao
do café despolpado, apds o descascamento, a parte da mucilagem que ainda
estava aderida aos frutos é removida em tanques de fermentag¢ao “controlada” (12
- 48h) e, posteriormente, lavada em tanques de concreto ou de forma mecanica. A
mucilagem &, portanto, hidrolisada por enzimas tanto dos tecidos do grdo de café
guanto dos microrganismos encontrados na superficie da casca (Belitz 2009),
destacando-se que a populacdo de microrganismos possui influéncia direta sobre
a qualidade final dos graos de café (Avallone et al. 2002). Se a remocao desta
mucilagem for realizada mecanicamente, tem-se, entdo, o café desmucilado (Malta
2011). E importante destacar que a fracdo-boia tem seu preparo exclusivo por via
seca (Lima et al. 2008).

Em virtude do método de processamento do café cereja, os solidos residuais
obtidos tém diferentes terminologias, sendo polpa o termo designado para 0s
sélidos provenientes do processamento por via Umida, e casca, 0s residuos
oriundos do processamento de café por via seca (Pandey et al. 2000b). Para se
evitar complicacBes provindas de mesma nomenclatura, ressalta-se polpa como
mesocarpo externo do fruto de café, e residuo de polpa de café constituido do
epicarpo e parte do mesocarpo. Dessa maneira, a casca € obtida seca, e a polpa,
Gumida, ndo contendo o pergaminho, que fica preso ao grdo como forma de protecao
(Bee et al. 2005).

A agua residual gerada no processamento umido, por meio da flotagdo dos
graos de café, para separacdo e remocao da mucilagem adquire componentes
sollveis e insoluveis da polpa e da propria mucilagem, tornando-a rica em
compostos organicos constituidos por monossacarideos (frutose, glicose e

galactose), proteinas, pectinas, celulose, hemicelulose, polifendis, taninos, cafeina,
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corantes naturais (antocianinas) e lipideos. Todos esses compostos carregados
pelas aguas residuais podem alterar e degradar solos, cursos d’agua e poluir o ar
quando lancados no ambiente sem tratamento prévio. O seu potencial poluidor
surge desde a reducao de oxigénio dissolvido e a eutrofizagdo de corpos aquaticos
até a producéo de gases do efeito estufa, como metano, didxido de carbono, gas
sulfidrico e amonia, resultantes do metabolismo da microbiota anaerébia aquéatica.
Além disso, existe a possibilidade de contaminacdo dos lencois freéaticos
subterraneos (Hermosa 2014, Oliveira e Franca 2014).

As composicdes da casca e da polpa de café sdo diferentes, porém a
natureza dos compostos presentes nelas é similar. Esta diferenca pode ser
percentual na composicdo dos constituintes, dependendo do tipo de
processamento, cultivar analisada, condigcbes de cultivo, dentre outros fatores
(Pandey et al. 2000a). O nivel de umidade oscila de 7 a 18% para a casca, de
acordo com as condicbes de processamento e estoque. A polpa contém,
aproximadamente, 75% de umidade in natura, porém quando submetida a secagem
e armazenamento, seu teor diminui para aproximadamente 13%. O alto contetdo
de carboidratos, proteinas, lipideos e fibras de carboidratos insolluveis faz
referéncia ao tipo de residuo classificado, sendo que a casca e a polpa contém,
aproximadamente, 24% de acUcares totais, 14% de acucares redutores, 2% de
sacarose, 10% de proteinas, 2,5 % de lipideos, 6,5% de substancias pécticas totais
e 18% de fibras (Pandey et al. 1999; Oliveira e Franca 2014).

A existéncia de outros compostos organicos, incluindo cafeina, taninos e
polifendis, considerados de natureza toxica e antinutricionais, ndo somente causa
problemas de poluicdo ambiental como também restringe o uso destes residuos a
alimentacao animal.

A cafeina € um dos compostos ativos estimulantes mais poderosos e
viciantes da natureza. E a principal substancia contida no café, responséavel por seu
efeito estimulador, presente em concentragdes de 0,87 a 1,3% na polpa do café
seco, podendo apresentar concentracdes de duas a dez vezes menores que na
casca do grao (Pandey et al. 2000a; Ulloa Rojas et al. 2003).

Os taninos sao geralmente as substancias tidas como o fator antinutricional

que impossibilita o uso dos residuos para a alimentagcdo animal. Suas
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concentracfes podem variar de 1 a 10%, dependendo da espécie, variedade do
café estudado e residuo analisado (Pandey et al. 2000a; Oliveira e Franca 2014).
Sabe-se que sua concentracdo aumenta ao longo da secagem da polpa e é maior
nas variedades de café amarelo que nos vermelhos. Os niveis destes compostos,
em arabica, correspondem a aproximadamente 1%, e a 2,3%, em robusta in natura;
porém, apds o processo de secagem, sobem para aproximadamente 5% nas
cascas, e para 9% nas polpas (Esquivel e Jiménez 2012).

Os acidos clorogénicos incluem diferentes formas isoméricas e sdo 0s
compostos fendlicos predominantes nos graos de café. Sua disponibilidade e
concentracfes sao afetadas por diversos fatores e se alteram de acordo com a
variedade da planta, localizacdo geogréfica da lavoura e estado de maturagéo dos
graos, sendo estes aspectos inversamente proporcionais aos graos de café e ao
tipo de torra para consumo (Liang et al. 2016). As principais isoformas séo
epicatequina  (21,6%), acido 3,5-dicafeoilquinico (19,3%), acido 3,4-
dicafeoilquinico (5,7%), &cido 4,5- dicafeoilquinico (4,4%), catequina (2,2), rutina
(2,1%), acido protocatequinico (1,6%) e &acido ferdlico (1%). As atividades
antioxidantes sdo descritas para alguns compostos polifendlicos e podem
descrever um novo alvo industrial para a valorizacado destas biomassas (Pujol et al.
2013).

Durante o processo de exposicdo dos graos de café a altas temperaturas
(torra industrial), os carboidratos, os compostos fendlicos e as proteinas sao
transformados e/ou degradados, levando a formac&do de compostos escuros - as
melanoidinas - produtos finais da reacdo de Maillard em que os polissacarideos sdo
despolimerizados e sofrem transglicosilacdes ndo enzimaticas para formacéo de
novos polimeros. Os compostos fendlicos sdo altamente reativos, e, durante a torra,
sdo unidos aos polissacarideos por ligacdes éster nas melanoidinas. As proteinas
possuem papel regulatério nas transglicosilacdes e, portanto, na composicdo das

melanoidinas (Lopes et al. 2016; Moreira et al. 2017).

2.2. Biomassas lignoceluldsicas
Os residuos agroindustriais, também chamados de biomassas

lignoceluldsicas, sao descritos como “qualquer massa biolégica que gere energia a
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partir da decomposicao de residuos organicos” (Adam 2009). S&o compostas de
lignina e polimeros de carboidratos (hemicelulose, celulose e pectinas), além de
pequenas partes de outros compostos (extratos, acidos, sais e minerais) presentes
na parede celular vegetal (Dionisio et al. 2009).

A parede celular vegetal € uma matriz complexa, estruturada e resistente
gue envolve a célula vegetal, sendo subdivida em lamela média, parede primaria e
secundaria, cuja distribuicdo de celulose, hemicelulose e lignina varia
consideravelmente entre essas camadas (Figura 3). A porcao polissacaridica,
formada por celulose, pectina e hemicelulose, € denominada holocelulose (Agustin-
Salazar et al. 2018). A lamela média € a camada mais externa, composta,
principalmente, por substancias pécticas e proteinas, permitindo a formacao de géis
hidrofilicos que estabilizam as células adjacentes, fornecendo aderéncia e coeséo
tecidual. A distincdo entre paredes primaria e secundaria € dada com base na fase
de crescimento celular, quando sao sintetizadas, e em sua composi¢ao, sendo que
a primaria € mais hidratada e gelatinosa (alta concentracdo de glicoproteinas,
hemiceluloses, compostos pécticos e microfibrilas de celulose dispersas), enquanto
a secundaria € mais densa e menos hidratada, composta principalmente de
celulose e hemicelulose, muitas vezes embebida em lignina (Siqueira e Filho 2010;
Gomes 2017). A complexidade e a dinamica desta estrutura favorecem diversas
funcdes bioldgicas, como suporte mecéanico, protecdo fisica contra patdégenos,
regulacdo osmoética e transporte de materiais tanto ao nivel celular quanto tecidual,
além de promover a recalcitrancia quimica e biolégica necessaria para adaptacao
ao ambiente terrestre e aplicacdo a processos industriais (Wei et al. 2009).

A celulose e a hemicelulose séo polissacarideos constituidos por hexoses e
pentoses envoltos em uma matriz amorfa que age como barreira natural ao ataque
de microrganismos e/ou enzimas, tornando esses materiais estruturalmente rigidos
e pouco reativos. Porém, podem ser hidrolisados a acglcares e, eventualmente,
fermentados a produtos de valor agregado de interesse industrial (Santos et al.
2012).

A composi¢do quimica basica da biomassa lignocelulésica, geralmente,
contém 23-53% de celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-35% de

pectina, 10-30% de lignina e uma pequena quantidade de cinzas e extrativos,
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variando em func¢éo do tipo de biomassa (Hargreaves 2008; Hernandez-Beltran et
al. 2019).

[Organiuqéo Estrutural d'] Distribuicdo de Celulose, Hemicelulose
Parede Celular e Lignina na Parede Celular

——/

Mcmbrana

Biomassa
Lignocelulésica|

Figura 3: llustragcdo esquematica da estrutura da parede celular vegetal (extraida de Lo Sciuto, 2015).

2.2.1. Celulose

A celulose é o polimero linear de maior ocorréncia mundial, cujas fibras
encontram-se imersas numa matriz complexa, protegida pela rede de hemicelulose
e lignina. Esse homopolissacarideo € composto por cadeias com grau de
polimerizacdo de 4.000 a 15.000 unidades de glicose unidas por ligacbes
anidroglicopiranosideas do tipo p(1-4) (Figura 4), sendo que cada par dessa hexose
€ definido como celobiose - unidade conformacional minima da celulose
(Hargreaves 2008).

Sua estrutura pode ser classificada em trés niveis: o primeiro € definido pela
sequéncia de residuos [B-D-glicopiranosidicos, unidos por ligacdes covalentes,
formando o homopolimero de anidroglicose com ligagdes B-D (1—4) glicosidicas,
de forma geral (CsH100s). O segundo descreve a conformacao molecular, isto é, a
organizagdo espacial das unidades repetitivas, sendo caracterizado pelas
distancias das ligacbes e respectivos angulos e também pelas ligacdes de
hidrogénio intramoleculares. Ja o terceiro nivel define a associa¢cdo das moléculas,

formando agregados com uma estrutura cristalina, conferindo elevada resisténcia
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a tenséo e tornando a celulose insoluvel em agua, assim como um grande numero

de outros solventes de dificil acessibilidade enzimatica (Santos et al. 2012).

H
H L
R H--""
v ool H o, H O g H™CH,
ceme H— H o}
o ikd ™ N o & Nl
e o o - CiH
N IR R LoH o H
H_~CH, H - Ij/CH H H
o)
H
» .
He—y e
HO
H HH
o
o= A O
H s 1 o .
H D/E HeH LoHo o7y e
R H e}
NSO T © N o PN G
aH
oy H © N
H o H__=H =
ot Hoog— 7 "
\ N
H H

Figura 4: Representagdo esquematica das ligacdes entre as fibras de celulose (extraida da internet).

Geralmente, a celulose esta presente no ambiente na forma cristalina e em
pequenas quantidades de cadeias celulésicas paracristalinas ndo organizadas, de
forma amorfa. Nesta dltima conformacdo, € mais susceptivel a degradacéo
enzimatica (Sanchez 2009).

A hidrélise completa da celulose requer a acdo de enzimas: (i) endo-1,4-3-
glicanase (conhecida por endocelulase ou endoglicanase), que atua catalisando a
hidrolise aleatéria de ligaces glicosidicas presentes em por¢cdes internas das
regides amorfas da fibra de celulose gerando duas novas extremidades, uma
redutora e uma ndo redutora; (i) exo-1,4-B-glicanase (conhecida como
celodextrinase ou celobiohidrolase), que age nas extremidades redutoras e nao
redutoras das fibras de celulose, gerando glicose (celodextrinase) ou celobiose
(celobiohidrolase) como produto final; e (iii) B-glicosidade (conhecida por
celobiase), que libera monémeros de D-glicose por meio da hidrdlise de celobiose
e das extremidades n&o redutoras de celulose. Entretanto, a hidrolise completa da

celulose é limitada pela recalcitrancia da biomassa vegetal e consequente

dificuldade do acesso das enzimas hidroliticas. Para contornar esse problema,
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alguns fungos produzem proteinas, chamadas swoleninas, responsaveis por
promover uma desordem molecular de regides cristalinas da fibra de celulose,
resultando em afrouxamento e consequente exposicdo e solubilizacdo das

moléculas de celulose - processo denominado amorfogénesis (Martins 2012).

2.2.2. Hemicelulose

As hemiceluloses sdo um grupo de heteropolissacarideos complexos
compostos por polimeros de pentoses (D-xilose, L-arabinose), hexoses (D-manose,
D-glicose, D-galactose) e acidos de acucares (acido-D-glucurénico e acido 4-O-
metil-glucurdnico) (Saha 2003). Geralmente, sdo classificadas de acordo com o
residuo de acucar principal no esqueleto, como, por exemplo, xilanas, mananas e
glucanas (Figura 5) (Odega e Petri 2010).

A composicao quimica e as caracteristicas estruturais variam amplamente
conforme a espécie, localizacéo subcelular e estagio de desenvolvimento. De forma
geral, as hemiceluloses estdo quimicamente associadas ou reticuladas a outros
polissacarideos, proteinas ou ligninas. Sua estrutura apresenta ramificacdes (baixo
grau de polimerizacédo — 70 a 200) que interagem facilmente com a celulose, dando
estabilidade e flexibilidade ao agregado (Kapoor et al. 2016).

Comparadas a celulose, as hemiceluloses apresentam maior
susceptibilidade a hidrélise acida, pois oferecem maior acessibilidade aos acidos
minerais comumente utilizados como catalisadores. Essa reatividade é usualmente

atribuida ao carater amorfo desses polissacarideos (Santos et al. 2012).
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As hemicelulases incluem enzimas acessoérias capazes de aumentar o
rendimento de acucares redutores durante a hidrélise enzimatica dos substratos
lignocelulésicos, e sua grande diversidade necessita de um conjunto variado de
enzimas para degradacdo completa dos polissacarideos (Robl et al. 2013). Para
degradacédo da xilana, € necessario um arranjo de enzimas com diversos modos de
acao, no qual (i) endo-1,4-B-xilanase clivam aleatoriamente a cadeia principal da
xilana; (ii) B-xilosidases clivam os xilooligdmeros, liberando xilose, enquanto as (iii)
a-arabinofuranosidases removem as cadeias laterais de arabinose, que
representam barreiras estéricas a cadeia principal da xilana. Os residuos acetil e
unidades de acido glicurdnico sdo removidos pelas (iv) acetil-xilana esterases e (V)
a-glicuronidases, respectivamente (Walia et al. 2017). Por fim, as ramificacdes
fendlicas sdo degradadas a partir da (vi) feruloil-esterases e (vii) p-coumaroil-
esterases (Beg et al. 2001).

As enzimas envolvidas na clivagem no polimero de manana séo as (i) endo-
B-mananases, que clivam aleatoriamente as ligacdes glicosidicas da cadeia
principal de manana, as quais liberam os manooligdmeros, que séo substrato para
as (ii) B-manosidases. As (iii) B-glicosidases removem as glicoses das cadeias
laterais de glucomanana e galactomanana, enquanto as (iv) a-galactosidases e (v)
acetil-manano esterases clivam cadeias laterais de galactomananos e liberam os

grupos acetil de galactoglucomanano, respectivamente (Costa e Filho 2018).

2.2.3. Lignina

A lignina, depois da celulose, é a macromolécula mais abundante dentre as
biomassas lignoceluldsicas. E um complexo fendlico amorfo, tridimensional, néo
solivel em agua, opticamente inativo, que forma uma vedacao fisica impermeavel
na parede celular da planta devido a sua interacdo com as fibras de celulose e
hemicelulose (Figura 6). Esta presente principalmente na lamela meédia e nas
paredes secundarias, onde confere resisténcia mecéanica, impermeabilizacdo
celular, protecdo quimica (estresse oxidativo) e biologica, além de contribuir para a
recalcitrancia da biomassa lignoceluldsica (Sanchez 2009).

Consiste em trés diferentes unidades de fenilpropanos: alcool p-cumarilico,
alcool coferilico e alcool sinapilico. A propor¢cdo de cada unidade pode variar

conforme o tecido e os diferentes grupos de plantas vasculares. Além disso, tais
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unidades podem se organizar de diversas formas, o que promove a grande
heterogeneidade de ligacdes observadas na molécula, tornando-se um desafio a
sua biodegradacao (Martins 2012).

A estrutura da lignina ndo é homogénea, possui regides amorfas e estruturas
globulares. A composicdo e a organizacdo dos constituintes da lignina variam de
uma espécie para outra, dependendo da matriz de celulose-hemicelulose
(Bortolazzo 2011).
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Figura 6 Representagdo esquematica das ligag8es entre as moléculas formadoras da lignina (extraida da internet).

Para despolimerizacao da lignina, varias enzimas oxidativas, que catalisam
reacdes especificas, estdo envolvidas, como lacases, lignina peroxidase (LiP),
manganés peroxidase (MnP), peroxidades versateis (VP), peroxigenases nao
especificas (UPO), cloroperoxigenases (CPO), dentre outras, cada uma com seu
mecanismo de acdo particular (MAkelA et al. 2016). As enzimas de atividades
auxiliares, denominadas monooxigenases de polissacarideos liticas (LPMOSs),
promovem clivagem oxidativa aleatéria em polissacarideos e oligossacarideos,
requerendo oxigénio molecular e vias enzimaticas (celobiose desidrogenase) ou

nao enzimaticas (acido ascoérbico) como doadores de elétrons, para formacao de
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novas extremidades redutoras e nativas no decorrer das cadeias (Vaaje-Kolstad et
al. 2010; Chylenski et al. 2017).

No processo de hidrélise enzimatica dos materiais lignocelulésicos, a lignina
atua como uma barreira fisica para as enzimas, as quais podem ser
irreversivelmente capturadas pela lignina e, consequentemente, influenciar na
guantidade de enzima requerida para a hidrélise, assim como dificultar a
recuperacdo da enzima apdés a hidrélise (Santos et al. 2012).

Mesmo presente em quantidades menores em relagéo a fracéo celulésica, a
lignina confere limitacdo suficiente para retardar, ou mesmo impedir, a atuacao

microbiana sobre o material (Bortolazzo 2011).

2.2.4. Pectina

Pectinas sdo complexos de &cidos coloidais, de carga negativa, que,
juntamente com as celuloses, sao carboidratos abundantes presentes nas plantas,
representando um terco de seu peso seco. Substancia péctica € o nome genérico
usado para os compostos que agem como substratos para atuagédo das enzimas
pectinoliticas, como protopectina e acidos pécticos, presentes na parede celular e
na lamela média, contribuindo na firmeza e estrutura dos tecidos vegetais
(Gummadi and Panda 2003; Jayani et al. 2005).

Quimicamente, as substancias pécticas sdo formadas por um esqueleto
principal de residuos de acidos galacturbénicos unidos por ligagdes glicosidicas do
tipo a-1,4, e os grupos carbonila sédo parcialmente esterificados de 60 — 90% com
metanol, de alto peso molecular (25 - 360 KDa), podendo conter cadeias laterais
de arabinose, galactose e xilose (Gummadi and Panda 2003). Suas cadeias podem
ser divididas em duas regides - “regido lisa” e “regido peluda” (Figura 7) - e seu
grau de esterificacao varia conforme a fonte, estagio de crescimento e maturacao
dos frutos, vegetais ou tecidos (Zavala-Paramo et al. 2020). Em sua maioria,
consistem em trés dominios bem caracterizados estruturalmente:
homogalacturanas (HGA), ramnogalacturanas | e ramnogalacturanas Il (RGI e
RGII), os quais formam uma rede que possui consideravel potencial de modulagéo
de suas estruturas pela acao das enzimas de degradacéo da parede celular (Yadav
et al. 2009).
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As homogalacturanas representam cerca de 65% da cadeia principal da
molécula pectina, contendo residuos de acidos galacturdnicos unidos por ligacbes
a-1,4 glicosidicas, que podem ser metilados na posi¢éo O-6. As ramnogalacturanas
| sdo heteropolimeros compostos por unidades dissacaridicas de residuos de -
ramnopiranose e acidos galacturénicos unidos por ligacdes do tipo a-1,2 a cadeias
laterais de acucares neutros. Ja a estrutura das ramnogalacturanas Il consiste em
uma cadeia principal de HGA com cadeias laterais formadas por cerca de 12
acucares diferentes (arabinose, galactose, xilose, fucose, &cido acérico, acido
glucurénico, apiose, etc.), sendo que, em algumas plantas, tem sido identificada na

parede celular como polimero estrutural (Yadav et al. 2009).
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Figura 7: Estrutura da molécula de pectina (extraida e adaptada de Gupta, 2005).

As substancias pécticas estao presentes de varias formas nas plantas, o que
€ uma provavel razdo para a existéncia de diversas formas de enzimas
pectinoliticas, as quais representam de 0,5 - 4% do peso de materiais frescos
(Jayani et al. 2005). Em frutos imaturos, a pectina esta ligada as microfibrilas de
celulose, na parede celular, sendo que tais pectinas estédo insolluveis e, portanto,
conferem rigidez a esta. Porém, durante a maturagéo, a estrutura da pectina é

alterada pela ocorréncia natural de enzimas nos frutos. Essas altera¢des envolvem
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a gquebra da cadeia péctica ou das suas cadeias laterais ligadas as unidades da
cadeia principal. Nesse caso, as pectinas tornam-se mais solluveis, e sua aderéncia
a parede celular € perdida, deixando os tecidos vegetais mais macios (Jayani et al.
2005).

Devido a diversidade de substancias pécticas, um amplo sistema de enzimas
de degradacéao é necessario. Essas enzimas sao classificadas de acordo com seu
mecanismo de agdo, substrato preferencial e tipo de clivagem (Kashyap et al.
2001). Portanto, elas podem ser divididas em trés grandes grupos: protopectinases,
gue degradam a protopectina insolavel e polimerizam a pectina soluvel; esterases,
que catalisam a deesterificacdo da pectina por meio da remocao dos ésteres
metoxil; e depolimerases (polimetilgalacturonases - PMG e poligalacturonases -
PG), que catalisam a clivagem hidrolitica das ligacdes a-1,4 dos &cidos D-
galacturénicos (Kashyap et al. 2001; Jayani et al. 2005).

As polimetilgalacturonases (PMG) realizam a hidrolise de ligagdes do tipo a-
1,4 no cerne da estrutura da pectina, gerando 6-metil-D-galacturonato. Essas
enzimas agem preferencialmente em cadeias de pectina altamente esterificadas
(Jayani et al. 2005). J& as poligalacturonases (PG) efetuam a catélise de ligacGes
do tipo a-1,4 na cadeia de acido poligalacturénico, produzindo D-galacturonato.
Ambos os grupos abrangem enzimas com ac¢do endo-, que catalisam a quebra
randémica do substrato, e exo-, que catalisam a hidrolise na extremidade nao
redutora da pectina, produzindo mono e digalacturonato (Mohnen 2008).

As pectina esterases (PE) catalisam a desesterificacdo do grupo metoxil,
formando acido péctico e metanol. Elas agem nos grupos metil-éster de unidades
de galacturonato localizadas, preferencialmente, proximas a outras unidades nao
esterificadas (Kashyap et al. 2001).

As pectato liases (PGL) atuam no rompimento de ligacbes glicosidicas do
acido poligalacturénico, formando produtos insaturados por meio de mecanismos
de transeliminacdo, podendo agir, também, de forma endo ou exo no substrato
(Jayani., 2005). J4 as pectina liases (PL) sdo enzimas que atuam de forma
randdmica em cadeias altamente esterificadas de pectina, produzindo
metiloligogalacturonatos insaturados, através de mecanismos de transeliminia¢do

de ligacOes glicosidicas (Mohnen 2008; Jayani et al. 2005).
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As enzimas pectinoliticas sdo amplamente empregadas nas industrias
alimenticias como auxiliares tecnolégicos, além de possuirem ampla aplicacdo em
extracao e clarificagao de sucos de frutas, reducéo da viscosidade, clarificacao de
vinhos, extracdo de 6leos, remocao de cascas de frutas citricas e desengomagem
de fibras (Heerd et al. 2011).

2.3. Pré-tratamentos

A recalcitrancia encontrada na parede celular vegetal, obtida por meio de um
arranjo complexo de sua estrutura composta, torna-se o principal obstaculo para
uso integral da biomassa resultante em processos industriais.

A forma de associacdo heterogénea entre as fibras microcristalinas de
celulose e a presenca de lignina, pectina e hemicelulose na superficie celular
proporcionam baixa acessibilidade das enzimas hidroliticas ao substrato,
dificultando, assim, a liberac&o dos acucares contidos nesses polimeros (Dashtban
et al. 2009; Gomes 2017). O nivel de recalcitrancia de cada substrato
lignoceluldsico é unico e se altera de acordo com a espécie, variedade e tecido
vegetal (Silva e Filho 2017).

Uma possivel elucidacdo biolégica para o fendbmeno da recalcitrancia
quimica e fisica nas paredes celulares vegetais seria a resisténcia e a protecao a
degradacdo por herbivoros, nematoides e insetos, como também prevencédo a
infeccbes microbiolégicas tissulares (Buckeridge e Souza 2014).

Considerando-se tais atributos das paredes celulares vegetais, 0 processo
de conversdo de quaisquer das biomassas lignoceluldsicas cruas, em sua forma
recalcitrante nativa, a uma forma hidrolisada passivel de utilizacdo biotecnoldgica
exige um passo de pré-tratamento destas.

Os principais objetivos dos pré-tratamentos sdo remover ou fracionar o0s
diferentes componentes da lignocelulose (em particular, a lignina), bem como
reduzir a cristalinidade e o grau de polimerizagédo da estrutura celulosica, aumentar
a porosidade e a area de superficie acessivel as enzimas de degradacao, além de
diminuir a forca de coesao entre hemicelulose e celulose (Agbor et al. 2011; Gomes
2017). Dessa forma, a biomassa vegetal torna-se mais vulneravel a hidrélise, seja

ela quimica (acida) ou microbioldgica (enzimatica).
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Existem varios métodos de pré-tratamentos sendo desenvolvidos, cujas
aplicacdes sao fundamentadas na natureza do material a ser utilizado e em sua
finalidade, bem como em qual fracgdo a ser recuperada € de interesse
biotecnologico.

Pré-tratamentos fisico-quimicos associam fatores fisicos (elevadas
temperaturas) a fatores quimicos (alteracdo de pH, liquidos ibnicos, etc.) para
impulsionar a digestibilidade da biomassa lignocelulosica. Ja os pré-tratamentos
acidos utilizam solug@es acidas, diluidas ou ndo, em contato com a biomassa para
solubilizar parte da hemicelulose, resultando em um licor hidrolisado rico em
monossacarideos; e, nos pré-tratamentos alcalinos, a remocdo da lignina é
alcangcada com maior sucesso por meio de solu¢cbes de NaOH, KOH, Ca(OH)z ou
NHs. Os liquidos i6nicos atuam em niveis intra e intermoleculares das biomassas,
destruindo algumas das ligagdes quimicas existentes entre os componentes das
paredes celulares vegetais, gerando, simultaneamente, a reducéo da cristalinidade
da celulose e a separacao da lignina. Além disso, os pré-tratamentos biol6gicos
buscam remover as fracdes da lignina por meio de fermentacao solida realizada,
em grande parte, por fungos filamentosos Unicos ou em co-culturas mistas, sendo
estes responsaveis por secretar enzimas holoceluloliticas (celulases, pectinases e
hemicelulases) que promovem a degradacao da biomassa lignocelulésica (Silva e
Filho 2017).

Algumas caracteristicas sao levadas em consideracéo quanto a escolha do
pré-tratamento a ser utilizado, como custo operacional do processo, se ha
necessidade prévia para a realizacao deste (etapas preparatdrias, como moagem
e/ou reducdo do tamanho das particulas), rendimento dos produtos de interesse e
possibilidade de geracdo de compostos inibitérios durante o tratamento. Esta
Gltima caracteristica € de extrema importancia, uma vez que a lignina pode gerar
compostos fendlicos, e os polissacarideos, quando degradados, podem originar
aldeidos e furanosideos, que afetam ou inviabilizam o crescimento microbiano pos-
tratamento - etapa fundamental para alguns produtos de valor agregado
pretendidos (Agbor et al. 2011).

Muitas vezes, existe a combinag&o de pré-tratamentos mecanicos e fisico-

quimicos para que haja melhor rendimento e recuperacdo dos acucares
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fermentesciveis a posterior tratamento biologico, visando a produtos de interesse.
A moagem, a trituracao ou o corte dos residuos lignocelulésicos almejam a reducéo
do tamanho das particulas e a diminuicdo da cristalinidade e do grau de
polimerizacdo de seus constituintes, aumentando, portanto, a area de superficie
acessivel a degradabilidade enzimatica subsequente (Hendriks and Zeeman 2009).

Dentre os diversos pré-tratamentos fisico-quimicos, os hidrotérmicos
utilizam somente agua como reagente catalisador, seja na forma liquida (Liquid Hot
Water - LHW) ou de vapor (explosdo a vapor). Por essa caracteristica, sdo também
denominados auto-hidroliticos (Yu et al. 2015).

A grande efetividade destes pré-tratamentos € justificada por sua
caracteristica-chave, ou seja, a agua quente promove a solubilizacdo da
hemicelulose e da lignina a 160°C, facilitando a formacédo de oligossacarideos
capazes de clivar as ligac6es hemiacetais e liberar acidos cataliticos que auxiliam
na génese de monossacarideos atuantes sobre as ligacbes éter da celulose
amorfa, tornando-a, assim, mais acessivel a fermentacao, preservando sua forma
cristalina. Como resultado, obtém-se um liquido hidrolisado, rico em produtos
hemicelulésicos, denominado licor, e uma fracdo sélida com maiores proporcées
de celulose e lignina menos recalcitrantes (Hendriks e Zeeman 2009; Agbor et al.
2011; Silva e Filho 2017).

Reacdes térmicas que excedem 180°C promovem a solubilizacédo da lignina
e, a0 mesmo tempo, quase sempre produzem compostos fendlicos, heterociclicos
e aldeidos toxicos e/ou inibitorios ao crescimento microbiano, tais como o furfural,
5-hidroximetilfurfural (HMF), pentoses, vanilina, acido vanilico, dentre outros.
Mesmo em condicdes severas, ndo ha delignificacdo completa da biomassa, uma
vez que ocorre a precipitacao e a recondensacdo de compostos soluveis da lignina
(Hendriks e Zeeman 2009; Agbor et al. 2011; Behera et al. 2014).

A diferenca entre os pré-tratamentos em agua quente liquida (LHW) e
explosédo a vapor ocorre em razdo da quantidade e da concentracdo de produtos
gerados, sendo mais concentrados na explosdo e mais solubilizados em LHW
(Hendriks and Zeeman 2009). Porém, diferentes tipos de biomassas possuem
estruturas diferenciadas e apresentam mecanismos de reacgdes distintos (LI et al.
2014).
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Como principais vantagens do LHW, tém-se a ndo inclusdo de nenhum outro
tipo de reagente quimico ou catalitico, exceto agua (1), evitando, assim, problemas
de corrosdo nos equipamentos (2), e a ndo geracdo de residuos toxicos (3),
eliminando a necessidade de um passo de lavagem dos residuos solidos
remanescentes para neutralizacao (4). Além disso, requer baixas temperaturas
(150 - 200°C) para desempenho (5), baixo custo operacional e de manutencéo (6),
sendo passivel de aplicacdo industrial em larga escala (7), e, ainda, ndo necessita
de reducdo externa no tamanho das particulas da biomassa, uma vez que estas
sao quebradas durante o pré-tratamento (Wang et al. 2012; Behera et al. 2014).

O fator de severidade (denominado log Ro) de um tratamento hidrotérmico é
utilizado para comparar e avaliar diferencas entre pré-tratamentos quanto a
respostas distintas, correlacionando seus parametros a elas. Ele pode ser calculado
por meio da equacédo proposta por Overend e Chornet (1987), na qual tempo e
temperatura de exposicdo da biomassa lignoceluldsica sao fatores que afetam
diretamente a eficiéncia destes, como, por exemplo, no aumento da digestibilidade
da celulose por celulases ou na solubilizacdo da hemicelulose. A seguir, é

apresentada a equacédo de severidade.

Ti—Tb
logRO = log|t x exp (—)J
w

Equacgédo 1: Fator de severidade proposto por Overend e Chornet (1987), onde t (tempo em minutos), Ti
(temperatura empregada - °C), Tb (temperatura-base — 100°C), w (parametro de ajuste — 14,75).

2.4. Paecilomyces formosus
O género Paecilomyces abriga fungos cosmopolitas encontrados em solos,
plantas, animais, ambientes internos e géneros alimenticios. As espécies
pertencentes a ele sdo termotolerantes, de rapido crescimento, mesmo em baixas
concentracfes de oxigénio disponivel no meio (microaerofilia) e na presenca de
conservantes (resisténcia a formaldeido), sendo também oportunistas e

nematéfagos (Houbraken et al. 2008; Oka et al. 2015). Pela combinacéo destas

44



caracteristicas, tais espécies sao frequentemente encontradas como deteriorantes
de alimentos industrializados e bebidas pasteurizadas (Oka et al. 2014).

Historicamente, este género foi proposto por Bainer (1907) para acomodar
uma unica espécie de P. variotii. Posteriormente, foram realizadas revisdes e
modificacdes literarias por Brown & Smith (1975) e Samson (1974), em que foram
descritas 31 espécies. Luangsa-ard et al. (2004) efetuaram analises filogenéticas
comprovando que Paecilomyces € um grupo polifilético, estando suas espécies
subdivididas entre as ordens Sordariomycetidae e Eurotiomycetidae (Samson et al.
2009).

De acordo com sua taxonomia, Paecilomyces formosus pertence ao filo dos
Ascomycetes, subfilo Pezizomycotina, classe Eurotiomycetes, subclasse
Eurotiomycetidae, ordem Eurotiales e familia Trichocomaceae (Sakaguchi et al.
2018). Dentre os membros da familia Trichocomaceae que possuem ampla
distribuicdo e utilizacéo industrial, estdo os géneros Aspergillus e Penicillium.

Esta espécie participa do complexo de espécies de P. variotii, que abrange
uma gama de espécies desse género, devido, principalmente, a suas similaridades
fenotipicas. Algumas delas sdo patdbgenos humanos que causam muitos tipos de
infeccbes em pacientes imunossuprimidos, como endocardites e infeccfes
cutaneas leves, sendo que, dentre as mais virulentas, estao P. lilacinum e P. variotii.
O tratamento para infeccfes causadas por esses patdgenos é realizado por meio
da ingestdo de pequenas concentracbes de Anfotericina B e Voriconazol,
respectivamente (Barker et al. 2014). E importante destacar que n&o foram
descritas, na literatura, qualquer infeccéo provocada por P. formosus.

As caracteristicas morfologicas (Figura 8) das coldnias de P. formosus se
configuram pelo rapido crescimento em temperatura ambiente, coloragdo marrom-
amarelado e superficie pulverulenta. Apresentam conidioforos hialinos
irregularmente ramificados, clamidésporos de paredes lisas, globosas e levemente
pigmentadas, conidios isolados elipsoidais ou cilindricos, com truncamento nas
extremidades (Samson et al. 2009; Lopes et al. 2017).

Diversas aplicagBes industriais tém sido propostas para P. formosus em
setores distintos: area biotecnologica, na producdo enzimtica de pectinases

(Damasio et al. 2010b) e tanases (Houbraken et al. 2008); area ambiental, na
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degradacéo e descoloracdo de corantes toxicos (Bulla et al. 2017), detoxificacdo
de aguas residuais (Aftab et al. 2017), biofiltracdo de tolueno (Houbraken et al.

2008), producado de fito-hormbnios (Wagas et al. 2015) e controle bioldgico de

pragas urbanas - escorpides (Brites-Neto 2018), dentre outras.

Figura 8: Estruturas reprodutivas assexuais de Paecilomyces formosus. A. Aspecto oliva-marrom dos conidios. Seta mostra
0 ponto de ramificagdo do conidiéforo. B. Conidios elipsoidais. C. Isolado com conidios cilindricos e setas apontando
clamidosporos. D. Visdo morfolégica macroscopica em placa de Petri. Escala da barra = 20pm. Extraido e adaptado de
LOPES, 2016.

3 Justificativas

A grande quantidade de residuos agroindustriais gerada pela colheita e
beneficiamento do café, bem como sua composicao nutricional e bromatolégica,
torna esses residuos interessantes substratos para o crescimento do fungo
filamentoso P. formosus, produtor de ampla gama de enzimas e metabdlitos
secundarios, uma vez que estes residuos ndo possuem destinacao apropriada.

Em razdo do alto indice de pectina presente na mucilagem do café, a busca
por utilizar tais residuos na producao de pectinases torna-se uma alternativa viavel
para minimizar o impacto ambiental ocasionado pelo descarte inadequado destes
no meio ambiente, atentando-se, também, & aplicacdo dessas enzimas em diversos
processos industriais.

O interesse no uso dos licores obtidos por meio dos pré-tratamentos ocorre
com o intuito de facilitar o cultivo de fungos filamentosos em fermentadores, visando
a producdo em larga escala dessas enzimas, visto que o emprego de substratos
insolaveis dificulta o desenvolvimento e o controle da fermentacao. A utilizacdo de
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fontes de carbono solaveis facilitaria este processo, ja que a producdo enzimatica

nao estaria sujeita a hidrolise do substrato em sua forma natural.

4 Objetivos gerais

Aliado as tecnologias de pré-tratamento hidrotérmico como ferramentas para
diminuicao da recalcitrancia dos materiais lignoceluldsicos, o presente trabalho teve
como objetivos avaliar o potencial de producéo enzimatica holocelulolitica da fracao
liquida (licor) obtida a partir do pré-tratamento em 4gua quente liquida (LHW) de
residuos agricolas de café como fonte de carbono para cultivo por P. formosus,
bem como purificar e caracterizar enzimas pectinoliticas oriundas dessas
fermentacdes.

O efeito de trés variaveis do processo de pré-tratamento (concentracdo de
biomassa, tempo e temperatura de exposicdo desta) e de quatro varidveis do
processo de cultivo (pH do licor, temperatura de incubacédo, agitacdo e
concentracdo de nitrogénio) foi analisado sobre a composicao dos licores gerados
e a producdo de pectinases por P. formosus. Uma extensa caracterizagdo de
composicdo dos licores e residuos solidos remanescentes do processo de pré-
tratamento foi efetuada com o intuito de se tracar paralelos destes com a produc¢éo
enzimatica. Uma vez selecionadas as condi¢cfes ideais de pré-tratamento e cultivo,
novos cultivos foram realizados em frascos erlenmeyers. Ambos os parametros
foram otimizados, almejando-se maximizar a producdo pectinolitica para

posteriores aplicacdes industriais.
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Capitulo Il
Selec¢ao do microrganismo produtor de pectinase

e pré-tratamentos das biomassas

lignocelulésicas
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1. Introducéo

Os residuos lignocelulosicos séao fontes de carbono alternativas, de baixo
custo, alta qualidade e consisténcia, que oferecem solu¢des potenciais para 0s
desafios atrelados a crescente demanda por sustentabilidade (Gurram et al. 2016).

A industria cafeeira gera, anualmente, grandes quantidades de residuos
ricos em compostos organicos (proteinas, lipidios, celulose, hemicelulose, lignina,
compostos fendlicos, além de substancias pécticas e outros polissacarideos) que,
geralmente, ndo possuem disposicao final bem definida e sdo considerados téxicos
na natureza (Pandey et al. 2000b). Grandes estudos tém sido realizados com o
objetivo de valorizar a natureza heterogénea dos compostos do café e introduzi-los
no mercado. Diversas séo as aplica¢des: na forma de biodiesel e etanol (Hermosa
2014; Caetano et al. 2017), biogas (Battista et al. 2016), producdo de acidos
organicos, como o acido levulinico (Licursi et al. 2018) e acido giberélico (Machado
et al. 2002), carotenoides (Dias 2016), além de enzimas variadas, como a-amilases
(Murthy et al. 2009), pectinases (Antier et al. 1993), xilanases e celulases (Navya e
Pushpa 2013; Cerda et al. 2017a). Algumas instituicbes envolvidas no
desenvolvimento e gerenciamento de rejeitos também coletam parte destes
residuos e comercializam para outras empresas, que 0s empregam em diferentes
nichos, como de insumos de compostagem e de jardinagem, producdo de
cogumelos comestiveis, dentre outros (Pujol et al. 2013).

A rica composicao dos residuos de café e outras biomassas lignocelulésicas
somente se tornam disponiveis para a utilizacdo biotecnolégica se forem
submetidas a algum tipo de pré-tratamento que exponha seus constituintes aos
processos de conversdo, sejam eles quimicos ou microbiolégicos (Jong et al. 2012).

As diferentes metodologias de pré-tratamentos tém como principal objetivo
modificar a estrutura da parede celular de forma a diminuir sua recalcitrancia,
aumentar a porosidade, a digestibilidade e a eficiéncia de conversdo dos seus
polimeros constituintes em agucares fermentesciveis (Hendriks and Zeeman 2009;
Zahoor and Yuanyuan 2014).

Os métodos de pré-tratamentos sao divididos em fisicos, quimicos, fisico-
quimicos, bioldgicos, elétricos e as combinagcbes geradas entre eles. Dentre os

fisicos, os pré-tratamentos térmicos sao amplamente utilizados, nos quais as
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biomassas sdo aquecidas a temperaturas acima de 100 °C. Se as temperaturas
sdo aumentadas acima de 150 °C, partes das biomassas lignocelulésicas séo
solubilizadas; em primeiro estagio, o0s componentes hemiceluldsicos e,
posteriormente, a lignina (Hendriks e Zeeman, 2009).

O pré-tratamento utilizando agua quente liquida (Liquid Hot Water — LHW)
engquadra-se nos pré-tratamentos hidrotérmicos, que aliam altas temperaturas a
altas pressbes para realizar a dissolugdo dos componentes hemicelulésicos
utilizando somente 4gua como solvente (Silva e Filho 2017). Durante o processo
de catalise, adicionalmente aos compostos da hemicelulose, podem ser formados
potenciais inibidores que dificultam ou inviabilizam o crescimento microbiolégico
(Akhtar et al., 2016).

Os fungos filamentosos s&o microrganismos capazes de crescer em
ambientes desfavoraveis. Neste ambito, os fungos ascomicetos pertencentes ao
género Paecilomyces sdo cosmopolitas, possuindo caracteristicas que facilitam a
colonizagdo de diferentes ambientes, desde solos a hospedeiros patogénicos
humanos (Dong et al. 2012). As diferentes espécies incluidas neste género variam
a producdo de um arsenal bioquimico de enzimas, como fitases (Laguna et al.
2015), tanases (Battestin e Macedo 2007), lacases (Kluczek-Turpeinen et al. 2003),
xilanases, celulases, pectinases (Damasio et al. 2010b; Patil et al. 2012a; Zerva et
al. 2014), quitinases (Brites-Neto 2018), micotoxinas (Oka et al. 2014) e variados
metabdlitos secundarios de aplicacdo biotecnoldgica.

Neste capitulo, buscamos identificar as cepas de P. formosus melhores
produtoras de pectinases sobre os diferentes pré-tratamentos aos quais foram
submetidas. Variacbes dos parametros dos pré-tratamentos hidrotérmicos e das

condicdes de cultivo para inducdo enzimatica foram avaliadas.

2. Materiais e métodos

2.1. Reagentes

Os reagentes pectina de frutas citricas, xilana de aveia, carboximetilcelulose
(CMC) e manana foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA).
Obteve-se a peptona bacteriologica C da empresa AcuMedia, Neogen, (Indaiatuba
- SP), e o acido cloridrico PA e o hidroxido de sédio PA, da empresa Dinamica
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Quimica Contemporanea (Indaiatuba - SP). A coluna e a pré-coluna Dionex
CarboPac-PAl1 cromatograficas foram adquiridas da ThermoFischer Scientific
(Waltham, MA, USA).

2.2. Origem dos residuos de café

As cascas de café arabica e robusta, utilizadas no screening microbiolégico,
foram obtidas na cidade de Lavras — MG, armazenadas em temperatura ambiente
e submetidas & moagem para reducdo da granulometria e adequagcao ao processo
de fermentacdo submersa. Para os cultivos de triagem e selecéo dos isolados, as
cascas de café ndo sofreram nenhum tipo de pré-tratamento térmico ou quimico
anterior a indugéo enzimatica.

Todos os residuos do beneficiamento de café arabica, utilizados no
planejamento experimental e pré-tratamentos, foram gentiimente cedidos pela
Fazenda Boa Sorte, localizada no municipio de Campos Altos - MG. Antes de
serem submetidos as etapas de pré-tratamento e fermentacdo, foram tomados

alguns cuidados relativos a cada residuo coletado:

e Polpa (casca melosa): foi congelada até o momento da utilizacéo,

2.3.

guando foi seca e, posteriormente, triturada, para ajuste da
granulometria.

Casca tradicional: obtida do beneficiamento por via seca, foi
armazenada em temperatura ambiente e triturada em moinhos de faca
de bancada.

Casca desmucilada: obtida ap6s secagem e processamento do café
desmucilado, foi armazenada em temperatura ambiente e triturada em

moinhos de faca de bancada.

Screening das cepas utilizadas e potencial produtor de pectinases

A micoteca do Laboratério de Enzimologia, Departamento de Biologia

Celular, Universidade de Brasilia, conta com nove cepas de P. variotii isoladas de

diferentes ambientes, como distintos tipos de solos do cerrado (campo sujo,
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cerradao floresta e cerrado stricto sensu), serrapilheiras e troncos de arvores do
Distrito Federal.

Inicialmente, oito dessas cepas foram submetidas a triagem para producéo
de enzimas pectinoliticas. A utilizacdo delas foi autorizada com a concessao de
acesso e remessa de amostra de componente do patriménio genético n°
010237/2015-1/CNPq. Além disso, essa micoteca é registrada (registro 1128) no
World Data Center for Microrganism (WDCM).

Para a inducdo da producdo enzimética, os fungos foram crescidos sob
fermentacao submersa utilizando-se residuos agricolas gerados no beneficiamento
do café (casca de café arabica), sendo que estes ndo sofreram qualquer tipo de
pré-tratamento anterior.

As suspensodes de esporos foram obtidas a partir da raspagem da superficie
das diferentes placas, crescidas por sete dias, contendo meio MEA 2% (extrato de
Malte Agar) a 28 °C, durante 10 dias, em incubadora do tipo BOD programada com
fotoperiodo de 12 horas. A partir dessa suspensédo de esporos, 0s meios de cultura
foram inoculados com uma concentracao de esporos equivalente a cerca de 1,35 x
107 esporos/g de fonte de carbono. Os cultivos foram realizados em Erlenmeyers
de 500 ml, contendo 200 ml de meio minimo mineral (g/L: KH2PO4 7,0; K2HPO4 2,0;
MgS0Oa4.7H20 0,5; (NH4)2S04 1,0; extrato de levedura 0,6) enriquecido com uma das
fontes de carbono complexas na concentragdo de 1% (m/v). Os cultivos foram
realizados em duplicata, e os frascos, incubados a 28 °C, sob agitagcéo de 120 rpm
durante 7 dias. ApoOs este periodo, os cultivos foram filtrados a vacuo com auxilio
de papel-filtro Whatman n° 5, e o material filtrado, denominado extrato bruto, foi
preservado em camara fria a 4°C, acrescido de azida sédica 0,2%.

A cada dia durante o cultivo, foi retirada uma aliquota de 1 ml, devidamente
congelada, para posterior determinacdo das atividades enzimaticas (CMCases,

xilanases, mananases e pectinases) correspondentes aquele dia.

2.4. Caracterizacdo dos extratos brutos

Os extratos brutos foram caracterizados quanto as atividades de
carboximetilcelulases (CMCase), xilanases, mananases e pectinases. Os ensaios

para deteccdo das atividades enzimaticas foram realizados em microescala,
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utilizando-se uma aliquota de 5 pl de extrato bruto e 10 pl dos substratos
carboximetilcelulose (CMC) 4%, xilana de farelo de aveia 1% (oat spelts),
galactomanana 1% e pectina citrica 1% (SIGMA), respectivamente.

Os ensaios foram conduzidos a 50°C, por 30 minutos, em microplacas de
PCR incubadas em termociclador (BioRad). A determinacéo de acucares redutores
foi executada segundo o método do acido dinitrosalicilico (DNS), descrito por Miller
(1959), com a adicédo de 30puL de DNS a reacao que foi submetida a fervura a 97°C
por 10 minutos. A concentracdo de agucares redutores liberados foi determinada a
partir de leitura a 540nm em leitor de microplacas SPECTRAMAX (Molecular
Devices, EUA). As atividades enzimaticas foram expressas em Ul/ml, sendo que Ul
representa a quantidade de enzimas capaz de liberar 1 pmol de produto por minuto
nas condi¢des de ensaio. Foram realizadas curvas de calibracdo utilizando-se os
monossacarideos (glicose, xilose, manose e acido galacturénico) como padrdes
para os calculos das atividades de CMCase, xilanase, mananase e pectinase,

respectivamente.

2.5. Determinacao de proteinas totais

A concentracao de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford
(Bradford 1976), empregando-se o Kit Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, EUA).
Uma solucdo de BSA (albumina sérica bovina), de concentracdo 0,1 mg/ml, foi

usada para construcao da curva padréo.

2.6. Andlise estatistica

Com os dados referentes a cada curva de indugdo enziméatica pelos oito
diferentes isolados, realizaram-se a analise de variancia multifatorial e o teste de
Tukey, por meio do software R, para as médias, buscando-se avaliar os efeitos das
cepas, tempo de cultivo, substrato e tipo de café que apresentaram as melhores
atividades.

Os trés melhores isolados, que exibiram as maiores atividades pectinoliticas,
foram selecionados para a realizacdo da identificagdo molecular e o

prosseguimento do trabalho.
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2.7. Identificacdo molecular dos isolados

Todas as cepas utllizadas neste trabalho foram identificadas
morfologicamente como Paecilomyces variotii pelo grupo de pesquisa do professor
Dr. Luis Roberto Batista (Laboratério de Microbiologia de Alimentos, Universidade
de Lavras), com base em suas caracteristicas miceliais e de crescimento em
diferentes temperaturas.

A identificagdo molecular dos isolados, anteriormente selecionados como
melhores produtores pectinoliticos, foi realizada para assegurar a idoneidade das
cepas trabalhadas, sendo que todo o processo foi executado em parceria com o
grupo de pesquisa dos professores Dr. Robert Neil Gerard Miller e Dr. Gabriel
Sérgio Costa Alves (Laboratério de Microbiologia: Interacdo Planta-Praga,
Universidade de Brasilia).

Para isso, foram selecionadas as sequéncias de DNA correspondentes aos
genes de calmodulina, B-tubulina e ITS (Internal Transcribed Spacer) do RNA
ribossomal (regides 1 e 4).

Culturas monosparicas dos trés isolados fungicos foram realizadas segundo
protocolo de Keitt (1925), modificado por Ezekiel (1930) e Lambert (1939). As
solucdes de esporos foram diluidas de forma seriada e devidamente estriadas em
placas contendo &gar-agua até crescimento micelial inicial de Unico esporo (3 a 4
dias). Estes esporos foram retirados e transferidos para placas de meio MEA 2%
mantidas a 28 °C por quatro dias, com o intuito de crescimento e esporulacdo das
culturas. A partir dessa biomassa, houve transferéncia para frascos Erlenmeyers
de 500 ml, contendo 200 ml de meio MEA 2%. Os cultivos foram realizados em
duplicata, e os frascos, incubados a 28 °C, sob agitacao de 120 rpm durante 5 dias.
Apos este periodo, os cultivos foram filtrados a vacuo com o auxilio de papel-filtro
Whatman n° 5, e a massa micelial obtida foi encaminhada para extragcdo de DNA e
posterior reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

A extracdo de DNA foi efetuada segundo protocolo de Doyle & Doyle (1991),
modificado por Patrocinio (2007), também conhecido por método
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico.

A amplificacdo dos fragmentos através de PCR foi realizada por meio do kit
GoTag® Hot Start Polymerase (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com as

62



instrucbes do fabricante. As regides ITS — sub-regides (ITS1/ITS4), cal
(calmodulina) e, B-tubulina foram amplificadas pelas misturas do kit contendo 10 pL
de tampé&o 5X Green GoTaq® Flexi Buffer, 8 uL de solugcdo MgCl2 (25 mM?), 1 pL
mix de nucleotideos (dNTP), 0,25 uL GoTaq® Hot Start Polymerase, 1 yL dos
respectivos primers fordward/reverse (Tabela 1) e 1 pL do DNA padrdo a ser
amplificado. As temperaturas de anelamento dos primers foram 55°C para ITS,

55°C para B-tubulina e 53 °C para calmodulina.

Tabela 1 Sequéncia nucleotidica dos primers para as regides ITS, calmodulina e B-tubulina

Primers Sequéncia
ITS
ITS1 Forward TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS 4 Reverse TCCTCCGCTTTATTGATATGC
B-tubulina
Bt2a Forward GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
Bt2b Reverse ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC
Calmodulina
CMD5 Forward CCGAGTACAAGGARGCCTTC
CMD6 Reverse CCGATRGAGGTCATRACG TGG

As amostras amplificadas foram purificadas, quantificadas e enviadas para
sequenciamento conforme instrucfes da empresa ACTgene Ludwig Biotecnologia
(Alvorada/RS — Brasil).

Analisaram-se os resultados de cada sequenciamento por meio do software
Geneious Bioinformatics 9.0.5; as sequéncias foram alinhadas, e a similaridade,
analisada por Blast, contra a base de dados de sequéncias ndo redundantes (nr)
do NCBI.

2.8. Pré-tratamento

A casca de café tradicional triturada foi o residuo utilizado para pré-
tratamento e geracédo dos licores indutores de holocelulases. Ela foi incubada com
agua destilada, em cilindros de aco inoxidavel, vedaveis, de volume interno de 300

ml (Swagelok, Ohio, EUA), em diferentes concentracées (1, 3 e 5% m/m),
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temperaturas (140, 185 e 230°C) e tempos de incubacéo (6, 14 e 23 minutos), de
acordo com delineamentos fatoriais detalhados adiante. O peso final da mistura,
entre biomassa e agua, foi de 225 g em todos os pré-tratamentos.

Os cilindros vedados, contendo a mistura de biomassa e agua, foram
aguecidos até a temperatura indicada e o tempo especificado para cada ensaio,
determinado pelo planejamento estatistico, em um banho de areia fluidizado Tecam
SBL-2 (Cole Parmer; Vernom Hils, IL, EUA) capaz de atingir altas temperaturas
com precisao de + 2°C.

Apos aincubacédo da biomassa, os cilindros foram resfriados em uma mistura
de agua gelada e gelo por aproximadamente 10 minutos. A fracdo liquida,
denominada licor, foi separada do sedimento por filtracdo a vacuo utilizando-se funil
de Buchner e papel-filtro (Whatmann n° 5) e armazenada a -20°C até o momento

de utilizac&o, para cultivo e analise de composicéo.

2.9. Planejamento experimental e design fatorial

Foram testadas variacdes em diversos parametros, tanto do pré-tratamento
hidrotérmico (LHW) quanto dos cultivos em frascos Erlenmeyers, para se
determinar quais as melhores condicdes para producao de enzimas pectinoliticas.

Dentre as variaveis testadas para os cultivos, avaliaram-se a temperatura de
incubacéo, o pH do licor, a agitacdo e a concentracéao final de nitrogénio, durante o
processo fermentativo, além daquelas aferidas no decorrer do pré-tratamento LHW:
concentracdo de biomassa, tempo e temperatura de exposicao.

O efeito dos parametros do tratamento hidrotérmico e das condicdes de
cultivo sobre a composicdo dos licores e a producdo de holocelulases foi
investigado por meio de planejamento experimental fatorial fracionado.

O design experimental Plackett-Burmann foi planejado a fim de identificar e
avaliar os efeitos dos fatores mais importantes para inducéo e producéo enzimatica
nos licores resultantes dos diferentes prée-tratamentos. A Tabela 2 mostra os
intervalos de variacdo, os niveis e a codificacdo das variaveis independentes
utilizadas no design experimental, e a Tabela 3, a combinacado dos niveis de fatores

avaliados.
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Os ensaios de cada tratamento foram realizados em duplicata, e o ponto
central, replicado dez vezes. O nivel de significancia aplicado aos efeitos dos
fatores das variaveis foi estabelecido por predicdo matematica através de superficie
de resposta, avaliada por teste t, empregado a um p valor < 0,05%. O intervalo de

confianca utilizado em todas as analises foi de 95%.

Tabela 2: Intervalo de variacdo, niveis e codificagdo das varidveis utilizadas no planejamento
experimental

Variaveis Independentes Niveis
-1 0 1
Tempo de PT* (min) 6 15 23
Temperatura do PT* (°C) 140 185 230
Concentragéo de biomassa (%) 1 3 5
Nitrogénio (g/L) 0 0.5 1
pH 4 7 10
Velocidade de agitacao (rpm) 87 120 154
Temperatura do cultivo (°C) 20 28 36

*PT: pré-tratamento

O software online Protimiza Experimental Design (Campinas/SP — Brasil) foi
utilizado para delineamento e avaliacdo das respostas obtidas.

Os licores obtidos foram empregados como meio de cultura para
crescimento de P. formosus e producdo de enzimas. Considerando-se o design
estatistico, os licores foram ajustados para pH 4,0 (nivel -1, com HCI puro absoluto,
para evitar alterac6es volumétricas e influéncias composicionais) ou para pH 10,0
(nivel 1, com NaOH 1M). Para suplementacdo de nitrogénio e alcance da
concentracéo final designada, foi empregada Peptona Bacterioldgica C.

Realizaram-se atividades de CMCases, xilanases, mananases e pectinases,
além da quantificacdo de proteinas, durante os dez dias de cultivos para cada

tratamento.
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Tabela 3: Planejamento experimental Plackett-Brurmann para avaliacao e triagem de variaveis indutoras de atividades pectinoliticas

Temperatura Concentragdo Concentragdo Velocidade de Temperatura
. Tempo de PT ) ) . . .
Experimentos ) do PT de Biomassa de Nitrogénio pH agitacdo do cultivo
min) €c) %) (alL) (rpm) €c)

1 23 (1) 140 (-1) 1(-1) 0(-1) 4(-1) 154 (1) 20 (-1)
2 23 (1) 230 (1) 1(-1) 0 (-1) 4 (-1) 87 (-1) 36 (1)
3 23 (1) 230 (1) 5 (1) 0 (-1) 4 (-1) 87 (-1) 20 (-1)
4 23 (1) 230 (1) 5(1) 1(1) 4 (-1) 87 (-1) 20 (-1)
5 23 (1) 230 (1) 5 (1) 1(1) 10 (1) 87 (-1) 20 (-1)
6 6 (-1) 231 (1) 5 (1) 1(1) 10 (1) 154 (1) 20 (-1)
7 23 (1) 140 (-1) 5 (1) 1(1) 10 (1) 154 (1) 36 (1)
8 6 (-1) 230 (1) 1(-1) 1(1) 10 (1) 154 (1) 36 (1)
9 23 (1) 140 (-1) 5 (1) 0(-1) 10 (1) 154 (1) 36 (1)
10 23 (1) 230 (1) 1(-1) 1(1) 4 (-1) 154 (1) 36 (1)
11 6 (-1) 231 (1) 5 (1) 0(-1) 10 (1) 87 (-1) 36 (1)
12 6 (-1) 140 (-1) 5(1) 1(1) 4 (-1) 154 (1) 20 (-1)
13 23 (1) 140 (-1) 1(-1) 1(1) 10 (1) 87 (-1) 36 (1)
14 23 (1) 230 (1) 1(-1) 0(-1) 10 (1) 154 (1) 20 (-1)
15 6 (-1) 231 (1) 5 (1) 0(-1) 4 (-1) 154 (1) 36 (1)
16 6 (-1) 140 (-1) 5 (1) 1(1) 4 (-1) 87 (-1) 36 (1)
17 23 (1) 140 (-1) 1(-1) 1(1) 10 (1) 87 (-1) 20 (-1)
18 6 (-1) 230 (1) 1(-1) 0(-1) 10 (1) 154 (1) 20 (-1)
19 23 (1) 140 (-1) 5 (1) 0 (-1) 4 (-1) 154 (1) 36 (1)
20 6 (-1) 230 (1) 1(-1) 1(1) 4 (-1) 87 (-1) 36 (1)
21 6 (-1) 140 (-1) 5 (1) 0 (-1) 10 (1) 87 (-1) 20 (-1)
22 6 (-1) 140 (-1) 1(-1) 1(1) 4 (-1) 154 (1) 20 (-1)
23 6 (-1) 140 (-1) 1(-1) 0(-1) 10 (1) 87 (-1) 36 (1)
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Tabela 3. Continuacéo...

Temperatura Concentragdo de Concentracéo Velocidade de Temperatura
. Tempo de PT ) o L .
Experimentos ) do PT Biomassa de Nitrogénio pH agitacdo do cultivo
min-) €c) %) (@lL) (rpm) €c)
24 23 (1) 140 (-1) 1(-1) 0 (-1) 4(-1) 87 (-1) 20 (-1)
25 14.5 (0) 185 (0) 3(0) 0.5 (0) 7 (0) 120 (0) 28 (0)
26 14.5 (0) 185 (0) 3(0) 0.5 (0) 7 (0) 120 (0) 28 (0)
27 14.5 (0) 185 (0) 3(0) 0.5 (0) 7 (0) 120 (0) 28 (0)
28 14.5 (0) 185 (0) 3(0) 0.5 (0) 7 (0) 120 (0) 28 (0)
29 14.5 (0) 185 (0) 3(0) 0.5 (0) 7(0) 120 (0) 28 (0)

(*) Valores entre parénteses correspondem aos niveis ajustados de acordo com design experimental (**) Ensaios 25-29 correspondem ao ponto central do

delineamento estatistico.
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2.10. Analises composicionais dos diferentes licores e residuos de

café

A composicdo e a quantificacdo dos oligossacarideos e
monossacarideos presentes nos diferentes licores obtidos foram
determinadas de acordo com o meétodo estabelecido pelo Laboratdrio
Nacional de Energia Renovavel (NREL), vinculado ao Departamento de
Energia dos Estados Unidos (Sluiter et al. 2008).

Para a composicao de biomassas, uma massa de 1,5 g de cada casca
de café tradicional pré-tratada (ensaios Tabela 2) foi embalada em papel-filtro
e submetida a extracdo em extrator de Soxhlet durante 24 horas. Cada
amostra foi submetida a extracdo dupla - uma com &gua destilada como
solvente, e a outra, com alcool etilico 95%.

ApOs cada extracdo, as amostras foram expostas a secagem em estufa
de circulacéo de ar, a 60 °C, durante 12 horas. Posteriormente, duas etapas
de hidrélise foram realizadas: na inicial, &cido sulfarico 72% (m/m) foi
empregado durante 1 hora, a 30 °C, e, em seguida, este mesmo &cido foi
diluido a 4% (m/m), e a biomassa foi novamente hidrolisada por 1 hora, a 121
°C. Os teores de lignina acido soluvel (ASL), lignina &cido insolavel (AIL), teor
de cinzas e umidade foram determinados conforme Sluiter et al. (2012), com
absorbancia a 205 nm (Rambo et al. 2013).

Para hidrolise dos licores resultantes dos pré-tratamentos, uma
aliquota de 5 ml de cada licor foi hidrolisada por autoclavagem (121°C) com
acido sulfarico 72% (m/m) durante uma hora, havendo posterior neutralizacao
do pH com adicdo de carbonato de calcio.

A determinacdo da quantidade de acucares foi estabelecida por
cromatografia de troca anidnica de alta pressdo, acoplada ao detector de
pulso amperométrico (HPAEC-PAD), em um sistema de cromatografia
DIONEX ICS3000 lon Chromatography DC System (Dionex Co., CA, USA),
utilizando-se coluna e pré-coluna CarboPac PA-1. A corrida foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Widmer (2011), e foram construidas
curvas de calibragcdo com solucbes padrdes em diferentes concentracdes
(0,625 - 40 uM) de fucose, arabinose, ramnose, glicose, xilose, sacarose,

galactose, manose, frutose, celobiose e acido galacturdnico.
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3. Resultados e discusséao

3.1. Screening e selecdo dos isolados

A escolha por P. variotii foi embasada nas caracteristicas metabolicas
deste fungo, devido a sua alta capacidade biotecnoldgica e ao vasto arsenal
enzimatico, que inclui desde enzimas hidroliticas, como xilanases, celulases,
amilases, pectinases e quitinases, até enzimas envolvidas nas vias de
degradagcdo de compostos organicos considerados fatores antinutricionais,
tais como fitases e tanases (Laguna et al. 2015). Sabe-se que os residuos do
café possuem grandes quantidades destes fatores antifisiologicos e
antinutricionais, como cafeina, taninos, fitatos e polifendis (Baggio 2006).

Além de todos esses fatores, os fungos pertencentes ao género
Paecilomyces possuem genes capazes de produzir resisténcia e degradacao
de formaldeidos, por meio dos genes que codificam sete enzimas
responsaveis pela oxidacdo de formaldeido, dentre elas: duas enzimas
ativadoras de formaldeido dependentes de glutationa, duas isoformas de S-
hidroximetilglutationa desidrogenase (S-HMGSH), duas S-formilglutationa
hidrolases e uma formato desidrogenase dependente de NAD* (Oka et al.
2014). P. variotii mostrou-se altamente resiste a formaldeido, quando a
enzima S-HMGSH foi capaz de degradar 4 mM deste substrato em um periodo
de 30 horas em condicfes anaerdbicas (Oka et al. 2015).

A adaptabilidade a ambientes adversos, que podem ser gerados
durante o processo de pré-tratamento dos residuos de café por meio de
transformacdes bioquimicas de seus compostos de origem, foi determinante
para a escolha do microrganismo a ser utilizado para a producdo de
pectinases a partir dessas biomassas lignocelulésicas.

Dessa forma, oito das cepas testadas produziram holocelulases
guando crescidas em meios de culturas liquidos contendo diferentes residuos
de café. A cepa 3RCSSE13, disponivel na micoteca, ndo obteve crescimento
micelial durante todo o processo de prospeccédo; portanto, ndo foi possivel
investigar sua secrecgéo enzimatica.

A Tabela 4 apresenta os isolados, homeados conforme cadastro na

colecéo de culturas e a codificagdo usada para este trabalho.
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Tabela 4 Apresentacéo e codificacdo das cepas de P. variotii

Cepas Caodigo
DCFS8 DC
DCFT5 CF
RCFS8 RC
3DSST13 3DT13
3RCSSE21 3RE21
3RCSSE14 3RE14
3RSST13 3RET13
3RCSSE22 3RE22

Os resultados das curvas de inducdo holocelulolitica das cepas

testadas sdo apresentadas a seguir.

0,20
0,18
0,16
0,14 4

0,12

0,10
0,08
0,06

0,04

Atividade volumétrica (Ul/ml) - 3BRET13

0,02

0,00

0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias )

Figura 9: Perfil de inducéo holocelulolitico de P. formosus 3RET13 em meio de cultura liquido
acrescido de residuos de café arabica 1% (m/v). (=) Atividade de CMCase, (™) atividade de
xilanase, (7*~) atividade de mananase, (*) atividade de pectinase.

A cepa 3RET13 (Figura 9) apresentou secrecdo enzimatica
holocelulolitica a partir do inicio do cultivo, com picos de atividades no primeiro

dia para CMCase (0,03 Ul/ml), com decréscimo ao longo dos dias. As
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mananases expressas tiveram picos de atividade ao primeiro e quinto dias de
cultivo, 0,04 e 0,05 Ul/ml, respectivamente, sendo que, para xilanase, houve
aumento da atividade enzimatica com apice no quinto dia (0,04 Ul/ml). As
atividades pectinoliticas obtiveram apice nos dias quatro e seis de cultivo: 0,11
e 0,10 Ul/ml, consecutivamente.

0,20

0,15

0,10

0,05 +

Atividade volumétrica (Ul/ml) - 3RE21

T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias)

Figura 10: Perfil de indugéo holocelulolitico de P. formosus 3RE21 em meio de cultura liquido
acrescido de residuos de café arabica 1% (m/v). (=) Atividade de CMCase, (™) atividade de
xilanase, (™) atividade de mananase, () atividade de pectinase.

A cepa 3RE21 (Figura 10) apresentou padroes de secrecao
semelhantes para inducao de xilanase e pectinase a partir do terceiro dia,
porém com picos de atividades de pectinase no primeiro e sétimo dias, 0,17 e
0,12 Ul/ml, respectivamente, sendo que a atividade xilanolitica ocorreu no
quinto dia, com pico de 0,04 Ul/ml. Mananase teve atividade maxima no
segundo dia (0,04 Ul/ml), enquanto a atividade celulolitica obteve apice no

primeiro dia (0,03 Ul/ml) de cultivo.
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Figura 11: Perfil de inducdo holocelulolitico de P. formosus 3DT13 em meio de cultura liquido

acrescido de residuos de café arabica 1% (m/v). (=) Atividade de CMCase, (=) atividade de
xilanase, (7*™) atividade de mananase, (™) atividade de pectinase.

A cepa 3DT13 (Figura 11) demonstrou perfil pectinolitico, com pico de
atividade no primeiro e sexto dias de cultivo (0,19 e 0,14 Ul/ml,
respectivamente); mananase (0,03 Ul/ml) ao quinto dia, CMCase (0,04 Ul/ml),

ao primeiro, e xilanase, com pico de ascendéncia ao sexto dia (0,07 Ul/ml).
0,20

0,15

0,10
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Figura 12: Perfil de inducdo holocelulolitico de P. formosus 3RE14 em meio de cultura liquido
acrescido de residuos de café ardbica 1% (m/v). (=) Atividade de CMCase, (™) atividade de
xilanase, (7*~) atividade de mananase, (™) atividade de pectinase.

A cepa 3RE14 (Figura 12) revelou padrao de aumento gradual a partir
do segundo dia para xilanase, com pico de atividade nos dias quatro e seis de
cultivo (0,04 e 0,05 Ul/ml, nessa ordem). A pectinase (0,16 Ul/ml) secretada
atingiu pico no primeiro dia, com queda e estabilizacdo a partir do quarto dia
e novo aumento de atividade no sétimo (0,10 Ul/ml). CMCase e mananase
mantiveram atividades estaveis a partir do primeiro dia de cultivo, com leve

decréscimo no quinto, e pico no sétimo dia, para mananases (0,07 Ul/ml).
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Figura 13: Perfil de indu¢éo holocelulolitico de P. formosus 3RE22 em meio de cultura liquido
acrescido de residuos de café arabica 1% (m/v). (=) Atividade de CMCase, (™) atividade de
xilanase, (™) atividade de mananase, (") atividade de pectinase.

O padréo de secrecéao e de picos de atividades estabelecido pela cepa
3RE22 esta demonstrado na Figura 13. A biomassa lignocelulosica induziu
aumento gradual das atividades de manase, xilanase e CMCase a partir do
primeiro dia, e decréscimo no quinto, alcancando picos de atividade no

segundo dia, para mananases (0,05 Ul/ml), e no quarto para CMCase (0,02
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Ul/ml), que se manteve constante durante o tempo de fermentacdo. A
atividade xilanolitica exibiu apice de producéo no quarto dia (0,04 Ul/ml), e a

pectinase, nos dias primeiro e quinto, respectivamente (0,14 e 0,13 Ul/ml).

RC

Atividade volumétrica (Ul/ml) -

Tempo (dias)

Figura 14: Perfil de indug&o holocelulolitico de P. formosus RC em meio de cultura liquido
acrescido de residuos de café arabica 1% (m/v). (=) Atividade de CMCase, (—) atividade de
xilanase, (=) atividade de mananase, (") atividade de pectinase.

Os padrdes similares de atividade revelados pela inducéo
holocelulolitica da cepa RC sdo apresentados na Figura 14. Pectinases
obtiveram pico de atividade no primeiro dia (0,11 Ul/ml), com decréscimo até
0 quarto dia e recuperagao no quinto (0,08 Ul/ml). Padrdes semelhantes
ocorreram com xilanase e mananase, que tiveram aumento sucessivo até
atingirem picos de atividade ao quinto dia, 0,05 e 0,06 Ul/ml, respectivamente.
CMCase alcancou atividade maxima no primeiro dia (0,04 Ul/ml) e,

posteriormente, manteve estabilidade durante o processo fermentativo.
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Figura 15: Perfil de indu¢do holocelulolitico de P. formosus CF em meio de cultura liquido
acrescido de residuos de café arabica 1% (m/v). (=) Atividade de CMCase, (™) atividade de
xilanase, () atividade de mananase, (™) atividade de pectinase

Os padrbes de secrecao enzimatica demonstrados pela cepa CF sao
mostrados na Figura 15. A atividade de pectinase teve aumento gradual até
atingir seu apice no quarto e sexto dias, 0,06 e 0,12 Ul/ml, nessa ordem. O
mesmo ocorreu para as atividades de CMCase e xilanase, onde a atividade
enzimatica maxima ocorreu no quinto dia (0,02 e 0,05 Ul/ml),
respectivamente, sendo que, para mananases, 0 pico indutor aconteceu no
quarto dia (0,03 Ul/ml).
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Figura 16: Perfil de inducdo holocelulolitico de P. formosus DC em meio de cultura liquido
acrescido de residuos de café arabica 1% (m/v). (=) Atividade de CMCase, (™) atividade de
xilanase, (™) atividade de mananase, (™) atividade de pectinase

Parametros semelhantes de secrecdo de enzimas distintas foram
verificados pela cepa DC (Figura 16). Mananase (0,05 Ul/ml), CMCase (0,03
Ul/ml) e xilanase (0,03 Ul/ml), induzidas por café arabica, obtiveram dois picos
de atividades - ao segundo e quinto dias - exceto a xilanase, cujo segundo
pico ocorreu no sexto dia. Ja as pectinases exibiram atividade maxima ao
quarto dia (0,10 Ul/ml).

Apesar das diferentes enzimas apresentarem atividades maximas em
dias distintos para a mesma cepa, pode-se notar que existe certo padrao de
secrecdo de hemicelulases quanto a degradacao da biomassa lignocelulésica,
em que o fungo secreta um arsenal Unico de enzimas para degradar diferentes
substratos. Esta resposta biolégica impar ocorre devido a capacidade de
producdo de ampla variedade de enzimas e compostos metabdlicos pré-
programados geneticamente (Cai et al. 2017; Silva e Filho 2017).

Analisando-se os resultados obtidos por meio da analise de variancia,
foi possivel detectar quais os efeitos de cada parametro estudado sobre as

atividades enzimaticas.
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As atividades enzimaticas obtidas durante as curvas de inducédo dos
residuos de café arabica, em todas as cepas avaliadas, foram consideradas
subestimadas. Tal fato ocorreu devido a ndo implementacédo de nenhum tipo
de pré-tratamento anterior ao periodo de incubacédo fungica e producao
enzimatica, podendo-se afirmar que n&o houve quebra/diminuicdo da
recalcitrancia do material lignocelulésico utilizado como fonte de carbono para
crescimento microbiologico. Este resultado pode ser confirmado apés a
utilizacdo de pré-tratamento hidrotérmico sobre a mesma biomassa
lignoceluldsica adiante neste trabalho.

N&o obstante a este evento, a biomassa utilizada foi capaz de induzir a
secrecdo heterogénea de holocelulases. As cascas de café arabica
demonstraram ser pouco superiores para a inducéo de pectinase (0,10 Ul/ml2,
respectivamente), seguida pela inducdo de mananase (0,032 Ul/mI€), que,
discretamente, apresentou ser um melhor substrato indutor para estas
enzimas do que para celulase e xilanase, ndo havendo diferencas
significativas entre elas.

O tempo de secrecao das enzimas no meio foi significante, de forma
individualizada para cada cepa em questao; porém, houve conformidade entre
todas, para maiores atividades pectinoliticas a partir do quarto dia de cultivo.

Dentre as cepas que obtiveram melhores atividades pectinoliticas, a
composicdo bromatolégica da biomassa (resultados mostrados adiante)
apresentou influéncia direta. Os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 5.
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Tabela 5: Atividades pectinoliticas médias em casca de café arabica

Cepas Atividades
3RE21 0,10 Ul/mlad
3RE22 0,09 Ul/m]bcd
3RET13 0,09 Ul/m]bcd
3RE14 0,08 Ul/m]bcd
CF 0,08 Ul/mi|de
3DT13 0,08 Ul/mlde
DC 0,07 Ul/mlef
RC 0,05 Ul/mlf9

*Letras minuUsculas laterais indicam comparac¢8es das médias realizadas por teste de Tukey.

Comparando-se os resultados obtidos, as cepas determinadas para a
continuacgéo deste trabalho foram 3RE21, 3RET13 e 3RE14 por possuirem as
maiores atividades em ambos o0s substratos utilizados (foram testados
residuos de café robusta conjuntamente aos residuos de café arabica, porém
estes dados serdo mostrados em anexo). A cepa 3RE22 obteve melhores
inducdes em café robusta, por isso ndo foi selecionada para prosseguimento
do trabalho.

A inducao enzimatica por casca de café pode ser explicada gracas a
camada de mucilagem contida no interior do mesocarpo, que apresenta
grandes quantidades de pectina no teor de soélidos soluveis, cafeina e acidez,
presentes nestes residuos (Halal 2008).

A ampla utilizacao de pectinases no processo de fermentacao de café
é feita durante a etapa de remocdo da mucilagem (desmucilagem), na
degradacdo da pectina existente, liberando componentes polifendlicos, como
cafeina, taninos e acidos clorogénicos, responsaveis por notas de sabores

adquiridas apo6s o processamento (Zavala-Paramo et al. 2020).

3.2. Identificacéo das cepas

O sequenciamento das cepas 3RE21, 3RET13 e 3RE14 possibilitou a
identificacdo das sequéncias nucleotidicas dos fragmentos amplificados das

trés cepas em ambos os primers (fordward e reverse), facilitando a
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comparacdo das nossas sequéncias aquelas depositadas na colecdo de
sequéncias de nucleotideos do GenBank/NCBI (National Center for
Biotechnology) por meio da ferramenta Standard Nucleotide BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool - www.blast.ncbi.nim.nih.gov ). A Figura 17

mostra a qualidade das sequéncias utilizadas para alinhamento e identificagéo

das cepas.
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Figura 17: Sequéncias bidirecionais do gene cal da cepa 3RE21

As analises conjuntas e isoladas das sequéncias amplificadas de cada
um dos trés genes utilizados indicaram similaridade as sequéncias da espécie
anamorfa Paecilomyces formosus, pertencente a um dos nove taxons do
género Byssochlamys. Dentro deste género, cinco desses taxons séo ditos
teleomorfos (B. fulva, B. laguncularidae, B. nivea, B. zollerniae e B. spectabilis
— anamorfo P. variotii), enquanto 0s outros quatro séo estritamente anamorfos
(P. saturatus, P. brunneolus, P. divaricatus e P. formosus) (Samson et al.
2009).

A utilizac&o de trés diferentes genes durante a identificacdo molecular
garante a confirmacdo da espécie. Para este trabalho, utilizamos as sub-
regides ITS 1 e 4, sendo que Barker et al ( 2014) utilizaram as regides ITS
D1/D2 e B-tubulina, encontrando identidade de sequéncias em 99,6% com P.
variotii.

A juncdo das metodologias morfolégicas e moleculares, aplicadas a
pesquisa literaria do microrganismo de interesse, que guiaram a escolha dos
genes a serem utilizados na identificacdo possibilitaram a certificacdo do
fungo P. formosus, no qual, por meio destas analises, puderam ser percebidas
similaridades moleculares e protedmicas e pequenas diferencas morfologicas

entre as cepas. As Figuras 18 e 19 exibem o grau de similaridade entre as
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sequéncias genbmicas de P. formosus e P. varioti demonstradas por

diferentes metodologias de identificacdo encontradas na literatura (que nao

foram testadas neste estudo).
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Figura 18 Arvores filogenéticas parciais do género Byssochlamys. Relacio de parentesco entre P. formosus e P. variotii (Extraida de

Samson, 2009)
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Figura 19: Representacéo protedmica de isolados de P. formosus e P. variotii obtidas por MALDI-TOF. (Extraida de Barker, 2014)

3.3. Cultivo de P. formosus nos licores

A Tabela 6 mostra o delineamento experimental utilizado com as

variaveis independentes nado codificadas de cada pré-tratamento e seu

respectivo fator de severidade. Os valores dos fatores de severidade variaram

entre 1,96 e 5,19.
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Tabela 6: Fator de severidade tratamentos

Ensaios Tempo Temperatura Concentracéo Fator de
(min) (°C) (% m/m) severidade
1 23 140 1 2.54
2 23 230 1 5.19
3 23 230 5 5.19
4 23 230 5 5.19
5 23 230 5 5.19
6 6 230 5 4.61
7 23 140 5 2.54
8 6 230 1 4.61
9 23 140 5 2.54
10 23 230 1 5.19
11 6 230 5 4.61
12 6 140 5 1.96
13 23 140 1 2.54
14 23 230 1 5.19
15 6 230 5 4.61
16 6 140 5 1.96
17 23 140 1 2.54
18 6 230 1 4.61
19 23 140 5 2.54
20 6 230 1 4.61
21 6 140 5 1.96
22 6 140 1 1.96
23 6 140 1 1.96
24 6 140 1 1.96
25 14.5 185 3 3.66
26 14.5 185 3 3.66
27 14.5 185 3 3.66
28 14.5 185 3 3.66
29 14.5 185 3 3.66
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O célculo do fator de severidade nem sempre € capaz de avaliar a
eficiéncia e predizer respostas dos tratamentos. Portanto, variacbes nos
ajustes dos parametros da equagdo podem nos ajudar a correlacionar
propostas para melhorar a anélise dos dados.

Visando facilitar a ordem dos experimentos, o planejamento estatistico
foi subdividido em quatro tratamentos que combinavam as mesmas condicdes
de cultivo (temperatura de cultivo e velocidade de agitagdo). A Tabela 7
mostra a forma como foram conduzidos estes experimentos, nos quais

somente a cepa P. formosus 3RE21 foi empregada durante esta analise.

Tabela 7: Subdivisdo do planejamento estatistico fatorial

Temperatura (°C) Velocidade de agitacdo (rpm)
Condicdo A 20 87
Condicéo B 36 87
Condicdo C 36 154
Condicdo D 20 154
Ponto Central 28 120

Quando inoculado nos experimentos da condicdo A, P. formosus
cresceu em todos os licores. O crescimento e o desenvolvimento deste fungo
em meios liquidos ocorrem em forma de grumos de micélio médios ou
grandes, Unicos ou nao. Este fato é observado devido as baixas rotacdes em
gue os meios de cultura foram acondicionados.

Os resultados das indu¢des enzimaticas sdo apresentados na Figura
20. Verifica-se maior atividade enzimética no experimento 24 para todas as
enzimas CMCase (a), xilanase (b), mananase (c) e pectinase (d), ao passo
gue os outros ensaios tiveram atividades menores, exceto para mananase (C)
no segundo dia de cultivo. Ja as concentracdes proteicas (e) variaram durante
o periodo de incubacao, dependendo do experimento realizado.

O fator de severidade do pré-tratamento utilizado para cada um dos
experimentos influenciou de forma sistematica nas atividades enzimaticas

produzidas durante o periodo de incubacéo. Os ensaios 3, 4 e 5 obtiveram o
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maior fator de severidade (logRo 5,19) dentre todos os experimentos da

condicdo, enquanto o ensaio 24, o menor (logRo 1,96).
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Figura 20: Mapas de calor demonstrando os perfis enzimaticos dos experimentos contidos nas condi¢cdes de cultivo A. (a) CMCase (b) xilanase (c) mananase (d) pectinase (e)
concentragao proteica.
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Na Figura 21, estdo os perfis enzimaticos obtidos na condicédo B. Os
licores utilizados para estes cultivos possuem fatores de severidade variados,
em sua maioria (logRo 1,96 a 5,19), influenciando individualmente cada
atividade enzimética. Porém, uma maior inducdo enzimatica para todas as
enzimas analisadas p6de ser evidenciada entre o segundo e quinto dias de
cultivo, podendo ser explicada pela adaptacdo do microrganismo em questao
a altas temperaturas, lembrando-se da termotolerancia ja descrita para P.

formosus.
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Figura 21: Mapas de calor demonstrando os perfis enzimaticos dos experimentos contidos nas condi¢des de cultivo B. (a) CMCase (b) xilanase (c) mananase (d) pectinase (e)

concentragéo proteica total.
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Os perfis enzimaticos, obtidos na condicdo C, podem ser visualizados
na Figura 22.

A combinacdo de alguns fatores, como a interacdo entre maior
temperatura de incubacgédo e alta agitacdo, além da composicdo dos licores,
neste tratamento, teve reflexos sobre as atividades enzimaticas obtidas dentro
de cada licor utilizado como meio de cultura. Verificou-se que o fator de
severidade foi considerado mediano, em sua maioria (logRo 2,54 — ensaios 7,
9 e 19).

Um mesmo padréao de inducgao foi obtido entre CMCases [Fig. 22 (a)],
xilanases [Fig. 22 (b)] e mananases [Fig. 22 (c)], com altos niveis de secrec¢ao
enzimatica no segundo, quarto e nono dias de cultivo, sendo que pectinases
(Fig. 22 (d)) alcangaram picos ativos no quarto dia.

Pode-se observar quando a temperatura de cultivo foi maior em ambas
as condicdes (B e C), maiores niveis de atividades enzimaticas entre o
segundo e quinto dias foram obtidas. Além disso, uma maior agitacao (154
rpm) ao final do cultivo propiciou novo pico de atividade, devido a restauracéo

dos niveis de oxigenacdo ao meio de cultura.
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Na Figura 23, podem ser visualizados os perfis enzimaticos atingidos
na condigao D.

As atividades enzimaticas obtidas pela maioria dos licores variaram
durante os dias de cultivo, pois, para xilanases [Fig. 23 (b)] e mananases [Fig.
23 (c)], altos niveis de secrecdo foram alcancados no primeiro dia, e, para
CMCases [Fig. 23 (a)], a inducdo enzimética ocorreu em dias variados.

Estes resultados corroboram aqueles obtidos no tratamento A (também
crescido em temperatura de 20 °C), nos quais a ampla variacao do fator de
severidade dos licores interferiu na inducao pectinolitica. Os licores 1, 12 e 22
exibiram os menores fatores de severidade dentro do tratamento (logRo 2,54,
1,96 e 1,96), induzindo, consequentemente, maior atividade pectinolitica em
dias alternados. Ja os demais licores apresentaram fatores de severidade
altos (logR0 4,61 e 5,19), dificultando a inducdo de pectinases.

Embora a agitacdo tenha sido alta, a atividade catalitica das enzimas

analisadas sofreu pouca interferéncia quanto a aeracdo dos meios indutores.
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Figura 23: Mapas de calor demonstrando os perfis enzimaticos dos experimentos contidos nas condigbes de cultivo D. (a) CMCase (b) xilanase (¢) mananase (d) pectinase (e)

concentragao proteica total.
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A Figura 24 mostra os perfis enzimaticos obtidos a partir da
fermentacao do ponto central.

O ponto central foi planejado experimentalmente para abrigar as
condicbes neutras das variaveis independentes, tanto de pré-tratamento
qguanto de cultivo. As atividades enzimaticas deste cultivo demonstraram ser
um misto do perfil enzimatico dos outros tratamentos submetidos
anteriormente - com CMCases [Fig. 24 (a)] e mananases [Fig. 24 (c)] sendo
secretadas no final do cultivo, e pectinases [Fig. 24 (d)] e xilanases [Fig. 24
(b)], no inicio. Verificou-se que a atividade pectinolitica permaneceu constante
durante todos os dias de incubacao.

O nivel de oxigenacédo gerado pela agitacdo de 120 rpm demonstrou
suprir a necessidade do microrganismo, possibilitando o aumento da secrec¢éo

das enzimas analisadas a partir do sétimo dia de cultivo.
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Os padrdes de atividade para cada uma das enzimas analisadas,
produzidas a partir dos licores utilizados como meio indutor, em funcdo do
tempo de incubag&o e enriquecimento destes, evidenciam quais fatores do
pré-tratamento e cultivo exerceram influéncia significativa sobre as atividades

enzimaticas. Estas interferéncias serao discutidas no item a seguir.

3.4. Analise da superficie de resposta

O intuito de se realizar o design do planejamento experimental,
incluindo, em conjunto, as variaveis independentes do pré-tratamento e do
cultivo, foi avaliar quais delas exercem maior influéncia sobre a atividade
pectinolitica de P. formosus.

Os efeitos de cada variavel do processo sobre a atividade enzimatica,
em cada dia de incubacédo, foram calculados por meio da metodologia da
superficie de resposta.

Na Tabela 8, estédo os efeitos das varidveis do pré-tratamento e cultivo,
bem como suas interacdes diarias sobre a secrecdo de pectinase, dentro do

cultivo realizado.

Tabela 8: Efeitos das variaveis independentes dos pré-tratamentos e cultivos e suas interagbes sobre a

atividade pectnolitica em funcdo dos dias de cultivo.

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9 Dl'OA
Tempo de PT -1.38 -2.33* -1.48* -0.92 -1.90* -5.31* -2.05* -1.33* -0.68* 0.93*
Terg‘(’)eg}t”ra 1.41 -2.56* -1.36* -0.98 2.37* -5.05* -2.05* -1.28* -0.50 0.80*
Concentragao 2.87* -2.64* -1.79* -1.82* -1.06 -4.61 -1.60 -0.60 0.03 1.59*
de Biomassa
Concentracao 0.54 -0.70 -0.91 -0.16 -0.81 -4.03 -1.46 1.11* -0.51 0.47
de Nitrogénio
pH -2.35* -3.97* 2.51* -3.33* -3.31* -5.75* -2.46* -1.59* -1.21* -1.70*
;’e'oc.'daqe 1.86 -0.60 -0.69 -0.74 -0.76 -4.85 -2.46* -1.65* -1.47* -1.90*
e agitacdo
Temperatura -1.85 -2.75* -0.28 0.66 -2.03* -4.51 -1.04 -0.94* -0.46 -1.07*
do cultivo

(i) Nivel de significancia aplicado com p valor < 0,05. (ii) valores demarcados com (*) apresentam diferenca

estatistica significativa.
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Com base nos efeitos calculados e na experimentacao pratica, algumas
consideracdes podem ser inferidas.

No que tange as variaveis dos pré-tratamentos, o tempo de incubacao
e a temperatura a qual a biomassa € exposta estéo intimamente relacionados,
de forma que, quanto menor eles forem, maiores atividades enzimaticas serdo
obtidas. Estes elementos séo utilizados para o calculo do fator de severidade
de cada licor gerado.

Como ja se sabe, altos fatores de severidade implicam em maior
geracdo de compostos inibitérios ao crescimento microbiano (Hendriks e
Zeeman 2009), sendo o pré-tratamento LHW capaz de solubilizar mais de
80% da hemicelulose presente na parede celular de biomassas
lignocelul6sicas, principalmente na forma de oligbmeros. Em temperaturas
acima de 180 °C, ocorre, também, solubilizacdo da lignina e seus compostos
de formacéo; dentre eles, o furfural, o acido glucurénico e o acido acético séao
formados a partir da degradacdo de grupos O-acetilados de cadeias
ramificadas da hemicelulose (Yu et al. 2015).

A concentracdo de biomassa utilizada em cada pré-tratamento
influencia diretamente a concentracdo de acucares redutores presentes nos
licores. Pequenas por¢des de biomassas pré-tratadas disponibilizam maiores
concentracbes destes acucares conforme o aumento da temperatura e o
tempo que ficam incubadas. Porém, altas temperaturas e tempos promovem
a degradacao destes (Behera et al. 2014).

Com relacdo ao binbmio tempo x temperatura de pré-tratamento, a
atividade pectinolitica de P. formosus sobre o licor gerado a partir de baixas
concentracfes de residuos de café (1% e 3%) foi aumentada durante os
quatro primeiros dias de cultivo, ndo havendo interferéncias da quantidade de
biomassa utilizada para geracao do licor a partir do quinto dia. Dessa forma,
supde-se que a alta capacidade de resisténcia metabdlica desta espécie seja
responsavel pela adaptacdo ao ambiente hostil. Silva e Filho (2017)
encontraram o0 mesmo padrdo quando identificaram maior atividade de
xilanase, proveniente de A. niger crescido em licores oriundos de pré-
tratamento hidrotérmico em bagaco de cana 1%, em relacdo ao mesmo licor
obtido nas mesmas condicbes de tempo e temperatura de exposicédo (30
minutos a 170°C), porém com concentracao de 11% da referida biomassa.
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E importante ressaltar que menores quantidades de biomassas pré-
tratadas, além de renderem maiores concentracfes de acUcares redutores,
também facilitam a recuperacdo do licor obtido ao final do processo. Tais
caracteristicas abrem espaco para seu emprego em larga escala, uma vez
gue a baixa severidade destes tratamentos amplia o leque de utilizacdo destes
licores industrialmente.

No que diz respeito aos efeitos das variaveis independentes dos
cultivos, somente o pH inicial do meio exerceu influéncia direta sobre a
atividade enzimatica durante todo o processo de incubagdo, no qual P.
formosus obteve maiores secrec¢des pectinoliticas nos tratamentos com
licores de pHs mais acidos.

As reacfes que ocorrem durante o LHW propiciam a acidificacdo do
meio aquoso utilizado. Sob altas temperaturas, o pH e o pKa da agua séo
alterados, e esta passa a atuar como um acido fraco por meio da liberacéo de
ions hidronio (HsO%) resultantes de sua autoionizagdo. Isso porque, nos
primeiros momentos, essa modificacdo quimica é o principal fator que leva a
despolimerizacdo da hemicelulose, devido a quebra de suas ligacdes
glicosidicas. Além disso, grupos acetil e outros substituintes laterais da
hemicelulose, como o acido glucurdnico e acido O-metilglucurénico, oriundos
da xilana, bem como o &cido galacturdnico, advindo da hidrélise de substratos
pécticos, sao liberados para o meio aquoso, constituindo uma fonte local de
acidos organicos que contribuem para a acidificacdo do meio (Li and Zheng
2017).

O efeito da interagcéo entre pH e temperatura altera a estabilidade de
pectinases, uma vez que estas enzimas sao pH dependentes (Kohli e Gupta
2015a). Pectinases alcalinas sdo, geralmente, produzidas por bactérias,
enguanto pectinases acidas sdo geradas por fungos filamentosos e leveduras
(Gummadi e Panda 2003).

A suplementacao de nitrogénio por meio de uma fonte organica deste
composto nao gerou qualquer intervencao sobre as atividades enzimaticas de
P. formosus, contrariando resultados encontrados por Giraldo et al. (2012) e
Minussi et al. (1997), nos quais a adicdo de 1% de peptona e 1% de extrato
de levedura, respectivamente, aumentou a secrecao enzimatica de P. variotii

e P. griseoroseum.
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A nao necessidade de suplementacdo ao meio pode ser interpretada
como excesso de disponibilidade de nitrogénio, uma vez que a solubilizacéo
deste por meio do LHW pode suprir as caréncias metabdlicas do fungo.
Battestin e Macedo (2007) verificaram que fontes complexas de nitrogénio
inibiram a producdo enzimatica de P. variotii e causaram decréscimo da
atividade de tanase em seus experimentos. Em contrapartida, o uso de fontes
inorganicas estimulou a sintese de proteinas e a rapida utilizacdo de
nitrogénio. Tais resultados sugerem que h& exigéncia de baixas
concentracdes de nitrogénio para produgdo enzimatica, podendo este ser um
fator limitante na secrecao proteica.

A variacdo da velocidade de agitacdo e do consequente nivel de
oxigenacdo gerado por ela obteve efeitos mais significativos sobre o
rendimento enzimatico somente a partir do sétimo dia de cultivo de P.
formosus, no qual a demanda de oxigénio ao final do cultivo € pronunciada.

Embora P. formosus seja amplamente identificado como
microrganismo termotolerante, os resultados alcangados durante este
trabalho demonstraram que temperaturas mais brandas levaram a uma menor
secrecdo proteica e maior atividade enzimatica (Figura 17), podendo sugerir
uma economia metabdlica.

A combinacéo dos efeitos de ambas as variaveis do pré-tratamento e
cultivo é mostrada na Figura 25.

Cultivo Pré-tratamento
3.00 2.00 4
2.00 1.00 4
1.00 0.00 -
0.00 ) 100 4
-1.00
B -2.00 -
S -2.00 200
- - 1
W 300 ’
-4.00 -4.00 A
_E.00 1 -5.00
-6.00 -5.00 T T T T T T T T T
gop® 1 2 3 4 5 B T & 9 10 1 o 1 2 3 4 5 6 T 8 9
' Dias Dias
e ) H =l /g|0cidade de agitacio e Tempo de PT ==l Temperatura do PT
Temperatura do culfivo e Concentragio de Mitrogénio === CONCENtracio de Biomassa

Figura 25: Efeito conjunto das variaveis analisadas no cultivo e pré-tratamentos ao longo dos dias de
incubacdo
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Analisando-se os resultados, observamos que todas as variaveis
seguem aproximadamente o mesmo padrdo, com efeitos ascendentes
durante o tempo de incubacao. Vale ressaltar que as respostas obtidas nestes
efeitos sdo correlacionadas a todos os tratamentos, realizados em tempos
espaciais diferentes.

O diagrama de Pareto, apresentado na Figura 26, mostra graficamente
a magnitude dos efeitos das variaveis sobre o sexto dia de incubacéo.

Um decréscimo acentuado em todos os efeitos conjuntos é observado
no sexto dia de indculo, tornando-o mais negativo. Essa disposicéo significa
que, quanto maior forem os valores para as variaveis estudadas, em maior
grau a resposta é influenciada na reducéo de seu valor. No caso observado
do sexto dia, os valores mais negativos para os efeitos, interrompendo a
tendéncia de crescimento de efeito do primeiro ao quinto dia, levam a supor
gue valores menores para as variaveis (experimento 24 da Tabela 3 -
temperatura de pré-tratamento de 140°C, tempo de exposicdo de 6 minutos,
1% de biomassa, pH 4,0, 20°C, 87 rpm e sem adi¢ao de nitrogénio) ocasionam
atividades especificas maiores.

Média
Concentragao de Nitrogénio

(x4)

Temperatura do PT (x2)

pH (xs)

Concentragéo de Biomassa
(x3)

Velocidade de agitagéo (xs)

Variavel

Tempo de PT (x1)
Curvatura

Temperatura do cultivo (x7)

0 0.5 1 1.5 2
Efeitos Padronizados (tcalc)

Figura 26 Diagrama de Pareto referente aos efeitos das variaveis sobre a atividade de pectinases ao sexto
dia de cultivo.
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3.5. Composicdo bromatolégica dos licores e biomassas

A &gua residual do processamento de café, os licores e a fracao solida
de biomassa, obtidos a partir da combinacdo das variaveis referentes aos
diversos pré-tratamentos, foram caracterizados quanto a composicdo dos
acucares.

Na Tabela 9, encontram-se a codificagéo utilizada para cada licor e a
biomassa resultante deles, além da descricdo dos fatores por meio dos quais
foram gerados.

Tabela 9: Licores e biomassas submetidos a analise composicional de agucares

o Tempo Temperatura Conc_entra(;éo Fato_r de
Codigo (min) C) de biomassa severidade
(% m/m) (logRo)
PC 14,5 185 3 3,56
1 23 230 1 5,19
2 6 230 1 4,61
3 23 140 5 2,54
4 23 230 5 5,19
5 6 140 1 1,96
6 230 5 4,61
7 6 140 5 1,96
8 23 140 1 2,54
Agua Agua residual (sem pré-tratamento) )

PC: ponto central

A Figura 27 mostra a concentracdo de acucares presentes nos licores

obtidos ap6s os pré-tratamentos.
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Figura 27: Concentracdo de acUcares nos licores e biomassas hidrolisados (H), ndo hidrolisados (NH), (bio)
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Arabinose (HH) Fucose.

A composicdo quimica dos residuos de café pode variar em diversos
aspectos, como no genoétipo, altitude, variedade da cultura analisada,
condicdes de cultivo, estagio de desenvolvimento dos graos no momento da
colheita, dentre outros. Em cafés verdes, os carboidratos representam cerca
de 40 - 50% de sua composicdo quimica, consistindo em ambas fracdes
soluveis e insoluveis (Bonilla-Hermosa et al. 2014). A partir da analise dos
dados apresentados, verifica-se que, embora o mesmo residuo (casca de café
tradicional) tenha sido utilizado, as diferentes condicfes dos pré-tratamentos
foram capazes de solubilizar variados aclcares. E importante atentar-se ao
fato de que a hidrélise acida dos licores obtidos pos-tratamento mostra uma
variedade de composicdo ainda maior quando relacionada aos mesmos
licores n&o hidrolisados.

As formas oligoméricas de carboidratos foram encontradas
principalmente nos licores ndo hidrolisados, como esperado para pré-
tratamentos hidrotérmicos. A presenca de celobiose pode ser justificada
devido a moagem prévia ao pré-tratamento hidrotérmico e a quebra das fibras

de celulose durante este. No caso da sacarose, sua concentragao varia
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conforme o grau de amadurecimento dos gréos, podendo atingir até 12%
(peso seco) em café ardbica e 5% em café robusta (Bee et al. 2005). A
sacarose possui papel fundamental no desenvolvimento de propriedades
organolépticas (flavors, aromas e cores) durante a torrefagcdo dos graos e
elaboracao das bebidas, uma vez que as melanoidinas s&o formadas por meio
da incorporacédo de compostos fendlicos, sacarose e aminoacidos durante a
reacdo de Maillard (Mussatto et al. 2011b; Esquivel e Jiménez 2012;
Regazzoni et al. 2016).

Manose, frutose, glicose, galactose, ramnose e xilose compreendem
0S monossacarideos mais frequentemente encontrados na composi¢ao dos
licores, seguidos por arabinose, acido galacturénico e fucose. A identificacéo
de acido galacturénico pode ter sido subestimada devido a utilizacdo de
coluna detectora de mondomeros (CarboPac PA1l), pois, em suas
especificacdes, o fabricante indica a utilizacdo das colunas anibnicas
CarboPac PA20 e/ou CarboPac PA200 para uma melhor determinacao de
acucares provenientes da lignocelulose e acidos urbnicos (Basumallick e
Rohrer 2015).

Durante o desenvolvimento e a maturacao dos graos de café, a parede
celular sofre progressivas mudancas fisiolégicas na constituicdo dos
polissacarideos e das caracteristicas estruturais. Estudos recentes apontam
que a fracao soluvel da parede celular € composta por sacarose e polimeros
nao celulésicos de galactomananas e arabinogalactanas, enquanto sua fracao
insolivel inclui compostos celulésicos e pequenas quantias de
hemiceluldsicos (Fischer et al. 2001; Bee et al. 2005; Redgwell e Fischer
2006). Fischer e colaboradores (2001) estudaram a composicao
polissacaridica de gréos de café arabica e robusta, sendo que, em seus
resultados, os monossacarideos mais abundantes foram manose, galactose,
glicose e arabinose, sugerindo que a espécie arabica teve conteudo
levemente maior de manose (48%) que a robusta (45%), indicando alta
solubilidade destes polissacarideos e de suas cadeias laterais.

Os conteudos de glicose e frutose séo variaveis durante os estagios de
maturagdo dos grédos de café, estando em maior concentracdo quando estes
estdo verdes, associados ao perisperma, sendo que os teores de frutose

representam metade dos de glicose. Ao final do amadurecimento, as
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concentracdes de glicose e frutose diminuem, ao passo que h4 elevagéo dos
niveis de sacarose associada ao endosperma dos graos (Rogers et al. 1999).
Knopp et al. (2006) sugerem que os niveis de glicose e frutose séo
diretamente afetados pelo método de beneficiamento pds-colheita ao qual os
grdos sdo submetidos. Segundo os autores, cafés tratados por via seca
apresentam maior conteudo das referidas hexoses, enquanto os graos
tratados por via umida contém menores fracdes destas. Porém, os resultados
apresentados neste trabalho n&o corroboram estas afirmativas, contrapostas
pelas quantificacdes dos residuos casca_bio e polpa_bio, exibidas na Figura
19, que compreendem as respectivas biomassas sem pré-tratamento, ambas
com baixas quantidades de glicose e frutose em sua composicao.

A eficiéncia dos pré-tratamentos foi comprovada, devido a presenca de
grandes quantidades de oligossacarideos de intima associacdo da parede
celular disponiveis nos licores. As condi¢des variaveis presentes em cada preé-
tratamento possibilitaram ndo somente a ampla solubilizacéo de carboidratos
em quantidades variadas dos licores, mas também em sua qualidade, uma
vez que os acucares se apresentam de forma alterada na composicéo destes.
Estes resultados demonstram potenciais biotecnolégicos promissores,
dependendo dos oligossacarideos de interesse no processo de conversao da
biomassa em produto.

Em modelos de biorrefinarias, monossacarideos possuem alto valor
agregado. Xilose e arabinose podem ser convertidas em xilitol (Hernandez-
Pérez et al. 2016) ou arabitol (Kumdam et al. 2014), furfural (Agirrezabal-
Telleria et al. 2011) e etanol (Dasgupta et al. 2017). A glicose e outras hexoses
participam da sintese de acido levulinico por meio da producdo do
intermediario hidroximetilfurfural gerado durantes pré-tratamentos de
biomassas lignocelulésicas (Chang et al. 2007; Schmidt et al. 2017). Ja
manose e galactose tém grande utilidade em industrias alimenticias e
farmacéuticas, na fabricacdo de gomas e espessantes (Panegassi et al.
2000), producdo de manitol (Mussatto et al. 2011a) e como aditivo na
producdo de racgBes animais (Scapinello et al. 2008). Sobre o acido

galacturbnico e a ramnose, sdo empregados na composicdo de
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biosurfactantes e tensoativos (Barros et al. 2007) e no tratamento de efluentes
industriais (Martins e Bueno 2019), dentre outros.

A fracdo solida residual dos pré-tratamentos contendo as biomassas
teve composi¢éo quimica avaliada depois de cada tratamento. Os resultados
sao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Composigao quimica da fragdo soélida de biomassas resultantes dos pré-tratamentos com agua
quente liquida. Todos os valores representam percentuais (%)

Pré-tratamento Cinzas AlS ASL LT Umidade
1 14,6 + 0,00 0,7 £0,04 13,47 £ 0,01 14,17 58
2 24,7 + 0,00 0,82+ 0,05 2,07 £ 0,02 2,89 57
3 14,8 + 0,00 0,74 £ 0,04 12,1+ 0,00 12,84 58
4 26,4 + 0,00 0,79 £ 0,04 1,52 +0,01 2,31 49
5 14,7 + 0,00 0,90 +£ 0,03 12,34 + 0,00 13,24 56
6 14,6 + 0,00 0,89 £ 0,03 13,41 £ 0,01 14,3 57
7 14,2 + 0,00 0,73+0,03 10,04 + 0,00 10,77 55
8 13,8 £ 0,00 0,82 £ 0,03 12,47 £ 0,02 13,29 58
PC 15,1+ 0,00 0,93+0,03 15,61 £ 0,01 16,54 51
Solidos agua 11,1+0,41 0,87 £ 0,02 37,79 £ 0,00 38,66 60
Casca 14,6 + 0,00 0,70 £ 0,03 19,72 + 0,00 20,42 49
Polpa nt 13,6 £ 0,00 1,39+ 0,03 19,33+ 0,00 20,72 61
Polpa pt 13,5+ 0,00 0,89 + 0,02 13,44 + 0,00 14,33 63

AIS: lignina acido-insoluvel
AlL: lignina &cido-soluvel
LT: lignina total

Nt: n&o tratada

Pt: pré-tratada

A partir da analise dos dados apresentados, verifica-se que os pré-
tratamentos promoveram a delignificacdo parcial dos residuos. Segundo Silva
e Filho (2017), fragcbes sdlidas de pré-tratamentos hidrotérmicos possuem
propor¢cdes mais altas de lignina e celulose menos recalcitrantes e mais
favoraveis a conversao microbiolégica apds o pré-tratamento, uma vez que
este tratamento hidrotérmico pode remover até 80% da hemicelulose e
aumentar a digestibilidade enziméatica da fracao lignocelulésica restante.

Todas as comparacgOes foram realizadas com a biomassa casca (LT
20,42% - Tabela 9), com reducéo de cerca de 11% no teor de linina total nas
biomassas submetidas aos pré-tratamentos 2 e 4. A alta temperatura, aliada

ao tempo maximo de exposi¢cdo da biomassa, resultou na solubilizacdo dos
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compostos formadores da lignina na fragcdo liquida do tratamento.
Concomitantemente, a composi¢ao de carboidratos nos licores de ambos os
tratamentos foi semelhante, exceto pela presenca de fucose, somente
identificada no tratamento 2.

Notou-se que as biomassas com severidades baixa (7 e 5) e média (3
e PC) apresentaram baixa reducéo de lignina resultante, cercade 5 - 6% e 6
- 8%, nessa ordem. O ponto comum destes tratamentos encontra-se na
temperatura média utilizada neles (185 °C para PC, e 140 °C para os demais).
Hendriks e Zeeman (2009) afirmam que temperaturas proximas a 160°C
causam, além da solubilizacdo da hemicelulose, a solubilizacdo de lignina. O
mesmo perfil foi detectado quando a biomassa analisada foi a polpa de café,
que, apos pré-tratamento (condicao 5), apresentou 7% menos lignina em seus
residuos.

O alto valor de lignina resultante dos solidos presentes na agua residual
(38,66%) se deve a compostos desconhecidos que séo diluidos em seu meio
durante o processamento de café. Rattan et al. (2015), e Bonilla-Hermosa et
al. (2014) identificaram, em seus estudos, que 158% e 2,44%,
respectivamente, do conteudo total da agua residual do processamento de
café ardbica sdo componentes adquiridos durante os processos de
despolpamento e desmucilagem do café.

Na Figura 28, pode ser visualizada a concentracdo de agucares

presentes nas biomassas recuperadas ap0s o0s pré-tratamentos.
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Figura 28 Concentragio de aglcares nas biomassas residuais hidrolisadas (E2) Acido galacturénico (W)
Celobiose (7) Frutose (C3J) Manose (C0) Xilose (HH) Glicose (mE) Sacarose (HM) Galactose ()
Ramnose (77) Arabinose (Il ) Fucose.

Na analise de carboidratos das biomassas p0s-tratamento, nota-se que
houve grande reducéo dos acgUcares na porcao sélida, estando presentes em
baixas quantidades. Este resultado era esperado, uma vez que a principal
vantagem em se utilizar o LHW como pré-tratamento € a solubilizacdo da
porcdo hemiceluldsica na fracdo liquida, de forma a evitar a formacéo de

compostos inibitorios.

4. Conclusbdes

Um screening enzimatico realizado em oito cepas de P. variotii revelou
as trés maiores produtoras de pectinases (3RET13, 3RE14 e 3RE21) para
este experimento, das quais a cepa selecionada para a continuidade do
trabalho foi a 3RE21. A tripla identificacdo molecular destas cepas mostrou-
se bem-sucedida, sendo os isolados identificados como P. formosus. A
metodologia de superficie de resposta foi empregada visando as melhores
condicbes de cultivo e pré-tratamento para inducdo de pectinases,
identificando-se a condicéo de baixa severidade como melhor indicada para
investigagdo da producgéo Gtima de pectinases, devido a alta e rapida inducéo
dessas enzimas pelo licor resultante. Os diferentes pré-tratamentos utilizados

foram capazes de solubilizar variados carboidratos em formas monoméricas
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e oligoméricas, além de por¢des de lignina com menor grau de polimerizacao

entre as biomassas resultantes pos-tratamento.

5. Perspectivas

Como perspectivas futuras, propde-se a analise composicional de
aminoacidos e proteinas dos licores e biomassas lignocelulésicas, bem como
de compostos fendlicos produzidos nos licores a partir dos pré-tratamentos.

Ressalta-se que ambas as analises seréo realizadas em HPLC.
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Capitulo llI
Otimizacao da producao de pectinases por

Paecilomyces formosus em aguas residuarias do

processamento de café
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1. Introducao

O Brasil destaca-se por ser o maior produtor e exportador mundial de
café e o segundo mercado consumidor (Conab 2017). A industria de
processamento de café é uma das principais industrias agropecuarias,
contribuindo significativamente para o crescimento econémico nacional. Sua
importancia ndo esta somente no setor de exportacdes, mas também em sua
industrializacdo e geracdo de grande numero de empregos em toda a sua
cadeia produtiva (FAO 2018a).

Os frutos do café sao processados por dois métodos, classificados em
beneficiamento umido ou seco, dependendo da quantidade de agua utilizada
em seu preparo. A demanda por cafés de alta qualidade e,
consequentemente, sua bebida torna o processamento Umido o preferido para
que melhores caracteristicas sensoriais do café e melhores precos no
mercado sejam alcancados. Portanto, é utilizado em cerca de 40% de todo o
café beneficiado mundialmente (Aguiar et al. 2016; Garde et al. 2017). Nesse
método, os frutos de café sdo submetidos a remog¢ao mecanica da polpa com
o auxilio da &agua, gerando enormes quantidades de efluentes de alta
resisténcia, denominados aguas residuais do café, ou efluentes do café,
exigindo tratamento sistematico antes do descarte (Rattan et al. 2015).
Estima-se que a quantia de agua necessaria para realizacdo do
beneficiamento umido varia entre 8000 e 20000 litros por tonelada de café
processado (Kulandaivelu e Bhat 2012).

O presente trabalho pretende avaliar o potencial de producdo de
poligalacturonase por meio do cultivo do fungo P. formosus em &guas
residuarias do processamento umido de café como fonte de carbono, bem
como purificar e caracterizar enzimas pectinoliticas provenientes dessas

fermentacgodes.

2. Materiais e métodos
2.1. Reagentes

Os reagentes pectina de frutas citricas, acido dinitrosalicilico e tartarato
de sodio e potassio foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA);
as colunas cromatograficas DEAE FF, HiPrepl6/60 Superdex S-200 HR,
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Hitrap Desalting GE foram obtidas da GE Healthcare Life Sciences
(Piscataway, NJ, USA), e o kit de marcador de massa molecular Unstained
Protein Molecular Weight Marker (UPMWM), da Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA).

2.2. Origem dos residuos de café

As aguas residuarias do beneficiamento de café arabica foram
gentilmente cedidas pela Fazenda Boa Sorte, localizada no municipio de
Campos Altos - MG.

Antes de serem submetidas a fermentacédo, as aguas residuais foram
pasteurizadas seguindo-se o procedimento de aquecimento a 100°C, por 10
minutos, em autoclave, seguido por resfriamento e armazenagem a 4°C até o
momento de utilizacdo, de modo a evitar mudancas das caracteristicas fisico-

guimicas e possivel contaminagéo exégena.

2.3. Origem do microrganismo e manutencao

A cepa 3RE21 de P. formosus isolada de solo, pertencente a micoteca
do Laboratério de Enzimologia, foi submetida a triagem para producéo de
enzima pectinolitica em experimento anterior neste mesmo estudo, e, dentre
as trés melhores produtoras, foi selecionada para prosseguimento da
producdo enzimatica.

Para a producdo enzimatica, as suspensfes de esporos do isolado
foram obtidas por meio da raspagem da superficie das diferentes placas
crescidas por sete dias contendo meio MEA 2% (Extrato de Malte Agar) a 28
°C, durante 10 dias, em camara de demanda biolégica de oxigénio (BOD)
programada com fotoperiodo de 12 horas.

Para manutencdo do isolado, amostras de seu micélio foram
armazenadas em tubos contendo glicerol 50% (v/v), mantidas em ultrafreezer

a -80°C para posterior uso.

2.4. Producéo enzimatica

Para producédo enzimatica, os cultivos foram realizados em frascos de
2L, contendo 600 ml de agua residual de café, inoculados com uma
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concentracdo de esporos equivalente a aproximadamente 2,4 x 107
esporos/ml de fonte de carbono, durante 6 dias, sob agitacao de 87 rotacoes
por minuto (rpm), temperatura de 20°C e pH 4,0. ApGs este periodo, os
cultivos foram filtrados a vacuo com auxilio de papel-filtro Whatman n® 5, e o
material filtrado, denominado extrato bruto, foi preservado em camara fria a
4°C, acrescido de azida sddica 0,2%. As mesmas condi¢des de cultivo foram
aplicadas aos licores de casca e polpa de café, para verificacdo do melhor
meio indutor de pectinases.

Tais condic¢des de cultivo foram instauradas por meio de analise fatorial
realizada anteriormente neste mesmo estudo (condi¢cdo A, experimento 24,
item 2.10, capitulo I1), em que os licores provenientes dos pré-tratamentos em
agua quente liquida de cascas de café foram utilizados para se determinar
quais as melhores condi¢des para producdo de enzima pectinolitica. Dentre
as variaveis testadas para os cultivos, avaliaram-se: temperatura de
incubacéo, pH do licor, concentracao final de nitrogénio e agitacao, sendo que
as variaveis testadas nos pré-tratamentos foram concentracdo de biomassa,

tempo e temperatura de exposicao destas aos tratamentos.

2.5. Determinacdo da atividade enzimatica

Para determinacao da atividade de pectinase, foram realizados ensaios
pelo método de DNS, conforme descrito por Miller (1959) e adaptado por Vale
(2012). O substrato (pectina de frutas citricas) foi preparado em agua Milli-Q
na concentracdo final de 1%. As atividades enzimaticas de CMCase, xilanase
e mananase foram dosadas, porém nao apresentaram valores significativos.

Realizaram-se ensaios em microplacas de PCR 96 pocos (Applied
Biosystems), incubadas em termociclador (BioRad), utilizando-se 5 uL de
enzima e 10 uL de substrato. A mistura foi incubada a 50°C por 10 minutos,
e, apos esse periodo, foram adicionados 30 uL de DNS, fervendo-se a mistura
por 10 minutos a 97°C (Miller 1959). Adicionaram-se 150 yL de agua destilada
para posterior quantificacdo dos acucares redutores através de leitura da
absorbancia a 540 nm, por meio de um leitor de placa (SpectraMax M2e,
Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA, EUA).
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As atividades enzimaticas foram expressas em Ul/ml, sendo definidas
como a quantidade de acucares redutores liberados por minuto por mililitro de
extrato bruto (umol de agucar redutor/min/ml).

Para determinacdo da quantidade de acucar redutor liberado durante
0s ensaios enziméaticos, foram construidas curvas de calibra¢éo com &cido D-
galacturénico. Estas foram elaboradas a partir de uma solucao-estoque de 2
mg/ml do monossacarideo, variando a concentracdo do agucar redutor entre

0,2 - 2 mg/ml, totalizando o volume final de 15 pL.

2.6. Ultrafiltrac&o do extrato bruto enzimatico

O extrato bruto enzimético foi concentrado 10 vezes por meio do
processo de ultrafiltracédo, utilizando-se uma membrana com retencao de 30
kDa no sistema Amicon Filtration System-Stirred Cells (Amicon Millipore Co.,
Bedford, MA, USA), com pressédo de 75 psi, em ar comprimido, a 4°C. O limite
de exclusdo da membrana foi selecionado com base na alta massa molecular
esperada nas pectinases (Jayani et al. 2005; Damasio et al. 2010b). As
aliquotas do concentrado e do ultrafiltrado foram armazenadas a 4°C, para

posterior avaliacdo do perfil holocelulolitico.

2.7. Purificacao parcial da pectinase

A purificacdo parcial da pectinase foi realizada a 28°C, no sistema
cromatrogréafico automatizado Akta Prime, com software Unicorn 5.0 integrado
(GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA).

A fracdo concentrada proveniente do processo de ultrafiltracdo (200 ml)
foi aplicada em coluna de troca idbnica DEAE FF (dimensfes h= 14 cm, d=5
cm, para 60 ml de volume) pré-equilibrada com tampé&o A (fosfato de sodio 20
mM, pH 7.4). A eluicdo foi realizada mediante uma lavagem inicial de 70 ml
de mistura de solugdo tampéo A e 25% de solucdo tampéo B (tampéao A
contendo 1M de NaCl). Posteriormente, efetuou-se um gradiente linear desde
25% até 70% de solucdo tampéo B, sendo que a cromatografia foi realizada
com um fluxo de 3 ml/min (fluxo linear 54 mi/h), coletando-se fracées de 3ml,
e o resultado, monitorado pela absorbancia a 280 nm. As atividades

enzimaticas de cada fracdo foram determinadas, e as fracOes
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correspondentes aos picos de atividade enzimatica de pectinase foram
coletadas e analisadas por SDS-PAGE 12% (Laemmli 1970); depois,
armazenadas em camara fria a 4°C, com 0,01% (m/v) de azida sédica até sua
utilizacgéo.

As fracOes de proteinas correspondentes aos picos de atividade
pectinolitica foram liofilizadas, dissolvidas em agua Milli-Q e dessalinizadas

em colunas de 5 ml Hitrap Desalting (GE Healthcare Life Sciences).

2.8. Determinagdo da massa molecular enzimatica

As fracOes de proteinas dessalinizadas e com atividade pectinolitica
foram submetidas a fracionamento por cromatografia de exclusdo molecular
em coluna HiPrep16/60 Superdex S-200 HR (120 ml) pré-equilibrada com
agua Milli-Q. Foram aplicados 2 ml de amostra a um fluxo de 1 ml/min, sendo
coletadas frac6es de 1 ml. A absorbancia a 280 nm e a atividade enzimatica
das fracOes foram determinadas conforme protocolo do item 2.5. As fracdes
de proteinas correspondentes aos picos de atividade enzimatica de pectinase
foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE 12% (Laemmli 1970) e por
zimografia (Bischoff et al. 1998).

As fracBes equivalentes aos picos de atividade pectinolitica da
cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex S200 foram
novamente eluidas na mesma coluna, na presenca de tampao ureia 8 M, a
fim de se detectar a presenca de oligbmeros. A coluna Superdex S-200 HR
foi pré-equilibrada com Ureia 8M em agua, com aplicacdo de 2 ml de amostra
a um fluxo de 1 ml/min, eluidas isocraticamente, coletando-se fragdes de 1 ml.
A eluicao foi realizada em banho de gelo e acompanhada por absorcéo éptica
a 280 nm.

As massas moleculares das pectinases foram estimadas mediante
calibracdo da coluna por ajuste linear da curva entre os coeficientes de
particdo (Kav) e 0s pesos moleculares dos marcadores: com blue dextran 2000
(2000 kDa), tiroglobulina (669 kDa), apoferritina (443 kDa), B-amilase (200
kDa), alcool desidrogenase (150 kDa), soroalbumina bovina (66 kDa) e
anidrase carbonica (29 kDa). O coeficiente de particado (Kav) foi calculado pela

seguinte equacéao:
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av= —Vc_ Vo

onde:
Ve: volume de eluicdo das proteinas
Vo: volume de eluicdo da blue dextran (volume vazio)
Vc: volume geométrico da coluna
2.9. Determinacdo de massa molecular por espalhamento

por luz dinamica

As medi¢cbes de dispersédo dinamica da luz (DLS, do inglés Dynamic
light scattering) foram feitas em um Zetasizer Nano Series Nano-ZS (Malvern
Instruments, Reino Unido), para a determinacdo do tamanho de particula a
25°C, com o programa Zetasizer Software v7.11 (Malvern Instruments Ltd.,
Reino Unido). Um laser He-Ne com A = 633nm foi usado para as medi¢cbes
em 173° de deteccdo por retrodispersdo, usando-se cubetas de vidro
PCS8501 com abertura redonda. Os experimentos foram feitos com 3
medicbes para cada uma das fracGes de proteinas das cromatografias de
exclusdo molecular em condigdes nativas e desnaturantes (8 mol/L de ureia).
As amostras foram centrifugadas durante 5 min a 10000 rpm em
microcentrifuga de bancada e 1 ml do sobrenadante degaseificado com
bomba a vacuo, antes das medicdes.

Os parametros adicionais utilizados para as medidas foram: material =
proteina (RI = 1,45, absorcdo = 0,001), dispersante na condi¢cdo nativa agua
(viscosidade 0,8872 cp, Rl = 1,330) e na condicdo desnaturante de 8 mol/L de
ureia (viscosidade 1,5464 cp, RI = 1,397). Utilizou-se a viscosidade do
dispersante como a viscosidade da amostra e foram empregados os
pardmetros Mark-Houwink no calculo do peso molecular por DLS. No
processamento, utilizou-se o modelo de andlise de varias populagfes com alta

resolucao (Multiple narrow modes (high resolution)).
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2.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

O grau de pureza da enzima parcialmente purificada foi analisado por
SDS-PAGE (Laemmli 1970), e as amostras do extrato bruto, concentrado,
DEAE FF e fracbes da exclusdo molecular (Superdex S-200) foram
analisadas. A um volume de 20 pL de amostra previamente precipitada com
acido tricloacético (TCA 10%), foram adicionados 5 uL de tampao de amostra
5X (tris-HCI 125 mM, pH 6,8; SDS 2%; azul de bromofenol 0,05%, glicerol
20% e B-mercaptoetanol 5%), fervidos por 10 min e aplicados no gel de
poliacrilamida 12%.

A eletroforese foi realizada em sistema Mini-Protean Tetra Cell (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) contendo SDS 0,1% (v/v). Para cada
corrida, utilizaram-se 4 pyL de marcador de massas moleculares (UPMWM)
contendo: B-galactosidase (116,3 kDa), soroalbumina bovina (66,2 kDa),
ovoalbumina (45,0 kDa), lactato desidrogenase (35,0 kDa), REase Bsp98lI
(25,0 kDa) e lisozima (14,4 kDa). A eletroforese foi realizada em tampéao de
corrida (tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1% (v/v), pH 8,3) a 4 °C,
submetida a 25 mA constantes por 90 minutos.

ApoOs a corrida eletroforética, as bandas proteicas foram coradas pelo
método de nitrato de prata (Blum et al. 1987) e zimograma (Bischoff et al.
1998).

2.11. Determinacao do efeito do pH na atividade enzimatica

Para determinacdo do efeito do pH na atividade pectinolitica, as
amostras do extrato bruto e parcialmente purificadas foram avaliadas na
presenca de tampdes citrato-fosfato-glicina 50 mM de diferentes valores de
pH no intervalo de 2.0 - 12.0. Determinou-se o efeito do pH por meio do
meétodo de DNS (Miller 1959), alterando-se o protocolo do item 2.5 da seguinte
maneira: manteve-se a quantidade de enzima das amostras (5 ul), porém
dobrou-se a concentragédo do substrato (5 ul de pectina citrica 2%) e foram
adicionados 5 ul ao tampéao concentrado (100 mM), de forma que, ao final da
reacdo, O substrato encontrava-se tamponado no pH desejado, na

concentracéo ideal (1%), para ensaio de atividade.
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A atividade enzimética foi expressa como atividade relativa, sendo que
o valor de 100% correspondeu a atividade enzimatica-controle da reacdo em

substrato com pH neutro (7,0).

2.12. Determinagdo do efeito da temperatura na atividade

enzimatica

Para avaliacdo do efeito da temperatura na atividade pectinolitica,
foram realizados ensaios enzimaticos com as amostras do extrato bruto e
parcialmente purificadas, alterando-se a temperatura de incubacao de 30°C a
80°C a cada 10°C. Determinou-se o efeito da temperatura pelo método de
DNS (Miller 1959), adaptado ao protocolo do item 2.5.

A atividade enziméatica foi expressa como atividade relativa, sendo que
o valor de 100% correspondeu a atividade enzimatica-controle da reacdo em
50°C.

2.13. Parametros cinéticos

Os parametros cinéticos (Km e Vmax) das amostras semipurificadas
foram definidos por meio da variacéo da concentracdo de substrato (0,5 — 10
mg/ml) com atividade constante da enzima (2,10 Ul/ml) em suas condi¢cdes
otimas de pH e temperatura. A constante de Michaelis-Menten (Km) e a
velocidade de reacgéo (Vmax) foram estabelecidas pelo método de regresséo
ndo linear e ajuste de curva hiperbdlico calculados pelo software OriginPro
(OriginLab, Northampton, MA, USA).

2.14. Determinacdo do efeito de ions metédlicos e

modificadores de aminoéacidos na atividade enzimatica

Para determinacdo dos efeitos de ions metélicos e modificadores de
aminoacidos sobre a atividade pectinolitica, as amostras parcialmente
purificadas foram pré-incubadas durante 20 minutos, a 28 °C, na presenca
dos ions metélicos Ca?*, Co?*, Cu?*, Fe?*, Hg?*, K*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?*
nas concentracdes finais de 1 e 10 mmol.L1. A influéncia dos seguintes

reagentes na atividade enzimatica, nas mesmas concentracfes finais, foi
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testada: DTT (ditiotreitol), SDS (dodecil sulfato de sédio), B-mercaptoetanol e
EDTA.

A atividade enzimatica foi expressa como atividade relativa, sendo que
o valor de 100% correspondeu a atividade enzimatica-controle, sem a

presenca do ion ou modificador.

2.15. Determinacao do efeito de compostos fendlicos e etanol

na atividade enzimética

O efeito de ativacaol/inibicdo na atividade pectinolitica pelos compostos
fendlicos (acido transferulico, acido4-hidroxibenzéico, acido p-cumarico,
siringaldeido, &cido transcinadmico, &cido tanico, acido gélico e vanilina), assim
como pelo etanol foi adaptado do item 2.5 da seguinte maneira: as amostras
semipurificadas foram incubadas previamente durante 20 minutos a 28 °C
com 2 mg/ml dos reagentes ou 20% (v/v) de etanol.

A atividade enzimatica foi expressa como atividade relativa, sendo que o
valor de 100% correspondeu a atividade enzimatica controle, sem a presenca

do composto fendlico ou etanol.

3. Resultados e discusséo
3.1 Producdo de holocelulases em diferentes residuos de
café

Os residuos agroindustriais sao fontes de nutrientes altamente atrativas
para 0 crescimento microbiolégico e producdo enzimatica, devido,
principalmente, a sua grande disponibilidade (visto as inUmeras quantidades
e qualidades de culturas agricolas existentes no mundo) e ndao
competitividade alimenticia. Além disso, tém composicdo bromatolégica
variada, constituindo-se, portanto, substratos alternativos para elaboracao de
diferentes biomateriais (Caicedo et al. 2016; Yang et al. 2016).

A utilizacdo de fungos filamentosos pode ser vantajosa por causa da
sua capacidade de decompor residuos lignoceluldsicos através da secrecao
de complexos arsenais enzimaticos, baixo custo material, alta produtividade e
modificacdo de enzimas sob condi¢fes distintas (Caramez et al. 2012; Souza

et al. 2017). A capacidade de P. formosus de produzir holocelulases quando
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crescido em residuos de café pré-tratados como fonte de carbono foi avaliada
por meio de inducdo enzimatica durante 6 dias de crescimento (condicdo A,
experimento 24, item 2.8, capitulo II).

A Figura 29 apresenta o perfil holocelulolitico do extrato bruto de P.

formosus quando crescidos em agua residual, casca e polpa de café.
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Figura 29 Perfil holocelulolitico de P. formosus crescido em diferentes residuos dos
beneficiamentos de café onde (mm) licor de polpa de café, (=) licor de casca de café e (=)
agua de lavagem residual.

Observa-se que P. formosus foi capaz de produzir diferentes atividades
holoceluloliticas quando crescidos nos diferentes residuos do processamento
de café por via umida (polpa e agua residual) e via seca (casca de café).
Diversos estudos demonstram a utilizacdo dos residuos de café na producéo
de enzimas, metabdlitos secundarios, compostos bioativos e antioxidantes
(Veldzquez-Cedefio et al. 2002; Murthy et al. 2009; Navya e Pushpa 2013;
Bonilla-Hermosa et al. 2014; Dias et al. 2015; Figueroa et al. 2016; Novita
2016; Pinto et al. 2018).

Embora derivados do mesmo produto (café arabica), os residuos
possuem composi¢fes distintas, sendo a casca diferente da polpa de café,
porém com natureza similar dos compostos presentes nelas. Esta diferenca
pode ser percentual na composicao dos constituintes, dependendo do tipo de

processamento, cultivar analisada, condicdes de cultivo, dentre outros
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elementos (Pandey et al. 2000). Sendo a &agua residual rica em matéria
organica, obtida durante a polpacéo do café e remocao da mucilagem, pode-
se observar que esta foi melhor indutora de enzimas pectinolitica (2,11 Ul/ml)
e xilanolitica (0,82 Ul/ml) em comparacdo aos demais residuos - polpa (0,85
Ul/ml e 0,22 Ul/ml) e casca de café (0,27 Ul/ml e 0,06 Ul/ml), respectivamente.
Por este motivo, a agua residual foi selecionada para dar continuidade aos
estudos.

Pectinases possuem um importante papel na hidrolise lignoceluloésica,
pois permitem maior acesso de celulases e xilanases as por¢des de celulose
e xilana das paredes vegetais (Zhang et al. 2013). O sinergismo entre
pectinases, celulases e xilanases foi descrito por Zhang et al. (2013) na
hidrélise de canhamo fresco, pré-tratado por exploséo a vapor e ensilado com
acido formico 3,4%. Seus resultados demonstraram que, apés 48h de
incubacdo, as pectinases foram mais eficientes que as xilanases na
solubilizacédo de carboidratos em canhamo fresco e ensilado, exibindo menor
quantidade no que foi pré-tratado a vapor, devido a solubiliza¢éo do contetdo
de pectina durante o pré-tratamento. No entanto, o sinergismo entre todas as
enzimas analisadas foi observado na hidrolise e na consequente solubilizacéao
dos carboidratos em canhamo pré-tratado e ensilado, correspondendo a
59,4% e 45,5%, nessa ordem.

A producédo de poligalacturonases e xilanases tem sido descrita na
fermentacdo de residuos citricos, devido a natureza heterogénea dos
substratos, uma vez que os residuos agroindustriais sdo estrutural e
nutricionalmente complexos. Nos estudos de Mamma et al. (2008) e
Rodriguez-Fernandez et al. (2011), ambas as enzimas foram produzidas a
partir de 48h de fermentacao na presenca de pectina e/ou xilana no meio de
crescimento e na auséncia de mondémeros ou acucares simples que poderiam
atuar como inibidores da sintese enzimatica.

Residuos citricos possuem, aproximadamente, 20% de pectina de
peso seco (Rivas-Cantu et al. 2013) enquanto residuos do café podem variar
de 0,91% a 6,5% (Antier et al. 1993; Esquivel e Jiménez 2012) dependendo
de qual residuo se trata e qual a metodologia de beneficiamento aplicada.
Embora o teor de pectina seja menor, a possivel disposicdo da pectina em

regidoes mais expostas nos residuos cafeeiros pode influenciar na inducéo de
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alta producao de pectinases, justificando o padrdao observado no presente

trabalho.

3.2. Purificacao parcial pectinase

O extrato bruto obtido pelo crescimento de P. formosus em agua
residual foi fracionado por ultrafiltracdo usando-se membrana de corte de 30
kDa. Os volumes correspondentes ao extrato bruto, fragdo do ultrafiltrado e
concentrado foram de 300 ml, 250 ml e 50 ml, respectivamente.

Pectinases microbianas apresentam faixa de peso molecular variadas
entre 30 e 80 kDa (Jayani et al. 2005; Sharma et al. 2013). A escolha da fracéo
concentrada para estudos de purificacdo se deu em fungcdo da atividade
especifica da pectinase se apresentar maior no concentrado em comparacao

ao extrato bruto. Na Tabela 11, é apresentado o perfil pectinolitico.

Tabela 11: Perfil pectinolitico de P. formosus no extrato bruto, concentrado e ultrafiltrado.

Fracéo Atividade enzimatica Atividade enzimatica
volumétrica (Ul/ml) especifica (Ul/mg)
Extrato bruto 2,11 £ 0,03 52,36 £ 0,01
Concentrado 2,84 + 0,06 80,45+ 0,01
Ultrafiltrado 0,33+ 0,02 *

*Abaixo do limite de detecgdo do método

3.6. Cromatografia de trocaidnica

Apos ultrafiltracédo, a fracdo concentrada foi fracionada em coluna de
troca i6nica débil com matriz DEAE FF, sendo que o perfil cromatogréfico
resultante é apresentado na Figura 31.
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Figura 30: Perfil cromatogréafico da troca ibnica em resina de DEAE FF. Volume de coluna = 60 ml,
volume de amostra = 200 ml, lavagem com 25% de tamp&o com 1 mol/L de NaCl) e gradiente linear
de 20-90% de tampéo B, coletadas 96 fracbes de 3 ml em fluxo de 3 ml/min. (—) Espectro de
absorbancia a 280 nm, (—' =) Gradiente de NaCl 1M, (—) CMCase (—) Xilanase, (—) Mananase,

(——) Pectinase, (— ) Proteinas totais.

O cromatograma mostra que grande parte das proteinas contaminantes
presentes no concentrado ndo se ligou a resina DEAE FF, saindo antes do
gradiente de NaCl aplicado a partir de 281 ml de corrida.

A cromatografia foi realizada em passos com diferentes lavagens em
porcentagens de NaCl e um gradiente linear, objetivando-se liberar
gradualmente as proteinas contaminantes de acordo com o grau de interacao
das proteinas com a resina presente na coluna. Grande parte das proteinas
totais, dentre elas celulase, xilanase e mananase eluiu logo ao inicio do
gradiente de NaCl. Esta pré-lavagem possibilitou a eliminacdo de proteinas
contaminantes a pectinase de interesse, que apresentou interacdo com a
resina de troca anibnica, eluindo como um Unico pico e proteina dentro do
gradiente de NaCl, exibindo atividade pectinolitica.

Este pico comecou na fracdo 70, com uma atividade volumétrica de
0,34 Ul/ml, (eluido com condutividade de 25,5 mS/cm de tampéo fosfato de
soédio 20 mM pH 7.4 e aproximadamente 34% de NaCl), e terminou na fragao

87, com uma atividade enzimatica de 0,10 Ul/ml.
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As fracbes 70 - 87 (nomeadas PEC_DEAE) foram coletadas,
congeladas a -20°C e liofiizadas para posterior cromatografia de
dessalinizacdo. O processo de cromatografia em troca ibnica foi repetido
diversas vezes, para acumulo de amostras.

ApGs liofilizagéo, a fragdo PEC_DEAE foi ressuspensa em 5 ml de 4gua
Milli-Q e aplicada em coluna de cromatografia HiPrep™ 26/10 Desalting
(Sephadex® G25 Fine) (GE Healthcare). O perfil cromatografico da
dessalinizacdo € apresentado na Figura 32.
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Figura 31: Perfil cromatografico da fracdo PEC_DEAE em resina HiPrep 26/10 Desalting
Sephadex G25. Volume de coluna = 53 ml, volume de amostra = 10 ml, coletadas 20 frac6es de
2 ml fluxo de 10 ml/min. (—) Absorbancia a 280 nm, (—) Atividade enzimatica volumétrica

(Ul/ml), (—*-) Proteinas totais (mg).

Ao se analisar o cromatograma, podemaos observar um primeiro pico de
atividade pectinolitica que coincide com o de proteinas totais. Embora a
guantidade de proteinas seja pequena (0,10 mg), uma grande atividade
enzimatica (2,10 Ul/ml) é evidenciada, demonstrando alta atividade especifica
(21 U/mg) da pectinase em questdo. Um segundo pico € distinguido,
correspondente a condutancia presente na amostra PEC_DEAE, certificando
a total separacdo das proteinas, dos contaminantes coloridos de pequeno

peso molecular, contidos no extrato bruto, e dos sais presentes na amostra.

127



As fragcbes 7 - 17 (nomeadas PEC2) foram reunidas para posterior

cromatografia em exclusdo molecular.

3.3. Cromatografia de exclusdo molecular

Na cromatografia de exclusdo molecular, em resina Superdex S-200
HR, a amostra resultante da cromatografia de dessalinizacao (Figura 33) foi
fracionada, gerando um perfil de eluicdo contendo um pico principal bem
definido. Porém, a atividade de pectinase foi observada somente no comeco
desse apice. No pico predominante, observa-se que a pectinase foi eluida a
partir da fracdo 3, com uma atividade de 0,53 Ul/ml, correspondente a 44 mi
de eluicdo (limite de excluséo superior da coluna), até a fracdo 12, com uma
atividade de 0,19 Ul/ml, o equivalente a 55 ml de eluicdo (Figura 34). N&o
houve eluicdo de outras proteinas com atividades enzimaticas durante o
processo cromatografico, indicando separacao significativa entre as proteinas
totais. Dessa forma, as fragbes 3 - 12 (nomeadas PEC_S200) foram reunidas
para posterior analise de caracterizacbes bioquimicas e biofisicas.

As analises do peso molecular das proteinas presentes nas fracdes
iniciais e finais do pico (Figura 35), a partir da calibracdo da coluna com
proteinas padrdes (marcadores moleculares — Figuras 36 e 37),
demonstraram que as fragdes com maior atividade pectinolitica possuem 853

kDa; entretanto, as de menor atividade possuem 472 kDa.
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Figura 33: Perfil cromatogréfico da calibragcédo de coluna Superdex S-200 HR.
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Figura 34: Equacéo para determinacéo do peso molecular das proteinas presentes

nas fra¢cdes com atividade pectinoliticas.

3.4. Eletroforese: SDS-Page e Zimograma

As andlises por SDS-Page 12% geraram perfis eletroforéticos das
proteinas do extrato bruto, fracdo obtida pela DEAE e fracdo obtida da
Superdex S-200 (PEC_S200). A diversidade de proteinas da amostra do
extrato bruto e fracdo DEAE é demonstrada pelas distintas bandas formadas
no gel de eletroforese (Figura 36 - EB e DEAE). ApGs todas as etapas de
purificacdo, nota-se que a multiplicidade de bandas reduz expressivamente,
sendo visivel a presenca de aproximadamente 3 bandas ap0s a etapa de
filtracdo em gel, confirmando a purificacdo parcial da pectinase (Figura 38).
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Figura 35: Gel de eletroforese em condi¢c6es desnaturantes e zimograma. (MM) Marcador de
massa molecular em kDa, (EB) Extrato bruto, (DEAE) fracdo obtida na cromatografia de troca
ibnica DEAE FF, (S200) fragdo obtida na cromatografia de exclusdo molecular Superdex

Considerando-se as condi¢fes desnaturantes do SDS-Page, também é
possivel que a proteina com atividade pectinolitica seja constituida por um
oligbmero de subunidades cataliticas (=38 kDa) (Figura 36) e néo cataliticas
(=62 e 65 kDa) (Figuras 36 e 37).

Por meio do zimograma, € possivel confirmar a presenca de pelo menos
uma proteina ou subunidade com massa molecular de 38 kDa com alta
atividade pectinolitica. Contudo, ndo se pode descartar que as subunidades
de 62 e 65 kDa também possam apresentar atividade pectinolitica, mas nao
foi possivel registra-la, uma vez que ndo ocorreu renaturacdo adequada
durante o tratamento de coloracdo do método utilizado.

A ampla variacdo de massa molecular entre pectinases fungicas e
bacterianas é relatada na literatura na ordem de 25 a 115 kDa , a depender
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do grupo de enzimas ao qual pertencem e ao substrato péctico a ser
hidrolisado (Gummadi e Panda 2003; Jayani et al. 2005; Prathyusha e
Suneetha 2011; Kohli e Gupta 2015; Rahman et al. 2019). Semenova e
colaboradores (2003) isolaram um complexo pectinolitico composto por cinco
pectinases ativas de cultura liquida de Aspergillus japonicus, dentre as quais
duas endo-poligalacturonases de 38 e 65 kDa, duas pectina esterases com
pesos moleculares semelhantes de 46 e 47 kDa, além de uma pectina liase
de 50 kDa.

_E Lane 5 [100r]

A &)

Pixel intensity
E

......

|

[ TR

Figura 36:Avaliacdo das bandas do gel de eletroforese correspondente a fragdo PEC_S200 pelo
software TotalLab 1D.

3.5. Cromatografia de exclusdao molecular em condi¢cbes

desnaturantes

Observando-se o perfil de eluicao a partir da fracdo PEC2, a

cromatografia de exclusdao molecular em condi¢bes desnaturantes com 8
mol/L de ureia foi realizada, visando-se a identificacdo de uma enzima

oligomérica. A Figura 38 apresenta o perfil de eluicéo.
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Figura 37: Perfil cromatografico da fragdo PEC2 em resina Superdex S-200 de exclusédo
molecular desnaturante. Tamp&o de eluicdo: Ureia 8M. Volume de coluna = 120 ml, volume
de amostra = 2 ml, coletadas fracdes de 1 ml fluxo de 1ml/min. (—) Absorbancia a 280 nm,
(—) Condutividade

A ureia tem sido um potente agente desestabilizante de complexos
proteicos por meio da desnaturacdo das proteinas que a formam, podendo
esta ser reversivel ou ndo (Parente e Wetlaufer 1984). Na concentragcdo de
ureia 8 M, pode-se observar a desassociacdo das proteinas, verificadas como
pico Unico na Figura 33, obtendo-se, portanto, trés picos - dois dos quais
bastante pronunciados, alcancando cerca de 36 kDa e 122 kDa eluidos em
55,7 e 95,6 ml, respectivamente.

Analisando-se a Figura 38, a identificagdo do peso molecular das
proteinas eluidas nos primeiros dois picos, eluidos aos 48 e 55,7 ml, nessa
ordem, permite concluir que estes apresentam massas de 853 kDa e 472 kDa,
respectivamente. Esses dois picos, provavelmente, sdo tracos dos oligdbmeros
observados nas condi¢cdes sem ureia (Figura 33), devido a similaridade
apresentada pelas massas moleculares deles. O peso molecular estimado
para as proteinas que eluem aos 55,7 ml é de 122 kDa (Figura 38). A partir
dos resultados e considerando-se o carater redutor das condicbes de SDS-
PAGE e néo redutor da exclusdao molecular, propbe-se que as unidades

cataliticas (=38 kDa) e nao cataliticas, ou estruturais (=62 e 65 kDa), possam
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permanecer unidas combinadamente sob as condi¢cdes desnaturantes da
ureia por ligacdes dissulfeto em oligbmeros entre 90-122 kDa.

A Figura 39 apresenta a comparacao entre os perfis cromatograficos
da fracdo PEC_S200 em condi¢gBes normais (agua Milli-Q) e desnaturantes
(ureia 8 M). Considerado-se o peso molecular minimo de 853 kDa para
oligbmero com atividade pectinolitica (ombro linha azul) e 472 kDa para o
oligbmero sem atividade (resto do pico), existe uma diferenca de 381 kDa
entre eles, determinada principalmente pela presenca das subunidades
cataliticas. Entdo, dividindo-se os 381 kDa pelo peso molecular das
subunidades cataliticas, sugere-se que, como peso maximo, o oligbmero ativo
possui 10 subunidades cataliticas a mais que o ndo ativo, e a massa molecular
do oligbmero néo ativo e a massa média das subunidades néo cataliticas (63
kDa) indicam que este é formado por 7 subunidades n&o -cataliticas.
Resumindo, os oligdbmeros nado cataliticos sdo formados aproximadamente
por 7 subunidades ndo cataliticas (62-65 kDa), que permanecem unidas,
provavelmente, por ligacbes dissulfeto como dimeros (120 kDa) nas
condi¢cdes desnaturantes da ureia. Estes oligbmeros podem associar-se as
subunidades cataliticas, as quais também permanecem ligadas
covalentemente por pontes dissulfeto as subunidades ndo cataliticas em

dimeros ou trimeros de 90-120 kDa.
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Figura 38: Comparacao dos perfis cromatogréaficos da fracdo PE_S200 em resina Superdex
S-200 de exclusdo molecular em condi¢cdes normais e desnaturantes. Volume de coluna =
120 ml, volume de amostra = 2 ml, coletadas fracdes de 1 ml fluxo de 1ml/min. (—)
Absorbéncia a 280 nm do oligbmero ativo, (—) Condutividade do oligdmero néo ativo, (—)
Atividade volumétrica (Ul/ml)

A presenca de diferentes enzimas na forma de oligbmeros é
amplamente difundida entre diferentes grupos de seres vivos. Endo e
colaboradores (1993) isolaram uma a-fucosidase tetramérica de subunidades
idénticas de caramujo Pomace canaliculata, de massa molecular de 60 kDa
em SDS-Page e 260 kDa, por filtracdo em gel. Silva (2010) também isolou e
caracterizou uma a-fucosidase oligomerizada de carrapato Amblyomma
cajennense com massa molecular aproximada de 110 kDa em condi¢des
nativas.

Entre os microrganismos, uma infinidade de complexos oligoméricos
formados por subunidades cataliticas idénticas (homo-oligoméros), ou néo
(hetero-oligdmeros), foi identificado. Fungos metilotroficos, leveduras e
ascomicetos produzem metanol oxidase (MOX) peroxissomal, ocorrendo a
traducdo de seus mondémeros (70 — 75 kDa) no citosol, sendo posteriormente
importados para 0s peroxissomos, para modificacdes pos-traducionais e
montagem dos octameros ativos (Gunkel et al. 2004). Oliveira e colaboradores
(2012) demonstraram a producéo e a secrecao extracelular de uma MOX por

Moniliophthora perniciosa (basidiomiceto causador da “vassoura de bruxa”)
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capaz de metabolizar metanol a partir da degradacéo da pectina presente nas
plantas de cacau. Ja Souza e colaboradores (2011) avaliaram as
caracteristicas bioquimicas e biofisicas de uma a-L-arabinofuranosidase
hexadimérica da familia GH51 produzida pela bactéria hiperterméfila
Thermotoga petrophila RKU1.

Nos vegetais, a celulose € comumente sintetizada a partir de um
hétero-oligbmero obrigatorio, denominado complexo de sintese de celulose
(CSC), que catalisa a polimerizagéo das cadeias de glucanas individuais. Este
complexo transmembranico possui estrutura em forma de “roseta”, organizada
em hexameros contendo 36 subunidades cataliticas de celulose sintase
individuais (CESA) (Mutwil et al. 2008; Li et al. 2019). Véarios genes CESA
compdem os genomas de plantas superiores, estando presentes dez vezes
em Arabidopsis, 18 no choupo e pelo menos nove em arroz (Li et al. 2019).

Alguns microrganismos anaerébios possuem um sistema de
degradacdo da celulose que envolve a formacdo de um grande complexo
multienzimatico extracelular chamado celulossoma. Este complexo se
diferencia dos sistemas ja amplamente estudados de degradacéao celulolitico
de outros microrganismos aerobios devido a secrecdo de enzimas individuais,
gue atuam sinergicamente na desconstrucdo da parede celular vegetal,
embora alguns fungos anaerdbios também apresentem a producédo destes
complexos. Os celulossomas sdo compostos por proteinas fibrilares
(scaffolding protein), com subunidades enzimaticas posicionadas ao longo
das fibrilas (coesinas e mdédulos de ligacdo a carboidratos). A ancoragem
destes a parede microbiana ocorre por meio de um modulo ndo catalitico
chamado doquerina. Além de celulases, o celulossoma pode incluir muitas
outras enzimas auxiliares que degradam os compostos das paredes celulares,

tais como hemicelulases, pectinases e quitinases (Doi e Kosugi 2004).

3.6. DLS

O tamanho das proteinas contidas nas fracdes de eluicdo F3-12
(nomeadas PEC_S200) do fracionamento por cromatografia de exclusao
molecular em coluna HiPrep16/60 Superdex S-200 HR, na presenca de agua

Milli-Q, foi determinado por medi¢cdes de dispersdo dinamica da luz. Os
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resultados das trés medicOes realizadas (Figura 40) mostraram duas ou trés
populacdes de particulas, sendo que as duas com maior tamanho [Figura 40
(a)] correspondem, provavelmente, a grandes contaminantes de p6 presentes
na 4gua da dissolucdo, como observado nas medi¢des-controle da agua.
Somente foi notada uma populagéo de proteinas monodispersa representada
por 0 29 - 51 % do total de particulas detectadas, com diametro entre 56 - 67
nm (Tabela 12). A estimativa do peso molecular dessas proteinas, utilizando-
se um modelo globular e linear, indica que, com o ultimo modelo, possuem o
menor valor de 700-1200 kDa (Tabela 12). Esse valor como proteina linear é
muito similar ao de peso molecular estimado para as proteinas da fracao por
cromatografia de exclusdo molecular em coluna HiPrep16/60 Superdex S-200
HR. Portanto, os resultados sugerem que as proteinas eluidas no volume
morto da exclus&o molecular, provavelmente, possuem uma conformacgao néao
globular, porém mais linear ou fibrosa.

As analises por DLS dos dois picos de fracdes proteicas eluidas aos 48
ml (F11-23 PEC_S200 com ureia) e 55,7 ml (F46-67 PEC_S200 com ureia),
respectivamente, da exclusdo molecular desnaturante com 8 mol/L de ureia
em coluna HiPrep16/60 Superdex S-200 HR sdo mostradas na Figura 40 (b).
A fracdo F11-23 PEC_S200 ureia € minoritaria e possui 0 mesmo volume de
eluicdo que as proteinas que eluiram nas condicbes nativas em &gua.
Portanto, o peso molecular estimado para essas proteinas € similar (600-1200
kDa) ao dos oligbmeros observados nas condi¢cdes sem ureia (Figura 33). Os
resultados de DLS estdo em correspondéncia com esta previsao, pelo fato de
que foram detectadas populacbes de proteinas majoritarias (>92 %),
monodispersas, com menor tamanho (=20 nm) e com peso molecular
estimado similar por modelo globular de 700-800 kDa (Tabela 12). Estes
resultados sugerem que tracos dos oligbmeros, observados nas condi¢cdes
sem ureia (Figura 33), séo estaveis ainda abaixo das condi¢bes extremas de
8 mol/L de ureia. Com relacéo aos resultados das analises de DLS da fracéo
F46-67 PEC_S200 com ureia, notam-se populacdes de proteinas majoritarias
(82-88 %), monodispersas, com menor tamanho (=16-17,3 nm) e com peso
molecular estimado similar por modelo de estrutura linear de 94-102 kDa
(Tabela 12). Esses tamanhos sdo semelhantes aos estimados pela
cromatografia de exclusdo molecular em coluna HiPrepl16/60 Superdex S-200
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HR na presenca de 8 mol/L de ureia em agua Milli-Q. As populacfes de
particulas com maior tamanho, observadas em ambas fracfes de proteinas
analisadas, correspondem a grandes contaminantes de pé presentes na agua
com ureia da dissolugcéo, como percebido nas medi¢des-controle.

Os resultados estimados de peso molecular, obtidos pelas
cromatografias de exclusdo molecular, em condi¢cdes nativas e desnaturantes,
e pelas analises de DLS dessas fracdes, igualam-se em relacdo ao fato de
que a enzima com atividade pectinolitica, provavelmente, € um oligbmero de
600-1200 kDa formado por protdmeros de 100-122 kDa, os quais, por sua vez,
poderiam estar constituidos por subunidades de menor tamanho (38 kDa e
62-65 kDa), como indicam os resultados de SDS-PAGE e zimograma, que
poderiam estar estabilizadas por ligagbes dissulfeto, em decorréncia de néo

terem sido conduzidos experimentos na presenca de agente redutor.
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Figura 39: Distribuicdo de tamanho das fra¢ées eluidas da cromatografia de exclusdo molecular
em coluna HiPrepl16/60 Superdex S-200 HR na presenca da agua por dispersédo dindmica da
luz. Distribuicdo de intensidade (a) e volume (b) indicando que duas populacdes de particulas
estdo presentes, principalmente. As linhas pretas, vermelhas e azuis representam as leituras
realizadas (—) leitura 1 (—) leitura 2 (—) leitura 3.

Tabela 12: Resumo dos parametros do espalhamento de luz para os picos observados: didmetro
hidrodinamico, indice de polidispesidade (I.P.), Polidispersidade (P, Mono= Monodisperso) e
pesos moleculares (P.M.).

Medicges § Diametro  Intensidade  Volume < P.M. P.M.
F3-12 = (nm) (%) (%) o P (kDa) (kDa)
PEC_S200 = (globular) (linear)
1 %003 13,5 51,8 7,4 Mono 8410 873
1 286,3 +
2 86,5 48,2 86 Mono 373000 16 500
24,51
1 5%’%31 6,0 29,2 10,9 Mono 6520 717
188,6 +
2 2 36.76 47,7 20,3 19,5 Mono 140 000 7740
537,1
3 97 39 46,3 50,5 18,1 Mono 1620000 517 000
1 62'58431 15,1 42,1 10,1 Mono 12 700 1200
3 BOé 6+
2 33’ 3‘ 84,9 57,9 10,9 Mono 434000 18 600
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O esquema simplificado dos passos estratégicos utilizados na purificacdo
de pectinase de P. formosus € apresentado na Figura 41, e a Tabela 13
apresenta os célculos de rendimento e indice de purificacéo parcial da enzima
PEC_S200.

Extrato Bruto P. formosus

'

Ultrafiltragao (30 kda)

I
Y Y

Concentrado Ultrafiltrada

1

Cromatografia troca ibnica
DEAE FF

PEC_DEAE

=@+

Liofilizagdo

Y

Desalinizagdo (HiTrap Desalting

Cromatografia de exclusao
maolecular (Superdex 5200 HR)

PEC_S200

G

Figura 40: Fluxograma das etapas de purificacdo de PEC_S200
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Tabela 13: Rendimento e indice de purificacdo parcial de PEC_S200

Atividade  indice de

1 ivi Rendimento

Etapa Volume Proteina Atividade especifica purificacio o

(ml) (mg) (Ul (%)
(Ul/mg) (Vezes)
Extrato bruto 300 4,03 211 52,36 1 100
Concentrado 100 3,53 284 80,45 1,5 87,6
DEAE FF 55 2,37 238 100,42 1,92 58,8
HiTrap
Desalting 20 0,89 214 240,45 4,59 22,1
GE

Superdex 10 0,67 226 337,31 6,44 16,6

S200 HR ' ' ' '

Apébs as etapas de ultrafiltracdo, dessalinizacdo e cromatografias, foi
constatado um indice de purificacdo de 6,44%. Porém, como confirmado pelo
perfil de proteinas da Figura 36 (S200), nao foi possivel alcancar a purificacédo
total da pectinase.

O baixo grau de purificagcdo e rendimento (16,6 vezes) pode ser
potencialmente definido devido a baixa porcentagem de massa ativa (38 kDa)
da enzima que compde o oligbmero, apresentando este maior massa de
subunidades ndo cataliticas (65 e 62 kDa). Outra possivel hipotese € a
auséncia de interacao entre moléculas ativas ndo oligomerizadas e as resinas
utilizadas nas diversas cromatografias realizadas, dificultando sua captura e

isolamento para posterior analise de purificacdo e caracterizacao bioquimica.

3.7. Caracterizacao bioquimica pectinase
3.7.1. Determinacgao do efeito do pH na atividade enzimética

A Figura 42 apresenta o efeito do pH sobre as atividades
enzimaticas da pectinase contidas no extrato bruto e PEC_S200 parcialmente

purificada.
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Figura 41: Efeito do pH na atividade enzimética pectinolitica do extrato bruto de P. formosus.
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A estabilidade em pH, para o extrato bruto, foi ampla, com as maiores
retencBes de atividade (cerca de 90%) na faixa de pH 6.5-8.0. Porém,
PEC_S200 apresentou maiores retencdes em faixas acidas no intervalo de
pH 2,0-5,0, indicando possivel ativacdo em pH 2,0, onde seus niveis de
atividade subiram para 176%. Resultados semelhantes foram obtidos por Li e
colaboradores (2020) quando investigaram a producdo de pectinase e a-
galactosidase por A. niger em diferentes condicdes de pH e temperatura. Em
todos os sistemas de combinacdes realizados, observaram que as condicées
de pH afetaram fortemente a producdo e o funcionamento da atividade
enzimatica, ao passo que o pH diminuia no decorrer do crescimento celular,
sendo que uma maior atividade pectinolitica era observada quando o pH do
meio se apresentava entre 1,9 e 2,3, a 20°C, havendo um consistente declinio
quando o pH do meio estava acima de 5,5, corroborando os resultados
apresentados neste estudo.

Alteracbes de pH apds procedimento de purificagdo nédo séo
comumente relatadas na literatura, exceto em casos de imobilizagéo

enzimatica. Mohammadi e colaboradores (2020) realizaram estudo de
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imobilizagdo de uma pectinase de A. aculeatus em suporte de argila
montmorilonita sililada e analisaram o efeito do pH na atividade enzimatica
antes e apos a imobilizacdo. O pH de maior atividade da enzima livre foi de
5,5; j& para a enzima imobilizada, houve um deslocamento de apenas 0,5
ponto, atingindo pH 5.

O fato de a atividade enzimatica do extrato bruto manter-se estavel em
faixas basicas de pH pode indicar a existéncia de sinergismo entre enzimas
diferentes, que foram separadas durante os processos de purificagdo, uma
vez que os fungos s&o descritos na literatura como produtores de pectinases
acidas, nao justificando as altas atividades enzimaticas em faixa de pH
alcalino.

A mudanca no pH de maior atividade observada para a enzima
PEC_S200 sugere aplicagdo na indudstria animal, onde pectinases sao
utilizadas em consorcio com proteases, liberando peptideos, aminoacidos e
monossacarideos, prontamente digeriveis e facilmente absorvidos, ao mesmo
tempo que reduzem a viscosidade, propiciando aumento de crescimento,
ganho de peso, aumento da eficiéncia de conversao de alimentagdo, aumento
da digestibilidade de matéria organica, além da reducao de fezes em aves e
ruminantes (Ali 2009; Murad e Azzaz 2011).

3.7.2. Determinagdo do efeito da temperatura na atividade

enzimaéatica

A Figura 43 apresenta o efeito da temperatura sobre as
atividades enzimaticas do extrato bruto e fracdo PEC_S200 da agua residual.
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Figura 42: Efeito da temperatura na atividade enzimatica pectinolitica do extrato bruto de P.
formosus (—=-) Extrato bruto e (-=) PEC_S200

Para a amostra de pectinase contida no extrato bruto, houve maior
retencdo de atividade na faixa de 55 - 65° C, enquanto a maior atividade na
fracdo PEC_S200 foi obtida a 60 - 65 °C. Foram retidos, pelo menos, 70% da
atividade maxima na faixa de temperatura entre 40 e 50 °C em todas as
amostras analisadas, sugerindo que o potencial de aplicacdo industrial destas
enzimas ocorra em altas temperaturas.

Diferentes estudos mostram que enzimas pectinoliticas podem ser
estaveis e ativas em uma ampla faixa de temperaturas, variando de 30 a 80°C
(KC et al. 2020). Silva e colaboradores (2002) realizaram estudos de producéo
e caracterizacdo de pectina liase e poligalacturonase secretadas de
Penicillium viridicatum a partir de seu crescimento em biomassas
lignoceluldsicas mistas (baraco de laranja, tegumento de milho, farelo de trigo
e cascas de banana e manga). As fragcdes contendo poligacturonase
apresentaram melhor temperatura de trabalho a 55 °C, enquanto aquelas que
continham amostras de pectina liase, a 50 °C. Patil e colaboradores (2012)
utilizaram residuos industriais para producdo e secrecdo de exo-

poligacturonase de P. variotii (peso molecular 39,4 kDa), que apresentou
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condigbes Otimas de trabalho a temperatura de 30°C. Damasio e
colaboradores (2010) estudaram caracteristicas fisico-quimicas de uma
poligacturonase termoestavel de P. variotii crescido em meio Czapeck,
enriquecido com 1% pectina citrica, que exibiu melhor temperatura de trabalho
a 65°C. Ja Ur Rehman e colaboradores (2020) avaliaram caracteristicas fisico-
quimicas de uma pectinase secretada por Bacillus liqueniformis encapsulada
em gel de poliacrilamida (9,5% acrilamida e 0,5% bisacrilamida). A ampliacédo
da atividade relativa da pectinase encapsulada em relagédo a pectinase livre
manteve-se em ampla faixa de pH acido e basico, bem como para
temperaturas mais altas (acima de 45 °C).

Pectinases sdo amplamente utilizadas na industria téxtil associadas a
amilases, lipases, celulases e hemicelulases, para facilitar a degradacéo e a
eliminagdo da pectina e de ceras contidas nas fibras de algoddo de maneira
segura e ecologicamente confiavel. Neste ambito, pectinases alcalinas sao
mais utilizadas, enquanto pectinases acidas e termotolerantes tém sido objeto
de varios estudos (Garg et al. 2016). Antes do processo de coloracgéo final de
pecas téxteis, a despigmentacdo das fibras naturais de algodao precisa ser
executada. PreSa e TavcCer (2008) realizaram o branqueamento e a limpeza
de fibras de algoddo utilizando uma mistura de &cido peracético 15% e
coquetel comercial 4cido Forylase KL (Alemanha) a 55 °C durante 1h. Apés
30 minutos de incubacao, 88% da viscosidade foi reduzida, sem acréscimo de
reducado no decorrer do tempo. No entanto, a eliminacéo significante de ceras
s6 foi eficiente em temperaturas acima de 80 °C (temperatura na qual ocorre

a dissolugéo destas).

3.7.3. Determinacdo do efeito de ions e modificadores na

atividade enziméatica

Entender as interacdes especificas de enzimas com compostos idnicos
ou com aqueles que ndo atuam em suas reacdes cataliticas fornece base para
amplas funcdes e aplicacdes enziméaticas.

O processo de ativagdo enzimatica por ions e outros compostos
(proteinas, lipidios, peptideos e pequenas moléculas organicas) ocorre devido

a mudancas na conformacdo, estabilizacdo e rearranjo do sitio catalitico da
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enzima, promovendo, consequentemente, aumento da velocidade de sua
atividade basica. Outros fatores podem aumentar a atividade metabdlica das
enzimas e também a ativacao por cofatores e alteracdes do substrato (Smith
e Simons 2004). Alguns céations podem interagir diretamente com o substrato,
modificando e intensificando suas propriedades de modo a aumentar a
afinidade da enzima com este. Os ions ativadores mais relatados na literatura
sdo Ca?*, Mg?*, Zn?* e K* (Lopina 2016).

O processo de inibicdo enzimatica pode ocorrer de diferentes formas,
que incluem desde a inibicdo do produto e substrato, resisténcia da
transferéncia de massas entre eles, efeitos do tamanho de particulas e ligacao
improdutiva entre a enzima e lignina (Ximenes et al. 2010). Como resultado
da ligacdo do inibidor & molécula da enzima, acontece a supressdo da
atividade que interrompe a reacéo catalitica (Lopina 2016). O modo de acao
dos inibidores enzimaticos pode ser reversivel ou irreversivel, sendo que
inibidores irreversiveis geralmente reagem com a enzima de forma a altera-la
quimica ou estruturalmente. Inibidores reversiveis podem ser competitivos ou
nao competitivos, dependendo de seu ponto de entrada no esquema de
reacao enzima-substrato. Em ambos os casos, o inibidor € ligado a enzima
por meio de uma combinacdo adequada de forcas tempo dependente (Smith
e Simons 2004; Ximenes et al. 2011; Lopina 2016). Destaca-se que 0sS
principais ions com atividade inibitéria sdo Hg*, Fe*, Cu* (Lopina 2016).

A fracdo parcialmente purificada PEC_S200 foi submetida a ensaios
com reagentes que poderiam modular sua atividade enzimatica, e o resultado

dessa dessa caracterizacao pode ser visto na Figura 44.
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Figura 43: Efeito de ions e reagentes modificadores da atividade pectinolitica de P. formosus.
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Dentre os ions que apresentaram ativacao do sitio ativo, em ambas as
concentracfes analisadas (1 e 10 mM), estdo os compostos CoClz, KCI e
MnClz. O efeito ativador de K* sobre enzimas holoceluloliticas é amplamente
descrito na literatura, por estar incluido no grupo de moléculas inorganicas
que atuam como cofatores enzimaticos (Smith e Simons 2004). Em
contrapartida, a grande maioria dos estudos apresenta Co?* e Mn* como
inibidores enzimaticos (Karbassi e Vaughn 1980; Ahmed 2018), sendo que o
presente estudo identificou aumento da atividade pectinolitica de 41% e 38%
quando as enzimas foram expostas a CoClz, bem como 33% e 27% ao
composto MnCl2 em concentragcbes de 1 e 10 mM, respectivamente. Uma
possivel hipétese para ativacdo enzimética por cloreto de manganés se deve
ao fato de sua alta capacidade de gerar solucdes ligeiramente acidas (pH 4,0)
em solucdes aquosas, uma vez que a faixa acida de pH foi a que melhor
reteve a atividade enzimética da pectinase do presente estudo (Swaddle
1997).
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Analisando-se a concentracdo de 1 mM, observa-se ativagao
pectinolitica na presenca dos compostos ZnSO4, ZnCl, CaClz2, MgSOa4, NaCl,
DTT, B-mercaptoetanol, SDS, aumentando a atividade em 15%, 18%, 24%,
20%, 18%, 23% e 22%, respectivamente.

Os cétions metdlicos Zn?*, Ca?* e Mg?* sdo cofatores que possibilitam
a catalise enzimatica e que podem atuar como ativadores ou inibidores,
dependendo da concentracdo com que séo aplicados. Em concentracfes de
0 — 30 mM, metais alcalinos, bem como K* e Na*, podem aumentar a atividade
enzimética (Banu et al. 2010). Em alguns casos, tais cofatores podem
aumentar a atividade enzimatica por meio da formacédo de complexos com
outras moléculas (Smith e Simons 2004; Lopina 2016). O pectato de calcio e
0 pectato de magnésio, presentes nas substancias pécticas da lamela média
em vegetais, podem interferir na formacéo de tais complexos, uma vez que
pectato liases sdo dependentes de calcio para catalise, e pectina liases
podem ser estimuladas por Ca? e outros cations (Jayani et al. 2005). O ion
Mg?* (assim como Mn*) é um &cido de Lewis fraco que atrai pares de elétrons
livres dos atomos de oxigénio, formando liga¢fes glicosidicas na presenca de
agua, ocasionando a terminacéo da ligacdo da enzima com o substrato e a
formacdo de monémeros de acucares redutores. Além disso, reage com ions
cloreto, formando complexos metalicos durante sua oxidacéo. A determinacao
do efeito de Mg?* na atividade pectinolitica de Bacillus firmus foi avaliada por
Anggraini e colaboradores (2020), que, durante a caracterizacédo, observaram
gue concentracdes abaixo de 4 mM funcionavam como ativadores da enzima,
formando um complexo com o substrato. J& em concentracfes na faixa de 6
a 10 mM, a atividade enzimatica diminuiu devido a ndo atracéo livre da
pectinase com a pectina e ao bloqueio da ligacdo da enzima ao substrato.

O efeito de varios ions metalicos foi avaliado por Ahmed (2018) na
caracterizacdo de uma pectinase produzida pela levedura Geotrichum
candidum fermentada em pectina citrica como unica fonte de carbono. Os
resultados indicaram ativacado enzimatica na presenca de 1 mM de ZnSO4 e
CaClz e 5 mM de MnClz, NaCl e inibi¢éo alostérica por CoClz, MgSOs e EDTA.

A ativacdo pectinolitica por DTT, B-mercaptoetanol e SDS sugere a
presenca de grupamentos tiol no sitio catalitico desta enzima, uma vez que

estes compostos atuam no afrouxamento das ligagdes dissulfeto presentes no
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sitio catalitico enziméatico (Jiang et al. 2019). A baixa concentracao aplicada,
associada ao curto intervalo de tempo durante a caracterizacdo, permitiu a
desagregacao do oligbmero e consequente expansao do sitio ativo sem que
houvesse perda da conformacdo enzimética, criando acesso livre ao sitio
catalitico, aumentando, assim, a velocidade da reacdo enzimética.

Na concentracdo de 10 mM, observou-se a ativacdo enzimatica por
EDTA, a qual se deve a supressdo de inibidores atuando como agente
quelante na ligacédo de cétions inibidores, eliminando o efeito destes, além da
formacéo de complexos muito estaveis com diversos ions metalicos, como
magneésio e célcio, em condi¢des alcalinas, e Mn, Fe, Zn, Co, Cu, Pb e Ni em
condicGes acidas (Swaddle 1997; Lopina 2016). A utilizacdo de EDTA em
associacdo a uma pectinase termoestavel de B. subtilis como agente quelante
e umectante na desengomagem e bioescoragem de tecidos de algodao e
micropdlio foi avaliada por Ahlawat e colaboradores (2009). Notou-se que a
adicao de EDTA na solucdo de enzima acelerou significativamente ambos os
processos de remocgao das impurezas do tecido de algodao e a degradagéo
das fracdes de tegumento, indicando efeito sinérgico entre enzima e EDTA.
Além disso, modificou a estrutura do substrato, removendo os ions de calcio
das pontes cruzadas que ligam as macromoléculas de pectina entre si,
sugerindo auxilio na criacdo de areas livres e acessiveis para a enzima
presente.

A desativacaol/inibicdo da atividade pectinolitica por FeCls, FeSOas,
CuClz e HgCl2, em ambas as concentracdes analisadas, além de SDS 10 mM,
foi demonstrada. O efeito inibitério de Cu?* Fe?*, Co?*, Hg* sobre pectinases
é relatado em diversos trabalhos (Karbassi e Vaughn 1980; Smith e Simons
2004; Ximenes et al. 2010; Patil et al. 2012; Martos et al. 2014; Lopina 2016;
Trindade et al. 2016; Ahmed 2018). A inibigdo realizada pelo ion Hg?* reforca
a interacdo deste com grupos sulfidrila (-SH) e com os residuos de cisteinas
presentes no grupamento tiol do sitio catalitico enzimatico ou em seus
arredores (Silva 2014; Jiang et al. 2019).

Surfactantes constituem uma importante classe de quimicos industriais
que apresentam capacidade de agregar estruturas em solugdes aquosas. A
formacdo de micelas ocorre quando tais solucdes estdo diluidas, e a

concentracdo critica de micelas, da qual os agregados sdo observados,
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depende da estrutura molecular do surfactante, carater ibnico, concentracao
e condicdes termodinamicas da reacao. Pelo fato de o SDS ser um surfactante
ibnico que se autoagrega em micelas esféricas em concentracoes
aproximadas de 8 mM a 8,5 mM, quando acondicionados em &gua, em
temperaturas de 4 a 25 °C, sem nenhuma adicéo de sal, pode-se inferir que,
no atual estudo, a concentracao critica micelar foi atingida de forma a inibir a
atividade pectinolitica em questdo (Khan e Shah 2008; Ruiz-Morales e
Romero-Martinez 2018).

Um padréo de comportamento foi identificado na atividade enzimética
a partir da inclusdo de ions Cl aumentando a atividade pectinolitica, de forma
a ativa-la. Por ser um forte agente oxidante presente em uma infinidade de
compostos idnicos, bem como em materiais organicos clorados, que variam
desde substéncias inertes a toxicas, tais como pesticidas e
clorofluorcarbonetos (Vaillancourt et al. 2005), a ativacdo enzimética a partir
destes ions sugere que eles possam estar diretamente interligados ao seu
sitio ativo ou mesmo a capacidade de detoxificacdo de compostos quimicos
presentes no género do fungo secretor de tal enzima (Ogawa et al. 2003; Oka
et al. 2014; Laguna et al. 2015; Mioso et al. 2015; Oka et al. 2015)

3.7.4. Determinagdo do efeito de compostos fendlicos na

atividade enzimética

Os compostos fendlicos soluveis, derivados de lignina, sdo gerados a
partir das tecnologias de pré-tratamento e possuem diferentes maneiras de
interagir com as proteinas. Uma delas é através da formacédo de ligacbes
covalentes e ndo covalentes, causando mudancas na conformacéo proteica e
ocasionando a desativacaol/inibicdo enzimatica, bem como a capacidade
fermentativa de bactérias e leveduras (Ladeira Azar et al. 2018). Embora tais
mecanismos de inibicdo ainda ndo estejam completamente elucidados, a
investigagdo do modo de atuagdo sobre as enzimas holoceluloliticas é
importante para aprimoramento dos processos de converséo, sacarificacao e
degradacéo enzimatica destes.

Para investigar o potencial inibitério sobre a atividade da pectinase

contida na fragdo PEC_S200, foram realizados ensaios enzimaticos na

150



presenca de cada um dos compostos analisados (Figura 45) separadamente.
O termo inibicdo sera empregado para se referir a diminuicdo imediata da

atividade enzimatica.
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Figura 44: Estrutura dos compostos fendlicos testados sobre a atividade de PEC_S200

Os resultados de inibicéo, obtidos a partir da incubagdo dos compostos
fenolicos e PEC_S200, sdo apresentados na Figura 46.
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Figura 45: Efeito de compostos fendlicos na atividade enzimatica pectinolitica de PEC_S200 de
P. formosus. (m) Controle enzimatico concentragdo 2 mg/ml

Como mostrado na figura 48 pode-se observar que 0S compostos:
acido 4-hidroxibenzoico, acido p-cumarico e acido transcinamico inibiram a
atividade pectinolitica em 25%, 26% e 66%, respectivamente. Acido
transferdlico e acido tanico mostraram aumento da atividade relativa,
enquanto siringaldeido, acido galico e vanilina ndo alteraram a atividade.

O acido tanico popularmente chamado tanino pertence ao grupo dos
compostos fendlicos produzidos em alguns vegetais como metabdlito
secundario que possui importante papel de protecdo no mecanismo de defesa
destes contra infecgBes microbianas, principalmente. Por serem polifendis
hidrossoluveis apresentam como caracteristica determinante a adstringéncia
(capacidade de se ligar a outras moléculas) e turbidez; estdo presentes na
maioria dos tecidos vegetais (folhas, sementes, raizes e frutos) (Prommajak
et al. 2020). Em subprodutos de café sdo componentes estruturais liberados
durante o processo de pré-tratamento (Murthy e Madhava Naidu 2012; Murthy
e Naidu 2012; Villa-Montoya et al. 2017).

O género Paecilomyces é descrito como produtor de tanases (Battestin
e Macedo 2007), portanto sua alta familiaridade a esse composto possibilita
efeito sinérgico entre tanases e pectinases, uma vez que as pectinases atuam
na remocdo imediata da turbidez e tanases agem na diminuicdo da
adstringéncia (Cerreti et al. 2016). Acredita-se, portanto, que este seja 0
principal motivo pelo quais os resultados obtidos nesse estudo sejam
controversos a literatura existente, demonstrando aumento de 35% da
atividade pectinolitica imediata e 15% apos 24h (dados ndo mostrados) na
presenca de acido tanico quando em sua maioria este reduz hidrdlise
enzimatica.

O acido transferulico ndo causou inibicdo ou desativacdo de PEC_S200
de P. formosus, aumentando sua atividade em 187% inicialmente e retendo
sua atividade em 120% apdés 24h (dados ndo mostrados). O aumento de
atividade pectinolitica foi descrito em outros trabalhos. A hidrdlise de pectina
pelo extrato bruto e pectinase parcialmente de A. terreus foi aumentada em

190% e 160% pela presenca de acido ferulico (Vaz et al. 2020). A
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metabolizacdo de &cido ferdlico pelos fungos pertencentes ao género
Paecilomyces foi descrita por Rahouti e colaboradores (1989), sugerindo que
a ativacao por este composto seja possivel pela eliminacéo do efeito inibidor,
uma vez que o grau de inibicdo por fendlicos é depende da correlacdo linear
e ndo-linear entre as proteinas e os compostos derivados de lignina (Ximenes
et al. 2011; Qin et al. 2016).

A comparacao dos resultados deste trabalho com a literatura mostra
que o efeito de compostos fendlicos sobre pectinases varia de acordo com as
enzimas, oS compostos, as concentracdes utilizadas, as temperaturas de
ensaio testadas e os microrganismos produtores, podendo haver inibigéo,

desativacdo, manutencao ou ativacdo da enzima.

3.7.5. Determinagdo de estabilidade da atividade enzimatica

em etanol

A partir dos experimentos com compostos fendlicos foi possivel
observar que a atividade de PEC_S200 manteve-se estavel por longos
periodos de tempo. Tal efeito estimulou a investigacdo do efeito do etanol
sobre a atividade pectinolitica de P. formosus. A figura 47 mostra o efeito do

etanol sobre a atividade enzimatica.
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Figura 46 Efeito do etanol na atividade enzimatica pectinolitica de P. formosus (-+) PEC_S200
(=) PEC_S200 incubada em etanol 20%

Os dados apresentados anteriormente mostram que PEC_S200 é
estavel na presenca de etanol a 28°C. Além do mais, este aumentou 11% de
sua atividade a 20% (v/v) (correspondendo a 157,8 g/L), em contraste com a
perda de atividade em 18% na auséncia deste composto. A inibicdo de
holocelulases por etanol € um problema potencial em processos que utilizam
fermentacao e sacarificagdo simultaneas, diminuindo os rendimentos finais de
etanol (Wu e Lee 1997). A identificacdo de meia-vida de 72h indica que este
complexo enzimatico € um candidato a aplicacdo em processos fermentativos
sélidos onde alta tolerancia a etanol é requerida. Adicionalmente, 100% da
atividade pectinolitica foram mantidos depois de 6 meses (dados nao
mostrados) em incubagcdo com etanol a 4°C. Os mecanismos pelos quais o
etanol interfere na atividade enzimatica sdo desconhecidos, mas alteracdes
conformacionais e na flexibilidade da estrutura proteica podem estar
envolvidas, sendo que estudos mais aprofundados devem ser realizados para
desvenda-las.

Inimeras aplicacbes de enzimas pectinoliticas tém sido descritas na

industria biotecnolégica: emprego na producdo e clarificacdo de sucos,
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auxiliando na reducéo da viscosidade durante esses processos (Sethi et al.
2016; Mahmoodi et al. 2017); producdo de etanol de primeira e segunda
geracédo, onde o enriquecimento com estas enzimas melhora a eficiéncia da
conversao enzimatica dos polissacarideos em mondmeros fermentesciveis
pelas leveduras produtoras de bioetanol (Zavala-Paramo et al. 2020); durante
o processo de producdo de vinho, sendo as mais importantes enzimas
utilizadas, pois atuam de forma multifuncional na trituracdo das uvas,
liberacé@o de pigmentos e fendlicos, na sedimentagéo de particulas suspensas
e na melhora das caracteristicas organolépticas frente aos compostos
fendlicos e antocianinas, além de colaborarem na intensificacdo do sabor e
do aroma finais (Sieiro et al. 2012).

Pectinases capazes de se manterem ativas em altas concentracdes de
etanol sdo relevantes para as industrias, pois se tornam inibidores no decorrer
do processo fermentativo. Merin e de Ambrosini (2015) avaliaram o potencial
enoldgico de pectinases produzidas por leveduras ndo Saccharomyces em
baixas temperaturas e verificaram alta tolerdncia a compostos inibitorios,
como etanol 15% e diéxido de enxofre (120 mg/ml), na retencao de 84% da
atividade. Em consonancia com estes resultados, Sahay e colaboradores
(2013) identificaram enzimas pectinoliticas ativas de Cystofilobasidium
capitatum e Rhodotorula mucilaginosa em baixas temperaturas de
crescimento (6 e 12°C, respectivamente, capazes de manter cerca de 50% e
80% de suas atividades 6timas, nessa ordem, em condi¢cBes acidas de pH

(3,5) e temperaturas variando entre 6 e 12°C.

3.7.6. Determinacgado dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos para a pectinase da fracdo PEC_S200 foram
determinados a partir de regresséo nao linear e do ajuste de curva hiperbdlico,

sendo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14: Parametros cinéticos de PEC_S200

Enzima Km (ng/ml) Vmax (Ul/ml)

PEC_S200 4,51

0,029

155



A Vmaxmostra a taxa catalitica maxima de conversao de substrato para
o produto desejado quando todos os locais ativos da enzima estédo saturados
com o substrato. A concentracdo de substrato na metade do valor Vmax €
considerada como o valor da constante de afinidade (Km). Um Kn alto indica
afinidade fraca da enzima para seu substrato, que depende dos efeitos de
difusdo do tipo de substrato e das condicbes ambientais, como pH,
temperatura e forca iénica (Anggraini et al. 2020; Mohammadi et al. 2020).

De acordo com a literatura, os resultados apresentados sugerem alta
afinidade enzimética pelo substrato com taxa de conversao mediana. Valores
similares de Km tém sido descritos por varios microrganismos produtores de
poligacturonases, tais como 0,173 mg/min em Wickerhamomyces anomalus
(Martos et al. 2014), 0,3105% de Bacillus firmicutis com substrato enriquecido
por magnésio (Anggraini et al. 2020), 0,021 mg/ml e Vmax 410,43 U/mg de
Bacillus paralicheniformis (Rahman et al. 2019). Alguns trabalhos apresentam
valores elevados de Km € Vmax Sobre a cinética de pectinases, como
apresentado por Vaz e colaboradores (2020) na caracterizacdo de PGA livre
de A. terreus relatados por 24,54 ug/ml e 1,39 pg/min. No trabalho de Banu
et al. (2010), foi expressa uma pectinase de P. chrysogenum de massa 31
kDa com Km de 1,0 mg/ml e Vmax de 85 U/mg, respectivamente. Suresh e
Viruthagiri (2010) caracterizaram uma pectinase de A. niger produzida em
farelo de trigo e casca de arroz sob condi¢Bes 6timas de pH e temperatura
com massa de kDa, Km de 294,12 e Vmax de 2,33 U/mg.

4. Conclusbtes

O presente capitulo teve como objetivos a producéo e a purificacdo de
uma pectinase a partir da agua residual do processamento de café como meio
indutor de P. formosus. Este residuo se mostrou eficiente na inducéo
enzimatica sem necessidade de nenhum tipo de pré-tratamento
lignocelulésico.

Foram aplicadas diferentes abordagens de purificacédo; no entanto, nao
foi possivel chegar a purificagcéo total da pectinase, determinando-se que essa
enzima é formada por um hetero-oligbmero entre proteinas de massas
moleculares distintas, onde somente parte deste oligbmero possui atividade
catalitica caracteristicamente &cida, termoestavel, estavel em etanol e
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altamente catalitica ao seu substrato. Destaca-se a n&o ocorréncia, na
literatura, de uma pectinase com tais caracteristicas oligoméricas.

Diante das especificidades apresentadas pela pectinase deste estudo,
as melhores aplicacdes seriam nas industrias: alimentar humana, téxtil, de

racdes animais e de producao de etanol de 22 geragéo.

5. Perspectivas futuras

Como perspectivas futuras, propde-se otimizar o processo de purificacédo
enzimatica, de modo a aumentar o rendimento final, e também dar
prosseguimento aos estudos estruturais do oligdmero, realizando-se
experimentos de cunho biofisico (ultracentrifugacdo, dicroismo circular e
coeficiente de extingdo molecular proteico), com identificacdo da enzima
purificada por meio de analise em MALDI-TOF LS, além da analise da
termoestabilidade na presenca dos principais ativadores enzimaticos. Outra
perspectiva € a elaboracdo de mapas protedmicos para identificacdo das
diferentes proteinas secretadas por P. formosus, crescido nos variados residuos
de café (agua residual, casca e polpa), e a verificacdo da presenca de pectinases
glicosiladas. A analise do secretoma auxiliara na descricdo da inducdo
diferenciada das fontes de carbono e como estas influenciam no processo de

excrecao enzimatica do fungo.
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Neste artigo, revisamos a vasta gama de diferentes residuos agricolas
disponiveis para a producdo de bioenergia e produtos de valor agregado.
Revisamos o uso desses diferentes residuos na perspectiva do desenvolvimento
de uma bioeconomia circular em que todos os residuos da producao agricola
podem ser usados como produtos de base para a producdo agricola e para
outros usos industriais. A relevancia da revisdo reside na importancia de
desenvolver formas sustentaveis de producéo de energia que limitem a emisséo
de gases de efeito estufa e reduzam macicamente nossa dependéncia de
combustiveis fosseis. A maioria dos residuos agricolas é atualmente
considerada de baixo valor; no entanto, nossa revisdo destaca as inumeras
maneiras pelas quais esses residuos podem ndo apenas reduzir nossa
dependéncia de combustiveis fésseis, consequentemente reduzindo a poluicdo
e as mudancas climéticas, mas também gerar riqueza para uma série de

indastrias, agregando valor comercial a esses residuos.
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Abstract

Interest in lignocellulosic biomass conversion technologies has increased
recently because of their potential to reduce the dependency on non-
renewable feedstocks. Residues from a variety of crops are the major source
of lignocellulose, which is being produced in increasingly large quantities
worldwide. The commercial exploitation of crop residues as feedstocks for
biorefineries which could be used to produce a variety of goods such as
biofuels, biochemicals, bioplastics and enzymes is an attractive approach not
only for adding value to residues but also for providing renewable products
required by the expanding bioeconomy market. Moreover, the implementation
of biorefineries in different regions has the potential to add value to the specific
crop residues produced in the region. In this review, several aspects of crop
residue application in biorefineries are discussed, including the role of crop
residues in the bioeconomy and circular economy concepts, the main technical
aspects of crop residue conversion in biorefineries, the main crop residues
generated in different regions of the world and their availability, the potential
value-added bioproducts that can be extracted or produced from each crop
residue, and the major advantages and challenges associated with crop
residue utilization in biorefineries. Despite their potential, most biomass
refining technologies are not sufficiently advanced or financially viable. Several
technical obstacles, especially with regard to crop residue collection, handling,

and pre-treatment, prevent the implementation of biorefineries on a
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commercial scale. Further research is needed to resolve these scale-up-
related challenges. Increased governmental incentives and bioeconomic
strategies are expected to boost the biorefinery market and the cost
competitiveness of biorefinery products.

Keywords: crop residue, biorefinery, bioproduct, biomass, circular

bioeconomy, enzyme
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1. Introduction

Sustainable development is defined as “producing for the needs of
today without compromising those of future generations” by the World Summit
on Sustainable Development (Finkelstein and Sheehan 2009). In this context,
bioenergy is one of the several resources used to improve living standards and
promote sustainable development using renewable sources for the generation
of "clean energy" and reduction of the dependence on fossil fuels (Energy
2018). The interest in lignocellulosic biomass conversion technologies has
increased recently owing to their potential for energy and bioproduct
generation without the use of non-renewable feedstocks; thus, these
technologies can potentially contribute to air quality improvement and
reduction of greenhouse gas (GHG) emissions (Silva et al. 2018).

Lignocellulosic biomass is mainly derived from plant materials, including
crop residues, forest residues, wood crops, industrial wastes, municipal solid
waste, and food waste. Additionally, grasses can be grown for biomass
generation (Energy 2018). Lignocellulosic biomasses of different types are
distributed worldwide, but vary spatiotemporally in their availability. Each
region produces a specific set of biomasses according to its agricultural and
agro-industrial activity. These alternative feedstocks can be converted into a
variety of bioproducts in biorefineries, including bioenergy (in the form of
biofuels and bioelectricity), enzymes, chemicals, and materials (e.g.,
biosorbents and bioplastics) that are valuable to the market.

Our review focuses on the importance of crop residues in the context of
biorefineries and the circular bioeconomy concept. We summarize the main
crop residues generated in different regions of the world and their availability,
the potential value-added bioproducts that can be extracted or produced from
crop residues, and the major advantages and obstacles associated with crop

residues utilization in biorefineries.

2. Crop residues in circular bioeconomy
The European Commission defines bioeconomy as "the production of
renewable biological resources and the conversion of these resources and
waste streams into value-added products, such as food, feed, bio-based

products and bioenergy” (European Comission 2018). The bioeconomy
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concept covers all the economic and industrial sectors and systems that use
or process renewable biological resources (animals, plants, microorganisms,
and derived biomass, including organic waste) as well as their functions and
principles (Bugge et al. 2016; European Comission 2018; BIOPRO BW 2019).
Importantly, a fundamental aspect of the bioeconomy is the mitigation of GHG
emissions using renewable resources rather than fossil resources. For this
reason, a shift from a fossil-based economy to a bio-based economy is seen
as essential for achieving global climate targets set in the Paris agreement
(Silva et al. 2018). Complimentary to the bioeconomy concept, a circular
economy is based on the concept that the residues from one industrial process
will be useful as feedstock for another, in such a way that the environmental
impact will be almost zero and the residues, which were originally considered
to be waste products, will have economic value (Bos et al. 2017), as
demonstrated in Figure 1.

In a circular economy, the “restoration” pathway replaces the “end-of-
life” concept and residues are recycled, resulting in high-value-added
products. By using residues as feedstock, the circular economy aims to add
commercial value to otherwise discarded waste products and reduce
environmental, economic, and social problems that arise from inappropriate
residue disposal (Tozlu et al. 2016; Nizami et al. 2017). Combining both
concepts, the circular bioeconomy is an economic system in which the basic
building blocks for materials, chemicals, and energy are derived from
renewable biological resources (including crop residues and byproducts from
crop residue processing) and is described as an industrial system that is
restorative or regenerative by design. In this context, biorefineries that use
crop residues as feedstock to produce value-added products are key players

in the circular economy (Venkata Mohan et al. 2016; Bos et al. 2017).
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Fig. 1 Use of crop residues in the context of biorefineries and circular

bioeconomy

3. Enzyme-based crop residue biorefineries

Crop residues have the potential to replace non-renewable resources
owing to their high availability and structural composition (rich in
polysaccharides and lignin). The increasing production of lignocellulosic
biomass from crop residues as a result of the growing demand for agricultural
products is currently raising environmental concerns. Consequently, interest in
the utilization of crop residues as feedstock for biorefineries has increased, as
it represents a biomass management tool that integrates recycling and
remediation in an environmentally friendly manner [3], reduces the pollution
generated by inappropriate disposal (Yang et al. 2016), and adds value via
bioproduct generation.

Biorefineries based on lignocellulosic biomass, such as crop residues,
have emerged as the most suitable substitutes for petroleum-based refineries.
This new concept includes a wide range of new technologies capable of
converting the structural components of biomass into bio-based products such
as fuels, value-added co-products, and other applications (Silva et al. 2015;
Squinca et al. 2018). There are several biorefinery platforms (e.g.,
carbohydrates, syngas, lignin, and pyrolytic liquid) that can be employed as
key intermediates between raw materials and final products (Rosales-
Calderon and Arantes 2019).
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Holocellulose (cellulose, hemicellulose, and pectin) and lignin are the
main structural components of lignocellulosic raw materials. The complex
three-dimensional constitution of these substrates involves physical and
chemical interactions between holocellulose and lignin, ensuring structural
stability and resistance of the plant cell wall (Gomes et al. 2017; Thorenz et al.
2018). The degradation of polymers from lignocellulose into their structural
monomers, usually achieved via an enzymatic pathway, is essential for further
synthesis of biofuels and building block chemicals in biorefineries (Silva et al.
2018).

A pool of enzymes (e.g., cellulases, hemicellulases, lytic polysaccharide
monooxygenases, ligninases, and cellobiose dehydrogenases), in
combination with other proteins (swollenins and expansins), is required to fully
degrade the cell wall from crop residues (Silva and Filho 2017). In a natural
system, this degradation is performed by microbial consortia that synthesize a
broad range of hydrolytic and non-hydrolytic enzymes with different modes of
action and broad and restricted specificities that act synergistically to disrupt
and fully degrade plant biomass (Lopes et al. 2018).

Based on this natural process, large-scale biomass degradation in
biorefineries is achieved using enzymatic cocktails produced by selected
microorganisms. Enzyme production is one of the most important steps for
biomass refining to be economically viable, but the cost of production remains
high. an understanding of enzymatic synergism is crucial to enhance the speed
of enzymatic biomass conversion and reduce enzyme loads and hydrolysis
time, important factors determining the cost of hydrolysis of lignocellulosic
substrates (Silva and Filho 2017). It is necessary to select highly productive

microorganism strains that demonstrate high expression of a wide range of carbohydrate-active enzymes
(CAzZymes) and lignin-degrading enzymes when cultured on different types of lignocellulosic substrates
[17]. Filamentous fungi are generally employed as enzyme-producing organisms. Trichoderma [98, 148],
Aspergillus [149], and Penicillium species are frequently used for CAZyme production, whereas white-

rot fungi are mostly used to produce lignin-degrading enzymes (Fillat et al. 2017).

Either off-site enzyme production (in which one single enzyme-
producing plant provides enzymes for multiple biorefinery plants) or on-site
enzyme production (in which enzymes are produced in an operational unit
annexed to a biorefinery plant) approaches can be employed. On-site enzyme

production in biorefineries may be a viable alternative to reduce costs and
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GHG emissions associated with enzyme production. In this approach, crude
enzyme cocktails can be directly applied to crop residue hydrolysis with
minimal enzyme processing and no transportation requirements (Silva and
Filho 2017). In addition, the use of lignocellulosic biomass such as crop
residues as a carbon source for on-site enzyme production (a process referred
to as integrated enzyme production) enables the synthesis of enzyme
consortia tailored to the topographic and bromatological characteristics of each
particular lignocellulosic material (Bech et al. 2015; Yang et al. 2016; Silva and
Filho 2017; Lopes et al. 2018; Thorenz et al. 2018; Rosales-Calderon and
Arantes 2019). In this case, depending on its structure and composition, each
specific crop residue induces the production of a specific set of enzymes (Bech
et al. 2015). Integrated enzyme production adds further value to crop residues
and broadens the portfolio of products produced in biorefineries, since
enzymes are highly valuable biocatalysts (more valuable than biofuels) that
have industrial applications other than crop residue biorefining, such as in the
pulp and paper industry, textiles, detergents, animal feed, food, beverage, and
nutraceuticals (e.g., probiotics, antioxidants, and vitamins) [21, 25, 30-32].
Figure 2 summarizes the different types of lignocellulose-degrading enzymes
involved in biomass refining and other potential biotechnological applications.
The use of crop residues for the production of enzymes is a promising market.
The global market for enzymes has grown in recent years, reaching almost
$4.6 billion and $4.9 billion in 2014 and 2015, respectively (BBC 2017). This
market is expected to expand to around $6.3 billion by 2021, with a compound
annual growth rate of 4.7% from 2016 to 2021 (BBC 2017).
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Fig. 2 Lignocellulose-degrading enzymes from microorganisms and their
biotechnological applications

4. Global overview of crop residue generation

The term agricultural residue encompasses all plant biomass generated
as a byproduct during harvesting or crop processing. Crop residues were
defined by Searle and Marlins (Searle and Malins 2015) as the parts of the
aboveground plant that are not eaten nor have other primary uses. The residue
ratio, or ratio of residues to the main crop product, is highly variable. These
residues can be classified as primary, secondary, or tertiary (Hoogwijk 2003;
Zalfar 2019). Primary residues (e.g., rice straw, sugarcane top and straw,
coffee husks, corn stalks and straw, wheat straw, empty palm fruit bunches
and frond, and vine trimming shoots) are generated in the field at the time of
harvest, while secondary residues (e.g., rice husks, sugarcane bagasse,
corncobs, soybean hulls, distiller's dried grains, sand from sugarcane ash
bagasse, wastewater, and black liquor) are co-produced during processing.
Tertiary residues are the remains that arise from (partial) final consumption

(e.g., food leftovers).

According to a study conducted by Tripathi et al. (Tripathi et al. 2019),
cereal straw contributes to 66% of the world’s residual plant biomass.

Nevertheless, cereal primary residues (e.g., wheat straw, rice straw, and corn
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stover) cannot be entirely removed from the field and destined for bioenergy
production and biorefining since these biomasses play a key role in
maintaining the fertility, organic carbon levels, nitrogen levels, humidity, and
the micro- and macrobiota of soils; stabilizing soil temperature; and preventing
soil erosion (Tarkalson et al. 2009; Monteleone et al. 2015; Cherubin et al.
2018). Importantly, if biomass is removed, soil fertilizer must be added to
compensate for biomass removal, but that does not compensate for other
factors such as erosion, temperature, and humidity control (Andrew 2006;
Monteleone et al. 2015). Broad projections usually estimate that 60-70% of
crop residues must be left in the field for ecological purposes (Searle and
Malins 2015; Daioglou et al. 2016). When individual crop residues are
considered, the estimated average sustainable removal rate is 40% for wheat
straw (ranging from 15% to 60%), 50% for corn stover (ranging from 25% to
80%), and around 60% for rice straw (Scarlat et al. 2010); however, these are
broad generalizations. The rates of sustainable biomass removal vary greatly
according to not only crop type, but also a number of other site-specific factors
such as soil characteristics, climate pattern, the slope of the terrain, and
farming practices such as tillage and crop rotation (Scarlat et al. 2010;
Monteleone et al. 2015). Residue removal from the field is also restricted by
the costs and technical limitations of biomass collection, baling, handling, and
transportation (Sietske Boschma et al. 2013). The amount of collected crop
residues that may be utilized for bioenergy production and biorefining is further
limited by other competing uses of the biomass, such as feed for livestock,
animal bedding, horticulture, substrate for mushroom production, and
traditional burning for heat (Scarlat et al. 2010; Searle and Malins 2015). The
effects of crop residue removal on soil fertility, crop yields, and GHG emissions
have been studied, but further efforts are required to calculate the sustainable
balance between biomass-to-soil and biomass-to-bioproduct conversions with
respect to their environmental, economic, and social impacts (Cherubin et al.
2018).

Crop residues are not equally distributed worldwide; they have distinct
regional characteristics, and their availability varies spatiotemporally. Table 1
summarizes the agricultural production and the associated residue generation

of different crops globally and the main countries producing each crop during
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the 2016/17 harvest. Figure 3 shows a map of the main agricultural residues
produced in each continent. The major crop residues produced in each global

region are discussed below.

Grape Barley

Sugarcane Orange Bean dry Sargum Millet Wheat

Fig. 3 An overview of the main agricultural crops produced in the world
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Table 1 Correlation between the annual production of different crops and the generation of crop residues

Plantations Leading Global Total global Residues Cellulose Hemicellulose Lignin References

producers production wastes (t) (%) (%) (%)
®

Cotton China 6.54E+07 9.81E+07 Cotton 80 * * (Agbor et
(25%), sheets, al. 2011;
India cotton FAO
(22%), USA stalks 2018b;
(15%), FAO
Pakistan 2018a)
(8%), Brazil
(5%)

Rice China 7.41E+08 1.10E+07 Rice straw, 25.1- 38 27 -37.1 8- (Nunes et
(19%), Rice hulls 15.2 al. 2013;
India FAO
(18%), 2018b;
Indonesia FAO
(8%), 2018a;
Bangladesh Thorenz et
(6%), al. 2018)
Vietnam
(4%)

Coffee Brazil 9.22E+06 3.67E+06 Coffee 37.2 24.9 * (FAO
(33%), husks, 2018b;
Vietnam Coffee FAO
(16%), pulp, 2018a;
Colombia Wastewater USDA
(8%), 2018)
Indonesia
(7%)1
Ethiopia
(5%)
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Brazil 1.89E+09 4,73E+08
(41%),

India

(18%),

China (6%),

Thailand

(5%),

Pakistan

(3%)

Russia 1.41E+08 1.78E+06
(20%),

Germany

(11%),

France

(11%),

Australia

(11%),

Ukraine

(10%)

Myanmar 2.68E+07 3.66E+05
(19%),

India

(14%),

Brazil

(10%), USA

(5%),

United

Republic of

Tanzania

(4%)

Brazil 7.32E+07 4.29E+07
(24%),

China

(12%),

India

(10%), USA

Sugarcane
bagasse,
cane straw

Barley
straw

Peel beans

Orange
peel,
Orange
bagasse

(Nunes et
al. 2013;
FAO
2018b;
FAO
2018a;
Thorenz et
al. 2018)

(FAO
2018b;
FAO
2018a;
Thorenz et
al. 2018)

(FAO
2018b;
FAO
2018a)

(FAO
2018b;
FAO
2018a)




(7%),

Mexico
(6%)

Apple China 8.93E+07 5.85E+07 Apple * * * (Shalini
(50%), USA pomace and Gupta
(5%), 2010; FAO
Poland 2018b;
(4%), FAO
Turkey 2018a)
(3%), India
(3%)

Corn USA (36%), 1.06E+09 7.49E+08 Corncobs, 37.3 25.5 13.8 - (Lal 2005;
China corn straw 16.7 Gomes et
(22%), al. 2017;
Brazil (6%), FAO
Argentina 2018b;
(4%), FAO
Mexico 2018a;
(3%) Thorenz et

al. 2018)

Soybean USA (35%), 3.35E+08 2.98E+08 Soybean 25 11.9 17.6 (FAO
Brazil hull 2018b;
(28%), FAO
Argentina 2018a;
(17%), Thorenz et
India (4%), al. 2018)
China (3%)

Sorghum USA (19%), 6.39E+07 3.54E+07 Sorghum 36 18 15.5 (FAO
Nigeria straw 2018b;
(11%), FAO
Sudan 2018a;
(10%), Thorenz et
Mexico al. 2018)
(8%),
Ethiopia
(7%)
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Wheat China 7.69E+08 1.13E+07 Wheat 35-37.3 24 -28.7 17.8 - (Nunes et
(17%), straw 25 al. 2013;
India FAO
(12%), 2018b;
Russia FAO
(10%), USA 2018a;
(8%), Thorenz et
Canada al. 2018)
(3%)

Grape China 7.74E+Q7 1.24E+07 Grape * * * (FAO
(19%), Italy pomace 2018b;
(11%), USA FAO
(9%), 2018a)
France
(8%), Spain
(8%)

*No data available
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Americas. A substantial area of land in the American continent is
exploited for agriculture and, consequently, a considerable amount of crop
residue is produced each year. Brazil and Argentina are the main producers
and exporters of food in South America, with 43 and 37 million hectares
available for agriculture, respectively. Brazil is the world’s largest producer of
sugarcane, coffee, and oranges and is a major producer of soybean, corn,
cotton, and beans, while Argentina mainly produces corn, soybean, wheat, and
grape production (FAO 2018a). Large-scale agricultural production results in
the generation of large amounts of residues (FAO 2018a). The US, in turn, is
the world's largest producer of corn, soybeans, and sorghum and a major
producer of wheat. Currently, however, approximately 90% of corn residues in
the US are left in the fields after harvesting, and less than 1% of the residue is
collected for industrial processing (Kim and Dale 2004; Ray et al. 2013; FAO
2018a), indicating that these residues are still an untapped renewable
resource and that the corn residue conversion industry is still in its infancy.

Asia. Asia is also a major producer of crop residue. After Brazil, India
and China are the largest producers of sugarcane (Bezerra and Ragauskas
2016). The Asian continent is the main producer of wheat (43%), and China
and India account for more than half of the global cotton production. Moreover,
about 90% of the world's rice is produced in Asia, especially in Bangladesh,
China, and India. About 65% of the apples produced in the world also come
from Asia, with China accounting for 50% of the global production. After
processing, approximately 25% of an apple's weight becomes a residue
(Shalini and Gupta 2010).

Africa. In 2016, Africa produced 24 billion tons of agro-industrial residue

(FAO 2018a). The pattern of African consumption has risen (5%) above the world

average (2.3%), and residues from the production of rice, wheat, sorghum, millet,

and beans represent a significant amount of waste in the North and South African

regions (FAO 2013; Macauley 2015). Corn is the main crop cultivated in the

African continent, with South Africa, Nigeria, and Ethiopia producing substantial

guantities of this crop and thus generating large amounts of residue related to

corn (FAO 2018a).
Europe. Europe is one of the world's largest producers and suppliers of
food and fiber, accounting for about 20% of global cereal, 32% of wheat, and
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more than 60% of oat production (FAO 2018a; Thorenz et al. 2018). Corn
cultivation has high water requirements during crop development. Despite the
periods of constant droughts and heat waves, Europe is the third-largest
producer of corn in the world, surpassed only by the Americas and Asia
(Olesen et al. 2011; Assefa et al. 2014). According to Olesen et al. [22],
measures are currently being adopted in many European regions to adapt to
climate changes and maintain the current crop yields, including the use of new
cultivars and changes to the cultivation timing and tillage and fertilization
practices with a focus on the conservation of soil and groundwater. Countries
such as Ukraine, Russia, France, and Romania, which have the most
significant resources for irrigation, lead the production and manufacture of feed
and animal feed silage. However, 16% of the total production becomes residue
(FAO 2018a).

Oceania. Oceania's agriculture is characterized by the production of
low-intensity and large-scale crops due to vast tracts of arable land (Oerke and
Dehne 2004). The primary cultures include wheat, oat, and sugarcane, all of
which generate large amounts of residues. In many cases, oats serve as a
rotation crop in some states of Australia due to its ability to break the pest life-
cycle and renewal of pasture fields. Currently, with the encouragement of
conservation agriculture and increased organic agriculture, Oceania is the
largest organic producer in the world, with 17.3 million hectares planted (40%
world production) (Willer et al. 2015). With this practice, lesser plant residues
accumulate since they are largely recycled back to the soil as an organic soil

management strategy (Wrigley et al. 2015).

5. Applications of crop residues

The use of crop residues as feedstock for bioproducts is promising because
of their abundance and low cost (Medina et al. 2015). However, most
technologies for the conversion of crop residues to biochemicals, biomaterials,
and eco-friendly fuels are not yet fully developed to the industrial scale and are
not cost competitive. Several technologies developed by academia and the
private sector are available at different technology readiness levels (TRL)
(Nasa 2017; Rosales-Calderon and Arantes 2019). Some of these
technologies are at TRL 1 and 2, requiring extensive research and time before
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they can be industrially applied. Others are at TRL 8, indicating that they are
ready for implementation with an already existing technology or a technology
platform. However, their commercial feasibility is uncertain. Tables 2, 3, 4, 5,
6, and 7 and Figure 4 show several potential biotechnological applications of
crop residue products, including in the production of biofuels, biomaterials,
enzymes, and nutraceuticals. None of the examples mentioned in Tables 2 —
7 are currently being practiced commercially, except for bioethanol production
from sugarcane, corn, and wheat residues. The production of bioethanol from
crop residues at a commercial scale has been carried out intermittently since
2014 by different companies around the world, including the USA, Brazil, and
European countries such as Italy, and new commercial-size facilities are
planned or are under construction in different countries. Nevertheless, several
technical problems, as discussed later in the text, and the narrow profit margins
of lignocellulosic ethanol have forced several commercial operating units to
curtail or cease production, either permanently or temporarily, and dedicate
research and development efforts toward overcoming technical hurdles (Silva
et al. 2018; Bacovsky 2019; Energy.gov 2020).

Bioenergy production has traditionally been the focus of biomass
conversion research. Different assessments on the bioenergy potentials by
2050 have been performed, and different researchers have reported divergent
results due to differences in the methodological approaches and assumptions
applied (Bentsen and Felby 2012). Beringer et al. (Beringer et al. 2011) pointed
out that a combination of all biomass sources may provide between 130 and
270 EJ yr! in 2050, equivalent to 15-25% of the world’ s future energy
demand. In this case, energy crops would account for 20—60% of the total
potential depending on land availability and the proportion of irrigated area. On
the other hand, a reassessment of global bioenergy potential in 2050 made by
Searle and Malins (Searle and Malins 2015) estimated that the maximum

plausible limit for sustainable energy crop production would be 40-110 EJ yr
1
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Fig. 4 An overview of crop residue applications in lignocellulose-based

biorefineries

Although bioenergy has traditionally been the focus of biomass
conversion, other bioproducts of higher value, such as chemicals, plastics, and
enzymes, could improve the overall competitiveness of biorefineries. The
production of organic acids, biodegradable plastics, or enzymes from biomass
residue feedstock will add to twice the commercial value compared with
electricity, animal feed, and fuel production (Kiran et al. 2015). From chemical
and biotechnological perspectives, almost all chemicals and building blocks for
plastics can be made using renewable raw materials (Gontard et al. 2018). For
example, the replacement of bisphenol A (a chemical compound used since
the 1960s in the manufacture of synthetic polymers [e.g., polycarbonate
plastics and epoxy resins] and widely distributed in products used daily [e.g.,
packaging and bottles]), with aromatic building blocks from biological sources,
such as phenols, is an innovative strategy for application in the polymers and
plastic industries (Gontard et al. 2018). Moreover, the variety of natural
polyphenols allows an array of different possibilities for fine-tuning to a specific
application, which is not possible with monostructural chemicals such as
bisphenol A (Aouf et al. 2014). According to de Jong et al. (Jong et al. 2012),
the global production of bio-based chemicals and polymers is estimated to be

around 50 million tons per year.
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According to the 2018 market data (European Bioplastic 2018), the
global production of bioplastics is expected to increase by approximately 3.8
% per year (from 2.05 million tons to approximately 2.44 million tons per year
in the period 2017-2022). Approximately 62% of consumer product companies
aim to switch their packaging to sustainable packing (Gontard et al. 2018).
Despite the notable growth in bioplastics market, it is not prospering to its full
potential possibly due to, at least in part, insufficient governmental incentives.
Comparatively, the biofuel market in several countries such as Brazil, US, and
members of the European Union is largely driven by national support policies
and legislation, including mandates for obligatory biofuel blending, differential
taxation systems, subsidies, and official targets for the reduction of GHG
emissions (OECD/FAO 2019). Other bio-based products, such as bioplastics,
that may replace fossil-based analogs are not under government incentives to
the same extent as biofuels and should receive greater attention from
policymakers (Philp 2014). The employment of similar bioeconomy strategies
in the bioplastics sector as well as to other bio-based chemicals and materials,
is expected to accelerate growth rates by expanding consumer markets and
by enabling competitive pricing (Philp 2014).

In the upcoming sections, some of the major crop residues are described,

together with their potential for bioproduct generation.

5.1. Coffee

Coffee is the world’s 111™" most-traded commaodity in value and 119™ in
quantity, according to the International Trade Centre (ITC) (Newton 2017;
Wagner 2019). Brazil is currently the largest producer, with 2.95 million tons
produced in 2019 (Conab 2019). Depending on the type of post-harvest
processing, different types of coffee residues can be generated, such as
husks, skin, pulp, and wastewater (Pandey et al. 2000a; Orozco et al. 2008;
Esquivel and Jiménez 2012). More than 45% of the biomass from coffee
production represents residues [31]. The global production of coffee residues
in 2016 was estimated to be 9.2 million tons; therefore, coffee residues
represent a sizable opportunity to produce enzymes, biofuels, and other value-
added products (FAO 2018a).
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Several previous reports have discussed the possible applications of
coffee residues (Table 2). The use of oil extracted from spent coffee grounds
(SCG) for the production of biodiesel via enzymatic transesterification with
ethanol is an example of a promising approach for the valorization of coffee
grounds (Caetano et al. 2017). The use of SCG as a versatile feedstock for
the production of biodiesel (from SCG extracted oil), biohydrogen (from
glycerin generated as a co-product from biodiesel production), and ethanol or
fuel pellets (from the remaining solid waste generated after oil extraction from
SCG) has also been proposed (Kondamudi et al. 2008). Utilization of coffee
residues such as coffee husks and pulp to feed animals has long been reported
(Mazzafera 2002) as well as the use of SCG as livestock feed for ruminants,
pigs, chickens, and rabbits (Givens and Barber 1986).

Coffee silverskin (CS) can be used as a raw material to obtain
antioxidants and vitamin E (Costa et al. 2018) via aqueous or ethanolic
extraction or for the production of various compounds, including biobutanol
through acetone—butanol-ethanol fermentation (Hijosa-Valsero et al. 2018),
levulinic acid (Licursi et al. 2018) via acid-catalyzed hydrothermal conversion
or via solid-state fermentation (SSF) of CS via enzyme (e.g., a-amylase
(Murthy et al. 2009), xylanases, cellulases (Cerda et al. 2017b) and
pectinases (Antier et al. 1993)) produced by filamentous fungi such as
Neurospora crassa, Aspergillus niger or microbial communities of
lignocellulose-degrading bacteria, filamentous fungi, and yeasts. The high
carbohydrate (30%) and lignin (30%) contents make CS a suitable substrate
for application in biorefineries (Sung et al. 2017). The high nitrogen content in
CS and SGC makes these residues important sources of organic agricultural
fertilizers or soil conditioners in small proportions (below 10%) without harming
the environment (Carnier et al. 2019). Cellulose nanocrystals (CNC) are also
a valuable material with a wide range of applications that can be obtained from
CS through alkali treatment followed by sulfuric acid hydrolysis. CS-derived
CNCs have been applied as reinforcing agents to obtain polylactic acid
(PLA)/CNC bio-nanocomposites, which can improve the physical properties of
PLA-based plastics. PLA-based plastics have been used in the industrial
packaging of food and medical supplies, and the enhanced properties
conferred by CNC addition can expand the applicability of this material (Sung
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et al. 2017). Being a source of soluble dietary fibers and phenolic compounds,
CS is also a potential functional food ingredient with antioxidant and prebiotic
activity [125].

Several authors have also reported the use of different coffee samples
to produce a range of different enzymes. For example, coffee husks were used
as a substrate for endoglucanase production by Rhizopus stolonifer, and the
enzymes were then applied in ethanol production by simultaneous
saccharification and fermentation of coffee husks and as a detergent additive
for improved washing (Navya and Pushpa 2013). Dias et al. (Dias et al. 2015)
tested the production of B-glucosidases by Bacillus subtilis in coffee pulp in
submerged fermentation, obtaining a maximum yield of 22.59 IU/L in 24 h at
36.6 °C with a pH of 3.64. Furthermore, a mixture of coffee pulp waste and
pineapple waste was used for the production of cellulases by Acinetobacter
sp. TSK-MASC under solid-state fermentation, yielding up to 888 U/mL under

optimized conditions (Selvam et al. 2014).
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Table 2 Biorefinery applications of coffee residues

Residue Application Conversion process Reference
. Water-soluble phenolics were extracted from CS through hydrothermal pre-treatment in a microwave reactor. . :
Coffee Production of . : . X . . : ; (Licursi et
. . o . Pretreated CS was then subjected to diluted hydrochloric acid treatment in a microwave reactor with varying
silverskin levulinic acid . ; . . . : L X al. 2018)
biomass loadings, acid concentrations and reaction temperature/time to produce levulinic acid
Coffee Production of . . (Murthy et
silverskin a-amylase SSF process using a fungal strain Neurospora crassa CFR 308 al. 2009)
. Alkaline and acid pre-treatments of a mixture composed of coffee seed skin, seed refuse and coffee product .
Coffee Production of . ! . ; (Battista et
. refuse followed by the inoculum of cow and chicken manure and an anaerobic sludge taken from a domestic
wastes biogas al. 2016)
water treatment system
Coffee Production of Batch fermentation using Hanseniaspora uvarum UFLA CAF76 as inoculum in ground coffee pulp mixed with (Hermosa
wastewater bioethanol coffee wastewater 2014)
Steam-exploded coffee husks were used as substrate for cellulase production using Rhizopus stolonifer CFR 307 (Navya
Coffee Production of under SSF. Fermentation parameters (pH, moisture and fermentation time) were optimized through response and
husks endoglucanase surface methodology (RSM). Enzymes thus produced were applied in ethanol production from coffee husks and Pushpa
as additive in detergent formulation 2013)
Coffee Production of SSF and SmF fermentation of alkali pretreated coffee husks and cassava bagasse (7:3, dry wt) employing (Machado
. ; . ; ) . et al.
husks gibberellic acid Gibberella fujokuroi LPB-06
2002)
Coffee Production of Alkaline-pretreated coffee husks were used as substrate for Rhodotorula mucilaginosa CCMA0156 as (Dias
husks carotenoids carotenoid-producing strain under SmF. Intracellular carotenoids were extracted with different organic solvents 2016)
Production of . . . - . . .
Coffee Multispecies SSF process applying a specialized consortium of microorganisms (Pseudoxanthomonas (Cerda et
xylanase and . ) . ! i . L ) .
husks cellulase taiwanensis, Sphingobacterium composti, Cyberlindnera jardinii and Barnettozyma californica among others) al. 2017b)
I (Salmones
Coffee Cultivation of Six strains of Pleurotus were grown in a mixture of coffee pulp and wheat straw etal.
pulp mushrooms 2005)
Coffee Production of . . . . . (Antier et
pulp pectinase SSF process employing Aspergillus niger AW96 and SmF process employing A. niger AW99 al. 1993)
Spent ducti f i dqf ith h i ificati . ¢ d with ethanol hanol (Caetano
Coffee Production o Oil was extracted from SCG with hexane. Oil transesterification reaction was performed with ethanol or methano ot al
Ground biodiesel via enzymatic catalysis with three commercial enzymes (Lipozymes RM 1M, TL 100L, and CALBL) 2017')
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5.2. Soybean

Several studies have reported the biotechnological use of soy residues
(Table 3). Soybean pulp, also known as okara and biji, is generated during the
production of soymilk, tofu, or fried bean curd. Approximately 1.1 kg of fresh
soybean pulp containing 76%—-80% moisture was obtained by processing 1.0 kg
of dry beans to produce soymilk or tofu (NguyenTrung Hau et al. 2017). Okara
composition also makes it an appropriate material for the production of foodstuffs
for human or pet consumption due to its antioxidant and anti-inflammatory
activities. Solid-state fermentation of okara with Saccharomyces cerevisiae
further improves its nutritional value by increasing its protein content, total
phenolics, and antioxidant activity (Pereira 2017; Santos et al. 2018).
Furthermore, other soybean residues have been investigated as raw materials
for the generation of various bioproducts, usually by solid-state fermentation with
filamentous fungi. Phytohormones such as gibberellic acid, have been produced
via SSF of soy husks with Fusarium moniliforme (Rodrigues et al. 2016). SSF of
residues from the soybean harvest (including small and broken grains, pods,
stems, and leaves) with Penicillum spp. have also been applied for the
production of protease, B-amylases, a-amylase, and CMCase (Cunha et al.
2016). Soybean meal has been used for lipase production by Penicillium spp.
through SSF (Tombini 2015).

An engineered strain of Trichoderma reesei was grown in several
agricultural residues, and soybean hulls were found to have suitable
characteristics (low viscosity, nontoxicity, and high nutrient availability) to
produce large quantities of cellulases. These enzymes were then used in the
hydrolysis of sugarcane bagasse (SCB), which releases high amounts of glucose
(Ellila et al. 2017). Soybean hulls have also been used for the production of
xylanases from Aspergillus foetidus [132].

Zhu et al. (Zhu et al. 2014) studied the potential use of processed soybean
residues (straw and bran) supplemented with digested hay for anaerobic
fermentation to generate biogas (methane). It was observed that the co-digestion
of the substrates increased biogas yield by 148% compared to that from single

fermentation.
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Soybean oil deodorizer distillate (SODD) is a byproduct of soybean oil refineries
and rich in free fatty acids and triglycerides, making it a cheap carbon source for
biodiesel production and a potential substitute for neutral refined soybean oil and
degummed trans-esterified soybean oil (typically used in the food industry).
Trans-esterification of SODD has been performed with the addition of calcinated
duck eggshells (source of cheap calcium carbonate, which is transformed into
CaO at high temperatures) to produce 94.6% biodiesel (Yin et al. 2016). Granjo
et al. (Granjo et al. 2017) integrated the production of biodiesel into a model
soybean refinery and managed to reduce the cost of biodiesel per ton of
processed soybeans by 16.6%, obtaining higher commercial values in cataloged
byproducts (SODD and lecithin) that were not previously part of the production
chain.
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Table 3 Biorefinery applications of soybean residues

Residue Application Conversion process Reference
Production of
protease, [3- SSF process using a fungal strain Penicillium spp. LEMIA 38221 in different conditions (pH, (Cunha et al.
Soybean hulls .
amylase, a- temperature and substrate concentration) 2016)
amylase
Production of Soybean residue was pretreated with dilute H2.SO4 and subjected to separate hydrolysis and (NguyenTrung
Soybean hulls ethanol fermentation employing commercial cellulase cocktails (a mixture of C-Tec 2 and Viscozyme L) and Hau et al.
S. cerevisiae (wild-type strain or the KCCM 1129 strain adapted to high galactose concentrations) 2017)
Soybean hulls Production of SSF performed with Fusarium moniliforme LPB 03 optimized for physical and chemical conditions (Rodrigues et
and citric pulp gibberellic acid (pH, initial humidity and composition of nutritive solution) al. 2016)
Soybea_m oil Production of CaO obtained from calcined duck eggshell was used as catalyst for the esterification of SODD with (Yin et al.
deodorizer Cn
o biodiesel methanol 2016)
distillate
Production of Solid-state anaerobic digestion (SS-AD) of soybean processing waste (consisting of soybeans, (Zhu et al
Soybean straw bioas soybean straw and soybean oil extraction residues) and hay with the effluent from a mesophilic liquid 2014) '
9 anaerobic digester as inoculum
Okara Production of - Fresh and heat-treated okara were subjected to SSF process using Saccharomyces cerevisiae r.f. (Santos et al.
glucosidase bayanus 2018)
Production of A probiotic creamy sauce was produced with Lactobacillus acidophilus LA3-fermented okara flour (Filho et al.
Okara o . . i
probiotic plus soymilk and different types of gelling components 2018)
Production of citric Solid-state mixed fermentation of okara with Aspergillus terreus (involved in okara saccharification) (Khare et al.
Okara . : : : L . i
acid and Aspergillus niger (responsible for citric acid production) 1995)
Production of SSF process applying DCCR design to evaluate spore concentration, cultivation and humidity (Tombini
Soybean meal . ; . . L
lipase parameters affecting the enzymatic production by Penicillium sp. S4 2015)

Soybean meal

Production of
cellulase

Cellulase production by Chaetomium globosum BCC5776 was performed under SmF conditions in
optimized medium containing 1% soybean meal, 1% empty palm fruit bunch and 2% Avicel®. Home-
made enzyme system was supplemented with commercial 3-glucosidase (Novozyme® 188) and
hemicellulases (Accellerase® XY) for the efficient hydrolysis of alkaline-pretreated rice straw

(Wanmolee et
al. 2016)
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Two residues, i.e. skim (protein-rich fraction) and insoluble fiber (carbohydrate-rich fraction),
generated from soybean oil extraction were used as additives in dry-grind corn fermentation for
ethanol production. The addition of skim and/or insoluble fiber enhanced ethanol production by
decreasing the corn fermentation time, increased corn distillers oil recovery from this tillage and
increased the protein content while reducing fiber and oil contents of distillers dried grains

Production of
bioethanol

(Sekhon et al.

Soybean residues 2018)
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5.3. Sugarcane

Sugarcane processing generates an average of 12.5% and 14% of
straw and bagasse and (dry basis), respectively, and both residues present
immense potential for use as feedstock in biorefineries in sugarcane producing
regions (Table 4) (Szczerbowski et al. 2014; RFA - Renewable Fuels
Association 2017).

Sugarcane bagasse (SCB) is the main residue in sugarcane processing
and it is obtained after the grinding process for extracting the juice (Bezerra
and Ragauskas 2016). SCB has long been used to produce hemicellulolytic
and cellulolytic enzymes. Xylanases have been successfully produced by
Aspergillus terreus (Moreira et al. 2013b), Emericella nidulans (Silva et al.
2015), and Penicillium echinulatum (Camassola and Dilon 2014), among many
other fungi, using SCB as a carbon source. Cellulases and cellulolytic cocktails
have also been produced using SCB as a substrate and high-yielding strains
such as Aspergillus tubingensis (Prajapati et al. 2020), Talaromyces
verruculosus (Jain and Agrawal 2018), Aspergillus niger (pectinase and
cellulases) (Kumar et al. 2011; Xue et al. 2012; Squinca et al. 2018),
Trichoderma harzianum (Gelain et al. 2015), and Galactomyces sp. (He et al.
2013).

SCB usually requires a pre-treatment step prior to conversion or refining
into valuable products. A combination of pretreated SCB and cane leaf matter
has been investigated as a raw material for animal feeds and biofuel production
in biorefineries. Steam explosion (StEx) and ammonium fiber expansion
(AFEX™) increased the enzymatic digestibility of sugarcane crop residues,
resulting in an estimated yield of 3881 L and 5214 L of cellulosic ethanol per
hectare of sugarcane-cultivating land, respectively, under industrially relevant
conditions (Mokomele et al. 2018). SCB can also be used as a source of hexoses
for the synthesis of levulinic acid, a platform chemical with a wide range of
applications. A combination of liquid hot water pre-treatment of pelletized SCB
(200°C, 30 min, 1% biomass), enzymatic hydrolysis of pre-treatment-derived
cellulignin with cellulases (50°C, pH 5 for 45 min), and acid-catalyzed thermal
conversion of SCB-derived glucose to levulinic acid (206°C, 30 min, and 0.63 M
methane sulfonic acid) resulted in a yield of 67.7% of the maximum predicted

levulinic acid yield. Solvent and sulfur-free lignin with high molecular weight, an
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interesting co-product with multiple applications, was also obtained (Schmidt et
al. 2017).

Sand from sugarcane ash bagasse (SBAS) is a residue generated after
SCB burning for energy production in sugarcane mills. Owing to its high silica
content (approximately 60%) and since it can be generated in large quantities (4
million tons in Brazil in 2017), it has been used to partially replace natural sand
in the production of plaster for civil construction (Almeida et al. 2015). It has been
verified that 30% of natural sand can be substituted with SBAS in plaster without
altering the mechanical qualities of consistency and porosity, in addition to
increasing durability.

Sugarcane straw (SS) consists of dry leaves and green tops left behind on
fields to naturally decompose to improve soil quality or collected for bioenergy
production (cellulosic ethanol or bioelectricity) [117], representing one-third of the
total primary energy obtained from sugarcane (Carpio and De Souza 2019). One
ton of SS can produce 270 L of cellulosic ethanol (2G), while 1 ton of sugarcane
produces only 80 L of ethanol (1G) (Menandro et al. 2017). SS and SCB have
similar compositions, with glucan, hemicellulose, lignin, and ash contents of
33.77%, 27.38%, 21.28%, and 6.23% (SS) and 37.74%, 27.23%, 20.57%, and
6.53% (SCB), respectively (Szczerbowski et al. 2014).

As for SCB, SS is also usually pretreated prior to conversion. SS has been
studied for 2G ethanol production using organosolv pre-treatment (Menandro et
al. 2017; You et al. 2017). The potential of SS as a substrate for xylitol production
has also been demonstrated by using dilute sulfuric acid pre-treatment and
fermentation of the hemicellulose hydrolysate with Candida guilliermondii FTI
20037 (Hernandez-Pérez et al. 2016). SS is a potential raw material for the
synthesis of cellulose acetate (CA) and carboxymethylcellulose (CMC). Candido
et al. (Candido and Goncalves 2016) proposed a four-step method for CA and
CMC production from SS involving sequential acid (H2SO4 10% v/v) and alkaline
(NaOH 5% wl/v) treatments, a chelating process with EDTA, and a final bleaching
step with H202 (5% v/v). CA with a high degree of substitution (2.72) was
efficiently obtained, whereas a high-quality CMC product was not possible with
the same process.

A biorefinery model in which sugars from sugarcane juice are diversified

for the production of n-butanol (by acetone—butanol-ethanol fermentation with
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Clostridium cells), in addition to ethanol, sugar, and energy traditionally produced,
was proposed by Mariano et al. (Mariano et al. 2013) seeking alternatives to the
fuel and chemical markets since butanol has the characteristics of higher blends
such as automotive and aviation fuels as well as potential for application in the

production of a wide range of chemicals and polymers.
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Table 4 Biorefinery applications of sugarcane residues

Residue Application Conversion process Reference
E;g:srgznaen d gPII;;)C%US(;/tllon of RSM methodology to select the best enzyme inducing biomass (sugarcane bagasse, soybean bran, wheat (Robl et
citrus residues hydrolases bran, apple bagasse or citrus bagasse) using Annulohypoxylon stygium in SmF process al. 2015)
Sugarcane Production of (Moreira
9 Pretreated SCB was used as substrate for Aspergillus terreus in SmF et al.
bagasse xylanases 2013a)
Sugarcane Production of . . . (Silva et
bagasse xylanase SmF process employing pretreated SCB and Emericella nidulans al. 2015)
. Enzymatically liquefied sugarcane bagasse was used as substrate for endoglucanase production by (Squinca
Sugarcane Production of ; d ) .
Aspergillus niger A12. The produced enzymes were then applied to liquefy sugarcane bagasse for later use etal.
bagasse endoglucanase S
as substrate for enzyme production in a closed-loop strategy 2018)
Production of Mathematical model describes enzyme production by Trichoderma harzianum P4P11 through variation of .
Sugarcane cellulase, - : . . . : (Gelain et
. substrate concentration, cell growth and induction of different enzyme classes (cellulases, B-glucosidases
bagasse glucosidase and . . al. 2015)
and xylanases) using steam-exploded and alkali-pretreated SCB
xylanase
. Biorefinery model was created based on Aspen Plus® simulations to produce sugar, ethanol and butanol (Mariano
Sugarcane Production of oA, fi - lovi . f h . | o |
bagasse biobutanol (25:50:25 con |gurat|on).emp oying strains 0 Sacc aromyces cerevisiae, Clostridium et al.
saccharoperbutylacetonicum or mutant strain Clostridium beijerinckii BA101 2013)
Sugarcane Production of Biorefinery model that fractionates SCB and wheat straw using liquid hot water pre-treatment and (Sgth ;Tdt
bagasse levulinic acid enzymatic hydrolysis with commercial cocktail Cellic® CTec2 2017')
Sugarcane straw Production of Application of the semi-mechanistic model using SS hydrothermal pretreated with and without alkali (Pratto et
9 bioethanol delignification with 4% NaOH and enzymatic hydrolysis employing Cellic® CTec2 al. 2016)
Sugarcane straw Production of Lignin with high degree of purity (> 98%) and low sulfur content (< 2%) was extracted from sugarcane straw (You et al.
9 lignin through SO2-ethanol-water fractionation at different temperatures (135-160°C) 2017)
Production of The hemicellulosic hydrolysate obtained through dilute acid pre-treatment of sugarcane straw with 1%
Sugarcane straw H2S04 was fermented with Candida guillermondii FT20037 using three nutritional supplementation [64]

xylitol

conditions
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5.4. Corn

Corn is traditionally used as human food and animal feed, and its residues
are mainly composed of starch, protein, fiber, and oil (Table 5). Recently, corn
has also been used to produce ethanol (Sekhon et al. 2018). In the United States,
38.4% and 37.6% of the total corn produced in 2015 were used for ethanol
production and animal feed, respectively (Jin et al. 2018).

The unfermented residues from 1G corn ethanol production are referred
to as distiller’s dried grains with solubles (DDGS). The high levels of protein, fiber,
and oil make DDGS a valuable residue from corn ethanol production. Usually,
every 25 kg of corn grain produces approximately 10.5 L of ethanol, 7.5 kg of
DDGS, and 0.3 kg of corn distillers oil (CDO) (Huang et al. 2012; RFA -
Renewable Fuels Association 2017). DDGS has long been applied to produce
soluble sugars for further ethanol fermentation (Bals et al. 2006; Sekhon et al.
2018). DDGS is also a promising raw material for the production of D-lactic acid.
As proposed by Zaini et al. (Zaini et al. 2018), D-lactic acid can be produced via
separate hydrolysis and fermentation or simultaneous saccharification and
fermentation of alkaline-pretreated DDGS using an Accelerate® 1500 cellulase
mixture and Lactobacillus coryniformis subsp. torquens. Lactic acid is considered
as one of the most useful chemicals and has attracted considerable global
attention owing to its widespread applications in the food, chemical, cosmetic,
textile, and pharmaceutical industries. It has also emerged in the bioplastics
industry, where lactic acid serves as the building block for polylactic acid
synthesis (Zaini et al. 2018).

Corn cobs are high bulky waste (38% dry weight after grinding) with a high
cellulose content (58%) and different functional chemical groups such as
alcohols, aldehydes, ketones, acids, hydroxides, ethers, and phenolic
compounds in their composition. Corn cobs have a high adsorption capacity, and
therefore, their use as biosorbents for the bioremediation of contaminated
wastewater has been proposed. It has been demonstrated that corn cobs, when
milled and chemically modified with sodium carbonate, show high porosity and
surface area, high adsorption capacity, and serve as an efficient low-cost
biosorbent of carbofuran, a highly hazardous pesticide (Foo 2016). Other corn

residues, such as maize silk, maize husk, and maize tassel, can be employed as
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biosorbents for the adsorption of methylene blue (Miraboutalebi et al. 2017), iron
[132], and cadmium (Guyo et al. 2015).

Microcrystalline cellulose (MCC) is increasingly being used in the food and
pharmaceutical industries in excipients, binders, and anti-adherents. Its
production can be carried out through the pre-treatment of cellulose-rich
lignocellulosic materials, such as corn cobs. Agblevor et al. obtained high MCC
production when they performed a specific order of physical and chemical pre-
treatments, including grinding of the residue, steam explosion to remove lignin
and hemicellulose compounds, washing cellulosic fibers with 20% sodium
hydroxide, and bleaching and neutralization with sulfuric acid. The degree of
polymerization achieved was 549.8 compared to 427.4 for Avicel control
(Agblevor et al. 2007).

Corn-oil-based feedstocks can be converted into biodiesel through a
transesterification process. Lipase from Thermomyces lanuginosa was used in
the transesterification of corn oil with ethanol. It was possible to obtain a reaction
yield of 98.95 wt% with a fatty acid ethyl ester content of 69.2 wt%, with linoleate
(C18:2) and oleate (C18:1) being the most significant esters (relative
percentages, 42.97 wt% and 22.54 wt%, respectively) (Mata et al. 2012; Veljkovi¢
et al. 2018).
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Table 5 Biorefinery applications of corn residues

Residue Application Conversion process Reference
Corn Production of Chicken manure supplemented with corn stover or maize silage was used as substrate for methane (Bojti et
Stover methane production via anaerobic digestion al. 2017)
Production of Milled corncobs were alkaline pretreated with various concentrations (2%, 4%, 8% and 12%) of NaOH or (Samanta
Corncobs prebiotic KOH following incubation with Enterococcus faecium TCDS3, E. fecalis CCD10, Lactobacillus maltromicus et al.
xylooligosaccharides MTCC108 and Lactobacillus viridiscens NCIM2167 2012)
Corncobs Eirc())sdourgtcle%r; of Biosorbents were prepared by treating corncobs with HsPO4, H2SO4, HNO3, NaOH, or Na2CO3 Z(Efg)
Corncobs were subjected to alkaline extrusion pre-treatment (0.4 % NaOH) and hydrolyzed with commercial (Pérez-
c . . endoglucanase (Novozymes Ultraflo® L) or crude enzyme extract from Aspergillus terreus CECT 2808 Rodriguez
orncobs Production of biogas e e : : )
grown on corncobs under SSF condition. A mesophilic anaerobic sludge was used as inoculum for biogas etal.
production through anaerobic digestion of hydrolyzed corncobs 2017)
Production of Steam explosion pre-treatment of cotton gin wastes and corncobs followed by 20% NaOH extraction, 25% (Agblevor
Corncobs microcrystalline H20: bleaching and microcrystalline cellulose conversion with HCI, H2SO4 and Spezyme CP® cellulase et al.
cellulose enzyme preparation 2007)
Production of (Xia and
Corncobs SSF process employing Trichoderma reesei ZU-02 Cen
cellulase 1999)
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5.5. Wheat

Wheat straw is a byproduct of the wheat grain harvest, consisting of
approximately 57% internodes, 10% knots, 18% leaves, 9% straw, and 6%
rachis. Wheat straw is a source of cell wall polymers such as cellulose,
hemicelluloses (mainly xylans), and lignin. Considering the residue/harvest ratio
for each kg of wheat grain processed, approximately 1.3 kg of straw is generated,
and approximately 850 Tg of wheat residues are produced annually (Talebnia et
al. 2010; Kapoor et al. 2016).

Wheat straw can be used as a raw feedstock for a wide variety of
applications (Table 6). Biorefinery models based on wheat straw aiming to
produce bioethanol (Ballesteros et al. 2006), butanol (Qureshi et al. 2007;
Talebnia et al. 2010), biohydrogen, and methane (Kaparaju et al. 2009; Mancini
et al. 2018) have been proposed. In the biorefinery model proposed by Kaparaju
et al. (Kaparaju et al. 2009), wheat straw was hydrothermally pretreated,
generating a hemicellulose-rich hydrolysate and a cellulose-rich solid.
Liquefaction and fermentation were carried out on the solid fraction for the
generation of bioethanol (0.41 g/g glucose), while dark fermentation of the
hemicellulose hydrolysate generated biohydrogen (178 mL/g sugars). The
wastes from both processes were combined and inoculated with digested manure
to produce biogas (methane) through anaerobic fermentation (0.32. - 0.38 m3/kg
volatile solids).

The chemical, electronic, and automotive industries generate large
amounts of wastewater containing heavy metals, which must be treated before
being discharged. Such treatments face methodological challenges such as
precipitation and landfilling of solid sludge as well as financial constraints due to
the high cost of operation and chemical equipment used during processing.
Wheat straw is a potential economical source of biosorbent for removing metals
such as cadmium and copper in wastewater, since it can be used directly without
elaborate preparation (Dang et al. 2009).

Bacterial cellulose (BC) is a natural polymer of microorganisms that is
free of hemicelluloses and lignins with high crystallinity and high degree of
polymerization, in addition to high resistance to elastic traction. Wheat straw is
a potential raw material for BC production. Chen et al. (Chen et al. 2013a) used
an ionic liquid, [AMIM]CI, for the pre-treatment of wheat straw in order to
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increase the rate of enzymatic hydrolysis and the yield of fermentable sugars,
which were then used as substrates for BC biosynthesis by Gluconacetobacter
xylinus. After pre-treatment optimization (110 °C, 90 min, 3% biomass), the
sugar yield from pretreated straw was 71.2%, which corresponds to 3.6 times
more than that from untreated straw (19.6%). The yield of BC produced from
pretreated wheat straw hydrolysates was higher than that from glucose-based

media.
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Table 6 Biorefinery applications of wheat residues

Residue Application Conversion process Reference
Wheat Straw Production of H2SO4-catalyzed steam explosion pre-treatment of wheat straw followed by SSF process employing (Ballesteros
bioethanol Novozymes A/S cellulase/B-glucosidase cocktail and Kluyveromyces marxianus CECT 10875 et al. 2006)
. Pre-treatment of wheat straw with N-methylmorphine, N-oxide, ethanol (Organosolv) or NaOH followed by -
Production of oo . X : ; : S ; (Mancini et
Wheat Straw bioas anaerobic digestion using a digestate from local manure and dairy residue anaerobic digestion plant as al. 2018)
9 inoculum '
Biosorption of . . : : -
. Wheat straw was pretreated with 10% HNOs and neutralized with 1N NaOH before being used as an efficient (Dang et al.
Wheat Straw cadmium and . 5 5
copper biosorbent of Cd?* and Cu?* 2009)
Production of Wheat straw was pretreated with ionic liquid [(AMIM)CI] under optimized conditions, saccharified with (Chen et al
Wheat Straw bacterial commercial cellulase and the straw hydrolysate was employed as the carbon source for the production of 2013a) '
cellulose bacterial cellulose by Gluconacetobacter xylinus ATCC 23770
Production of The production of levulinic acid from acid hydrolysis of wheat straw was optimized with RSM methodology (Chang et
Wheat Straw o . (effects of temperature, sulfuric acid concentration, reaction time of production and liquid:solid ratio were 9
levulinic acid . : al. 2007)
analyzed to increase yield)
Mushroom Rice and wheat straw without supplementation were used as a substrate for growing Pleurotus sajor-caju (Zhang et
Wheat Straw S . - oo .
cultivation where relative humidity, temperature and ventilation were strictly controlled al. 2002)
Wheat Straw Production of Native non-adapted Saccharomyces cerevisiae are often used in a combination of physicochemical pre- (Talebnia
bioethanol treatments of wheat straw et al. 2010)
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5.6. Citrus Fruit

The industrial processing of citrus fruit for juice production generates a
large amount of residue. Annually, approximately 121 million tons of citrus fruit
residues are produced, which represents about 50% of the fruit weight (peels,
pulps, and seeds). These residues are a good source of sugar, oil, polyphenols,
enzymes, minerals, and vitamins, and have considerable potential for the
production of multiple high-valuable bioproducts (Jin et al. 2018).

A potential application of citrus residues includes the production of ethanol,
biogas, pectin, and D-limonene in an integrated biorefining approach proposed
by Pourbafrani et al. (Pourbafrani et al. 2010). In this process, citrus waste is
hydrolyzed with dilute acid under high temperature and pressure, yielding a
hydrolysate containing limonene, pectin, and monosaccharides derived from the
partial hydrolysis of cellulose and hemicellulose. Limonene, a potent inhibitor of
ethanol and biogas fermentation, is efficiently evaporated from the hydrolysate
through explosive pressure reduction (yield of 8.9 L limonene/ton citrus waste).
Pectin is recovered from the hydrolysate through ethanol precipitation and dried
(yield of 38.8 kg/ton), while the cellulose and hemicellulose-derived
monosaccharides are fermented with S. cerevisiae to produce ethanol (39.6
L/ton). The remaining material from the distillation of ethanol and remaining solids
are combined and used to produce biogas via anaerobic digestion (45 m3/ton)
[161]. In another approach, lemon peels can be steam exploded to extract D-
limonene-containing essential oils (recovered in the condensate from steam
explosion treatment), and the solid fraction is subsequently hydrolyzed with
pectinases, cellulases, and B-glucosidases, which are fermented to generate
bioethanol (60 L/1000 kg of lemon peels). Galacturonic acid (not fermented by S.
cerevisiae) is generated as a co-product and has applications in the food,
chemical, and pharmaceutical industries (Boluda-Aguilar and Lopez-Gomez
2013).

5.7. Rice
Paddy rice is the final product of the harvest, and threshing paddy rice
grains produce, on an average, 25% husks, 10% bran and germ. Rice straw,
on the other hand, is the byproduct of the vegetative part of the rice plant.
Approximately 0.7 - 1.4 kg of rice straw is obtained from each kg of paddy rice
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processed depending on varieties, cutting-height of the stubbles, and moisture
content during harvest (Muthayya et al. 2014; Bienvenido 2016; Jin et al.
2018). The high cellulose content (40-60% cellulose), wide availability in major
producing areas and low acquisition cost of rice straw make this residue a
promising feedstock for cellulase (Wanmolee et al. 2016; Kogo et al. 2017)
and bioethanol production (Table 7). The theoretical ethanol production from
rice straw could potentially reach up to 205 billion liters per year in Asia
(Bohlmann 2006; Pinzi and Dorado 2011). However, for economically viable
management and development of ethanol production from rice residues, pre-
treatments are needed to overcome biomass recalcitrance and release its
constituents for later use.

Biological delignification of rice residues has been applied in different
studies as an alternative to chemical pre-treatment, since it prevents the
production of chemical inhibitors. Saritha et al. used an actinomycete isolate
(Streptomyces griseorubens) under SSF of rice husk for 10 days to
depolymerize 25% of the lignin, allowing subsequent saccharification
efficiency of 97.8% while using an Accelerase® 1500 hydrolytic cocktail
(Saritha et al. 2013). A micromycete fungi Myrothecium roridum grown on rice
straw for 7 days caused structural changes in the lignin skeleton and altered
cellulose crystallinity during the colonization period, significantly increasing the
amount of reducing sugars released (455.81-509.65 mg/gds) and lignin
removal (5.8-6.98 mg/gds) compared with those obtained when using raw

biomass (Tiwari et al. 2013).

A biorefinery model using rice straw to produce a broad range of

bioproducts was reported by Moniz et al. (Moniz et al. 2015). Rice straw was first

autohydrolysed, resulting in a hemicellulose-rich liquid that could be purified to

obtain oligosaccharides. The remaining solid was treated with ethanol to obtain

rich liquid lignin and a solid cellulose fraction. The ethanol-treated solids had 10%

higher enzymatic digestibility than the autohydrolysed solids, owing to the

removal of lignin (Moniz et al. 2015). In a similar study, rice straw hydrolyzed at

210 °C under non-isothermal conditions produced liquor rich in oligosaccharides

(40.1 g/100 g of initial xylan), which were purified by molecular weight using gel

filtration chromatography. Different fractions containing oligosaccharides (XOS,

GlcOS, and AcOS), small polysaccharides, di- and monosaccharides (xylose,
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arabinose, and glucose) as well as separate fractions of products and byproducts
resulting from the decomposition of sugars (acetic acid, furan derivatives, and
phenols) were obtained. This approach has enabled efficient purification and
recovery of interesting categories of XOS that may have potential applications in
the pharmaceutical, food, and food industries (Tiwari et al. 2013).

Although several biotechnological proposals have been presented for the
use of rice husks and straw, burning is still the most common method of disposal
of these residues. The open burning of rice residues, in addition to causing
environmental problems, also means a waste of the biotechnological potential of
the residues. Recently, the production of biochar from rice residues has
presented an option for sustainable reuse in many countries. The potential of rice
residues for biochar production is, among other things, due to their capacity to
reach temperatures up to 1000 °C (Mohammadi et al. 2017). Do et al. (Do et al.
2019) examined the effect of rice variety and pyrolysis temperature on the
properties of biochars produced from rice straw and rice husk at temperatures of
300-800 °C. Biochars produced at high pyrolysis temperatures (>500 °C)
presented greater surface area and higher silica content than did biochars
produced at a lower temperature.

Organic silica dioxide is another bioproduct that can potentially be
obtained from rice residues. Currently, the search for organic silica dioxide
production from various sources has attracted considerable attention worldwide.
It has been demonstrated that nanosilica can be obtained from rice straw and rice
husk in two stages. First, ash from burnt rice residues was treated with a 25%
sodium hydroxide solution and filtered to obtain dissolved sodium silicate. Then,
the silica gel was precipitated from a solution of hydrochloric acid or sulfuric acid.
The precipitate was washed, dried, and burned at 575 °C to obtain the nanosilica
powder. The silica content of the nanosilicate from rice husk and rice straw

powders was 54.8% and 60.2%, respectively (Nguyen et al. 2019).
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Table 7 Biorefinery applications of rice residues

Residue Application Conversion process Reference
Rice Straw Production of SmF process employing milled straw treated with 1.25% or 5% NH4OH using Trichoderma reesei ATCC- (Kogo et
cellulase 66589 and Humicola insolens ATCC-26908 as enzyme producers al. 2017)
Rice Straw Production of Straw and rice husks of two different varieties (Koshihikari and IR50404) were exposed to high pyrolysis (Do et al.
biochar temperatures (300 °C — 800 °C) 2019)
. The enzymatic hydrolysate of non-pretreated rice straw was used as carbon source for ABE fermentation
: Production of . - ; ; . ST . (Chen et
Rice Straw ; with Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4 for biobutanol production. High initial cell concentration
biobutanol . o : o ; : . L al. 2013b)
under non-sterile conditions achieved the similar butanol yields obtained under sterile conditions
. Impregnation of rice straw with FeCls solution (10% w/v) followed by heat pre-treatment and enzymatic .
. Production of N . . ! . (Kim et al.
Rice Straw . o hydrolysis with enzyme pool from Aspergillus niger and Trichoderma reesei. The fuel cell reactor was loaded
bioelectricity 4 . : X . . ; . 2013)
with the diluted hydrolysate in an anode compartment including dissolved air as the final electron acceptor
Rice
residues Production of Rice residues were burned until ash generation and treated with sodium hydroxide. Sodium silicate was (Negtuglen
(straw and nanosilica precipitated with HCI or H2SOa, washed, dried and burned at 575 °C to obtain nanosilica powder 2019')
husk)
Myrothecium roridum LG7 was employed for the biological pre-treatment (delignification) of a mixture of rice
Rice Straw Production of lignin- straw and herbaceous weed Parthenium sp. under SSF condition. Partially delignified biomass was more (Tiwari et
degrading enzymes susceptible to saccharification with commercial cellulase enzymes (Accellerase® 1500) than untreated al. 2013)
biomass
Production of lignin, Sequential acid leaching (HCI) and alkaline extraction (NaOH) were used to recover high purity lignin from (Barana
. cellulose . - . . . . ;
Rice Husk rice husks. The remaining cellulose-rich solids were bleached with chlorine free treatment to yield cellulose et al.
nanocrystals and . s .
nanocrystals. Silica was also recovered from the aqueous supernatant of lignin extraction 2016)

silica
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6. A few considerations on the implementation of crop residue
biorefineries

One of the main obstacles limiting the development of a cost-effective

crop residue biorefinery is the process of collecting the crop residue from the
field and handling it through the refining process. Crop residues have low bulk
density; therefore, densification (baling) of biomass is required before it can be
transported to the biorefinery plant in order to optimize the transportation
process. Secure storage of crop residues is also a challenge since fires have
been reported in biorefinery plants of both pilot and commercial scales (Rivers
2012; Farias 2015). An alternative is to pre-treat crop residues in a facility close
to the field and densify the pretreated biomass in pellets before shipping it to
the biorefinery plant, further minimizing the costs of transportation and the risks
of storage of low bulk density biomass (Rivers 2012). Pre-treatment itself, a
fundamental step to ensure efficient enzymatic degradation, is an additional
technical hurdle in pilot - and commercial-scale biorefineries. Scaling up
biomass pre-treatment can be highly challenging, depending on the
technology employed. Dilute acid pre-treatment, one of the leading pre-
treatment technologies developed for biorefineries, is particularly difficult to
control throughout the process on a large scale, especially with regard to
temperature and pH parameters. Dilute acid pre-treatment is currently not
capable of controlling these parameters, leading to unacceptable damage of
the equipment and the formation of compounds that inhibit enzyme activity and
fermentation (Bohlmann 2006; Rivers 2012). Further engineering work is
required to achieve optimal pre-treatment efficiency on a large scale. Biomass
impurities are also a problem in crop residue biorefineries. Since crop residues
are usually allowed to touch the ground where they are left to dry, highly
abrasive field debris such as soil, sand, and rocks are carried along with
biomass in the biorefinery plant. The presence of mineral materials is tolerated
to different extents depending on the equipment employed to handle biomass,
and in some cases, they must be efficiently separated from biomass to avoid
causing damage to the processing equipment. One possible solution to this
issue would be to harvest biomass, without it touching the ground, which is
technically possible but at the expense of slowing the harvest process. A
middle ground between fast harvest and high-quality crop residue biomass
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would have to be achieved for both sides to be financially successful (Rivers
2012). Another alternative would be to collect only the upper part of the plant,
which contains less dirt, leaving the lower portions to maintain soil health
(Energy.gov 2014).

In summary, current technologies are still not robust enough to be
scaled up to a commercial size and provide stable industrial operations. The
refining of structurally complex and recalcitrant lignocellulosic biomass
requires twice the number of operational units and more expensive equipment
(some not yet optimized from biomass handling at large scales) than food-
based biorefineries. Large investments are required to scale up and
successfully implement lignocellulosic biorefineries that can operate
continuously (Rivers 2012).

A productive conversion process depends on the slow and progressive
conversion of traditional fossil-based chains into innovative chains based on
biomass. An increase in the use of residual biomass requires the
establishment of new technological platforms through which the process of
conversion, energy recovery, and the production of biological products are all
integrated within an efficient and ecologically conscious biorefining system (De
Corato et al. 2018).

A major issue associated with the production of first-generation biofuels
is the fuel versus food debate. First-generation biofuels require biomass from
food-based crops, such as bioethanol from corn grains or sugarcane juice,
resulting in a competition between food and fuel. A study investigating the
production of corn-derived first-generation ethanol in the US showed that as
the demand for ethanol increases, part of the agricultural land used for the
production of food crops, such as soybean and wheat, is utilized for the
production of corn for fuels (in a process called direct land use change, dLUC),
resulting in an increase in food prices (King 2010). As an indirect consequence
of the expansion of first-generation biofuel croplands, the suppression of native
vegetation, for example, forests (locally or in other countries), for food
production, may increase faster than it would have without first-generation
biofuel expansion (in a process called indirect land use change, iLUC) (Lapola
et al. 2010). An interesting example of a strategy for mitigating dLUC
associated with first-generation biofuels is the Brazilian Soy Moratorium, which
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was able to slow down Amazon deforestation directly associated with soybean
crop expansion (soybean oil is the main feedstock for first-generation biodiesel
production in Brazil) by prohibiting soybean traders from purchasing soy grown
on Amazon lands deforested after 2006. The Soy Moratorium, however, does
not provide mechanisms to mitigate indirect Amazon deforestation (iLUC) for
other purposes, such as cattle farming. Further zero-deforestation agreements
and policies in the cattle sector and efforts to increase productivity in existing
pasture lands are required to alleviate the iLUC in the Amazon associated with
soybean production (and biodiesel produced therefrom) (Gibbs et al. 2015).

Both dLUC and iLUC can significantly compromise the GHG savings
obtained by replacing fossil fuels with first-generation biofuels. A payback
period that may last several years is required to compensate for the new GHG
emissions associated with land use change provoked by first-generation
biofuel croplands (Lapola et al. 2010). The extent of iLUC, in particular, is
subject to much debate since it involves many variables and is not easily
measured (Plevin et al. 2010; Kim and Dale 2011; O’Hare et al. 2011;
Hombach et al. 2016). Both land use changes must be accounted for in the
life-cycle GHG savings assessments related to first-generation biofuels and in
decision-making for biofuel promotion.

Crop residue biorefineries display important advantages compared to
food-based biorefineries in terms of GHG emissions and land use changes. In
contrast to first-generation biofuels, the use of crop residues (instead of edible
biomass) as feedstock for the production of second-generation biofuels avoids
direct competition with food production and has implications on food prices.
Second-generation biofuels also minimize land use change, promoting higher
GHG emission savings compared to first-generation biofuels (Hombach et al.
2016). The higher GHG savings obtained from crop residues give second-
generation fuels the status of ‘advanced biofuels’, i.e., having life-cycle GHG
emissions reduced to at least 50% in comparison to fossil-derived fuel analogs

(such as gasoline) (Sorda et al. 2010).
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7. Conclusion and perspectives

Since the global requirement for food is expected to double within the next
50 years, and the global demand for transportation fuel is expected to increase
even more rapidly, there is a great need for renewable energy resources that do
not cause significant environmental harm and do not compete with food supply.
Currently, enormous quantities of crop residues are generated worldwide and
their production is expected to grow even further with the increased demand for
food. In this scenario, crop residues show great potential for use as non-food,
renewable feedstocks for the production of value-added bioproducts such as
biofuels, biochemicals, and biomaterials that can replace their fossil-derived
analogs. The use of crop residues (instead of edible biomass) as feedstock in
biorefineries addresses the food versus fuel controversy, land use change, and
GHG emissions associated with food-based bioproducts. In addition, by providing
renewable bioproducts and adding commercial value to otherwise discarded
wastes and alleviating problems associated with environmental pollution, crop
residue-based biorefineries have the potential to leverage global bioeconomy and
circular economy. Unlike fossil resources which are unevenly distributed among
nations, crop residues are generated worldwide. This allows for each region to
valorize their own particular set of crop residues via biorefining, contributing to
local economic development. In addition, it is possible that each region will
produce a specific set of biorefinery bioproducts that will vary according to
demand and with the type of crop residues available in each region.

Despite their huge potential, most technologies proposed for the
conversion of crop residues into bioproducts are not yet technologically mature
and cost competitive. Second-generation ethanol production — one of the most
advanced biomass refining technologies available — still faces several technical
challenges for implementation on a commercial scale, such as collecting crop
residues from the field and handling during processing, biomass pre-treatment,
and enzymatic conversion. Further research is needed to overcome these scale-
up-related obstacles. Increased governmental incentives and private initiatives
on bioeconomy strategies, which are currently largely limited to biofuels, are also
expected to boost the biorefinery market and the cost competitiveness of

biorefinery products other than biofuels, such as bioplastics.
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Anexo |
Inducao enzimatica de Paecilomyces sp em

casca de café robusta
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Introducéo

O café robusta é originario da Africa, apresenta maior resisténcia a
pragas e fatores climaticos adversos durante seu cultivo, ndo proporciona
sabores variados e refinados, como o arébica, e possui natureza acida e sabor
anico (Halal 2008). Diferencas no conteldo total de polissacarideos, bem
como diferencas estruturais entre as espécies de cafés arabica e robusta, sao
discutidas na literatura. A maioria das fontes relata menor conteudo
polissacaridico para robusta em comparacdo com arabica, entre 38 a 48%
para robusta, e 48-55%, para arébica (Fischer et al. 2001).

Os polissacarideos, que compdem aproximadamente 50% do peso
seco dos grdos verdes, consistem em trés principais tipos: mananas ou
galactomananas, proteinas arabinogalactanas e celulose. Além disso,
existem pequenas quantidades de polissacarideos pécticos e xiloglucano que
também se mostraram presentes (Redgwell e Fischer 2006).

Clifford (1985) relata que cafés ardbicas podem conter mais
arabinogalactana (9—13%) do que robusta (6—8%) e mais galactomanano (25-
30% vs. 19-22%). Ele sugere que o galactomanano em robusta é mais
altamente ramificado e, portanto, menos cristalino, de tal forma que, para um
mesmo grau de torrefacdo, robustas geralmente produzem mais sélidos
soluveis do que arabicas.

No presente capitulo, sdo apresentadas as inducdes holoceluloliticas
das 8 cepas de P. variotii pertencentes a micoteca do laboratorio de
enzimologia, com o intuito de selecionar a melhor produtora de enzima

pectinolitica dentre elas.

Materiais e métodos

O screnning das 8 cepas de P. variotii submetidas a triagem para
producdo de enzimas pectinoléticas foi conduzido de acordo com o item 2.7,
capitulo Il, deste mesmo trabalho.
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Resultados

Todas as cepas investigadas foram capazes de secretar holocelulases
em diferentes niveis, de acordo com o substrato. Os perfis de inducéo de cada
cepa serao apresentados a seguir.

A cepa 3DT13 (Figura 1) demonstrou perfil pectinolitico, com picos de
atividade no primeiro e sexto dias de cultivo; CMCase (0,04 Ul/ml no primeiro dia
e xilanase (0,07 Ul/ml) no segundo dia; mananase (0,03 Ul/ml) manteve-se

estavel durante todo o periodo de fermentacao.
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0,16—-7
0,14—-
0,12-

0,10

Atividade volumétrica (Ul/ml) - 3DT13
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Tempo (dias)
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Figura 1: Perfil de inducdo holocelulolitico de P. variotii 3DT13 em meio de cultura liquido acrescido de
residuos de café robusta 1% (m/v). () Atividade de CMCase, () atividade de xilanase, (™)
atividade de mananase, (") atividade de pectinase

A cepa 3RE14 (Figura 2) revelou aumento gradual de pectinase a partir
do segundo dia e pico de atividade no sexto (0,18 Ul/ml); xilanase exibiu apice
de atividade também no sexto dia (0,05 Ul/ml), e mananase (0,05 Ul/ml), no
primeiro dia. CMCase manteve atividades estaveis a partir do primeiro dia de

cultivo.
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Figura 2: Perfil de inducédo holocelulolitico de P. variotii 3RE14 em meio de cultura liquido acrescido de
residuos de café robusta 1% (m/v). () Atividade de CMCase, () atividade de xilanase, (™)
atividade de mananase, (") atividade de pectinase

Um mesmo padrdo de secrecdo e de picos de atividades foi
estabelecido pela cepa 3RE22 (Figura 3), onde todas as enzimas tiveram
aumento gradual de atividade a partir do segundo dia, com atividade maxima
ao quinto, exceto pela atividade de pectinase, que apresentou apice no quarto

e quinto dias de cultivo (0,42 e 0,45 Ul/ml, respectivamente).
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Figura 3: Perfil de inducédo holocelulolitico de P. variotii 3RE22 em meio de cultura liquido acrescido de
residuos de café robusta 1% (m/v). () Atividade de CMCase, () atividade de xilanase, (™)
atividade de mananase, (") atividade de pectinase

A cepa 3RE21 (Figura 4) exibiu padrbes de secrecdo semelhantes para
inducdo de CMCase (0,02 Ul/ml), mananase (0,05 Ul/ml) e pectinase (0,15
Ul/ml), que obtiveram atividades méximas no segundo dia, sendo que
somente a atividade xilanolitica obteve pico ao quinto dia de cultivo (0,04
Ul/ml).
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Figura 4: Perfil de inducédo holocelulolitico de P. variotii 3RE21 em meio de cultura liquido acrescido de
residuos de café robusta 1% (m/v). () Atividade de CMCase, () atividade de xilanase, (™)
atividade de mananase, (") atividade de pectinase

Os padrbes de secrecao enzimatica demonstrados pela cepa CF sao
apresentados na Figura 5. A pectinase secretada teve aumento gradual até
atingir 4pice de suas atividades no quarto e sexto dias, 0,13 e 0,14 Ul/ml
respectivamente. O mesmo ocorreu para CMCase (0,03 Ul/ml) e xilanase
(0,04 Ul/ml), em que a estimulacdo enzimatica maxima ocorreu no quarto dia,

mas, para mananase, foi entre o segundo e o quarto dias (0,04 Ul/ml).
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Figura 5: Perfil de inducéo holocelulolitico de P. variotii CF em meio de cultura liquido acrescido de residuos
de café robusta 1% (m/v). (—) Atividade de CMCase, (—) atividade de xilanase, (7*") atividade de
mananase, (") atividade de pectinase

Parametros semelhantes de secrecdo enzimatica foram verificados
pela cepa DC (Figura 6). Mananase (0,04 Ul/ml), CMCase (0,02 Ul/ml) e
xilanase (0,03 Ul/ml) tiveram sucessiva atividade durante o quarto e o quinto

dias, e a pectinase obteve atividade maxima no quarto dia (0,13 Ul/ml).
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Figura 6: Perfil de indug&o holocelulolitico de P. variotii DC em meio de cultura liquido acrescido de residuos
de café robusta 1% (m/v). (=) Atividade de CMCase, (—) atividade de xilanase, (=) atividade de
mananase, (“) atividade de pectinase

Os padrées de inducao holocelulolitica da cepa RC sdo mostrados na
Figura 7. Pectinase (0,12 Ul/ml) aumentou gradualmente sua atividade até
atingir pico no quinto dia. Padrées semelhantes ocorreram para CMCase (0,04
Ul/ml) e mananase (0,05 Ul/ml), que apresentaram atividade méxima no
quarto dia, da mesma forma que xilanase (0,06 Ul/ml), que teve aumento

sucessivo até atingir pico no sexto dia.
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Figura 7: Perfil de indug&o holocelulolitico de P. variotii RC em meio de cultura liquido acrescido de residuos
de café robusta 1% (m/v). (=) Atividade de CMCase, (—) atividade de xilanase, (7*") atividade de
mananase, (") atividade de pectinase

A cepa 3RET13 (Figura 8) apresentou secre¢do enzimatica a partir do
inicio do cultivo, com picos de atividades ao primeiro dia. Para mananase
(0,04 Ul/ml), a atividade maxima ocorreu no primeiro dia, e, para xilanase, no
sexto dia (0,05 Ul/ml). A atividade pectinolitica obteve apice no quinto e sexto

dias de cultivo (0,11 e 0,12 Ul/ml), respectivamente.
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Figura 8: Perfil de indug&o holocelulolitico de P. variotii 3BRET13 em meio de cultura liquido acrescido de
residuos de café robusta 1% (m/v). () Atividade de CMCase, () atividade de xilanase, (™)
atividade de mananase, (") atividade de pectinase

As atividades enzimaticas obtidas durante as curvas de inducdo de
todos os substratos (café arabica e robusta) por todas as cepas avaliadas
foram consideradas subestimadas devido a néo ter sido utilizado nenhum tipo
de pré-tratamento fisico sobre os residuos. Porém, as cascas de café robusta
demonstraram ser um pouco superiores em relacdo as cascas de café arabica
para indugdo de pectinases (médias 0,10 Ul/ml2e 0,09 Ul/mI°, nessa ordem).

Dentre as cepas que obtiveram melhores atividades pectinoliticas, a
composicdo bromatolégica da biomassa apresentou influéncia direta. Os

resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 Atividades pectinoliticas médias em casca de café robusta

Cepas Atividades
3RE22 0,17 Ul/ml2
3RE21 0,15 Ul/mla
3RE14 0,11 Ul/mlad
3RET13 0,11 Ul/m]abe
3DT13 0,09 Ul/m|ocd
RC 0,09 Ul/m|bed
CF 0,09 Ul/m|bed
DC 0,08 Ul/mide

*Letras minuUsculas laterais indicam comparacg8es das médias realizadas por teste de Tukey.

As cepas determinadas como melhores produtoras pectinoliticas sobre
casca de robusta foram 3RE22, 3RE21 e 3RE14, por possuirem as maiores
atividades enziméticas.

Embora haja similaridade da composi¢do bromatologica dos residuos
de café, a maior inducdo enzimética por casca de café robusta pode ser
explicada gracas ao maior teor de sdlidos soluveis, cafeina e acidez em
relacdo ao café arabica (HALAL, 2008).
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