Imobilizacao de extrato celulolitico produzido
por Aspergillus niger e aplicacao na hidrolise
de bagaco de cana-de-acucar pré-tratado

Introducao

Materiais lignoceluldsicos podem ser convertidos em agucares fermentesciveis para
a obtencdo de etanol e outros bioprodutos. A desconstrucdo desses materiais envolve
duas etapas: pré-tratamento e posterior conversdo de polissacarideos em agucares
fermentesciveis. A despolimerizacdo da celulose em glicose pode ser catalisada pela
atuacdo sinérgica de trés tipos de enzimas: endo-B-1,4-glicanase (E.C. 3.1.2.4), exo-
glicanase (E.C. 3.2.1.91) e B-glicosidase (E.C. 3.2.1.21) (MARGEOT et al., 2009). Embora a
conversdo enzimatica de celulose esteja se tornando viavel, técnica e economicamente, o
aperfeicoamento deste processo, como por exemplo, pelo emprego de um biocatalisador
imobilizado, pode levar a redugdo de custos (TISCHER; WEDEKING, 1999). O objetivo deste
trabalho foi caracterizar o extrato celulolitico produzido por Aspergillus niger quanto as
atividades em diferentes substratos celuldsicos e avaliar seu desempenho, nas formas livres
e imobilizadas, na hidrélise bagaco de cana-de-agulcar pré-tratado.

Métodos

Concentragao e caracterizagdo do extrato: O extrato celulolitico produzido por A. niger
3T5B8 foi concentrado em membrana Vivaspin® (GE Life Sciences) de 10 kDa. O extrato,
antes e apds concentragao, foi caracterizado quanto ao teor de proteinas sollveis (Bradford
— Biorad) e atividades enzimaticas (B-glicosidase, endoglicanase, exoglicanase e FPase).
As atividades foram determinadas por ensaios miniaturizados adaptados de protocolos
previamente descritos (GHOSE, 1987; XIAO et al., 2004).

Imobilizacdo do extrato: O extrato foi imobilizado por entrecruzamento, em meio
reacional pH 8, empregando iso-propanol como agente precipitante e glutaraldeido como
agente interligante. O derivado imobilizado foi recuperado por centrifugacdo, lavado e
ressuspendido em solugdo tamp3o citrato de sddio/acido citrico 0,1 M, pH 5.
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Hidrélise enzimatica de biomassa: O desempenho do extrato enzimatico como
catalisador, em sua forma livre e imobilizada, foi avaliado na hidrélise de bagaco de
cana-de-agucar pré-tratado (H,SO, 1,5% (v/v), 53 min a 120°C). Os ensaios de hidrélise
foram realizados em tamp3o citrato de sddio/acido citrico, 0,1 M, pH 5, empregando
concentragdo de 2% de sélido (m/v), 1,5 mL de catalisador (enzima livre ou suspensdo do
derivado imobilizado), em volume final de 5 mL. Os experimentos foram conduzidos, em
triplicata, em reatores encamisados e agitagdo magnética, a 50°C, por periodo de 24 horas.
Periodicamente, aliquotas foram retiradas e o teor de glicose quantificado por método
colorimétrico (Glicose Monoreagente — Bioclin). Os resultados apresentados referem-se a
média da triplicata dos ensaios.

Resultados e Conclusoes

O extrato celulolitico produzido por A. niger apresentou os seguintes teores de proteina
e valores de atividades, antes e depois da concentragdo, respectivamente:
(i) proteinas soluveis: 0,73 e 7,02 mg/mL;
ii) B-glicosidase: 0,24 e 1,46 umol/min.mL;
iii) endoglicanase: 0,43 e 1,23 umol/min.mL;
iv) exoglucanase: 0,13 e 1,11 umol/min.mL; e
iv) FPase: 0,24 e 1,46 pmol/min.mL.
Observou-se que os teores de proteinas soluveis e atividades enzimaticas apresentadas
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pelo extrato celulolitico antes da concentragdo sdo baixos, sendo necessdria uma etapa
de concentragdo para que seja vidvel empregar métodos de imobilizacdo e avaliar o
desempenho do extrato na hidrélise de biomassa pré-tratada. Porém, métodos de
concentragao de enzimas, em geral, resultam em perda de atividade. Comparando-se o teor
de proteina nos extratos antes e apds a concentragdo, o fator de concentragdo foi cerca de
10 vezes. Esse fator também foi observado para a atividade de exoglicanase. Para as demais
atividades, o fator de concentragdo foi menor, cerca de 6 vezes para FPase e 3 vezes para
endoglicanase e B-glicosidase.

Os resultados indicam que as enzimas endoglicanase e B-glicosidase sdo mais sensiveis
ao processo empregado para a concentragdo. O método empregado para a imobilizagdo
do extrato celulolitico foi eficaz. O extrato, tanto em sua forma livre, como imobilizado,
foi capaz de atuar como catalisador na hidrélise de biomassa pré-tratada. Apds 24 h de
hidrdlise, foi possivel obter um hidrolisado contendo 8,6 g/L de glicose, quando empregada
aforma livre e 2,7 g/L, quando empregada a forma imobilizada. O menor rendimento obtido
pelo emprego da forma imobilizada é resultante do menor poder catalitico do derivado, ja
que, no método empregado, parte da proteina é utilizada como suporte. Ajustes no método
de imobilizagdo e no processo de hidrélise serdo avaliados para que a aplicagdo do derivado
imobilizado resulte em um maior rendimento de glicose.



Pode-se concluir que o extrato celulolitico produzido por A. niger pode ser imobilizado
por entrecruzamento e pode ser aplicado na hidrélise de biomassa, tanto em sua forma
livre como imobilizada.
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