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RESUMO

Neste trabalho, estudaram-se aspectos do pré-tratamento alcalino em microondas e hidrélise
enzimadtica da fibra do caju para producdo de etanol. A primeira etapa do trabalho foi a
caracterizacdo da matéria-prima, bagaco de caju, obtendo-se teores de 19,21% + 0,35 de
celulose, 12,05% + 0,37 de hemicelulose e 38,11% + 0,08 de lignina. O pré-tratamento do
bagaco de caju, anteriormente imerso em solucdo de hidréxido de sédio até homogeneizagio,
foi conduzido em aparelho de microondas doméstico. Como ndo foi possivel a extragdo do
hidrolisado por filtracdo apds o pré-tratamento, uma aliquota obtida da primeira lavagem para
ajuste do pH foi injetada no HPLC, nao se identificando concentrag@o aprecidvel de acucares.
Diante disso, a andlise de agucares foi realizada por HPLC apds a hidrdlise enzimética do
material pré-tratado. As condi¢des de hidrélise enzimdtica foram fixadas em 2% (m/v) de
concentracdo de sdlidos, atividade enzimdtica de 15 FPU/g de fibra pré-tratada em
microondas (CAB-M), pH 5 a 45°C e 150 rpm. Avaliou-se a influéncia da concentra¢do do
alcali na geracdo de glicose, apds a etapa de hidrdlise enzimatica, acompanhando-se também
os perfis de celobiose e xilose. Os maiores rendimentos de glicose, 76,4 e 72,9 mg.gCAB_M'l,
foram obtidas em ambas concentracdes de NaOH estudadas, 0,2 e 1,0 M, respectivamente.
Neste caso, a digestibilidade de celulose alcancada foi de 33,89% + 1,06 e 29,75% + 3,10,
respectivamente. As maiores concentragdes de celobiose foram obtidas na maior concentracio
de NaOH estudada (1,0 M). Em relacdo aos niveis de celulose, hemicelulose e lignina, a
concentracdo de 1,0 M apresentou maior destaque pelo acréscimo na porcentagem de celulose
(22,07% + 1,03), e hemicelulose (14,36% =+ 0,44) e reducdo da porcentagem de lignina para
32,38% + 1,86. Estudou-se também, mantendo-se a concentragdo de NaOH em 1,0 M, a
influéncia da poténcia das microondas (600 e 900 W) e do tempo de pré-tratamento (15 e 30
minutos). Nestes ensaios, observou-se que o aumento no valor destas varidveis nao
influenciou nas concentracdes de glicose resultantes. Em seguida, realizaram-se ensaios
visando o aumento nos teores de agicares com vistas a fermenta¢do do hidrolisado. As
variaveis estudadas foram a concentracdo de sélidos (2 e 16% m/v) e atividade enzimadtica (15
e 30 FPU.g'ICAB_M). Em relacdo a concentracdo de sélidos, observou-se um aumento na
concentracdo final de glicose, de 1,5 g.L'1 para 8,8 g.L'l, quando se aumentou o teor de 2 para
16% (m/v). Mantendo-se o teor de sélidos em 16% (m/v), avaliou-se o efeito do aumento na
atividade enzimadtica, obtendo-se uma concentracio de glicose 1,8 vezes maior, ou
aproximadamente 15 g.L'l, quando se utilizaram 30 FPU/gCAB_M'l. Apds a hidrdlise
enzimadtica, realizou-se filtracdo do hidrolisado, ajuste do pH para 4,5-5,0 e esterilizagdo para
posterior etapa de fermentagdo. A fermentacdo do hidrolisado por Saccharomyces cerevisiae
resultou, apSs 4 horas de fermentagio, em concentracio de etanol e produtividade de 5,6 g.L”!
e 1,41 g.L.'lh'1 , respectivamente. Os resultados de eficiéncia e rendimento foram de 93,44% e
0,48 gEtanol-gGlicose_l, respectivamente. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o
bagaco de caju € matéria-prima interessante para producio de etanol, porém as varidveis do
pré-tratamento por microondas precisam ainda ser melhor estudadas visando o aumento da
concentracdo de glicose no hidrolisado obtido ap6ds hidrélise enzimadtica.

Palavras chave: Bagaco de caju, Pré-tratamento, Microondas, Etanol e Saccharomyces
cerevisiae.



ABSTRACT

In this work, some aspects of microwave alkali (NaOH) pretreatment of CAB (cashew apple
bagasse) and its enzymatic hydrolysis were studied to ethanol production. CAB was
previously submerged in alkali solution, after that, it was treated in a domestic microwave
oven. First, biomass composition of CAB was determined, and the percentage of cellulose,
hemicellulose and lignin was, 19.21% + 0.35, 12.05% =+ 0.37 and 38.11% + 0.08, respectively.
After the pretreatment, a sample of the liquid fraction, after the first wash, was collected and
analyzed by HPLC. However, no glucose, or any other sugar, was detected. Therefore, the
sugars were accomplished after enzymatic hydrolysis of the pretreated material (CAB-M).
The conditions of enzymatic hydrolysis were: 2% (m/v) of solid concentration, enzymatic
activity of 15 FPU/gc AB_M'I, pH 5, 45°C and 150 rpm. The influence of alkali concentration on
glucose production and the cellobiose and xylose profiles was evaluated. Results showed that,
after enzymatic hydrolysis, alkali concentration exerted influence on glucose formation, and
the best result was achieved in both concentrations studied (0.2 e 1.0 M), 76.4 and 72.9
mg.gCAB_M'l, respectively. In this case, the digestibilities of cellulose were 33.89% + 1.06 and
29.75% + 3.10, respectively. The highest cellobiose concentration was achieved when 1.0 M
was used, and this condition resulted in the following biomass composition: 22.07% + 1.03 of
cellulose, 14.36% =+ 0.44 of hemicellulose and 32.38% + 1.86 of lignin. On the other hand,
pretreatment time (15-30 minutes) and microwave power (600-900 W) exerted no significant
effect on hydrolysis. During enzymatic hydrolysis, improvement on solid percentage (16%
w/v) resulted in an increase of glucose concentration from 1.5 g.L'1 to 8.8 g.L'l. Increasing on
enzyme loading (30 FPU.g'ICAB_M) at 16% w/v, increased glucose concentration to 15 g.L'l.
After enzymatic hydrolysis, the liquid fraction was separated by filtration. The pH was
adjusted to 4.5-5.0 and the liquid was sterilized for fermentation. The fermentation of the
hydrolyzate by Saccharomyces cerevesiae resulted in ethanol concentration and productivity
of 5.6 gL and 1.41 gL'.h"', respectively. The results obtained of efficiency and ethanol
yield were 93.44% and 0.48 g/g glucose, respectively. The results obtained in this work
indicate that cashew apple bagasse is an interesting raw material for ethanol production;
however some aspects of microwave alkali pretreatment have to be further investigated to
increase glucose concentration after enzymatic hydrolysis.

Key words: Cashew apple bagasse, Alkali microwave pretreatment, Ethanol and
Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUCAO

O aumento populacional associado ao consumo crescente de energia,
principalmente os derivados do petréleo, que por sua vez ndo sdo de fontes renovaveis, tem
impulsionado pesquisas na busca por fontes alternativas de energia que atenda a grande
demanda por combustiveis. Associado ao problema da demanda, problemas ambientais estdo
envolvidos no uso em demasia de combustiveis de origem fdssil. Com isso, o interesse por
combustiveis alternativos tem se expandido. Para que um biocombustivel seja uma alternativa
ambiental e economicamente vidvel frente aos demais, € necessirio que este seja
energeticamente competitivo, menos poluente e sua produgdo possa ser realizada em larga
escala sem a competic@o por dreas de cultivo alimentar (Alzate e Toro, 2006; Hahn-Hégerdal
et al., 2006; Hill et al., 2006; Kim et al., 2008).

Nesse sentido, a conversdo de biomassa lignocelulésica em biocombustiveis,
especialmente a producdo de etanol por fermentacdo do licor extraido da biomassa rico em
fonte de carbono, conhecido também por etanol de segunda geragdo, vem sendo avaliada
como rota promissora de bioenergia (Sun e Cheng, 2002; Alzate e Toro, 2006; Zhu et al.,
2006).

Em alguns paises da Europa e principalmente no Brasil e EUA, o etanol é
utilizado em larga escala, com perspectivas de ser o combustivel renovdvel dominante no
setor de transporte nos proximos 20 anos. Uma preocupagdo crescente em relagcdo a oferta de
combustiveis fosseis tem sido evidenciada pelos crescentes e oscilantes pre¢os do barril de
petréleo no mercado, o qual se aproximou de US$ 150,00 por barril, durante o ano de 2008
(Revista Epoca, 2008). Além disso, a expansio da utilizagio do etanol contribui para reducio
da emissao dos gases que contribuem para o efeito estufa (Nigam, 2000; Persson et al., 2002;
Alzate e Toro, 2006; Hahn-Hégerdal, et al., 2006).

Etanol € atualmente produzido da sacarose da cana-de-aglicar e do amido de
milho, entre outros materiais amildceos. Contudo, vantagens podem ser enumeradas com
relacdo a utilizacdo de materiais lignocelulosicos, principalmente os residuos agroindustriais
para obteng¢do de etanol: inexisténcia de conflitos por disputa de terras para cultivo de
alimentos ou matéria-prima para producdo de energia, reducdo dos impactos ambientais
resultantes do acimulo desses residuos, criacdo de novas oportunidades em regides rurais,

minimizacdo da emiss@o de poluentes, entre outros (Hahn-Hégerdal er al., 2006).

Estudo do pré-tratamento alcalino em microondas da fibra do caju (Anacardium occidentale L.) seguido de
hidrélise enzimdtica para produgdo de etanol



Rodrigues, T. H. S.

Os materiais lignoceluldsicos representam a maior porcentagem de biomassa de
baixo custo existente, abrangendo residuos de origem doméstica, agricola e industrial,
permitindo a obtencdo de um combustivel de valor agregado além da reutilizagdo de um
rejeito (Alzate e Toro, 2006; Hu e Wen, 2008). Esses materiais sio em sua maioria
constituidos de cerca de 60 a 75% de celulose e hemicelulose, que juntos com lignina
compdem a estrutura dos vegetais (Vasquez et al., 2007).

As agroindustrias no Nordeste brasileiro representam papel sécio-econdmico
relevante na economia regional, em especial a agroindustria do caju, sendo o estado do Ceard
o maior produtor de caju, seguido dos estados do Rio Grande do Norte e Piaui. O
beneficiamento do caju tem por principal finalidade a producdo de castanha, um produto tipo
exportacdo de grande valor no mercado externo. O mercado interno e externo do
beneficiamento da castanha em 2008 foi de aproximadamente 267.355 toneladas,
representada pela movimentagdo superior a 146 milhdes de ddlares em exportacdes de
améndoas, milhares de empregos, diretos e indiretos, em todas as atividades dos segmentos
produgdo, industrializacdo e comercializacdo da cadeia agroindustrial (Revista da FIEC,
2009).

No momento do descastanhamento, grande parte do peddnculo, cerca de 90%, é
desperdi¢ada sendo parte perdida ainda no campo. No processamento do peddnculo do caju
para produg@o de bebidas, principal aplicagdo do pseudofruto, 40% (m/m) de bagaco sdo
obtidos, que por sua vez nio possuem valor comercial podendo ser adquirido por R$ 0,25/Kg
(Paiva et. al., 2002; Assuncdo e Mercadante, 2003; Ferreira et al., 2004; Matias et al., 2005;
Rodrigues et al., 2007). Nesse contexto, a fibra do caju se enquadra como fonte
lignoceluldsica alternativa abundante e de baixo custo para obtencdo de acucares
fermentesciveis e sua subseqiiente conversio em etanol.

Diante disso, a producdo de bioetanol, a partir desses materiais, baseia-se na etapa
inicial de padroniza¢do do tamanho de particula seguida de pré-tratamento com vistas a
disponibilizacdo da celulose e hemicelulose presente no residuo para etapa posterior de
hidrélise enzimdtica. Em geral, os agicares obtidos das etapas de pré-tratamento e hidrélise
enzimdtica sdo fermentados por uma vasta microbiota como bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. A lignina, outro componente dos lignocelulésicos, depois de separado, pode ser
utilizada como fonte de energia ou aditivo na produgdo de polimeros (Gosselink et al., 2004;

Hahn-Hégerdal et al., 2006).
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Atualmente, uma diversidade de pré-tratamentos tem sido avaliada na remocao de
acucares de lignoceluldsicos, destacando-se pré-tratamento com 4cido diluido em simples e
duplo estdgio; amdnia, peréxido de hidrogénio e em microondas (Saha, 2003; Wyman et al.,
2005a; Hu e Wen, 2008). Em relacio ao pré-tratamento em microondas, trata-se de um
método alternativo e de eficiéncia reconhecida na geracao de calor por radiacdo, além de fAcil
operacdo (Zhu et al., 2005). Estudos relatam que a radiacdo proveniente das microondas é
capaz de alterar a estrutura da parede celular dos vegetais gerando calor interparticula,
contribuindo para uma maior ruptura das estruturas recalcitrantes da lignocelulose,
degradando a lignina e parte das hemiceluloses, elevando a acessibilidade enzimdtica durante
a hidrélise (Zhu et al., 2005; Hu e Wen, 2008; Ma et al., 2009).

Nesse contexto, este trabalho objetiva o estudo do pré-tratamento do bagago de
caju com hidréxido de sédio (NaOH) combinado com microondas para gera¢do de acicares
fermentesciveis através da hidrélise enzimdtica do material tratado e, subseqiiente,
fermentacdo do licor obtido por Saccharomyces cerevisiae para producdo de etanol.

Para alcancar o objetivo, inicialmente realizou-se a caracterizacdo da matéria-
prima, bagaco de caju. No pré-tratamento, estudou-se a varia¢dao da concentracio de hidréxido
de sédio, da poténcia do microondas e do tempo de pré-tratamento. Na etapa de hidrélise
enzimadtica, estudou-se a variacdo da concentracdo de sélidos e atividade enzimatica. Por fim,
a partir do hidrolisado obtido da etapa de hidrélise enzimadtica, realizou-se fermentagdo pela

levedura S. cerevisiae.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Estrutura da biomassa lignocelulésica

Em geral, os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos de celulose, hemicelulose
e lignina, que se encontram associados em uma estrutura complexa definindo a estrutura da
maioria dos vegetais (Figura 1). A composicdo desses constituintes varia de acordo com a
natureza do vegetal. Em geral, o maior componente é a celulose (35-50%), seguido da
hemicelulose (20-35%) e lignina (10-25%). Proteinas, gorduras e cinzas fazem parte de uma
fracdo do lignocelulésico. A organizacdo e interacdes entre esses componentes contribuem
para a formacdo de uma barreira natural que reduz o acesso de enzimas hidroliticas a cadeia

de celulose desses materiais (Keshwani, 2009).

Parede
celular
Membrana « i
= Hemicelulose
plasmética{
~ Proteinas

Figura 1 - Organizacdo geral da estrutura dos lignocelul()sicosl.

2.1.1 Celulose

Celulose ¢ um homopolimero formado de unidades de B-D-glicose que sdo ligadas
por interagdes B-1,4-glicosidicas (Figura 2). A natureza dessas ligagdes resulta a formacao de

uma cadeia linear de moléculas de glicose (Keshwani, 2009). Diante disso, a celulose existe

! www.nature.com/nrg/journal/v9/n6/full/nrg2336.html, acessado em 01 de novembro de 2009
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na natureza na forma cristalina, sendo essa caracteristica uma barreira para sua hidrélise

enzimatica.

H H H OH H H H CGH H H
OH H H oH H H JOH .
HO H o -0 OHO e} e o HO o
.0 HO
[ H° Ho OH [ e I on HC
H oH H H HoH H H HoH

Figura 2 - Estrutura da celulose.

2.1.2 Hemicelulose

Ao contrério da celulose, as hemiceluloses sdo heteropolimeros constituidos de
acucares de cinco carbonos, como xilose e arabinose, e seis carbonos, a exemplo de galactose,
manose e glicose. Enquanto a estrutura da celulose € constante, a hemicelulose pode variar,
além da composi¢do, sua organizagdo estrutural. Como resultado da interacdo entre os
diferentes aguicares, a hemicelulose apresenta baixa cristalinidade em relag@o a celulose sendo

mais facilmente hidrolisada (Saha, 2003).

2.1.3 Lignina

Em contraste com a celulose e a hemicelulose, a lignina é um polimero complexo
formado de compostos fendlicos (Figura 3), que sdo também chamados de monoligndis. As
ligagdes aleatdrias carbono-carbono entre os monoligndis resultam na formacgdo de dimeros,
trimeros e tetrdmeros que definem a estrutura complexa da lignina. Essas ligacdes carbono-
carbono constituem o principal obsticulo a ruptura da cadeia de lignina (Gosselink et al.,

2004 ; Keshwani, 2009).
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Figura 3 - Principais compostos fendlicos que compdem a estrutura da lignina: (a) dlcool cumarilico, (b) dlcool

coniferil e (c) dlcool sinapil.

2.2 Producao de etanol de lignoceluldsicos

Atualmente, duas rotas destacam-se na producgdo de etanol de fermentagcdo. No
Brasil, a producdo de etanol € realizada da fermentacdo da sacarose extraida da cana-de-
actcar. Em outros paises, a conversio € realizada por materiais amildceos na qual o processo
acontece em duas etapas. Inicialmente, o amido € solubilizado para em seguida ser convertido
em glicose que € fermentado por Saccharomyces cerevisiae (Hahn-Hégerdal et al., 2006).

Na conversao de materiais lignoceluldsicos em etanol (Figura 4), a primeira etapa
consiste no pré-tratamento da matéria-prima com a finalidade de remocdo das estruturas
primérias da matéria-prima tornando a celulose disponivel ao ataque enzimético (Saha 2003;
Saha et al, 2005ab; Alzate e Toro, 2006). Em seguida, os polimeros de hemicelulose e
celulose sdo hidrolisados por enzimas em seus mondmeros que sao convertidos em etanol por
bactérias e leveduras. Destaca-se que o processo de hidrdlise enzimética e fermentacdo podem
acontecer em conjunto (SSF — Sacarificacdo e Fermentacdo Simultineas) ou de forma

independente (Alzate e Toro, 2006; Hahn-Hégerdal ef al., 2006).
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Biomassa Etanol
Sacarificacio e Fermentacio
' Simultineas (S5F) T
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Pré-tratarmento enzimdtic Diestilagio
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Figura 4 - Fluxograma geral de um processo de producdo de etanol de lignocelulésicos (Hahn-Hégerdal et al.,

2006).

Ap6s a fermentacdo, o etanol € separado para ser finalmente comercializado,
como combustivel ou adicionado a gasolina. A lignina que € recuperada da matéria-prima
pode ser utilizada no processo como fonte de energia. Atualmente, novas tecnologias estio
em desenvolvimento para agregar valor a lignina no mercado de alimentos, firmacos,

cosméticos e higiene pessoal (Gosselink et al., 2004; Hahn-Higerdal et al., 2006).

2.2.1 Pré-tratamento

O objetivo do pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica é a reducdo da
cristalinidade da celulose e solubilizacdo das estruturas recalcitrantes da parede do vegetal.
Diante disso, para que o processo de obtencdo de etanol de lignoceluldsicos seja um processo
economicamente vidvel, é necessdria uma selecdo rigorosa do tipo de pré-tratamento a ser
aplicado, uma vez que esta etapa ird influenciar diretamente os rendimentos de glicose
durante a hidrélise enzimdtica do material. Um eficiente pré-tratamento minimizard os custos
envolvidos na aquisi¢do de enzimas, o que viabiliza o processo (Alzate e Toro, 2006; Hahn-

Higerdal et al., 2006).
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Virios pré-tratamentos t€ém sido estudados na literatura para a disponilibilizagdo
da celulose, destacando-se pré-tratamento com dcidos (H2SO4, H3PO4 € SO,) e com dlcalis
(NaOH, AFEX e H,0») (Saha, 2003). No pré-tratamento dcido, a cadeia de hemicelulose é
hidrolisada, enquanto no pré-tratamento alcalino, a lignina € solubilizada, sendo a
hemicelulose hidrolisada por hemicelulases (Hahn-Hégerdal er al., 2006).

Em geral, o pré-tratamento € classificado de acordo com o efeito sobre matéria-
prima, divididos em fisicos, quimico, fisico-quimico e biolégico (Tabela 1). Cada categoria de
pré-tratamento apresenta particularidades para aplicacdo em larga escala. Os fisicos, embora
simples, apresentam elevado custo energético. Os pré-tratamentos fisico-quimicos sdo
eficientes, mas a producdo de inibidores nesse processo € elevada. O que também ocorre com
os pré-tratamentos quimicos. Os bioldgicos sdo desinteressantes para aplicacdo comercial
devido ao elevado tempo do processo. Em relagdo ao uso de microondas, o custo é maior
quando combinado com o pré-tratamento quimico, que aumenta o custo do processo, embora

seja mais eficiente (Saha, 2003; Alzate e Toro, 2006; Hu e Wen, 2008; Keshwani, 2009).

Tabela 1. Classificagdo dos pré-tratamentos segundo o efeito sobre a matéria-prima.

Categoria Exemplos

Fisicos Moagem, microondas.

' Acidos, élcalis, solventes organicos,
Quimicos ' '
peréxidos e ozdnio.

Explosdo a vapor, AFEX e explosdo com
CO..

Biolo6gicos Decomposi¢do microbiana de lignina.

Fisico-Quimicos

A eficiéncia do pré-tratamento estd fortemente influenciada pela natureza da
matéria-prima e sua composi¢cdo em termos de celulose, hemicelulose e lignina. Portanto, para
cada tipo de residuo, existe um tipo especifico de pré-tratamento que promove maior
disponibilizacdo da celulose. No caso de palha de milho, diversos pré-tratamentos estdo sendo
estudados na disponibilizacdo dos aguicares (4dcido diluido, vapor superaquecido e AFEX)
(Um et al., 2003; Kim et al., 2003; Wyman, 2005), sendo os rendimentos em acticares obtidos

préximos ao valor tedrico apds a hidrélise enzimdtica. No pré-tratamento com vapor
8
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superaquecido, quando se utilizou pequenas quantidades de SO, ou somente vapor, 0s
rendimentos em agticares foram similares (Ohgren et al., 2007). Para softwood (madeira
mole), o pré-tratamento com H2SO4 ou SO, € essencial para a solubilizacdo das hemiceluloses
e aumento nos rendimentos dos aguicares apos a hidrolise enzimaética (Hahn-Hégerdal et al.,
2000).

O pré-tratamento com vapor adicionado com 4cido tem sido eficiente tanto com
residuos agroindustriais como os da atividade florestal (Gollapalli, et al., 2002; Soderstrom et
al., 2005). Outros métodos, como AFEX (explosao com vapor de amdnia) e oxidacdo umida,

apresentam melhores resultados quando aplicados em residuos agroindustriais.

2.2.2 Hidrélise enzimatica

Na etapa de hidrélise enzimatica, o material pré-tratado, rico em celulose &
submetido ao contato com um coquetel de enzimas para a disponibilizacdo da glicose
presente. As condi¢Oes 6timas de atividade enzimética no processo sdo particulares de cada
extrato enzimdtico e influenciadas pela natureza do mesmo. Para celulases e B-glicosidases de
fungos filamentosos existe uma faixa 6tima de temperatura e pH para atividade enzimadtica,
que se encontra em torno de 50°C e pH 4,0 — 5,0 (Tengborg et al., 2001).

As celulases sdo um complexo de enzimas constituido de trés enzimas com
fungdes distintas, as endoglucanases (EG), celobiohidrolases (CBH) ou exoglucanases e a f3-
glicosidase. As endoglucanases inicialmente atacam aleatoriamente a cadeia de celulose para
formar glicose, celobiose e celotriose. As celobiohidrolases fracionam a cadeia em dimeros de
glicose (celobiose). Outra enzima, -glicosidase possui a fung@o de conversao da molécula de
celobiose em duas moléculas de glicose, e sua auséncia pode provocar inibicdo pelo produto
devido ao excesso de celobiose formado (Hahn-Higerdal et al., 2006, Keshwani, 2009).

No caso da hidrélise enzimética da hemicelulose, o processo € mais complexo que
o da celulose, porém apresenta a vantagem da maior acessibilidade ao substrato, pois a

estrutura das hemiceluloses nao é cristalina como as celuloses (Saha, 2003).
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2.2.3 Fermentacao

Ao contrdrio da fermentacdo da sacarose e do melago da cana-de-agicar, o
hidrolisado obtido apds hidrdlise enzimética dos lignoceluldsicos encontra-se rico em
pentoses e hexoses além da presenga de inibidores como dcidos orgénicos, furanos e fendis
formados durante o pré-tratamento do material. A principal pentose existente no hidrolisado,
xilose, ndo é fermentada por leveduras como Saccharomyces cerevisiae e Zymomonas
mobilis. Bactérias anaerdbicas fermentam a xilose, mas apresentam inibi¢do em elevadas
concentracdes de etanol. A levedura Pichia stipitis converte xilose em etanol apresentando
razoaveis rendimentos e produtividade, entretanto seu crescimento € fortemente influenciado
pela presenca dos inibidores formados durante o pré-tratamento (Nigam, 2001; Yu e Zhang,
2003; Hahn-Higerdal et al., 2006).

Nesse sentido, a utilizagdo de microrganismos recombinantes tem sido uma
alternativa promissora para a maximizacdo da produgdo de etanol, principalmente em
processos SSF — sacarificag@o e fermentagdo simultaneas. Genes de P. stipitis de assimilacio
de pentose (xilose redutase e xilulose desidrogenase) tém sido introduzidos em cepas de S.
cerevisiae (Chu e Lee, 2007; Hahn-Higerdal et al., 2007). Outra possibilidade é a
manipulagdo dos genes responsdveis pela producdo da enzima xilose isomerase da bactéria
Thermus thermophiluse e do fungo Piromyces sp. que converte xilose em xilulose que por sua
vez é metabolizada pela levedura (Kuyper et al., 2003). Em cepas de Zimomonas mobilis,
uma levedura que converte hexoses em etanol, genes de Escherichia coli foram introduzidos

para induzir o consumo de xilose e sua conversao em etanol (Hahn-Hégerdal et al., 2006).

2.3 Pré-tratamentos da biomassa lignoceluldsica
Neste trabalho, diante da grande diversidade de pré-tratamentos na literatura,

selecionaram-se trés para serem descritos a seguir: pré-tratamento 4cido, alcalino e por

microondas.

10
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2.3.1 Pré-tratamento acido

Como anteriormente citado, o pré-tratamento 4dcido tem por finalidade a
solubilizacdo da hemicelulose dos lignocelulésicos minimizando os custos de aquisi¢do de
hemicelulases, além da liberacdo de parte da glicose presente na cadeia de celulose. Na
literatura constam muitos trabalhos baseado no estudo do pré-tratamento com 4cido diluido
(Saha e Bothast, 1999; Soderstrom et al., 2003; Um et al., 2003; Yu e Zhang, 2003; Saha et
al., 2005(a,b); Rocha et al., 2008).

Soderstrom et al., (2003) estudaram o pré-tratamento de softwood (madeira mole)
com 4cido sulftirico diluido em dois estdgios. No primeiro, as condi¢cdes foram fixadas em
0,5% (v/v) HaSOy4, 180°C durante 10 min. No segundo estdgio, os autores induziram uma
maior severidade no pré-tratamento através da variacdo das condi¢des de temperatura, tempo
e concentracdo de 4cido. Os autores destacaram que, apds o primeiro estdgio, houve remocio
de cerca de 12% da celulose presente no material. No segundo, a remog¢do dos actcares foi
acima de 33% do valor tedrico de acordo com a condi¢do de pré-tratamento aplicada.
Destaca-se que no segundo estdgio, embora os rendimentos de agucares tenham sido
superiores, houve maior formacédo de inibidores, a exemplo do hidroximetilfurfural e furfural.
Estes mesmos inibidores também foram identificados no segundo estdgio do pré-tratamento
dcido de palha de arroz e trigo nos estudos de Saha et al. (2005a,b).

Nos estudos de Um et al. (2003), os autores compararam o pré-tratamento com
dcido sulftrico e fosforico diluidos de palha de milho. Além da concentra¢do de acido, os
autores investigaram a influéncia do tempo de pré-tratamento fixando os demais pardmetros.
Os autores afirmaram que o pré-tratamento com dcido € um método eficiente na
disponibilizacdo das hemiceluloses (62 — 90%) da palha de milho proporcionando uma boa
digestibilidade da celulose presente (> 80%) apds a etapa de hidrélise enzimdtica. Em todos
os casos estudados, o desempenho com H>SOy foi superior em relacdo ao pré-tratamento com
H;PO..

Saha et al. (2005a,b) estudaram o pré-tratamento com &cido sulfirico diluido para
dois lignoceluldsicos distintos: palha de arroz e trigo. No caso da palha de trigo, uma faixa de
concentracdo do 4cido (0 — 1,0% v/v) foi estudada proporcionando uma conversdo de 47% da
celulose presente apds a hidrélise enzimética do material. Quando os autores aumentaram a

concentracdo do 4cido para 4% (v/v), os rendimentos em agticares obtidos quase dobraram de
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valor. Para palha de arroz, foi realizado um estudo similar de variacdo das varidveis do pré-
tratamento como tempo, temperatura e concentracdo do &4cido. Neste caso, o maior
rendimento em agucares foi de 44% ap6s a hidrélise enzimdtica do material pré-tratado com
1,0% (v/v) de H,SO4a 160°C por 15 minutos. Contudo, um estudo do acréscimo do tempo de
pré-tratamento foi realizado (30 e 60 minutos), sendo os rendimentos obtidos superiores ao
caso anterior.

Na literatura acima referida para pré-tratamento com 4cido, os autores ressaltaram
a importancia no estudo das varidveis mais influentes no pré-tratamento para determinagéo de
uma condi¢@o 6tima, destacando-se: concentragdo do acido, concentragdo de sélidos e tempo
de pré-tratamento. Diante disso, Rocha et al. (2008) estudaram esses parametros para bagagco
de caju pré-tratado com é&cido sulfirico diluido. Nesse trabalho, os autores inicialmente
fixaram a concentracdo de so6lidos variando a concentragdo de 4cido, posteriormente, realizou-
se o estudo da concentracdo de sélidos e tempo de pré-tratamento. A condi¢do que
proporcionou melhores rendimentos em termos de rendimentos de glicose (81,4 mg/g de
bagaco) foi: 0,6 mol.L"' de é4cido, 30% (m/v) de sélidos e tempo de pré-tratamento de 15

minutos.

2.3.2 Pré-tratamento alcalino

Assim como o uso de dcidos para solubilizacdo das hemiceluloses, o uso de dlcalis
tem sido estudado na solubilizag¢do da lignina dos lignoceluldsicos, entretanto a utilizagio de
dlcalis como o hidréxido de sédio e outras bases apresentam desvantagens para aplicagdo em
potencial. Em primeiro lugar o custo do reagente seguido de dificuldades na recuperacio e
recirculacdo do dlcali, que possibilitaria a redug¢do dos custos do processo (Wyman et al.,
2005).

Contudo, o pré-tratamento com amodnia tem recebido destaque por, além de
promover uma maior exposicdo da celulose pela modificacio da estrutura da lignina
facilitando o ataque enzimdtico, a amdnia apresenta a facilidade de poder ser recuperada e
reciclada devido a sua elevada volatilidade (Gollapalli et al., 2002; Wyman et al., 2005). O
pré-tratamento por explosdo de vapor com amonia (AFEX) também abrange uma elevada area

superficial do lignocelulésico devido as propriedades de solvatacdo da dgua presente na
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solug@o. Além disso, o processo pode ser realizado em vasos de pressdo de custo inferior ao
utilizado para pré-tratamento com &cido diluido e a amoénia residual no hidrolisado pode
posteriormente servir de fonte de nitrogénio durante a fermentacdo (Wyman et al., 2005).

O processo AFEX com recirculacdo de amodnia (10 a 15% m/v), conhecido por
ARP (ammonia recycle percolation), tem sido estudado para palha de milho a elevadas
temperaturas (150 — 170°C) (Kim et al., 2003). Nos estudos de Palmqvist e Hahn-Higerdal
(2000), para o mesmo substrato, os valores de digestibilidade foram préximos de 90% apds a
hidrélise enzimdtica com carga enzimatica de 10 FPU/g glicanas. Vale ressaltar que este
processo também tem promovido elevados niveis de deslignificacio para residuos
agroindustriais e madeiras (Kim et al., 2000).

O pré-tratamento por hidréxido de célcio (Ca(OH),) consiste na elevacdo do pH
promovendo a solubilizagdo da lignina, sendo uma alternativa de baixo custo para pré-
tratamento. Em geral as propor¢des do reagente sdo de 0,1 g Ca(OH),/g biomassa, sendo que
5 g H,O/g biomassa também é necessario no pré-tratamento. O pré-tratamento por Ca(OH),
pode ser realizado em uma ampla faixa de temperatura (25 — 130°C) durante horas até dias.
Dependendo da temperatura de trabalho, este pré-tratamento remove aproximadamente 33%
da lignina. No caso de materiais com baixo teor de lignina (switchgrass, ou grama), este nivel
de remocdo de lignina proporciona elevada digestibilidade durante a hidrélise enzimatica do
material (Kaar e Holtzapple, 2000). Nos demais casos, é necessdria a adi¢cdo de oxigénio (pré-
tratamento por oxida¢do Umida) em elevadas condig¢des de temperatura e pressdo (15 atm e
160°C) resultando em uma reagdo rdpida com remogdo de cerca de 80% de lignina (Chang et
al.,2001).

Saha e Cotta (2006) estudaram o pré-tratamento de palha de trigo com perdxido
de hidrogénio (H,O,) a 2,15% (v/v), 35°C por 24 horas. Os autores observaram que apds a
hidrélise enzimética o maior rendimento de agucares foi de 96,7%, equivalente a 672 mg/g de
biomassa, com a adi¢do de um coquetel composto por trés enzimas comerciais: celulase, [3-
glicosidase e xilanase.

Outra importante funcdo dos dlcalis apds o pré-tratamento dos lignoceluldsicos € a
possibilidade de remocdo de inibidores formados da degradagdo dos acicares. Estes
subprodutos incluem 4cidos alifdticos, furaldeidos e compostos fendlicos (furfural e
hidroximetilfurfural) que estdo contidos do hidrolisado que posteriormente inibiriam o

crescimento microbiano e a formag@o de etanol durante a fermentacdo (Persson et al., 2002).
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No trabalho de Persson et al. (2002), os autores estudaram o efeito de diversos
alcalis (NaOH, KOH, Ca(OH), e NH3) e sais (NaCl, Na,SOy, KCl, K>SOy, CaCl, e CaSOy4) na
remogdo de inibidores presentes no hidrolisado obtido do pré-tratamento de spruce (Picea
abies) com 4cido sulfirico diluido. O tratamento (overliming) foi realizado pelo ajuste do pH
do hidrolisado em uma faixa de pH de 5,5 — 10,0 sob condi¢Ges fixas de temperatura e
agitac@o. Neste trabalho, a utilizac@o de 4lcalis proporcionou maior remogao dos inibidores do
que os sais, com destaque para o efeito da variacdo do pH. Valores elevados de pH resultam
em maior remog¢ao dos inibidores no hidrolisado.

Eken-Saracoglu e Arslan (2000) estudaram o tratamento (overliming) do
hidrolisado obtido do pré-tratamento com &cido diluido de sabugo de milho. O estudo foi
realizado através de diferentes combinacdes de técnicas com dlcalis e adsorventes, usando
somente ajuste pH para 6,0 ou 10,0 ou seguido de adi¢do de zedlita sob temperatura e
agitacdo controladas. Os autores observaram que o ajuste do pH para 10,0 foi mais eficiente
na remocdo dos inibidores que o ajuste para 5,0, sendo esta condi¢do a que proporcionou
maior concentracdo de etanol apds a fermentagdo. A adi¢do de zedlita reduziu a concentragio

de agucares iniciais provavelmente devido a adsorcdo dos agtcares no adsorvente.

2.3.3 Pré-tratamento por microondas

As microondas ocupam uma regido do espectro eletromagnético entre o
infravermelho e ondas de radiofreqiiéncia. Essa regido possui uma ampla faixa de freqiiéncia
variando de 300 MHz a 30 GHz, sendo que uma parcela dessa faixa € utilizada em
transmissoes de radares e telecomunicacdes. Com isso, limitou-se a utilizacdo de aparelhos de
microondas domésticos e industriais para uma faixa entre 900 MHz e 2,45 GHz (Keshwani,
2009).

A freqiiéncia maxima de operagdo dos aparelhos de microondas, 2,45 GHz, é
insuficiente para induzir qualquer atividade quimica nos materiais. Entretanto, se o material
exposto contiver moléculas polares ou fons, a radiagdo pode acelerar o processo. Outras
vantagens da utilizagdo de tecnologias com microondas incluem a redu¢do do investimento

inicial, uniformidade e seletividade no processo, além da capacidade de iniciar e interromper

o processo de forma instantdnea (Keshwani, 2009).
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Os beneficios associados a radiacdo com microondas tém levado este processo a
indmeras aplicagdes como secagem, aquecimento, cozimento e esterilizacdo (Keshwani,
2009). Nesse contexto, é razodvel o estudo do uso de microondas no pré-tratamento de
lignocelulésicos.

Alguns autores relatam que o uso de microondas é um método alternativo em
relacdo ao aquecimento convencional (Hu e Wen, 2008; De la Hoz et al., 2005). Comparado
ao aquecimento baseado na transferéncia de calor por condugdo e conveccdo, o qual é
realizado pela transferéncia de calor superficial, as microondas apresentam a capacidade de
criar um campo eletromagnético interparticulas gerando calor de forma rdpida e direta, o que
vem a favorecer a ruptura das estruturas recalcitrantes dos lignoceluldsicos.

Contudo, ressalta-se que a utilizagdo somente da radiacdo ndo apresenta efeito
expressivo sobre o lignoceluldsico. E necesséria a utilizagdo de algum composto polar ou
i06nico que induza a ruptura do material. Diante disso, os trabalhos da literatura, que estudam
o efeitos das microondas no pré-tratamento dos lignocelulésicos, avaliam a combinacdo da
radiacdo com o uso de compostos alcalinos (NaOH, Ca(OH), e Na,COs3) e acidos (H2SO.)
(Palmarola-Adrados 2005; Zhu et al., 2005; Zhu et al., 2006; Hu e Wen, 2008 e Keshwani,
2009).

Keshwani (2009), inicialmente estudou o efeito de NaOH, H,SO4 e H,O no pré-
tratamento de swifchgrass (grama). As condig¢des do pré-tratamento foram as seguintes: 250
W de poténcia, 100 g/L de sélidos a tempo varidvel. Apds a hidrélise enzimatica, a adicdo de
H>SO4 e H,O nido apresentou nenhum resultado positivo nos rendimentos de actcares. J4 a
adi¢do de NaOH proporcionou aumento nos rendimentos em agicares em relacio ao controle,
de 151 a 446 mg/g quando pré-tratado na concentragdo de 2% (m/v) de NaOH por 10
minutos. Em seguida, o autor realizou o estudo com vdrios élcalis no pré-tratamento de dois
lignoceluldsicos distintos: switchgrass e coastal bermudagrass (grama). Dos dlcalis avaliados
(NaxCO3, Ca(OH), e NaOH), o NaOH se destacou para ambos os substratos devido a sua
elevada polaridade e solubilidade.

Alguns autores (Zhu et al., 2005; Zhu et al., 2006; Hu e Wen, 2008 e Keshwani,
2009), testaram o pré-tratamento em microondas combinado com 4lcali (NaOH) para os
seguintes substratos: palha de arroz, palha de trigo, switchgrass e coastal bermudagrass. Com
a finalidade de buscar uma condi¢do 6tima de pré-tratamento, que proporcionasse maiores

rendimentos em acticares apds a hidrélise enzimadtica, estes autores (Zhu et al., 2005; Hu e
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Wen, 2008; Keshwani, 2009) estudaram uma faixa de parametros durante a etapa de pré-

tratamento. Esses dados estdo detalhados na Tabela 2.

Tabela 2 - ParAmetros estudados na literatura no pré-tratamento com microondas combinado com hidréxido de

sodio.

Lignocelulésico Poténcia ou Tempo de Concentragdo de
temperatura pré-tratamento NaOH
Palha de arroz' 300, 500 e 700 W | 15— 120 minutos 1% (m/v)
Switchgmss2 70 - 90°C 5 — 40 minutos 0,05 - 0,3 g alcali/g
biomassa
Switchgrass® 250 W 5 — 20 minutos 1 —3% (m/v)
Coastal 250 W 5 — 20 minutos 1-3% (m/v)
bermudagmss3

TZhu et al., 2005
2Hu e Wen, 2008
3Keshwani, 2009

Para palha de arroz, Zhu et al. (2005) conseguiram os melhores resultados em
termos de celulose quando as condicdes do pré-tratamento foram de 700 W de poténcia
durante 30 minutos para 1% (m/v) de NaOH. Os autores Hu e Wen (2008) alcangaram o
rendimento de agucares em torno de 99% do potencial disponivel para hidrdlise do
switchgrass nas seguintes condi¢des de pré-tratamento: 190°C por 30 minutos para 0,1 g de
NaOH/g de biomassa. Para o mesmo substrato, Keshwani (2009) obteve os maiores
rendimentos em acticares nas condi¢des de 250 W por 10 minutos e 2% (m/v) de NaOH. No
caso de coastal bermudagrass, a concentracao de 1% (m/v) de NaOH e 10 minutos foram
suficientes para proporcionar maiores rendimento em agucares. Diante disso, observa-se que
as condicOes Otimas de pré-tratamento vdo variar de acordo com a natureza do substrato e

com a combinag¢do dos parametros de pré-tratamento anteriormente descritos.
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2.4 Producao de etanol do hidrolisado obtido do pré-tratamento e hidrélise enziméatica

de bagaco de caju

Em trabalhos anteriores com fibra de caju, Rocha er al. (2009) avaliaram pré-
tratamento de bagago de caju com 4cido sulftrico diluido, individualmente ou seguido de pré-
tratamento com alcali, sendo os residuos solidos obtidos nomeados de CAB-H e CAB-OH,
respectivamente. No caso de CAB-H, o pré-tratamento foi realizado com 4cido sulfirico
diluido na concentragdo de 0,8 mol.L’l, 30% (m/v) de sélidos, conduzidos em autoclave a
121°C por 15 minutos. Para CAB-OH, ap6s o pré-tratamento citado, o sélido resultante foi
novamente pré-tratado em autoclave com hidréxido de sédio (NaOH), na concentragdo de 4%
(m/v), 30% (m/v) de sélidos, a 121°C por 30 minutos. Na etapa de hidrélise enzimatica,
CAB-H e CAB-OH foram submetidas as seguintes condi¢des de hidrdlise enzimadtica antes da
fermentacdo: 16% (m/v) de s6lidos, 30 FPU. gCAB'l, a 45°C por 72 horas.

De acordo com os resultados obtidos por Rocha et al, (2009), a levedura
Saccharomyces cerevisiae consumiu toda glicose disponivel nos hidrolisados sem
suplementacdo adicional de nutrientes além de produzir etanol em ambos os hidrolisados.
Para CAB-H, a concentracio inicial de glicose de 17,4 g.L”' resultou em concentracio e
produtividade de etanol de 8,2 g.L'1 e2,7 g.L.'lh'1 apods 3 h de fermentagdo, respectivamente.
Quando CAB-OH foi utilizado (concentragdo de glicose inicial de 52,4 g.L'l), a concentracao
de etanol e produtividade obtidas foram de 20,0 g.L'1 e 3,33 g.L.'lh'l, respectivamente, em 6 h
de fermentacdo. Ressalta-se que para CAB-OH, realizou-se dois pré-tratamentos com
finalidades distintas: o pré-tratamento com d4cido diluido para disponibilizacdo das
hemiceluloses, e o pré-tratamento com dlcali para degradacdo da lignina.

Os rendimentos em etanol baseado na glicose contida no meio foram de 0,38
EEtanol- gGlicose'l e 0,47 gEianol. gGhCOS@'l, utilizando os hidrolisados obtidos de CAB-OH e CAB-H,

respectivamente.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Pré-tratamento

3.1.1.2 Matéria-prima

Neste trabalho, avaliou-se o potencial do bagaco de caju como matéria-prima
lignocelulésica para produgdo de etanol do licor obtido da hidrélise enzimatica da fibra pré-
tratada em microondas. O bagaco de caju utilizado neste estudo foi gentilmente cedido pela
Indistria de Processamento de Sucos do Brasil situada no Ceard, Brasil. A matéria-prima

doada foi estocada na temperatura de -10°C até seu uso.

3.1.1.3 Microondas

O pré-tratamento da fibra do caju apds homogeneizacao em solu¢do de NaOH, foi
realizado em um aparelho de microondas (Figura 5) de uso doméstico, modelo LG — MS/114
ML de 2,45 GHz. O microondas apresenta poténcia maxima de 1150 W com variacdo de
escala distribuida em 10 niveis. Para regulacdo da poténcia desejada, ajustou-se no

equipamento a poténcia de trabalho segundo as poténcias disponiveis dos niveis existentes.

Figura S — Aparelho de microondas utilizado neste trabalho.
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3.1.2 Hidrélise Enzimatica

3.1.2.1 Enzima

O complexo enzimdtico utilizado neste estudo foi cordialmente doado pela
empresa Novozymes (Novozyme, Bagsvaerd, Denmark), na forma de extrato enzimdtico
comercial denominado Celluclast 1.5L. Este extrato € composto por um coquetel de enzimas,
destacando-se celulases e [-glicosidases. Na realizacdo dos experimentos, a atividade
enzimadtica foi baseada na atividade de celulases presente, j4 que se apresenta em maior

quantidade no complexo.

3.1.3 Fermentacio

3.1.3.1 Microorganismo

A cultura pura de Saccharomyces cerevisiae (Figura 6) utilizada nos ensaios
fermentativos foi isolada de uma levedura comercial (Saf-momento - SAF Argentina, Buenos
Aires) no Laboratério de Bioengenharia situado no Departamento de Engenharia Quimica da

Universidade Federal do Ceara.

Figura 6 — Saccharomyces cerevisiae cultivada em meio Agar Sabouraud Dextrose.
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3.1.3.2 Meios de Cultura

3.1.3.2.1 Meios de manutencao e propagaciao do inéculo

Para manutengio da levedura S. cerevisiae, utilizou-se o meio Agar Sabouraud
Dextrose da empresa Acumedia (Michigan, EUA), contendo em sua composi¢io: Dextrose 40
gL, Caseina 5 g L', Extrato de tecido animal 5 g.L "' e Agar 15 g.L"!. A cultura foi mantida
em estoque a 4°C em placa contendo Agar Sabouraud Dextrose, com realizacio de repique a
cada 3 meses. Para a obtengdo do inéculo do microrganismo, preparou-se meio de cultura
com composicdo descrita na Tabela 3. O pH do in6culo foi ajustado para uma faixa de 4,5 —

5,0 e esterilizado a 110°C por 10 minutos.

Tabela 3 - Composi¢do do meio para propagacdo de células de S. cerevisiae.

Componente Concentracio (g.L™")
Glicose (C¢H120¢) 30,00
Extrato de Levedura 5,00
Sulfato de amdnio ((NH4)2SO4) 10,00
Fosfato de potassio monobdsico 4,50
(KHPO,)
Sulfato de Magnésio Heptahidratado 1,00
(MgS04.7H,0)
Sulfato de zinco (ZnSO,) 0,65
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3.2 Métodos

3.2.1 Pré-tratamento

3.2.1.1 Preparacao da matéria-prima

O bagaco de caju inicialmente foi lavado com 4gua corrente para retirada de
impurezas, seco a 50-60°C por 24 horas, triturado, peneirado e estocado até seu uso. Apds
peneiramento do material, as particulas que ficaram retidas entre as peneiras de Mesh 18-80

foram utilizadas como matéria-prima para a realizacdo dos experimentos.

3.2.1.2 Caracterizaciao da matéria-prima

O bagaco de caju, antes e apds o pré-tratamento em microondas, foi caracterizado
quanto a sua composicdo de celulose, hemicelulose e lignina. Empregou-se, na sua
quantificacdo, duas metodologias: uma obtida da organizacdo norte-americana de energias
renovaveis, NREL (Sluiter et al., 2008), National Renewable Energy Laboratoryz, empregada
na quantificacdo somente de lignina das amostras, e a metodologia de Gouveia et al. (2009),

validada para caracterizacio de bagaco de cana-de-agucar.

3.2.1.3 Pré-tratamento com NaOH em microondas

O pré-tratamento do bagaco de caju consistiu na imersdo da fibra em solucio de
NaOH até homogeneizag¢do, mantendo a concentracdo de sélidos de 30 g.L'l, procedimento
realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, em triplicata. Em seguida,
realizou-se a homogeneizacio do conteido com auxilio de bastdo de vidro. Posteriormente, o
material foi posto no aparelho de microondas, com os frascos Erlenmeyer em posicao

triangular no interior do equipamento (Figura 7) sendo a poténcia e o tempo ajustados para os

2 www.nrel.gov, acessado em 01 de julho de 2009
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valores desejados. Apds o pré-tratamento, o pH do material foi neutralizado por lavagens com

dgua destilada. Em seguida foi seco a 50°C por 24 horas e estocado até seu uso.
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Figura 7 — Posicdo dos frascos erlenmeyers durante o pré-tratamento da fibra do caju no aparelho de

microondas.

3.2.1.4 Determinacio do efeito da concentracao de NaOH

Para se avaliar o efeito da concentracdo de NaOH na obtencdo de actcares durante
a etapa de hidrélise enzimdtica, estudaram-se duas concentragdes de hidréxido de sédio (0,2 e

1,0 mol.L™") no pré-tratamento da fibra do caju.

3.2.1.5 Determinacio do efeito da poténcia das microondas

Estudaram-se, dois niveis de poténcia das microondas (600 W e 900 W) durante o
pré-tratamento do bagaco de caju. Segundo Zhu et al. (2005) e Hu e Wen (2008), trata-se de

um varidvel de relevante importancia na geracdo de calor interparticulas da matéria-prima

lignoceluldsica.
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3.2.1.6 Determinacio do efeito do tempo de pré-tratamento

Estudou-se o efeito do tempo de pré-tratamento (15 e 30 minutos) em ambas as
poténcias das microondas avaliadas durante o pré-tratamento da fibra do caju na geragdo de

actcares ap0s a etapa de hidrélise enzimdtica do material pré-tratado.

3.2.2 Hidrolise enzimatica

3.2.2.1 Determinacio da atividade enzimatica no complexo enziméatico

A atividade do complexo enzimdtico Celluclast 1.5L foi expressa em unidades de
papel de filtro (FPU) por mL do complexo segundo a metodologia de Ghose (1987). A
atividade da Celluclast 1.5L obtida foi de 134,63 FPU/mL de extrato enzimético. Em relacao
a atividade de B-glicosidases (celobiases), o extrato comercial apresenta atividade em torno de

5,0 Ucelobiose/mL (Adriano, 2008).

3.2.2.2 Hidroélise enzimatica do material pré-tratado

A hidrélise enzimdtica do bagaco de caju pré-tratado foi realizada com extrato
enzimatico comercial, Celluclast 1.5L. (Novozyme, Bagsvaerd, Denmark), preparado na forma
de solucdo através da adi¢do de quantidade de enzima suficiente para se obter a atividade
desejada em termos de FPU/g de fibra pré-tratada. A solugdo enzimética foi preparada em
tampdo citrato na concentragdo de 50 mM e pH 5,0. Os experimentos foram conduzidos em
triplicata em Erlenmeyers de 250 mL contendo a fibra pré-tratada imersa na solucdo
enzimdtica, ambos na porcentagem de sélidos e atividade previamente determinados.
Posteriormente, os frascos foram postos em agitador orbital (Tecnal — TE 422) sob agitagdo
de 150 rpm, a 45°C por 72 horas (ver Figura 8). A cada 24 horas, retirou-se 1,5 mL da mistura
reacional para determinag@o de acucares.

Ap6s a quantificacdo dos aglicares na amostra, em g.gCAB_M'l, ou seja gramas de
acucar (glicose, xilose e celobiose) por gramas de CAB-M (bagago de caju pré-tratado em

microondas, em inglés cashew apple bagasse). Determinou-se a digestibilidade de celulose
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durante a hidrélise segundo a metodologia NREL (Selig et al., 2008), descritas nas equagdes
le2:

. _ -1 .. 1
gceluloxeconsumlda - gglicose‘gCAB—M ngAB—MlnlClalxo’9 ( )

gcelulr)secansumida

Digestibili dade = x100 2

gcelulr)seZnZCZal

Figura 8 - Agitador orbital (Tecnal — TE 422) utilizado para a hidrélise enzimatica do bagago de caju pré-
tratado.

3.2.2.3 Separacao do hidrolisado

Depois de decorrida as 72 horas de hidrélise enzimadtica, realizou-se filtracdo a
vacuo em papel de filtro faixa preta (filtracdo rdpida) para separacdo dos sélidos e do

hidrolisado obtido, sendo este estocado na temperatura de -10°C até seu uso na etapa de

fermentacao.
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3.2.2.4 Estudo do efeito da concentracio de solidos e atividade enzimatica

Avaliou-se neste trabalho parametros que incrementassem a concentra¢do de
acucares ap0s a etapa de hidrdlise enzimdtica com vistas a fermentacdo. Segundo Tengborg et
al. (2001), Zhu et al. (2005) e Vasquez et al. (2007), os pardmetros que exercem maior
influéncia na hidrélise enzimdtica sdo a concentracdo de sélidos e a atividade enzimaitica.
Diante disso, estudou-se a influéncia da concentracio de s6lidos de bagaco de caju pré-tratado
nas porcentagens de 2 e 16% m/v, e atividade enzimdtica do complexo enzimatico Celluclast
1.5L por massa de fibra pré-tratada na atividade de 15 FPU.gCAB_I\/{1 (equivalente a 135
mg.gcAB_I\/{1 do extrato enzimatico) e 30 FPU.gCAB_I\/{1 270 mg.gcAB_M'1 do extrato

enzimatico).

3.2.3 Fermentacao do hidrolisado

3.2.3.1 Preparacao do meio de cultivo

Depois da obtengdo do hidrolisado na etapa de hidrdlise enzimética por filtragdo,
realizou-se a centrifugacdo a 10.000 rpm por 15 minutos, seguida de filtracdo a vicuo em
papel de filtro faixa azul (filtragdo média) para remocdo de particulas suspensas.
Posteriormente o liquido obtido foi dividido em frascos erlenmeyers de 250 mL com 50 mL
de meio de cultivo, sendo o procedimento realizado em duplicata. Em seguida, o pH do

hidrolisado foi ajustado para 4,5 - 5,0 e esterilizado a 110°C por 10 minutos em autoclave.

3.2.3.2 Propagacao do inéculo

O in6culo de Saccharomyces cerevisiae foi preparado adicionando-se 3 alcas da
placa contendo o microrganismo em 50 mL de meio para propagacdo do indculo, descrito na
Tabela 1 no item 2.1.3.2.1. A seguir, realizou-se a incubac¢io a 150 rpm e 30°C por 24 horas,
em agitador orbital (Tecnal — TE 420). Posteriormente, centrifugou-se o indculo a 10.000 rpm

por 15 min para se obter a biomassa inicial do ensaio fermentativo.
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3.2.3.3 Fermentaciao

A fermentacdo do hidrolisado foi conduzida em Erlenmeyers de 250 mL com 50
mL de meio em um agitador rotativo (Tecnal - TE 420) a 30°C e 150 rpm (Figura 9). A
concentracdo inicial de microrganismo inoculado no meio de cultura foi 13 g.L'l. 0
hidrolisado do pré-tratamento foi utilizado como meio de cultivo sem suplementacio
adicional de fonte de nutrientes. Amostras do meio de cultivo (1,0 mL) foram coletadas em

intervalos de tempo pré-definidos e submetidas a andlise.

Figura 9 - Agitador orbital (Tecnal — TE 420) utilizado para fermentacdo do hidrolisado obtido apds pré-

tratamento alcalino da fibra de caju em microondas.

3.3 Métodos Analiticos

3.3.1 pH do meio de cultivo
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O pH do hidrolisado utilizado como meio de cultivo sem suplementagdo adicional
de nutrientes foi determinado através do potencidmetro do fabricante Tecnal, modelo Tec-
3MP, na temperatura ambiente de 27°C.

3.3.2 Concentracio de biomassa

A concentracdo celular foi determinada através da andlise da massa seca, segundo
a metodologia proposta por Atala (Atala et al., 2001). Amostras do meio de cultura (1,0 mL)
foram coletadas e centrifugadas a 6.000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi utilizado para
andlise de carboidratos. O precipitado foi lavado com 0,5 mL de dgua destilada para remogao
de excedente de meio de cultura, novamente centrifugado (6.000 rpm/15minutos) e seco a

50°C em estufa até peso constante.

3.3.3 Determinaciao da concentracio de acgticares e etanol

A concentracdo de carboidratos (celobiose, glicose e xilose) e etanol foram
medidas através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, em inglés HPLC),
utilizando um sistema de HPLC (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com um detector de
indice de refracdo (Modelo 2414) e com uma coluna Aminex HPX 87H (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA).

Solugdo de H,SO4 a 5 mmoL.L" em Agua MiliQ (Simplicity 185, Millipore,
Billerica, MA) foi utilizado como fase mével na taxa de 0,5 mL.min"! a 65°C. O volume de
inje¢do das amostras foi de 20 pL.

A conversio de acucares neste trabalho foi definida em termos de mg de
carboidrato por g de bagaco de caju pré-tratado em microondas (cashew apple bagasse —

CAB-M), o que corresponde a mg.gc AB_M'I.

3.3.4 Parametros cinéticos estudados no processo fermentativo

Os parametros cinéticos estudados durante o processo fermentativo foram a
produtividade (Qp), eficiéncia (1) e conversdo substrato/produto (Yp/s). Esses pardmetros
foram calculados pelas equagdes 3, 4 e 5, respectivamente.
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Qp=—o 3)

Onde Q, (g.L'l.h'l) € a produtividade, Pf € a concentracdo de etanol (g.L’l) no final da

fermentacdo e t (h) é o tempo de fermentacao.

Pf

=— x100 )
(Si—Sf)x0,5111

n

Sendo m (%) a eficiéncia, Si a concentracao inicial dos substratos, glicose e frutose
(g.L'l), Sf a concentracdo final (g.L'l). O fator 0,5111 deve ser multiplicado ao denominador
devido a estequiometria da equacdo, em que a produgdo anaerdbica mdxima possivel que
pode ser gerada a partir de uma grama de agucares € 0,5111g de etanol (Hashizume e

Aquarone, 2005).

Pf

= - 5
(Si—Sf) ©)

Yp/s

Onde Yp/s € o fator de conversao de substrato em produto, valor adimensional, Pf é a
concentracdo de etanol (g.L'l) no final da fermentacdo, Si e Sf sdo as concentracdes inicial e

final de glicose, respectivamente.

3.4 Analise estatistica dos dados

Realizou-se estudo estatistico dos dados por ANOVA dos rendimentos de
acucares (glicose, xilose e celobiose) obtidos apds hidrélise enzimdtica do bagaco de caju pré-
tratado por microondas. A andlise dos dados foi realizada no programa Microcal Origin,

versdo 6.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacio do bagaco de caju

A fim de acompanhar a evolucio do pré-tratamento da fibra do caju,
determinaram-se os teores de celulose, hemicelulose e lignina na fibra, segundo Gouveia et al.
(2009). Na quantificacdo de lignina, empregou-se também outra metodologia, esta
proveniente da organizacdo norte-americana de energias renovdveis, NREL (National
Renewable Energy Laboratory). Para o bagaco de caju isento de pré-tratamento (in natura),
de acordo com a metodologia de Gouveia (Gouveia et al., 2009), as porcentagens de celulose,
hemicelulose e lignina foram, respectivamente, 19,21% + 0,35, 12,05% + 0,37 e 33,80% =+
1,30 (m/m) (Tabela 4). Segundo a metodologia do instituto NREL, a fibra do caju in natura
apresentou teores de glicanas (celobiose e glicose) e lignina de 20,54% =+ 0,70 e 32,49%
(m/m), respectivamente. Ndo foi possivel a quantificacdo de xilanas (xilose, arabinose,
galactose e manose) por esta metodologia. Outros autores (Ferreira et al, 2004),
quantificaram celulose, hemicelulose e lignina do bagaco de caju, obtendo-se os seguintes
resultados, 24,3%, 18,5%, 22,5%, respectivamente. Observa-se que os valores da literatura
sdo maiores em relagdo a celulose e hemicelulose, enquanto que em relacdo a lignina, os
valores obtidos neste trabalho sdo superiores ao da literatura.

De acordo com os resultados, observa-se que para ambas as metodologias
estudadas, o bagaco de caju apresenta teores similares de celulose, entretanto a porcentagem
de lignina segundo a metodologia NREL foi menor. Ressalta-se que, segundo os protocolos
do NREL, glicanas sdo constituidas somente de celobiose e glicose. Este resultado ndo difere
consideravelmente da composicdo de celulose de Gouveia (2009), formado pela soma dos
teores de glicose, celobiose, dcido férmico e hidroximetilfurfural. Na caracterizacdo do
bagaco de caju in natura, segundo esta metodologia, a maior contribuicdo para celulose
deveu-se a glicose, pois a contribui¢do para celobiose foi nula, e inferior a 1,0% (m/m) para

acido féormico e hidroximetilfurfural.
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Neste trabalho, realizou-se o estudo de varidveis que pudessem influenciar a
composicdo do bagaco de caju apds o pré-tratamento alcalino em microondas. Entre elas,
avaliou-se a influéncia da concentracio de hidréxido de sédio (0,2 e 1,0 mol.L'l) na
composi¢do da fibra. Na Tabela 4, estdo os resultados para caracteriza¢do utilizando a

metodologia de Gouveia (2009).

Tabela 4 - Caracterizacdo do bagaco de caju apds pré-tratamento alcalino em microondas. Apés 15 minutos de

exposi¢do e 600 W de poténcia.

Concentragdo de

0 Celulose (%)
NaOH (mol.L™)

Hemicelulose (%) Lignina (%)

BC in natura
0,0
0,2
1,0

19,21% + 0,35
19,34% + 1,44
20,29% + 0,62
22,07% + 1,03

12,05% + 0,37
11,74% + 0,94
13,98% + 0,40
14,36% + 0,44

38,11% = 0,08
39,83% = 1,15
44,61% + 0,12
32,38% + 1,86

Observa-se na Tabela 4 que os valores de celulose e hemicelulose aumentaram em
relacdo ao controle (bagaco de caju isento de NaOH). Entretanto, os resultados para lignina
ndo seguiram esse comportamento. Observou-se uma redug¢do da porcentagem de lignina
somente ao se utilizar a concentracio de 1,0 mol.L"' de NaOH, equivalente a 15%. No
controle (0,0 mol.L™"), observa-se um pequeno aumento na porcentagem de lignina, porém
para a concentragdo de 0,2 mol.L"" esse aumento é expressivo. Esse acréscimo na lignina pode
estar relacionado a caracteristica do bagago, que depois de tratado apresenta uma textura mais

consistente, que dificulta a hidrdlise dcida durante a caracterizacao (ver Figura 10).

Figura 10 — Bagaco de caju in natura (A), tratado com 0,2 mol.L" (B) ¢ 1,0 mol.L" (C) de NaOH em

microondas a 600 W de poténcia durante 15 minutos.

30

Estudo do pré-tratamento alcalino em microondas da fibra do caju (Anacardium occidentale L.) seguido de
hidrélise enzimdtica para produgdo de etanol



Rodrigues, T. H. S.

Observa-se na Tabela 5 que, para todas as condi¢cdes estudadas, ndo houve uma
variacdo significativa de lignina segundo a metodologia do instituto NREL, o que ndo
acontece com outros trabalhos da literatura (Hu e Wen 2008; Keshwani, 2009), ao estudarem
o pré-tratamento alcalino (NaOH) em microondas. Nesses trabalhos, o aumento da

concentracdo de NaOH reduziu as porcentagens de lignina dos lignocelulésicos estudados.

Tabela 5 — Determinacdo de lignina do bagaco de caju apds pré-tratamento alcalino em microondas. Apés 15

minutos de exposi¢do e 600 W de poténcia.

Concentracio (mol.L'") Lignina (%)
BC in natura 33.80% + 1,30
0,0 35,44% + 1,26
0.2 37,21% + 1,99
1,0 32,11% + 1,39

4.2 Pré-tratamento do bagaco de caju

Diante da diversidade de pré-tratamentos disponiveis na literatura (Saha, 2003;
Um et al., 2003; Yu e Zhang, 2004; Saha et al., 2005; Saha e Cotta, 2006; Rocha et al., 2009),
o pré-tratamento em microondas merece destaque devido a sua elevada eficiéncia na geragdo
de calor, provocando a ruptura das estruturas recalcitrantes da parede celular dos vegetais.
Outros autores (Hu e Wen, 2008) identificaram a presenca de oligossacarideos na fragdo
liquida extraida do pré-tratamento e obtiveram rendimentos que nio excederam a 1,8% em
massa em relacdo ao substrato (grama). Neste trabalho, como ndo foi possivel a separacdo do
hidrolisado por filtracdo apds o pré-tratamento, uma aliquota obtida da primeira lavagem para
ajuste do pH foi injetada no HPLC, ndo se identificando concentracdo aprecidvel de agicares
(concentracao < 0,001%).

Além disso, outros autores (Kaar e Holtzapple, 2000), ao estudarem pré-
tratamento de palha de milho, observaram que os rendimentos em actcares da hidrdlise
enzimdtica foram independentes dos teores de sélidos usados durante o pré-tratamento para

uma faixa de 60 — 200 g.L’l. Entretanto, Hu e Wen (2008) estudaram uma faixa similar de
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concentracdo de s6lidos, sendo os maiores niveis de glicose obtidos a baixas concentracdes de
solidos (50 - 200 g.L'l). Neste trabalho, a concentracdo de sélidos no pré-tratamento foi
mantida constante em 300 g.L'l. No trabalho de De la Hoz et al. (2005), os autores
destacaram que, para amostras com baixos teores de sélidos, uma elevada proporcio de dgua
favorece a absorcdo da energia proveniente da irradiacdo das microondas, uma vez que a
absorcdo € devida a oscilagido das moléculas de dgua que por sua vez transfere essa energia ao
lignoceluldsico em contato, promovendo a ruptura de suas estruturas recalcitrantes.

Neste estudo, utilizou-se a notacdio CAB-M atribuida ao residuo sélido obtido
apods o pré-tratamento alcalino em microondas. A seguir, sdo descritos os resultados obtidos

para cada etapa avaliada durante o pré-tratamento.

4.2.1 Efeito da concentracao de alcali

Recentemente, alguns trabalhos estdo em desenvolvimento buscando a avaliagdo
do pré-tratamento em microondas combinado com dlcali, motivados pela capacidade da
radiacdo romper as estruturas mais recalcitrantes da matéria lignoceluldsica, além da
solubilizacdo da lignina e degradacdo parcial das hemiceluloses (Zhu et al., 2005, 2006; Hu e
Wen, 2008). Com isso, duas concentra¢des de hidréxido de sédio (NaOH) foram testadas para
a avaliag@o do potencial do uso de microondas no pré-tratamento da fibra do caju seguido de
sua hidrélise enzimdtica. As Figuras 11 e 12 apresentam os resultados apds a hidrélise
enzimdtica, rendimentos de glicose e celobiose, respectivamente. Vale ressaltar que as
condi¢cdes da hidrdlise enzimética estudadas nesse trabalho, temperatura de 45°C e pH igual a
5,0, sdo citadas por outros autores como as melhores condi¢des de atividade enzimdtica para
Celluclast 1.5L (Saha et al., 2005; Vasquez et al., 2007; Rocha et al., 2009).

Na Figura 11, observa-se que em ambas as concentragdes estudadas (0,2 e 1,0
mol.L'™") os resultados para glicose foram superiores ao controle, ou seja, bagaco de caju pré-
tratado com adicdo somente de dgua destilada. A partir desses dados, realizou-se estudo
estatistico por ANOVA no programa Microcal Origin, versdo 6.0. De acordo com os
resultados, para um nivel de significincia de 99%, a adi¢cdo de NaOH (0,2 e 1,0 mol.L’l)
melhorou os rendimentos de glicose durante o processo de hidrélise enzimatica. Em relacdo a

varia¢do da concentracdo de NaOH, houve significincia somente em 24 horas de hidrélise.
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No trabalho de Rocha et al. (2009), os autores realizaram pré-tratamento da fibra
do caju com dcido sulfirico diluido, obtendo um material denominado CAB-H. Neste
trabalho, os autores obtiveram, apds hidrélise enzimdtica nas mesmas condigdes aqui
estudadas (concentragdo de substrato, temperatura e pH), rendimentos de glicose de 44
mg.gCAB_H'l, valor inferior aos resultados obtidos neste trabalho; 76,4 e 72,9 mg.gCAB_M'l,
respectivamente, utilizando 0,2 e 1,0 mol.L"' de NaOH, o que eleva o potencial do
microondas no pré-tratamento de lignoceluldsicos.

No trabalho de Hu ¢ Wen (2008), os autores destacaram, durante a hidrdlise
enzimatica (12 FPU/g de substrato) do lignoceluldsico switchgrass (grama) pré-tratado em
microondas (190°C por 30 minutos), um aumento na concentracio de glicose com o
acréscimo da concentracio de NaOH de 0 a 0,1 g.g”' de biomassa (equivalente a 0,2 mol.L™!
de NaOH). A partir deste valor, o acréscimo na concentracdo do dlcali de 0,2 e 0,3 g.g'l,
equivalente a 0,4 e 0,6 mol.L’l, nio influenciou no rendimento de glicose. Entretanto, os
autores acompanharam um decréscimo nos niveis de xilose, associando-o a uma queda na

degradacdo da hemicelulose & medida que se aumentava a concentragdo de alcali.
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Figura 11 - Influéncia da variag¢do da concentracdo de NaOH na obtencdo de glicose apés hidrélise enzimética

da fibra pré-tratada em microondas a 600 W durante 15 minutos.
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Em contrapartida, outro autor (Keshwani, 2009) avaliou a hidrélise enzimdtica de
switchgrass pré-tratado a 250 W por 15 minutos nas seguintes condi¢des de concentragdo de
alcali: 0,25; 0,50 e 0,75 moL.L!. Nos resultados, a concentragdo de 0,5 mol.L' NaOH
proporcionou os melhores rendimentos em glicose (245 mg. gsw,-,chgmss'l). O autor ressaltou que
a atividade de celulase (40 FPU/g) e celobiase (70 CBU/g) usadas foram suficientes para
minimizar possiveis inibi¢cdes enzimadticas.

Na Figura 12, sdao apresentados os resultados dos rendimentos de celobiose
presente no hidrolisado durante o processo enzimdtico. Observa-se que, ao final da hidrdlise,
os rendimentos de celobiose aumentam com o aumento da concentracio de NaOH, sendo
maximo para 1,0 mol.L! (384 mg.gCAB_M'l). Segundo o estudo estatistico por ANOVA
(Microcal Origin, versdo 6.0), para um nivel de significincia de 99%, a adicao de NaOH (0,2
e 1,0 mol.L™") foi significativa para os rendimentos de celobiose a partir de 48 horas de
hidrélise enzimdtica. Em relagdo a variacdo da concentragdo do dlcali, houve significancia
somente em 72 horas de hidrdlise.

Celobiose ¢ um produto da ruptura da cadeia de celulose assim como glicose,
entretanto sua presenga no hidrolisado pode acarretar na inibi¢do enzimdtica da celulase
(Tengborg et al., 2001). Com isso, acredita-se que o acréscimo dos niveis de celobiose no
decorrer da hidrélise tenha influenciado nos teores de glicose obtidos. A conversdo de
celobiose em glicose € realizada na presenca de -glicosidase, enzima presente no complexo
enzimdtico Celluclast 1.5L. Contudo, a presenga de quantidades suficientes de f—glicosidase,
e, consequentemente de elevadas quantidades do complexo enzimadtico, sdo necessdrias para
obtencdo de elevados rendimentos de glicose das lignoceluloses (Tengborg et al., 2001; Lynd
et al., 2002; Rocha et al., 2009). Ressalta-se que, segundo Adriano (2008), a atividade de -
glicosidase presente no complexo Celluclast 1.5L € muito baixa (5,0 Uceiobiose/mL), 0 que ndo

deixa de ser uma limitacdo do extrato comercial.
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Figura 12 - Influéncia da variagdo da concentragdo de NaOH na obten¢do de celobiose ap6s hidrélise enzimética

da fibra pré-tratada em microondas a 600 W durante 15 minutos.

A Figura 13 apresenta os resultados dos rendimentos de xilose no hidrolisado
durante a hidrélise enzimética de CAB-M. Observa-se que os valores de xilose sdo crescentes
no decorrer do processo para todas as concentracdes de NaOH estudadas. O aumento da
concentracdo de NaOH proporcionou um aumento nos rendimentos de xilose, destacando-se a
concentracdo de 1,0 mol.L’l, que ao final de 72 h, resultou em 18,7 mg.gcAB_M'1 do acucar.
Segundo o estudo estatistico por ANOVA (Microcal Origin, versdo 6.0), para um nivel de
significancia de 99%, a adicdo de NaOH (0,2 e 1,0 mol.L'") foi significativa para os
rendimentos de xilose a partir de 48 horas de hidrdlise enzimatica. Em relagdo a variacdo da
concentracdo do élcali, houve significincia durante todo o processo.

Acredita-se que os valores de xilose obtidos sejam atribuidos aos baixos teores de
xilanase presente no complexo enzimatico utilizado, Celluclast 1.5L, que apresenta em sua
composi¢do majoritariamente celulases e pouco teor de —glicosidases.

Em outros trabalhos da literatura (Hu e Wen, 2008; Keshwani, 2009), os autores
estudaram o efeito do pré-tratamento alcalino em microondas na formacdo de xilose durante a
hidrélise enzimédtica de dois tipos de grama nativa, switchgrass (Hu e Wen 2008), switchgrass
e coastal bermudagrass (Keshwani, 2009). Em relacdo ao substrato switchgrass, em ambos os

trabalhos os niveis de xilose foram decrescentes com o aumento da concentracdo de NaOH,
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de 0,20 a 0,60 mol.L!' em Hu e Wen (2008) e 0,20 a 0,75 molL"! em Keshwani (2009).
Ressalta-se que no primeiro trabalho o pré-tratamento foi conduzido a 190°C por 30 minutos,
e no segundo a 250 W por 15 minutos. Os autores acreditam que o aumento na concentracao
do 4lcali tenha inibido a degradacdo da xilose, embora a estrutura da hemicelulose a torne
mais susceptivel ao pré-tratamento e mais acessivel ao ataque das enzimas hidroliticas.
Resultados similares para switchgrass foram obtidos para coastal bermudagrass no trabalho

de Keshwani (2009) nas mesmas condicdes de pré-tratamento anteriormente citadas.
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Figura 13 - Influéncia da variacdo da concentragdo de NaOH na obtengdo de xilose apés hidrélise enzimética

da fibra pré-tratada em microondas a 600 W durante 15 minutos.

Na Tabela 6, sdo mostrados os resultados para digestibilidade do bagago do caju
em funcdo da concentracio de NaOH ap6s 72 h de hidrdlise enzimdtica. Como esperado,
observou-se que a digestibilidade para a fibra pré-tratada apresentou melhores resultados apds
adi¢do de NaOH em relacdo ao controle, ou seja, bagaco de caju pré-tratado em microondas
somente com dgua destilada (isenta de NaOH). De acordo com os resultados, nio houve
diferenca para a digestibilidade para as concentracdes de 0,2 mol.L™" e 1,0 mol.L"' de NaOH, o
que pode ser justificado pela presenca de celobiose que foi superior na condi¢@o de 1,0 mol.L
' 384 mg.gcAB_I\/{1 em relacdo a 25 mg.gCAB_M'l, obtida em 0,2 mol.L" de NaOH. Segundo
Adriano (2008), celobiose € um inibidor da exocelulase, responsdvel pela remocdo de

celobiose das extremidades das cadeias de celulose. Assim, baixas quantidades de f-
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glicosidase conduzirdo a baixas conversdes de celobiose em glicose, o que acontece ao se
utilizar o complexo enzimético Celluclast 1.5L. Ao final da hidrélise, os valores para 0,2 e

1,0 mol.L™! apresentaram valores de 33,89% =+ 1,06 e 29,75% + 3,10, respectivamente.

Tabela 6 - Digestibilidade apds 72 h de hidrélise enzimética para fibra pré-tratada apds variacio da

concentragdo de NaOH (600 W por 15 minutos).

Concentracao de NaOH Digestibilidade em 72h (%)
(mol.L'")
0,0 M 26,39% + 0,67
02M 33,89% + 1,06
1,0M 29,75% + 3,10

A Figura 14 mostra os resultados da evolug¢do da digestibilidade do bagaco de
caju com o tempo de hidrélise enzimatica para as concentragdes de 0,2 e 1,0 mol.L", além do
controle. Observa-se que os niveis de digestibilidade sdo crescentes com o tempo, indicando
dificuldades no acesso da enzima ao substrato. O aumento na digestibilidade em 0,2 e 1,0
mol.L! comparando os valores de 24 e 72 horas foram de 36,4 e 42,8%, respectivamente.
Segundo o estudo estatistico por ANOVA (Microcal Origin, versdo 6.0), para um nivel de
significincia de 99%, a adicio de NaOH (0,2 e 1,0 mol.L") foi significativa para a
digestibilidade ao final da hidrélise somente para a concentracdo de 0,2 mol.L”. Em relagio a
variacdo da concentrag@o do dlcali, isso ndo ocorreu no final do processo.

Nio se localizou na literatura resultados de digestibilidade que envolvessem pré-
tratamento com dalcali em microondas. Porém, outros autores (Um et al., 2003) estudaram o
potencial do pré-tratamento com &cido diluido (H2SO4 e H3PO4) na hidrélise enzimadtica de
palha de milho. Nesse trabalho, assim como neste estudo, o perfil de digestibilidade foi
crescente com o tempo de hidrélise enzimdtica para ambos os 4cidos utilizados, destacando-se
o dcido sulfirico que se mostrou mais eficiente no pré-tratamento que o acido fosférico. Os
autores obtiveram valores maximos de digestibilidade de 75,6% quando pré-tratado com 2,0%

(m/v) de HxSO4, e 56% apds pré-tratamento com 2,0% (m/v) de H3POs.
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Figura 14 - Digestibilidade de celulose apés a influéncia da variacdo da concentracdo de NaOH na obtengdo de

glicose durante a hidrdlise enzimdtica da fibra pré-tratada em microondas a 600 W durante 15 minutos.

4.2.2 Efeito da variacdo da poténcia do microondas

Investigou-se o efeito do aumento da poténcia de microondas na concentragdo de
glicose apds a hidrdlise enzimatica da fibra pré-tratada com 1,0 mol.L"' de NaOH por 15
minutos, e os resultados encontram-se na Figura 15. Observa-se que o aumento da poténcia
exerceu influéncia negativa nos valores de acucares obtidos na etapa da hidrélise enzimatica.
Segundo o estudo estatistico por ANOVA (Microcal Origin, versdo 6.0), para um nivel de
significancia de 99%, o aumento da poténcia ndo foi significativo para os rendimentos de
glicose a partir de 48 horas de hidrdlise enzimatica.

Nos resultados de Zhu et al. (2005), a variacdo da poténcia de 300 — 700 W, em
microondas com as mesmas caracteristicas do utilizado neste estudo, ndo influenciou nos
niveis de celulose do lignoceluldsico utilizado (palha de arroz) para tempo de pré-tratamento
de 15 minutos. Entretanto, o acréscimo no tempo para 30 minutos resultou no aumento da
porcentagem de celulose do substrato. Diante disso, avaliou-se posteriormente o tempo de
pré-tratamento do bagaco de caju em microondas.

No mesmo trabalho, os autores destacaram a perda de massa atribuida a utilizacao

da radiacdo, no qual o uso de microondas gera certas reacdes de natureza ainda desconhecida,
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além da solubilizacdo de certos componentes (celulose e lignina) resultado da utilizacdo de

NaOH.
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Figura 15 - Influéncia da variagdo da poténcia do aparelho de microondas na obtencdo de glicose apds hidrélise

enzimatica da fibra com 1,0 mol.L"' de NaOH, ap6s 15 minutos de pré-tratamento.

Alguns autores (Hu e Wen, 2008) acompanharam, em seus trabalhos, a
temperatura de pré-tratamento em microondas ao invés da poténcia. O controle de
temperatura era realizado por adaptacdo de um conjunto formado por termopar, sensor e
receptor de sinal no aparelho de microondas, o que ndo permitiu o estudo da influéncia da

temperatura nesse estudo.

4.2.3 Efeito da variacao no tempo de pré-tratamento

Os efeitos do tempo de pré-tratamento (15 e 30 minutos) foram investigados
mantendo a concentracio de NaOH em 1,0 mol.L" e 600 W de poténcia. Como mostra a
Figura 16, o aumento do tempo de pré-tratamento em microondas da fibra do caju nao

exerceu influéncia nos teores de glicose obtidos apds hidrolise enzimdtica do material.

39

Estudo do pré-tratamento alcalino em microondas da fibra do caju (Anacardium occidentale L.) seguido de
hidrélise enzimdtica para produgdo de etanol



Rodrigues, T. H. S.

Segundo o estudo estatistico por ANOVA (Microcal Origin, versdo 6.0), para um nivel de
significancia de 99%, o aumento do tempo de pré-tratamento a 600 W de poténcia nao foi
significativo para os rendimentos de glicose a partir de 48 horas de hidrélise enzimatica.
Resultados semelhantes foram obtidos por Hu e Wen (2008), no qual os autores
avaliaram tempos de pré-tratamento entre 5 e 40 minutos na temperatura de 190°C. Estes
observaram que o acréscimo no tempo de pré-tratamento do lignoceluldsico ndo influenciou
nos rendimentos de glicose final, exceto para xilose, em que os niveis foram decrescentes
ap6s 40 minutos de pré-tratamento. Por outro lado, Zhu et al. (2005), avaliaram diferentes
condicdes de pré-tratamento para palha de arroz, sendo a composi¢cao da celulose influenciada
pelos tempos de pré-tratamento estudados (30 e 42 minutos) em todas as poténcias estudadas

(300, 500 e 700 W).
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Figura 16 - Influéncia da variagdo do tempo de pré-tratamento na obten¢io de glicose apds hidrdlise enzimética

da fibra pré-tratada com 1,0 mol.L.! de NaOH, realizado em microondas a 600 W de poténcia.

A Figura 17 apresenta os resultados para rendimentos de glicose apds a variagao
do tempo de pré-tratamento para poténcia de 900 W. Observa-se no grafico que o aumento no
tempo de pré-tratamento de 30 minutos influenciou negativamente a formacdo de glicose
durante a hidrélise enzimatica. Segundo o estudo estatistico por ANOVA (Microcal Origin,

versdo 6.0), para um nivel de significincia de 99%, o aumento do tempo de pré-tratamento a
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900 W de poténcia foi significativo, reduzindo os rendimentos de glicose a partir de 48 horas
de hidrdlise enzimdtica. Portanto, o aumento no tempo de pré-tratamento para ambas as

poténcias estudadas ndo influenciou positivamente nos rendimentos finais de glicose.
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Figura 17 - Influéncia da variagdo do tempo de pré-tratamento na obten¢io de glicose apds hidrdlise enzimética

da fibra pré-tratada com 1,0 mol.L.! de NaOH, realizado em microondas a 900 W de poténcia.

No caso dos substratos switchgrass e coastal bermudagrass estudados por
Keshwani (2009), o autor estudou tempos de pré-tratamento de 5 a 20 minutos, observando
influéncia negativa para tempos superiores a 15 minutos. Neste caso, para ambos os
substratos, o tempo de pré-tratamento que proporcionou melhores resultados foi de 10
minutos, embora as concentracdes do dlcali tenham sido distintas, 0,25 M para coastal
bermudagrass e 0,50 M para switchgrass.

Em relacdo ao tempo de hidrélise enzimatica, observa-se nas Figuras 11 a 17 que
o tempo € uma varidvel relevante na formacdo de glicose, pois houve um aumento nos
rendimentos de glicose ao final do processo a medida que se aumentou o tempo de hidrélise.
Resultados similares foram obtidos por outros autores (Rocha et al., 2009; Zhu et al., 2005),
que também observaram um aumento no rendimento ao se aumentar o tempo, sendo a maior

concentracdo de acticares alcancada apds 72 horas de hidrélise.
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4.3 Hidrolise enzimatica do bagaco de caju pré-tratado em microondas: Efeito da

concentracio de solidos e atividade enzimatica

A Figura 18 mostra os resultados do efeito do aumento da porcentagem de sélidos
(2 e 16% m/v) nos rendimentos em agtcares apds hidrélise enzimatica de CAB-M, utilizando
15 FPU.gCAB_M'l. Observa-se a conversdo foi 1,3 vezes maior quando se utilizaram 2 % (m/v)
de CAB-M em comparacdo a 16% (m/v). As maiores conversdes foram, respectivamente, 73
+8 mg.gcAB.M'1 e54+8 mg.gCAB_M'l, No entanto, em termos de concentracdo de glicose, os
resultados foram de 8,8 g.L'1 para 16% (m/v) e 1,5 g.L'1 para 2% (m/v). Segundo o estudo
estatistico por ANOVA (Microcal Origin, versio 6.0), para um nivel de significancia de 99%,
0 aumento da concentracio de sélidos foi significativo para os rendimentos de glicose durante

0 processo, exceto em 72 horas de hidrélise enzimética.
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Figura 18 — Rendimentos de glicose ap6s hidrélise enzimatica (15 FPU. gCAB_M_l) de CAB-M (2 e 16% m/v) pré-
tratada com 1,0 mol.L"! de NaOH a 600 W por 15 minutos.

Nos estudos de Tengborg et al. (2001), os autores observaram um acréscimo na
conversdo de celulose ao trabalharem com baixas concentra¢des de substrato (2 - 5% m/v)
para um tipo de biomassa nativa (spruce) pré-tratada com diéxido de enxofre (SOz). No

entanto, o aumento na porcentagem de sélido para 10% m/v resultou nos mesmos niveis de
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conversao de celulose, mas a concentragdo de glicose dobrou de valor. Vasquez et al. (2007)
avaliaram a interac@o de alguns fatores como temperatura, carga enzimdtica e porcentagem de
solidos na conversdo em glicose de bagaco de cana. Em geral, a influéncia negativa exercida
pelo aumento na porcentagem de sélidos nos rendimento de glicose € atribuida a inibi¢do
enzimdtica resultante do aumento na concentragdo de glicose. Contudo, com vistas a
fermentacdo do hidrolisado para producdo de etanol, faz-se necessdrio a obtencdo de um
hidrolisado rico em actcares fermentesciveis, o que € alcangado ao se trabalhar com elevadas
concentracdes de substrato na etapa de hidrdlise enzimédtica. Portanto, alguns trabalhos na
literatura (Tengborg et al., 2001; Zhu et al., 2005; Vasquez et al., 2007; Rocha et al., 2009)
tém avaliado certos fatores, no decorrer da hidrélise enzimatica, que exercem influéncia nos
rendimentos em acucares ao se utilizar elevadas concentragdes de substrato. Os autores
destacaram os seguintes: decréscimo na reatividade do substrato durante hidrdlise, inibi¢do
enzimdtica pela presenca de celobiose, interferéncia da lignina na formagdo do complexo
enzima-substrato e inibi¢@o pelo produto devido ao acréscimo na concentracdo de glicose.

Tengborg et al. (2001) destacaram que celobiose é formada pela ruptura da cadeia
de celulose. Sua conversdao em glicose € realizada pela enzima P—glicosidase, presente no
complexo Celluclast 1.5L. Com isso, quantidades suficientes do complexo enzimatico sdo de
grande importancia para o acréscimo nos rendimentos de glicose visando sua conversdo em
etanol. Diante disso, com o objetivo de realizar a fermenta¢do do hidrolisado para producdo
etanol, estudou-se a influéncia do aumento da atividade enzimatica, para 30 FPU. gCAB_M'l, na
concentracdo final de glicose.

A Figura 19 apresenta os dados resultantes do aumento da atividade na hidrélise
enzimdtica de CAB-M a 16% (m/v). A maior concentracdo de glicose (15 g.L'1 ou98 £ 8
mg.g'ICAB_M) foi obtida apds 72 h de hidrélise utilizando 30 FPU.g'ICAB_M. Quando se avaliou
15 FPU. gCAB_M'l, mantendo-se fixa a porcentagem de sélidos, a conversdo em glicose foi 1,8
vezes menor. Segundo o estudo estatistico por ANOVA (Microcal Origin, versdo 6.0), para
um nivel de significancia de 99%, o aumento da atividade enzimética foi significativo para os
rendimentos de glicose em todo o processo de hidrdlise enzimatica.

Em relacdo aos rendimentos de celobiose, apds 72 h de hidrdlise enzimética os
resultado foram de 21 e 27 mg.gCAB_N{1 para atividade de 15 e 30 FPU.gCAB_M'l,
respectivamente. Resultados similares foram obtidos por Rocha et al. (2009), apds pré-

tratamento de bagaco de caju com 4cido sulftirico diluido. Os autores obtiveram 19 g.L'1 de
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glicose para as mesmas condi¢des de concentracdo de sélidos e atividade enzimdtica (16%

m/v e 30 FPU.gcapt ).
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Figura 19 — Rendimentos de glicose ap6s hidrdlise enzimatica (15 e 30 FPU.gCAB_M'l) de CAB-M (16% m/v)
pré-tratada com 1,0 mol.L"' de NaOH a 600 W por 15 minutos.

No trabalho de Rocha et al. (2009), os autores estudaram pardmetros de hidrélise
enzimadtica similares aos conduzidos neste trabalho, 2 e 16% m/v de concentracdo de sélidos e
atividade enzimadtica de 15 e 30 FPU.gCAB_H'l, com o objetivo de aumentar os teores de
acuicares para posterior fermentacdo. A sacarificacdo enzimadtica do substrato resultante
(CAB-H) a 2% (m/v) e 15 FPU.gCAB_H'l foi realizada em diferentes temperaturas (30, 37 e
45°C), sendo os melhores resultados obtidos na temperatura de 45°C, resultando em
rendimento de glicose de 44 + 2 mg.gcap.i ', apds 72 horas de hidrélise. A 45 °C, a hidrélise
enzimdtica de CAB-M resultou em 73 + 8 mg.gCAB_M'l, ou seja, 1,7 vezes maior do que o
rendimento de Rocha et al., 2009. Estes autores (Rocha et al., 2009) observaram ainda que o
aumento na atividade enzimadtica de 15 para 30 FPU.gCAB_H'l, para uma concentracdo de
s6lidos de 16% (m/v), aumentou a concentracio de glicose para 122,2 + 0,5 mg.gcap.n (ou
19,55 + 0,08 g.L'"). Neste trabalho, entretanto, a maior concentracio de glicose nas mesmas

condicdes foi de 98 + 8 mg.gcapn ' (ou 15 g.Lh), apés 72 h de hidrélise.
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4.4 Fermentacao por Saccharomyces cerevisiae do hidrolisado obtido apods pré-

tratamento e hidrélise enzimatica do bagaco de caju

Avaliou-se a capacidade da levedura de panificagdo Saccharomyces cerevisiae em
produzir etanol a partir do hidrolisado de bagaco de caju pré-tratado por microondas. As
condi¢cdes de pré-tratamento foram fixadas em 1,0 mol.L"! de hidréxido de sédio, 600 W de
poténcia por 15 minutos. Esta condicdo foi selecionada de acordo com os resultados de
celulose, em que a concentracao de 1,0 moL.L”!' se destacou com maior teor de celulose. A
hidrélise enzimdtica do sélido resultante do pré-tratamento com microondas foi conduzida
utilizando 16% (m/v) de sélidos e 30 FPU.gCAB_N{1 do complexo enzimatico Celluclast 1.5L a
45°C por 72 horas.

A fermentagdo foi conduzida usando 13 g.L'1 de biomassa inicial, sendo os perfis
de glicose, etanol, biomassa, glicerol e xilose mostrados na Figura 20. Observa-se que
Saccharomyces cerevisiae cresceu e também produziu etanol no hidrolisado obtido de CAB-
M sem adicdo de nutrientes com o consumo de toda glicose presente. Identificou-se a
presenca de xilose durante a fermentacio que se manteve constante em torno de 2 g.L™.
Houve formacio de glicerol, sendo a méxima concentracio (1,5 g.L™"), obtida apés 4 horas de

fermentacdo.
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Figura 20 — Perfil de fermenta¢@o do hidrolisado obtido apds enzimatica hidrélise (30 FPU. gCAB_M_l) de CAB-M
(16% m/v) pré-tratado com 1,0 mol.L' de NaOH a 600 W de poténcia por 15 minutos e S. cerevisiae a 30°C e
150 rpm. Glicose (m), Etanol (), Biomassa (A ), Glicerol (V) e Xilose (»).

O hidrolisado obtido de CAB-M apresentou concentracdo inicial de glicose de
12,5 gL' e, apés 4 horas de fermentacio, a concentracio de etanol alcancou 5,6 g.L”". Neste
tempo, a produtividade foi de 1,41 g.L.'h’". Apés esse tempo, as concentragdes de glicose
permaneceram constantes, em torno de 1,0 g.L'l. Ressalta-se que a partir de 3 h de
fermentagd@o a concentracdo de etanol permaneceu em torno de 5,0 g.L'l, com 0O esgotamento
da glicose presente. A produtividade correspondente foi de 1,72 g.L.'lh'l. O rendimento em
etanol obtido neste estudo baseado nos teores de glicose disponiveis, foi de 0,45 ggtanol. Glicose
1.

Zhu et al., (2006) avaliaram a producdo de etanol a partir de palha de trigo apds
pré-tratamento alcalino em microondas no sistema de fermentacio SSF (Fermentacido e
Sacarificacdo Simultaneas). A maxima concentragdo de etanol obtida foi de 34,3 g.L'1 apos 72
h de fermentacdo, com produtividade de 0,48 g.L.'lh'1 e concentracdo inicial de palha de trigo
pré-tratado de 100 g.L"'. Ressalta-se que as condi¢des de atividade enzimdtica no processo
foram de 15 mg. gsubmam'l para substrato comercial com atividade de celulase e celobiase de

0,53 FPU/mg e 0,19 CBU/mg, respectivamente. Os autores destacaram que no processo de
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SSF, o pré-tratamento alcalino em microondas apresentou valores de rendimento e
produtividade de etanol superiores ao pré-tratamento alcalino convencional (realizado em
aquecedor comum) proporcionado por uma elevada taxa de hidrélise enzimdtica promovido
pelo pré-tratamento em microondas.

Na Tabela 7 estdo apresentados os dados para conversao de substrato em produto,
Ypss, obtido neste trabalho como outros da literatura para fermentacdo alcodlica de suco de

caju e em meio sintético composto somente por glicose e frutose P.A.

Tabela 7 - Comparagio dos pardmetros cinéticos da fermentacdo com S. cerevisiae para diversos substratos da

literatura.
Produtividade | Eficiéncia Conversao
Substrato 1o
(gL".h7) (%) Yess (g/2)
Meio Sintético (Glicose + Frutose)' 2,58 97,66 0,50
Suco de caju (Glicose + Frutose)2 3,02 84,30 0,43
Suco de caju (Glicose + Frutose)1 4,29 88,95 0,47
Este trabalho (Glicose) 1,41 93,44 0,48

Pacheco et al., 2009
*Pinheiro et al., 2008

Observa-se da Tabela 7 que a eficiéncia e conversio (Yps) do processo
fermentativo do hidrolisado obtido deste trabalho apresentou valores similares aos da
literatura, estando préximos aos valores para suco de caju e meio sintético. Esse resultado
torna o hidrolisado obtido do bagago de caju uma alternativa interessante para produgdo de
etanol por fermentagdo. Embora a produtividade deste trabalho tenha sido inferior aos demais,
ressalta-se que a concentracdo de acucares totais nos trabalhos da literatura foi superior a 70
g.L'l. Diante disso, ressalta-se a importancia do estudo do pré-tratamento em microondas
mais profundamente assim como outros pré-tratamentos que proporcionem um aumento na

concentracdo de agucares do hidrolisado.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados da caracterizacdo da fibra, a utilizacdo do pré-
tratamento alcalino em microondas foi capaz de solubilizar parte da lignina da fibra do caju,
tornando a celulose mais disponivel ao ataque enzimdtico. A caracterizacio da fibra in natura
resultou em teores de 19,21% =+ 0,35 de celulose, 12,05% + 0,37 de hemicelulose e 38,11% +
0,08 de lignina. Apds o pré-tratamento alcalino com 1,0 M em microondas, os niveis de
celulose, hemicelulose e lignina foram de 22,07% + 1,03, 14,36% + 0,44 e 32,38% + 1,86,
respectivamente.

No estudo da influéncia da concentracdo do élcali, ambas as concentragdes
estudadas (0,2 e 1,0 mol.L'l) proporcionaram maiores rendimentos em glicose (76,4 e 72,9
mg.gCAB_M'l, respectivamente). Identificou-se nestes ensaios a presenga de celobiose nas
concentracoes de 25 e 38 mg. gCAB_M'l, respectivamente. Nestas condigdes, a digestibilidade de
celulose foi de 33,89% + 1,06 € 29,75% + 3,10, respectivamente.

O estudo da poténcia e do tempo de pré-tratamento ndo influenciou de forma
significativa a formac@o de glicose na hidrélise enziméatica. O aumento da poténcia reduziu a
concentracdo final de glicose, enquanto que o aumento do tempo de pré-tratamento de 15 para
30 minutos, a 600 W ndo influenciou os niveis de glicose obtidos. Contudo, a 900 W de
poténcia, o tempo de pré-tratamento reduziu de forma expressiva a concentracdo de glicose.

Diante disso, com o propdsito da fermentagdo do hidrolisado para obtencdo de
etanol, estudaram-se outros fatores que elevassem as concentragdes de glicose no hidrolisado
durante a etapa de hidrdlise enzimatica: concentragdo de fibra e carga enzimdtica. No estudo
da influéncia da concentragdo de sélidos, a concentragdo de glicose obtida aumentou de 1,5
g.L'1 para 8,8 g.L'l, embora o rendimento em termos de fibra pré-tratada tenha decrescido, de
73 + 8 mg. gcAB_M'1 para 54 = 8 mg. gCAB_M'l. Apds o aumento da atividade enzimética para 30
FPU. gCAB_M'l, a maior concentracio de glicose obtida foi de 15 g.L'1 (98 mg.gCAB_M'l) ap6s 72
h de hidrdlise.

A fermentacdo do hidrolisado por células de S. cerevisiae resultaram na
concentragio de etanol de 5,6 g.L"! apés 4 h de fermentagio, com produtividade de 1,44 g.L.
'h!. Neste caso, o rendimento em etanol foi de 0,48 gEtanol-gGlicose_l- Dos resultados obtidos, o
pré-tratamento em microondas combinado com dlcali € uma alternativa na remog¢do das

estruturas recalcitrantes da fibra do caju tornando a celulose mais disponivel ao ataque
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enzimatico, sendo os nutrientes do hidrolisado consumidos pela levedura durante a etapa de
fermentacdo, obtendo-se etanol. No entanto, devido aos baixos valores de concentracdo de
glicose no hidrolisado, devem-se avaliar outras varidveis, bem como, estudar a possibilidade

de combind-lo com outros pré-tratamentos.
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