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GUEDES, Rodrigo Caetano — Estudo da influéncia de pré-tratamentos de detsiduos
lignocelulésicos (bagaco do pedunculo de caju eacde coco) utilizados como substrato na inducéo
a sintese de enzimas celuloliticas. Dissertacamatdrado, UFRN, Programa de Pds-Graduacdo em
Engenharia Quimica. Area de concentragéo: EngentarProcessos, Natal/RN, Brasil.

Orientadora: Prof2. Dr2. Gorete Ribeiro de Macedo
Co-Orientador: Prof. Dr. Everaldo Silvino dos Santo

RESUMO - Recentemente o etanol de segunda geracdo, obtidferdentacdo dos
hidrolisados de celulose, vem despertando a atengédial por ser uma alternativa viavel e
ambientalmente correta ao petréleo, uma vez quesiaiama producdo de etanol a partir do
melaco da cana-de-agucar, o etanol de primeirac&eramplicaria na utilizacdo de terras
destinadas a producéo de alimentos. Entretanttanmlede celulose exige rotas tecnologicas
que ainda o tornam pouco competitivo, como a prédule enzimas que quebrem a celulose
em glicose, as celulases, e a ado¢cdo de um prodespre-tratamento eficiente e de baixo
custo capaz de diminuir o grau de interagdo quete»aas fibras vegetais. No presente
trabalho,Trichoderma reeseATCC 2768 foi cultivada em meio submerso para pead de
celulases utilizando como substratos residuosdiglntdsicos, bagaco do pedunculo de caju e
bagaco de coco, sem tratamento e tratados com NAOE por explosdo a alta pressao. Os
experimentos de producao das enzimas foram reaBzath meio submerso e conduzidos em
incubador rotatorio (temperatura de 27°C, velocdael agitacdo de 150 rpm e pH inicial do
meio de 4,8). Os resultados mostraram fueeeselATCC 2768 apresentou maior produgéo
de celulases em meio contendo bagaco do peduneutajd tratado com NaOH 1M (2,160
Ul/mL de CMCase e 0,215 UlI/mL de FPase), onde cswmo de celulose em forma de
acucares redutores totais foi de 98,38%, quandopamdo com o0 mesmo tratado por
exploséo a alta presséao (0,853 Ul/mL de CMCas&&0JI/mL de Fpase), apresentando um
consumo de 47,39% de ART’s. Os resultados mostrarada que a producéo de celulase é
menor em meio contendo bagaco de coco tratado @@HNLM (0,480 Ul/mL de CMcase e
0,073 Ul/mL de FPase), chegando-se a 49,5% de AgbFisumidos. O bagaco do pedunculo
de caju sem tratamento apresentou uma atividadeirdenor (0,535 Ul/mL de CMCase e
0,152 Ul/mL de FPase) quando comparado aos bagagodratamento e o bagaco de coco
ndo-tratado n&o apresentou atividade enzimaticamnientragdo maxima de células foi maior
quando se utilizou como substrato os bagacos dénpatb de caju e casca de coco tratados
alcalinamente, 2,92 g/L e 1,97 g/L, respectivamethbeque aqueles tratados por exploséao a
alta presséo, 1,93 g/L e 1,17 g/L. Conclui-se gpediinculo de caju é um potencial indutor a
sintese de enzimas celuloliticas, apresentandoefidomgue o bagaco de coco bem como o
tratamento melhora bastante o processo de sirdssendimas.

Palavras-chave: enzimas celuloliticas, residuostiglulésicos, pré-tratamentdsichoderma reesei
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Abstract

Nowadays generation ethanol second, that t is mddafrom fermentation of sugars of
hydrolyses of cellulose, is gaining attention wuiilde as a viable alternative to petroleum
mainly for being a renewable resource. The incred$iest generation ethanol production i.e.
that obtained from sugar-cane molasses could leaal reduction of lands sustainable for
crops and food production. However, second germerathanol needs technologic pathway
for reduce the bottlenecks as production of enzyiméwgdrolysis the cellulose to glucose i.e.
the cellulases as well as the development of efiicbiomass pretreatment and of low-cost.
this work Trichoderma reeseATCC 2768 was cultivated under submerged fermemtab
produce cellulases using as substrates wasterafdajlulosic material such as cashew apple
bagasse as well as coconut bagasse with and wittretteatment. For pretreatment the
bagasses were treated with 1 M NaOH and by expiagidigh pressure. Enzyme production
was carried out in shaker (temperature of 27°C, B0 and initial medium pH of 4.8).
Results showed that.reeseiATCC 2768 showed the higher cellulase productidrenvthe
cashew apple bagasse was treated with 1M NaOH Q2ulnL of CMCase and 0.215
Ul/mL of FPase), in which the conversion of celkdoin terms of total reducing sugars, was
of 98.38%, when compared to pretreatment by expioat high pressure (0.853 Ul/mL of
CMCase and 0.172 Ul/mL of Fpase) showing a coneersif 47.39% of total reducing
sugars. Cellulase production is lower for the medaontaining coconut bagasse treated with
1M NaOH (0.480 Ul/mL of CMcase and 0.073 Ul/mL dPd&3e), giving a conversion of
49.5% in terms of total reducing sugars. Cashewedpggasse without pretreatment showed
cellulase activities lower (0.535 Ul/mL of CMCaseada0,152 Ul/mL of FPase) then
pretreated bagasse while the coconut bagasse with@ireatment did not show any
enzymatic activity. Maximum cell concentration walstained using cashew nut bagasse as
well as coconut shell bagasse treated with 1M Na®@ih 2.92 g/L and 1.97 g/L,
respectively. These were higher than for the expanis in which the substrates were treated
by explosion at high pressure, 1.93 g/L and 1.17 Gashew apple is a potential inducer for
cellulolytic enzymes synthysis showing better resswhan coconut bagasse. Pretreatment
improves the process for the cellulolytic enzymedoiction.

Keyword: cellulolytic enzymes, lignocellulosic wast pretreatment3$yichoderma reesei
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1. Introducéo Geral

A humanidade tem buscado, nas ultimas décadastitairbsada vez mais fontes
nao-renovaveis de energia como o petréleo e o camieral por fontes alternativas
renovaveis que possam ser tao eficientes enengetitea e economicamente viaveis como o
petréleo. Essa busca é motivada, principalmentks escassez desse mineral na matriz
energética mundial, o que tem provocado suUbitas alb preco do barril de petréleo bem
como pela crescente preocupacdo com as mudangasiciis causadas pelo aquecimento
global em virtude da emissao de gases, pela quaer@mbustiveis fosseis, causadores do
efeito estufa (Szklo & Schaeffer, 2006).

Em funcéo disso, o etanol de primeira geracdo,dobtie agucares diretamente
fermentesciveis, tem despertado a atencdo murébasd por ser um combustivel renovavel,
mas por ser uma tecnologia pronta e em operacéi@hdécadas apresentando-se como uma
alternativa aos combustiveis fésseis. AconteceagBeasil e os Estados Unidos, os maiores
produtores mundiais desse biocombustivel, ndo goirse#m atender a demanda mundial por
etanol, uma vez que a producao nesses paisescadiedjuase exclusivamente a abastecer 0s
seus mercados internos, onde para suprir esta densa@mia necessario utilizar mais areas
agricultaveis prejudicando a producédo de alime(it&ean & Hope, 2010).

Uma alternativa complementar ao etanol do melageada-de-acucar produzido no
Brasil e ao amilaceo produzido nos Estados Unidos gonverter a celulose (um polimero
da glicose formado por seis carbonos, as hexoselemicelulose (composta por agucares de
cinco carbonos, chamados de pentoses) da palhabagdgo de cana-de-acucar a etanol, o
chamado etanol de segunda geracdo. Com isso padir&crementar em muito a producao
atual de etanol abdicando da utilizagcdo de maradesraveis. Para tanto, a conversao da
lignocelulose a etanol requer etapas que aindanano pouco competitivo economicamente
em relacdo ao alcool do melaco de cana-de-acUp®, \€z que essas etapas ainda sao
bastante onerosas (Tan; Lee; Mohamed, 2008).

Disponibilizar acucares diretamente fermentescivaispartir da lignocelulose,
demanda no minimo quatro etapas: pré-tratamentuoicpie/ou fisico da biomassa a fim de
tornar a celulose mais exposta, produzir enzimgsazss de hidrolisar a celulose e
hemicelulose em carboidratos monoméricos fazendodasum substrato de baixo custo, a
subsequente hidrolise acida ou enzimatica da fign@celulésica em glicose e xilose e por
fim a fermentacdo desses aclUcares em etanol otlizama levedura especifica (Soccol et
al., 2009).
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O pré-tratamento e a producdo de enzimas celobditsdo, dentre esses processos
citados, os que vém demandando a maior atencapesagisas de producdo do etanol de
segunda geracao, pois, no que diz respeito ao ipoinsAbe-se que a lignocelulose possui
uma protecao natural, a lignina, um material estalitda planta, que esta associada a parede
vegetal celular e confere rigidez, impermeabilidadeesisténcia a ataques aos tecidos
vegetais (Almeida et al., 2007). Portanto a ligrdifeculta a sacarificacdo da celulose, sendo
necessario dispor de um tratamento preliminaresftei e de baixo custo para tentar melhorar
a digestibilidade da biomassa e torna-la mais aadssclivagem das enzimas que hidrolisam
a celulose em glicose. A producdo das enzimas tambguer muita pesquisa, pois estas sdo
importadas e de alto custo. Sendo assim, é pradiipar microorganismos altamente
produtivos em enzimas do complexo celulase e satbstiignocelulésicos bons indutores
dessas enzimas visando o barateamento das mesmes!|(& al., 2009).

O gargalo de se utilizar enzimas para hidrolisarellose em glicose reside na
guestdo econdmica, uma vez que seria necessariajuenéidade exagerada de complexos
celuloliticos para desencadear o0 processo, seride asda bastante caras, onerando ainda
mais o processo (Meyer; Rosgaard; Sorensen, 2008)icesso da producao dessas enzimas,
além de estar ligada a utilizagdo de microorganssraficientes, também depende do
desenvolvimento de processos que reduzam custamatkrias-primas, ja que estes sao
responsaveis por boa parte do custo de producéesahpmlisso, poucos trabalhos tém sido
publicados visando produzi-las a partir de resiqdobkasz et al., 2005).

Substratos agroindustriais como bagaco do pedurdriloaju e o bagaco de coco
podem conter bons niveis de celulose capazes di& aupecessidade de fonte de carbono
para a producdo de celulases, tornando-se assimibduatores dessas enzimas. Por outro
lado a disponibilidade desses residuos nem senggneesum padrdo de composicdo em
termos de celulose e hemicelulose devido as vasagiaturais e aos pré-tratamentos
necessarios. Entretanto, a utilizagdo de residuopomiona a reducdo nos custos de
producdo para niveis competitivos em relacdo aodases obtidos por outras vias e, ao
mesmo tempo, reduz os problemas ambientais retativalescarte e aos custos do tratamento
(Makkar & Cameotra, 2002).

Deve-se ainda considerar que no Brasil sdo prodsizid mais diversos subprodutos
e residuos agroindustriais (ex. bagacos de camrgigr, pedinculo de caju, coco verde) em
virtude da grande producao agricola do pais. Emtet a disposicdo dos residuos gerados
nestes setores, esta se transformando em um séblempa ambiental. Tendo-se em vista a

busca de matérias-primas renovaveis que sejam ivigwara producdo de enzimas
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celuloliticas e que possibilitem a reducéo de custaumento da produtividade destacam-se a
utilizagdo do bagaco do pedinculo de caju e o loagde coco, subprodutos do
beneficiamento da castanha de caju e da agua deregspectivamente.

A producao de pedunculos de caju no Brasil é esg@ngmn torno de 1,8 milhdo de
toneladas/ano concentrando-se basicamente na ré¢pideste e com aproveitamento
industrial de apenas 15% do total (Santos; Silvacédo, 2008). No caso do coco, sdo
produzidos anualmente em torno de 1,5 bilhdes dwdrcom peso médio de 1,6 Kg
(coqueiro gigante), estando entre os dez maioredumres do mundo sendo 85% desta
producdo no nordeste brasileiro, onde a agua de €acproduto com maior valor agregado
(Aragdo, 2002). Sendo assim, a quantidade despdalidesses dois residuos apresenta
elevada concentracdo de nutrientes que tém potedeiauso para conversdo por
microorganismos, na obtencéo de produtos de albo &gregado como enzimas.

Este projeto é desenvolvido por uma equipe fornmmatapesquisadores de quatros
estados Ceara, Paraiba, Pernambuco e Rio Grant#ort® envolvendo seis instituigdes:
Universidade Federal do Ceard (UFC/CE), Embrapa oiAddstria Tropical
(EMBRAPA/CE), Universidade Federal de Campina GeafdFCG/PB), Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE/PE), Universidade &eReral de Pernambuco (UFRPE/PE)
e Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UIRRN. Neste contexto, com a presente
proposta, o grupo de pesquisadores, coordenadd’pafim Gorete Ribeiro Macedo (UFRN),
propde-se viabilizar a consolidacdo de uma redetand de parcerias, que permita a troca de
experiéncias e a articulagdo no sentido de corareesforcos, contribuindo para a ampliagao
da base biotecnoldgica da Regido NE. A producdbiai@odutos, destacando-se enzimas e
bioetanol, pode ser realizada através da convelsstes residuos, que Sao ricos em agucares
diretamente fermentesciveis ou ndo, proteinassensaerais. Destes constituintes, chama-se
a atencdo para a celulose e lignocelulose, quam@priados para a producéo de bioetanol,
permitindo a ampliagdo da matriz de energia altaraalo NE sem maiores consequéncias
ambientais.

Dessa forma, a presente dissertacdo tem como \abj@ticial caracterizar os
residuos lignoceluldsicos, bagaco do pedunculo aje e casca de coco, em termos de
extraiveis, pectina, celulose, hemicelulose e tignEm seguida avaliou-se a influéncia de
trés tipos de pré-tratamentos (tratamento alcalexplosdo a alta pressdo e os dois
combinados) na producéo de enzimas celuloliticaswétivo descontinuo submerso a fim de

se obter condi¢cdes para uma otimizacao na prodiggEmesmas.
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1. Reviséo Bibliografica
2.1 -0 Caju

O caju € a mais importante cultura socioeconémécaxploracdo de sequeiro auto-
sustentavel no Rio Grande do Norte. A area cultivaal Estado é superior a 120 mil hectares
concentrando-se mais de 96% em propriedades deD@atéectares, estabelecidas no extrato
de agricultores familiares e pequenos produtoresistuAs exportacdes de améndoas de
castanha de caju alcancaram em 2009 um montar32,8enilhdes de dolares posicionando-
se como o terceiro produto agropecuario mais eagortCosta, 2009).

O cajueiro pertence a familiAnacardiaceag género Anacardium L., espécie
Anacardium occidentald.. (cajueiro comum), sendo a Unica espécie do géugre é
cultivada com finalidade comercial. O caju € cdogdio por um pseudofruto formado por um
pedunculo alargado e o fruto verdadeiro, a castaaha forma reniforme de 3 cm de
comprimento de coloragao cinza verde. O cajueirgpacuma posicao importante entre as
arvores frutiferas tropicais em virtude da cressetwmercializacdo dos seus produtos
principais: a castanha, o liquido da casca damaatde caju (LCC) e o pedunculo de caju. A
planta é encontrada na América Central, Africajdndietna e Brasil que se destacam como
0s maiores produtores de castanha de caju (70%odagfio mundial). A cultura do caju é
uma das principais atividades agronémicas do NtedisBrasil, onde quase toda a producéo
esta concentrada nos estados do Ceara, Piaui &faimde do Norte. A maior parte da
producdo da castanha de caju e do LCC é destirmdaepportacdo. O LCC é usado para
fazer resinas fendlicas e pés de friccdo para tndusutomotiva. Além de apresentar
propriedades anti-sépticas. A castanha de cajupedonculo também sao utilizados na
alimentacdo humana (Santos et al., 2007).

O bagaco de caju, o subproduto do peduinculo amdracdo do suco, representa
aproximadamente 20% do peso total do pedinculo (AGBAL, 2000). E uma das maiores
fontes de residuos produzidos pela industria agnagdde caju. Sua exploracdo € restrita a
utilizacdo como complemento nutricional para a sagdimal. No entanto, esta utilizacdo €
limitada, devido a sua degradacéo rapida, o quessipilita a conservacdo. Deste modo,
estima-se que o aproveitamento do pedunculo paisstinalizacdo seja inferior a 12% da
producdo (Lima, 2008). Dentre os fatores de inftigrestdo a alta perecibilidade do
pedunculo do caju, associada ao curto periodo fla € a inexisténcia de métodos

econdmicos de preservacao da matéria-prima (Ch29a).

Rodrigo Caetano Guedes, Fevereiro/2010



Revisdo Bibliogréafica

Assim como outros materiais lignoceluldsicos, odgagdo pedunculo de caju é
constituido principalmente por celulose, hemicedalgectina e lignina, podendo ser utilizado
na producdo de polpas celuldsicas, das quais psdewbtidos diversos produtos como, por

exemplo, o etanol.

2.2 — Bagaco de coco

Algumas plantas sdo cultivadas apenas para a agtrde fibras, no entanto, na
maioria dos casos, as fontes de fibra sdo submedgricolas, e estas podem ser ndo sé
importante fonte de fibras, mas também de prodyt@®icos e outros produtos industriais. A
cultura do coqueiroGocos nuciferal.) no Brasil € um bom exemplo desta situacdo. Em
2007, cerca de 2,77 bilhdes de toneladas de coamfproduzidos, em uma area cultivada de
273.459 ha. A producéao de coco € principalmenteradeta a extracdo de leite de coco e coco
ralado. Neste setor é utilizado o coco maduro cencacde 10 a 11 meses de idade. No
entanto, uma menor mas consideravel parte desdagéo é direcionada para 0 consumo
naturada agua de coco verde, com cerca de 6-8 mesesdie. iEstas diferencas nas idades
promovem caracteristicas quimicas distintas naadile no teor da agua. Os subprodutos
agroindustriais de coco maduro tém algumas aplesagcdmo o téxtil (tapetes, carpetes), o
isolamento dos edificios (térmica) e veiculos awtomes (almofadas, tampos do assento).
Apesar de sua casca ser rica em micronutrientes pcopriedades fisico-quimicas de grande
potencial em diversas aplicacdes, € atualmentestisgm aterros sanitarios. Em resposta a
demanda sOcio-ambiental, algumas formas de apamveitto destes residuos estdo sendo
estudadas. Estudos sobre o uso da casca de caeoesseus derivados (endocarpo, fibras e
mesocarpo) variam da aplicacdo em agronomia a gsosebiotecnoldgicos. Entre as varias
aplicacdes sugeridas, a utilizacdo em fermentagiestado solido, substrato agricola, fonte
de tanino para aplicacGes industriais, para refdec@ompaositos poliméricos, como suporte
para imobilizacdo de amilase e lipase. Para um midestas aplicacdes, as caracteristicas da
superficie da fibra sdo muito importantes pararalme produto de alta qualidade (Brigida et
al., 2010).

Ha um numero limitado de estudos sobre a composjgénica da fibra de coco no
Brasil. Além disso, alguns desses estudos relatanpasicdes diferentes para este residuo,
mostrando uma boa variacdo no teor de celuloses3%® e um teor de lignina muito
semelhante (38-41%) em comparacdo com outras filigawcelulésicas brasileiras

(Tomczak; SydenstrickeBatyanarayana, 2007).
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2.3 — Composicéo quimica dos materiais lignoceluiéss

Os residuos lignocelulésicos sdo ricos basicamentelignina, hemicelulose e
celulose e sédo utilizados para diversas aplicagdependendo da sua composicdo e
propriedades fisicas. De acordo com a formacaatastf de um determinado vegetal durante
0 Seu crescimento, a sua composicao pode varitarnbagsie uma espécie para outra. De uma
forma geral a biomassa celulosica contém de 40-88%elulose, um polimero de glicose;
25-35% de hemicelulose, um polimero heterogéneadeares e de 15-20% de lignina, uma
organizacdo de unidades fenil-propeno ndo-fermeigaalém de quantidades menores de
minerais, 6leos, aclucares sollveis, e outros coemtes (Wyman et al., 2005). A Tabela 2.1

apresenta os valores dos componentes de algudaaossielulésicos.

Tabela 2.1. Composicdo quimica de alguns residigisodelulosicos (Satyanarayana;

Guimaraes; Wypych, 2007)

Fonte Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas Extraiveis
(%) (%) (%) (%) (%)
Bagaco de
54,3 — 55,2 16,8 — 29,7 24,3 -25,3 1,1 0,7-3,5
cana
Bambu 33-45 30 20 - 25 - -
Caule da
b . 60 — 65 6-8 5-10 1,2 -
ananeira
Juta 60 22,1 15,9 1,0 -
Rami 80 — 85 3-4 0,5 — 6,4
Piacava 31,6 3-4 48,4 - -
Palhade arroz 51 _ 70 - 12-16 15— 20 9-14
Casca de
’ 70,7 - 73,6 21,1 75-11,1 0,79-0,9 25-28
curaua
Casca de
. 83 - 12 - -~
abacaxi
Sisal 74 -752 10 - 13,9 7,6 —7,98 - -
Coco 43,4 — 53 14,7 38,3-40,8 - 35
Algodao 90 6 - —~ 0,4
Luffa
L 62 20 11,2 0,4 3,1
cylindrica
8
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A parede celular vegetal € uma das mais importaessuturas das fibras
lignocelul@sicas, cuja composicdo é muito variammstituida basicamente por grupos de
macromoléculas heterogéneas. Na sua constituicA@l&d de polissacarideos, pequenas
quantidades de proteinas e substancias fendlicantposta por trés tipos de camadas
distintas: a lamela média, parede celular priméri@arede celular secundaria (Lagaert;

Belién; Volckaert, 2000 Essa conformacao € apresentada na Figura 2.1.

Lamen

Parede
Secundaria

S3

S2

S1

Parede

Primaria

Figura 2.1. Esquema da célula vegetal com detalagsliferentes camadas da parede celular
secundéria (5 & e S), a parede primaria e a lamela média entre asleanerimarias de

células adjacentes (Kretschmann, 2003).

A parede celular vegetal pode ser normalmente idaidm trés regides distintas: a
lamela média, uma substéncia intercelular, queatolasa unido de duas células adjacentes, a
parede primaria e a secundaria. A parede comura dua&s células, assim, aparece como uma
estrutura triplice, delimitando a membrana plastaatle cada célula. Elas se separam ao
longo da lamela média, criando espacos intercelslaEstes espacos formam uma rede
interligada em boa parte da planta e tem um imptatpapel na aeracdo e troca de gés
(Reiter, 2002). A parede celular primaria é formpdamicrofibrilas de celulose incorporadas

em uma matriz de polissacarideos nao-celuldsicasjrggluem hemiceluloses e pectinas, e as
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proteinas estruturais. A rede de celulose/hemizstuto-existe com uma rede composta de
polissacarideos pécticos (Popper, 2008).

A parede celular secundaria € depositada intern@n@eparede celular primaria no
inicio da diferenciacdo, uma vez que o crescimedatoélula cessa. No entanto, esse tipo de
parede ndo esta presente em todos o0s tipos deasélBhrénquimas e colénquimas
freqUentemente tém apenas a parede celular prinEri&permatophytgsa composicédo da
parede celular secundaria varia de um tipo dea@aifa outra, o que reflete a sua funcéo. Por
exemplo, muitas paredes celulares secundarias;yartnente as células de xilema, contém
lignina, que aumenta a resisténcia da parede (P,appes).

A lignificacdo € a fase final da diferenciacdo taluonde a lignina depositada
estabelece ligacdes covalentes e ndo covalentesacoratriz de carboidratos, formando o
chamado complexo lignina-carboidratos. O processdliférenciacdo destas células resulta
em uma intensa lignificacdo e na morte celular Enogda. A lignificacdo da parede celular
tem inicio na regido da parede celular primaria estende em dois sentidos, para o exterior
em direcdo a lamela média, ou para o interior dalagéonde se desenvolve a parede
secundaria. Células com parede celular secund@iansito rigidas, como € o caso das fibras
e elementos vasculares, e sdo extremamente im@wtpara a sustentacdo do vegetal,
atuando no suporte e conducdo de agua e outrdsdlnia planta (Bragatto, 2007).

A parede celular secundaria contém tipicamentecafsgadas distintas;, S5 e S, as
quais sao diferenciadas, em espessura, composm@enéacao das microfibrilas de celulose.
A camada exterior;3 a mais fina (0,1 — 0,35 um) e representa ageraB) % da espessura
total da parede celular. Nesta camada as micrlafgbde celulose formam um angulo de 60-
80° em relacdo ao eixo da célula. A camada intdériadS é a mais espessa (1-10 um) e
representa 75-85 % da espessura total da parediarced a orientacdo das microfibrilas
forma um angulo de 5-30° em relacdo ao eixo ddacéAs caracteristicas relacionadas a
espessura e a orientacdo das microfibrilas infilaemaliretamente as propriedades fisicas e
mecanicas da célula. Assim, a camada S2 é a mp@tante na parede celular. J4 a camada
S; € relativamente fina (0,5-1 um), e forma um angld®0-90° em relacdo ao eixo da célula
(Bragatto, 2007).

Numa célula com parede celular secundaria, a camadacompreende a lamela
média e a parede celular primaria é rica em sutisiipécticas quando comparada ao
restante do material. A camada eéparte interior da,3ém um conteudo de celulose mais
elevado, enquanto a camadaeSa parte exterior da camadasfo relativamente ricas em

hemiceluloses (Bragatto, 2007).
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2.3.1 — Celulose

A celulose é o biopolimero mais abundante da Teoa uma estimativa de 180
bilhdes de toneladas produzidas anualmente naezatuUma grande parte da economia do
mundo depende diretamente da celulose, que € @spaca a producdo de fibras de
produtos téxteis e de papel, fibra e madeira panstoucéo civil. A celulose é uma notavel
estrutura que possui uma resisténcia maior a trggém aco. A sua rigidez € consequéncia
direta do crescimento da planta, uma vez que atagéo da deposicdo desse polimero
determina a forma da célula e, portanto, a morfalog tecido, em grande medida (Perrin,
2001). A importancia da celulose como um componessencial de plantas e seus usos em
nossa vida diaria ndo pode ser subestimada. Coredae, a celulose também é o
polissacarideo mais importante utilizado na indgiste considerando suas caracteristicas
fisicas Unicas, tem sido amplamente estudado goricps desde a sua descoberta inicial por
Anselme Payen, ha quase 165 anos (Klemm et al5)200

Diferentemente da maioria dos biopolimeros conlescida celulose, um
homopolissacarideo de cadeia linear, € uma molé&aulales, que consiste de um conjunto de
aneéis dep-D-glicopiranose unidas por ligacbes do tiped (1— 4) glicosidicas, como
apresentado na Figura 2.2. Essas ligacdes favorereonescimento linear da cadeia
conferindo insolubilidade em agua, consideravelugde cristalinidade, elevada massa
molecular e estrutura rigida (Saxena; Brown, 20@®mo resultado, a celulose é definida
menos por sua estrutura primaria (unidades regaitie celobiose em toda a cadeia) e mais
pela sua estrutura de ordem secundaria e supemnorgue as cadeias de interacdo via
intramolecular e ligagdes de hidrogénio intermdie®s, bem como as interacdes de van der

Waals, podem dar origem a diferentes formas ddosa{O'Sullivan, 1997).

I Unidade de Celobiose

Figura 2.2. Estrutura da celulose, parte central cdaleia molecular (adaptada de

http://www.Isbu.ac.uk/water/hyara.html).

A celulose apresenta polimorfismo, e as diferefttenas de celulose sédo geralmente

definidas por sua cristalinidade, caracterizada ypoa grande quantidade de moléculas
11
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orientadas, mas € também feita referéncia a oiaimaas néo cristalinas, como a amorfa onde
se nota certa desorganiza¢do (Kondo; Togawa; Br@@d]). Em funcdo de sua maior area
superficial, varios autores tém sugerido que aiestr amorfa da celulose € mais susceptivel
a clivagem de enzimas celuloliticas do que a timstaA Figura 2.3 apresenta as zonas

cristalina e amorfa das protofibrilas de celulose.

100 A

A
— —

P R R YY)

50 A

P R R YY)

Regido Cristalina ~———»<

)
Regido Amorfa —{g % 583?5?3?3%\5&

Figura 2.3. Zona cristalina e amorfa nas fibrilagoootofibrilas da celulose.

2.3.2 — Hemicelulose

As hemiceluloses sdo o segundo grupo polissacarfdais abundante na natureza
depois da celulose e, dependendo do tecido, spormséveis por 10-30% da biomassa seca
de um tecido. Elas sédo definidas como hetepolisiskms nao-celulosicos insollveis em
agua, mas que podem ser extraidas com solucdoaageoalcali e hidrolisadas, em seus
componentes monossacaridicos, com acido sulfuricodd. Apesar de sua importancia
guantitativa, as hemiceluloses sdo muitas vezedigeagiadas em estudos ecoldgicos,
principalmente devido as dificuldades de andlism@ados a sua heterogeneidade quimica
(Schadel et al., 2010De acordo com a Figura 2.4 a unidade monoméniceipal da

hemicelulose é a xilose.
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Figura 2.4. Estrutura da hemicelulose

As hemiceluloses possuem baixo peso molecular cangrau de polimerizacéo da
ordem de 80-200. Suas formulas gerais s@bldQy), e (GH100s)n, chamadas de pentosanas
e hexosanas, respectivamente. Sdo formadas de uvmermirelativamente limitado de
acucares residuais. Os principais sao as pent@s&dote, L-arabinose e L-ramnose), as
hexoses (D-glucose, D-manose e D-galactose) e mwsaardnicos (acido @-metil-
glucurénico e acido galacturdnico) (Sun et al.,®08s unidades monoméricas constituintes
da hemicelulose séo visualizadas na Figura 2.5.

CH,OH o o

H,OH o
HO
HO OH Ho OH

OH OH

(1) (2)

HO HO
O
HO o
HO
HO OH
OH OH
(3) (4)
HO o) OH
o
HO oH HO o
HO OH HO OH
® ©)
H.C o
HO

()

Figura 2.5. Monossacarideos constituintes das leumhises. D-Glucose (1), D-Galactose (2),
L-Arabinose (3), D-Xilose (4), D-Manose (5),@GHMetil-D-Glucorénico (6) e L-Ramnose (7)
(Sjostrom, 1992).
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Geralmente, as hemiceluloses sdo anexadas a eclubospontes de hidrogénio e
ligacdes cruzadas entre as microfibrilas de cetul@fio depositadas na parede celular em
estagio anterior a lignificacdo, assemelhando-steyteralmente, mais com a celulose do que
com a lignina. O agregado celulose/hemiceluloséecemnigidez as paredes celulares, devido
a estabilidade e flexibilidade do conjunto em fungd cadeia ramificada da hemicelulose
interagir facilmente com a celulose. A desagregalz® moléculas hemiceluldsicas na fase
inicial de crescimento celular pode, em parte,ypbdar esta rede que, por sua vez, provoca

uma diminuicao da rigidez das paredes celularesetdidos dos vegetais (Cheng et al., 2009).

2.3.3 — Pectinas

Santos et al. (2008) citando Uenojo & Pastore (R00@stra que as pectinas séo
macromoléculas glicosidicas de alto peso moleagler formam o maior componente da
lamela média das paredes primarias de células gitaie superiores. Quimicamente sdo um
complexo coloidal de polissacarideos acidos, cotopds residuos de acido galacturénico
unidos por ligacdesn-1,4, parcialmente esterificados por grupos metilpacial ou

completamente neutralizados por uma ou mais bases §46dio, potassio ou amonio). A

Figura 2.6 apresenta a estrutura quimica de untapec

Figura 2.6. Estrutura de uma substancia péctica

2.3.4 — Lignina

A palavra lignina vem do latifignum, que significa madeira. Trata-se de um dos
principais componentes dos tecidos de gimnospeenaagiospermas, ocorrendo em vegetais
e tecidos vasculares. Sabe-se gue a lignina tenmmymrtante papel no transporte de agua,
nutrientes e metabdlitos, sendo responsavel pslat&acia mecanica de vegetais, além de
proteger os tecidos contra 0 ataque de microongersisVegetais primitivos, algas e liquens
nao sao lignificados (Fengel & Wegener, 1989).

A lignina é uma substancia amorfa, de natureza @ioane muito complexa, e faz
parte da parede celular e da lamela média dosaisglode ser definida como um material
polifendlico amorfo com estrutura tridimensionakéada em trés precursores monomericos:

os alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarilicomo apresentado na Figura 2.7 (Dence &
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Lin, 1992). A estrutura da lignina é bastante cax@le possui varios tipos de ligacbes
quimicas estaveis do tipo C-C, aril-éter e diaaflicsendo as mais abundanteg-&s4 e a-O-
4, B-5, -1, 5-5,B-p e -O-5 (Higuchi, 1985). Um modelo proposto para lignieFargus sp

€ mostrado na Figura 2.7.

OH OH OH
= = /
O/CH3 HSC\O O/CH3
OH OH OH
Alcool Coniferilico (G) Alcool Sinapilico (S) Agml| p-Cumarico (H)

Figura 2.7. Estrutura dos alcoois precursoresgiana (Sjostrom, 1992)

Lapierre (1993) classificou a lignina epobre e ndo core com base em sua
susceptibilidade relativa a hidrdlise.
- Lignina ndo core consiste de compostos fendlicos de baixo pes@&culdr, liberados da
parede celular por hidrélise, que é representadagdosp-hidroxicinamico éster-ligados.
- Lignina core consiste de polimeros fenilpropandides da pareelelar, altamente
condensados e muito resistentes a degradacdo. dalescompostos de unidadgs
hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S)meproporgdes diferentes, de acordo com sua

origem.
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Figura 2.8. Estrutura da Lignina de Fargus sp (Eke@ayVegener, 1989)

Sarkanen (1998) observaram que a quantidade weldévfracdo molar de aldeidos
produzidos pela reacdo de oxidacdo com nitrobengamo indicador da abundancia relativa
das unidades C9 (H, G e S). Assim, numa class#zagcial de ligninas segundo a presenca
dessas unidades, tem-se que: ligninas de madairas,du angiospermas, sao formadas
principalmente de unidades G e S; ligninas de maslenoles, ou gimnospermas, sao
formadas fundamentalmente de unidades G; lignimagrdmineas compreendem G-S-H.
Porém, existem ligninas de certas espécies de gpenmas e de gramineas que apresentam
abundancia de G e S (Chen, 1991).

Ligninas de plantas herbaceas sao do tipo S-Gpsmais parecidas com as ligninas
de angiospermas que de gimnospermas (Sarkanen). P&8anto, em uma conceituagao
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mais precisa, as ligninas sao classificadas nasrgeg grupos: Tipo G; Tipo G-S; e Tipo H-
G-S. A lignina da folha do milho é do tipo H-G-Shgh, 1991).

Em plantas herbaceas, a lignina ndo pode ser dafappenas como proveniente de
derivados éacidos fendlicos. Deve-se trabalhar cemdefinicbescore e ndo core para
descrever o material residual e os componente®sadidirocinamicos liberados durante a
hidrélise, respectivamente. Assim, essas definjc8egundo Ralph & Helm (1993), sdo
convenientes para investigacdes dentro do aspetticional das forragens, bem como para
comparar a composi¢cao das plantas, pois esta @oygia discute aspectos moleculares da
estrutura da lignina. Portanto, somente derivados adido hidrocindmico, que estdo
covalentemente ligados aos polimeros da paredéacesdio liberados durante a hidrodlise,
constituindo a chamada ligninmdo core Consequentemente, derivados de acidos
hidrocinamicos que compdem a lignina através degdigs inter-resistentes a hidrolise, pela

defini¢cdo, constituem as ligninasre

2.3.5 — Extraiveis

E importante diferenciar os componentes da parel#ac, polissacarideos e lignina,
daqueles compostos estranhos a fibra vegetal, ais gdo sao considerados essenciais a
estrutura da parede celular ou da lamela médiatoSludestes ultimos componentes séo
prontamente sollveis em agua ou solventes organiengros, razado pela qual séo
coletivamente denominados extraiveis. Outros, cproteinas e sais de acidos inorganicos,
por outro lado, podem ser completamente insolinvasssolventes utilizados para a remocao
dos extraiveis (Ramos, 2003).

FreqUentemente associados a propriedades comehmrg e sabor, 0os extraiveis
sdo constituidos por substancias de baixa massa elolvidas no metabolismo da planta.
Quimicamente, consistem em acgucares, compostosatioms) ceras, acidos graxos e resinas
(terpenos, lignanas, estilbenos, flavonodides),eeotitros. Em geral, perfazem de 2 a 8% da
massa total em base seca, sendo os teores enosnérdfolhosas geralmente superiores
aqueles presentes em coniferas. Estes compostemplzham um papel importante no
processo de biodegradacao dos vegetais, pois patlemcomo mediadores que fomentam a
reducdo de fons metélicos como o*'Fe a atividade de enzimas como a manganés
peroxidase. Por outro lado, também podem atuar qootetores das plantas contra o ataque
de microorganismos, devido a atividade antimicnobiaexibida por varios de seus

constituintes (Carvalho et al., 2009).

17

Rodrigo Caetano Guedes, Fevereiro/2010



Revisdo Bibliogréafica

2.4 — Pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos

Nas plantas, a parede celular age naturalmente aone protecdo fisica contra
microorganismos. Alguns desses microorganismosets&atm enzimas hidroliticas que
promovem o rompimento das fibras da parede celdlgetal. Do ponto de vista evolutivo, a
estrutura da parede celular vegetal se desenvalatuwralmente para evitar a penetracéo
desses microorganismos. Substratos relacionadosfatomes que afetam a digestibilidade
enzimatica sao normalmente associados a uma mscatae como a porosidade da parede
celular e o tamanho da particula da biomassa lgolisica. Em micro-escala, esses fatores
estdo associados a cristalinidade da celulose graabde polimerizagdo, ramificacdes das
cadeias hemicelulésicas, composicdo da lignina.ePetra uma eficiente inducao a sintese de
enzimas celuloliticas e consequente conversdo dwalo da celulose em acucares
fermentesciveis, € importante modificar as proades fisico-quimicas da parede celular
vegetal, que pode ser feito através de uma etapaédeatamento, cuja representacdo pode
ser observada na Figura 2.9. Existe uma extengedadle de materiais lignocelulésicos, que
vao desde ervas, resinosas e folhosas, que térardée propriedades fisicas e quimicas. Por
este motivo, existe uma interdependéncia entreéetrptamento, o tipo de substrato, e a
maneira que estes, eventualmente, serdo procegSuiss et al., 2009).

Lignina Celulose

Pré -'rra'ramenEZQ g .
e — L]

e

Regido
Amor‘fa{

Regido
Cristalina

Hemicelulose

Figura 2.9. Pré-tratamento dos materiais lignoésiabs.

E evidente que a escolha do pré-tratamento iradgtapaas propriedades fisicas da
biomassa pré-tratada. Essas propriedades tambérafaar profundamente em processos a
jusante, como selecdo microbiana para producdozimas, pré-condicionamento, utilizagdo
de co-produtos, manuseamento de residuos e recépeda etanol. Consequentemente, a
escolha dos pré-tratamentos tera um impacto ecaodsobre cada um dos estagios de uma

biorefinaria. Estes aspectos fazem do tratamenwinpnar a operacdo central no
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processamento da biomassa lignocelulésica na didede enzimas e na producdo de
combustiveis e produtos quimicos (Hendriks & Zeer2809).

2.4.1 — Pré-tratamento mecénico

Moagem (corte da biomassa lignocelulésica em persugredacos) € um preé-
tratamento mecanico da lignocelulose. O objetivetaleré-tratamento € a reducdo da
dimensao das particulas e da cristalinidade. Esteepso conduz a um aumento da superficie
especifica disponivel e uma reducéo do grau denpdlzacao (DP).

Na maioria dos casos o aumento da superficie dmpeei a reducdo do grau de
polimerizacdo (DP) sao fatores que aumentam o memd da hidrélise total da
lignocelulose, em torno de 5 a 25% (dependendapdode biomassa, tipo de moagem, e da
duracdo da moagem) e também reduz o tempo dead@ligesta 23 a 59%, proporcionando um
aumento na taxa de hidrélise. Uma reducdo da graraitia inferior a 40 mesh, porém, tem
pouco efeito sobre o rendimento de hidrélise, bemmac a taxa de hidrélise da biomassa
(Hendriks & Zeeman, 2009).

2.4.2 — Pré-tratamento térmico

Durante este pré-tratamento a biomassa lignocétal@saquecida. Se a temperatura
aumenta acima de 180°C, partes da lignoceluloseepamente a hemicelulose e logo depois
a lignina, comecardo a solubilizar. A composi¢aoedautura hemicelulésica e os grupos
ramificados determinam a estabilidade térmica,aeiclcalina das hemiceluloses. Dos dois
componentes que fazem parte da estrutura da hetomel(xilanas e glucanas), as xilanas séo
termicamente mais estaveis, mas a diferenca cogluaanas é pequena. Acima de 180°C
uma reacdo exotérmica (provavelmente solubilizagio)hemicelulose é iniciada. Esta
temperatura de 180°C é provavelmente uma indicdeatemperatura em que uma reacao
exotérmica comeca, porque a reatividade térmicabidmassa lignocelulésica depende
intrinsecamente de sua composi¢éo (Sousa et 8B).20

O pré-tratamento térmico em temperaturas iguaisuperiores a 160°C promove,
além da solubilizacdo da hemicelulose, também abdalacdo da lignina. Os compostos
produzidos sdo quase sempre compostos fendlica® enpuitos casos, tém um efeito toxico
ou inibidor sobre as bactérias, leveduras e fungetes compostos, provenientes da lignina
soluvel, sdo muito reativos e ira, se nao foremorgdos rapidamente, precipitar na biomassa
(Alvira et al., 2009).
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Durante este tratamento h& o risco de formacdo atepastos fendlicos e
heterociclicos, como a vanilina, alcoois, furfusdHMF, especialmente em ambientes acidos.
Estes compostos formados podem ser inibidores. dguarconcentracédo de solidos é maior
ou igual a 3% e a temperatura exceder 220°C duvamtempo de pré-tratamento de 2 min, a
producdo de etanol € quase totalmente inibida,ddeei formacdo de furfural e outros
compostos (provavelmente compostos da lignina stl{#lvira et al., 2009).

Temperaturas superiores a 250°C devem ser evithdaste o tratamento prévio,
uma vez que reacdes indesejaveis como pirélise garme ter lugar em tais temperaturas
(Hendriks & Zeeman, 2009).

2.4.3 — Pré-tratamento a vapor/explosdo a vapor

Durante o pré-tratamento a vapor/explosdo a vapoiomassa € inserida em um
grande reator a vapor a temperaturas e pressdexiate(temperaturas até 240°C), na qual
esta € digerida por alguns minutos. Depois de unpaedefinido, o vapor € liberado e a
biomassa é rapidamente arrefecida. O objetivo d&stamento € a solubilizacdo da
hemicelulose com a finalidade de tornar a celulbsés acessivel a clivagem de enzimas
celuloliticas (Pan et al., 2005).

A diferenca entre o pré-tratamento a vapor e poplosd&o a vapor € a
despressurizacdo e esfriamento rapido da biomasBaah do pré-tratamento por exploséao a
vapor, 0 que faz com gue a agua na biomassa clee@lodir'. No entanto o impacto na
estrutura da biomassa, causado pela explosédo aaligestibilidade, é ainda duvidoso.

Durante o pré-tratamento a vapor parte da hemasduk hidrolisada formando
acidos, o que poderia catalisar a hidrolise da rae&ste processo, no qual a formacéo de
acidosin situ catalisa o processo em si, € chamado de “autowgsazicdo”. O papel dos
acidos, no entanto ndo € catalisar a solubilizagbemicelulose, mas catalisar a hidrélise
dos oligbmeros soluveis. Durante este processorade umidade da biomassa influencia no
tempo necessario de pré-tratamento. Quanto mamwsrade umidade, maior o tempo de pré-
tratamento 6timo (Alvira et al., 2009).

O pré-tratamento a vapor de baixa pressédo (2 B8PCle tempo de pré-tratamento
de até 300 min), ndo tém um grande efeito sobr@osicao de residuos lignoceluldsicos,
embora nenhum processo de hidrolise enzimaticeefdizado para determinar o efeito sobre
a digestibilidade de tais materiais (Hendriks & aa, 2009).
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2.4.4 — Pré-tratamento por agua quente (LHW)

Outro tipo de pré-tratamento térmico é aquele zadb com agua quente. Neste
caso, agua quente (LHW) é utilizada em vez de vaforobjetivo deste processo €
principalmente solubilizar a hemicelulose para dora celulose mais acessivel e evitar a
formacao de inibidores. Para evitar a formagamibedores, o pH deve ser mantido entre 4 e
7 durante o tratamento. Nesta faixa de pH a formagdmonossacarideos € minimizada, e,
por conseguinte, também a formacao dos produtdegiedacdo que podem ainda catalisar a
hidrolise do material celulésico durante o préama¢nto. A degradacdo catalitica dos
acucares resulta em uma série de reacgdes quefic@isdie controlar, e resultam em produtos
secundarios indesejaveis. Ao manter o pH entr& dadormacao auto-catalitica de inibidores
na fermentacdo séo evitados durante o pré-tratanfldendriks & Zeeman, 2009).

A diferenca entre o LHW e o pré-tratamento a vaparquantidade e concentragcao
de produtos solubilizados. No LHW o montante dedptos solubilizados € maior, enquanto
a concentracdo destes produtos é menor comparaduréaimatamento a vapor. Isto é
provavelmente causado pela maior insercdo de aguklWw/ comparado ao pré-tratamento a
vapor. O rendimento de xilanas solubilizadas (maémicas) geralmente € mais elevado para
o pré-tratamento LHW, embora este resultado dimiquando a concentracdo de sélidos
aumenta, porque as xilanas (monoméricas) sao ragiadhdas por reacdes hidroliticas por,
por exemplo, xilose e furfural. A desvantagem desteesso esta relacionada com grande
consumo de agua, que produzem hidrolisados muitédds, gerando problemas nas etapas

subsequentes de bioconversao (Sousa et al., 2009).

2.4.5 — Pré-tratamento acido

Vérias tecnologias de pre-tratamento acido, condoamncentrado e diluido e agua
quente na presenca de 4cidos, séo relatados rauiite Embora a quimica que rege estes
pré-tratamentos seja bastante semelhante, eleanopesando metodologias diferentes. Esse
tipo de tratamento utiliza um acido diluido comeatisador, no entanto as explosdes a vapor
e pré-tratamentos com agua quente operam em cesdapidas, devido ao fato de que a agua
se comporta como um acido em altas temperatusteém em funcdo da liberacéo de acido
acético da estrutura da hemicelulose sob essag;6esdO acido € responsavel pela hidrolise
quimica, visando principalmente hemiceluloses minig, solubilizadores de uma grande parte
dos componentes da estrutura da parede celulataVegér melhoria da acessibilidade da
celulose a clivagem das enzimas celuloliticas. Ntargo, durante este processo, varios
produtos de degradacéo sdo formados, principalmiemteral, 5-hidroximetilfurfural, acidos
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fendlicos e aldeidos, &cido levulinico, e outrosl@ alifaticos, que podem inibir tanto a
clivagem de celulases como a fermentacao de rsdatds (Weil et al., 1998).

O pré-tratamento com acido diluido normalmenteazatibcido sulfirico como um
catalisador para a solubilizacdo da lignina e helmicse em baixas concentracdes (0,05-5%),
e temperaturas variando de 160 a 220°C, a fim demmzar a formacdo de produtos
inibidores. Naturalmente, a minimizagdo da degradalps acucares contribui para a maior
producdo de hidrolisados no final do processo. N@argo, esta metodologia exige ampla
lavagem da fracéo rica em celulose apés pré-traimnegou desintoxicacdo dos hidrolisados
antes da fermentacdo. Uma vantagem deste pré-gatam que as enzimas responsaveis pela
clivagem da hemicelulose (xilanases, por exempém) precisam ser adicionadas durante a
hidrolise enzimatica, que pode ser considerada vamsagem econdmica. No entanto, a
maioria dos microorganismos nao tém sido capazesatlizir enzimas capazes de converter
a hemicelulose em xilose a partir do material paéatio, sem um processo prévio de
desintoxicacao substancial (Buhner & Agblevor, 2004

2.4.6 — Pré-tratamento alcalino

Este tipo de pré-tratamento usa catalisadoresiradsalcomo o hidréxido de célcio
(cal), aménia e hidréxido de sodio. A maioria dege®dutos quimicos visa especificamente
quebrar as ligacbes dos grupos acetil da hemisgul® éster-carboidratos da lignina,
promovendo, assim, um inchamento da biomassa, d® me a cristalinidade da celulose
decresce, enquanto ocorre um incremento da supegBpecifica de contato e da porosidade
da mesma. Sendo assim, estas reacfes ajudam dizaiubd extrair lignina da biomassa
(Sousa et al., 2009). No entanto, a quimica dadpazelular e alteracdes ultraestruturais ainda
precisam ser compreendidas para a maioria dosrgisgrtentos alcalinos, a fim de
desenvolver cinéticas de producdo de enzimas capdeeconverter a celulose e a
hemicelulose em acucares monomeéricos (McMillan4200

O processo AFEX — Ammonia Fibre Explosion — coesrst verséo alcalina do pré-
tratamento por explosédo a vapor. O processo oeohaixa temperatura (60-140°C) onde a
amonia é utilizada como um catalisador (0,3-2 Kgfttay biomassa seca). A amobnia é
adicionada a biomassa umedecida (umidade 0,6-2Kd&biomassa) em um reator de alta
pressdo e é digerido por um periodo de 5-45 miesadt rapida descompressdo. A
volatilidade da amonia permite que esta seja readpee reutilizada, deixando a biomassa
pronta para processos de producdo de enzimas Elmide enzimatica, uma vez que as
reacfes nesse tipo de pré-tratamento ndo produgattitrantes importantes (por exemplo,
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acidos organicos) que poderiam inibir a acdo deim&® e microorganismos, nao

necessitando, assim, de qualquer tipo de desimigkeac(Lau & Dale, 2009).

2.4.7 — Pré-tratamento oxidativo

Os agentes oxidantes também podem ser usadosparaar lignina e hemicelulose
da biomassa, a fim de aumentar a digestibilidadeetidose. Esses agentes podem reagir
seletivamente com compostos aromaticos da lignieva dgacoes aril-éter da hemicelulose e
celulose, que vai contribuir negativamente paranaimento final da hidrdlise do agucar, em
funcé@o de compostos inibidores formados. Variosstigge produtos de degradacdo podem ser
formados (principalmente aldeidos e hidrocarbonatiééticos e acidos organicos) inibindo
0s processos de clivagem das enzimas hemiceloédié celuloliticas (Cubero et al., 2009).

A oxidagdo Uumida alcalina € uma forma de pré-tratam oxidativo, que opera em
condicOes alcalinas e em altas temperaturas (109=22itilizando oxigénio comprimido ou
perdxido de hidrogénio como agentes oxidantes.c@l@tle presente no pré-tratamento € o
carbonato de sdédio, que auxilia na solubilizacdohdmicelulose e também minimiza a
formagdo de furanos como produtos de degradacdopqdem inibir microorganismos
produtores de celulases (Martin & Thomsen, 2007).

2.6 — Mecanismo de sintese de enzimas celuloliticas

As celulases sdo produzidas por fungos filameniasmso Trichoderma reesgie
sao o sistema mais eficiente para a hidrolise extimancompleta de substratos celuldsicos em
seu componente monomérico, a glicose, que é unaaf¢géenentescivel. A celulase é uma
importante enzima comercial, largamente utilizadaalimentacdo animal, indUstrias téxteis,
papel e celulose, alcool, processamento de anadoatcéuticas, industrias de malte e cerveja
(Ahamed & Vermette, 2008).

A celulose, a biomassa mais abundante da Terran @alimero de glicose com
ligacoesp-1,4 glicosidicas. ApOs a ocorréncia de duas cdsepetroleo, o etanol tornou-se
um foco de atencdo como uma fonte de energia aigpaabstituir o petrdleo, e comecou-se a
estudar a producéo de etanol de celulose com furejokliticos e fermentacdo dos aglUcares
resultantes da hidrdlise por levedura. Ao mesm@tgraumentaram as emissdes de dioxido
de carbono pelo uso de combustiveis fosseis cansandancas climaticas extraordinarias. A
este respeito, a celulose é visto como um bom datalipara ajudar a proteger o ambiente
global porque o carbono que constitui a celulosgepger reciclado pela fotossintese. Nas
ultimas décadas, muitos fungos celuloliticos foiaofados, e os trabalhos sobre a utilizacao
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desses fungos e as caracteristicas das enzimasziglagl foram publicados (Aro; Pakula;
Penttila, 2005).

Em geral, celulases bacterianas sdo enzimas pdaduzbnstitutivamente, ou seja,
sua sintese ocorre independentemente do substmrajoregado, como Clostridium
thermocellumCellulomonas flavigena Pseudomonas fluerescewar. cellulosg enquanto a
celulase fangica € produzido apenas na presengeeld®se ou lactose como substrato
indutor. Pensa-se que a celulose em si € pratidenmecapaz de provocar a inducao direta
por causa de sua insolubilidade. Em vez disso, quaatidade fundamental de celulases
constitutivas podem degradar a celulose em celmssd@mcarideos solluveis, permitindo assim
gue esses sacarideos possam passar pela membrai@uldae serem convertidos em
indutores, provocando, assim, a indugdhgmed & Vermette, 2008)

Varios celooligossacarideos e seus derivados fesg@tionados com a finalidade de
identificar os indutores da celulase. Celobiosajemor celooligossacarideo conhecido, com
uma ligacéo p-1,4, foi relatado como um agente indutor de cekda por muitos
pesquisadores. Surpreendentemente, a soforose§ goedissacarideo de glicose com uma
ligacdo B-1,2, pode induzir 2500 vezes mais celulase quelabiose em um complexo
enzimético produzido pofrichoderma reeseiA gentiobiose, outro dissacarideo de glicose
pela ligacdop-1,6, pode induzir 50 vezes mais celulase produz;da Penicillium
purpurogenumapesar de a inducdo ser promovida apenas nanpaede um inibidor df-
glicosidase, a nojirimicina. E interessante notae @struturas nao-dissacaridicas, como a
nojirimicina, também induzem celulase; pensa-se glas possam ser produzidas por
transglicosilacado (Castro & Pereira, 2009). Na FagR.10 pode-se observar as estruturas

oriundas da celulose capazes de induzir a prodig@&nzimas celuloliticas.
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Figura 2.10. Estruturas de dissacarideos de glucose ligacdesp e outros derivados
contendo enxofre. (I) Celobiose @G+-D-glicopiranosil D-glicose); (2) Gentiobiose (&f-
D-glicopiranosil D-glicose); (3) Soforose @$-D-glicopiranosil D-glicose); (4)
Laminaribiose (39-B-D-glicopiranosil D-glicose); (5) Tiocelobiose (48SD-glicopiranosil
4-Tio-D-glicose); (6), Tiogentiobiose (6485D-glicopiranosil 6-Tio-D-glicose) (Suto &
Tomita, 2001).

Para elucidar o mecanismo de indugdo, o indutor mdme ser um promotor
metabolizdvel. De outro modo, a inducdo deve salisata sob a condi¢cdo de que o indutor
nao pode ser degradado se for assimilavel peldacélia producdo de celulases em meio
contendo celooligossacarideos, como a celobioserose e gentiobiose, geralmente é
adicionado um inibidor no meio para impedir a segrddacdo, uma vez que séo facilmente
hidrolisados. A alternativa preferivel é usar agéfde indutor, pois o inibidor pode ser
degradado gradualmente e/ou afetar a inducéo uitonita, 2001).

Os dissacarideos analogos a celobiose, onde orersuddstitui o oxigénio na ligacao
O-glicosidica é um dos analogos mais ideais, po&téo estavel na hidrolise por acidos e
enzimas que dificilmente é decomposto. Uma expeaémuito conhecida usando tais
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anélogos é a inducao flegalactosidase por isoprofiD-tiogalactosidose como um analogo
dap-galactosidose dEscherichia coliNo entanto, apenas dois desses experimentosdém s
relatados no processo de inducdo de celulase. Wstes & a inducdo de celulase por
tiocelobiose (4-$-D-glicopiranosil 4-tio-D-glicose), um analogo delabiose contendo
enxofre, produzida pdschizophyllum communA tiocelobiose induz mais celulase do que a
celobiose neste fungo, onde a atividade celulaltiementou linearmente durante as 24 horas
iniciais atingindo uma inducdo maxima de 0,5mM. &ser pouco degradada por uma enzima
extracelular deS. communeembora a celobiose tenha sido hidrolisada rapedéen No
segundo experimento, foi estudada a inducdo ddaselyor gentiobiose e seu analogo
contendo enxofre tiogentiobiose (63>-glicopiranosil 6-tio-D-glicose) dePenicillium
purpurogenumA gentiobiose foi rapidamente hidrolisada por y¥glicosidase extracelular
constitutiva, resultando em falha de inducédo. @bntse na presenca de nojirimicina no meio
e tiogentiobiose com ou sem nojirimicina poder@duirir a producéo de celulase nas mesmas
guantidades. Tiogentiobiose dificiimente é degrada&dnbora a maioria das gentiobioses foi
finalmente hidrolisada, mesmo na presenca de migima (Suto & Tomita, 2001).

Os dissacarideos analogos citados acima agem cooedbres da indugdo sem ser
assimilados pela célula. No entanto, apesar danséteais para analise da cinética de
inducdo, novas experiéncias nao foram relataddgenatura - provavelmente em funcao da

dificuldade de sintetizar estes dissacarideos ndotenxofre (Suto & Tomita, 2001).

2.6.1 — Modelo de inducéo pardrichoderma reesei

Gong & Tsao (1979) e Stutzenberger (1985) propusenadelos hipotéticos para o
mecanismo geral de indugdo de celulases, incluiepieessdo catabolica, pardrchoderma
reesej de acordo com a Figura 2.11:
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Figura 2.11. Modelo de inducao de celulasesTpmhoderma reeselO processo de indugéo
€ explicado no texto. Os numeros de 1 a 5 correpamueles utilizados na explicacao
abaixo. BGL, B-glicosidase; CBH, 1,#-D-glucana celobiohidrolase; EGL, endo-B;4D-
glucanase (Suto & Tomita, 2001).

1) Quando os esporos dereeseientram em contato com a celulose, a celobiohisieola
sobre a superficie do esporo degrada a celulose celnoligossacarideos. Estes
celooligossacarideos sao, entdo, hidrolisadoscasglie transglicolisados formando soforose
pela acdo df-glicosidase constitutiva.

2) Os esporos dé&.reeseigerminam. Apos a hidrdlise dos dissacarideos h#ose a
glicose e soforose, estes entram na célula conte tencarbono e como indutor de celulases,
respectivamente. Ap-glicosidase vinculada a membrana plasmatica ctavers
celooligossacarideos a soforose e glicose.

3) A soforose induz a producdo de mais celulase. Alas? sintetizada € liberada para
o0 exterior da célula.

4) A celulase secretada degrada mais celulose, fazsmd@ue aumente o montante de
celooligossacarideos e glicose no meio.

5) Dessa forma, a glicose é assimilada. Os oligosiskrar de celulose séo hidrolisados

a glicose e novamente transglicolisados a sofgreleacao df-glicosidase constitutiva.
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6) O ciclo retorna a sintese de mais celulase indyztta soforose (item 3). Este ciclo
continua até que o substrato de celulose sejartetaé consumido.

2.6.2 — Represséo catabdlica de celulases

A sintese de enzimas celuloliticas conta ainda eometro-inibicdo e a retro-
repressao. A retro-inibicdo significa a inibicdoudea enzima, de uma sequéncia metabdlica
(normalmente a primeira), pelo metabolismo finastdesequéncia. Trata-se, portanto, da
inibicAo da acdo de uma enzima, com a consequantmuitdo da concentragdo dos
compostos seguintes, que causam a indu¢cdo dasmumcentes enzimas (Szabo; Johansson;
Petterson, 1996).

A retro-repressdao € o fendmeno da repressdo ddatasintese das enzimas
responsaveis pela sequéncia de reacdes, causadaquailito final. Estes fenébmenos de retro-
inibicdo e retro-repressdo estdo mais frequentemégados a regulagcdo de enzimas
envolvidas em reacdes metabodlicas intermediariase devam a construcdo de
macromoléculas. Por outro lado, a sintese de eszguna degradam polimeros, como as
celulases, é normalmente regulada pela inducaddaechamada represséo catabdlica (Netto,
1986).

A repressédo catabolica, também conhecida comotSefgicose” ou repressao pela
glicose, significa a repressdo da sintese de cemasnas quando a célula encontra a

disposicéo substratos mais facilmente assimilagei®o é o caso da glicose (Netto, 1986).

2.7 — Estratégias para producéo de celulases

As duas principais estratégias para a producaeldéases por microorganismos sao
a fermentacéo no estado sdlido (FES) e a fermemtagédmersa (FS). Indubitavelmente, um
dos parametros mais exaltados na diferenciaca@siekss tipos de processos é o teor de
agua presente no meio reacional. Na FES ha ausénciguase auséncia de agua livre
(Raghavarao; Ranganathan; Karanth, 2003). A agasepte nesses sistemas encontra-se
complexada com a matriz solida de substrato ou cama fina camada absorvida pela
superficie das particulas. Em geral, nesses prageseor de umidade varia entre 30-85% e a
atividade de &gua tipica vai de 0,40-0,90, mimatipacondicfes encontradas na natureza e
permitindo até que sejam conduzidos sem préviailesiedo, visto que a contaminacgéo é
pouco provavel (Castro & Pereira, 2009).

A agua possui diversas fungbes em um bioprocesdé®, como, a difusdo de

nutrientes no meio reacional e a absor¢édo desites pgentes microbianos, bem como a
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remocdo de metabdlitos; e a manutencdo da fungsiabilidade de estruturas bioldgicas,
como proteinas, nucleotideos e carboidratos, dabibdade da estrutura lamelar e da
conservacdo da permeabilidade da membrana plasmgtic relacdo ao cultivo de fungos
filamentosos, a limitacdo de agua pode causar aatlesacdo de enzimas-chave do
metabolismo das células, ocasionando um desedpilfias vias, afetar os processos de
germinacdo, esporulacdo e formacdo de metabdlaesim como reduzir a taxa de
crescimento microbiano e aumentar o periodo dematdicdo celular (Castro & Pereira,
2009).

Dessa forma, a Tabela 2.2 lista as principais tevigticas da FES e FS. Embora a
FS apresente algumas desvantagens em relacdo ieESssos envolvendo limitagdes no
teor de agua livre no sistema sdo evitados quaadibjetiva a geracdo de muitos produtos,
especialmente em escalas maiores, onde sdo rempidridrreatores. Na Ultima década,
diversos autores propuseram geometrias e formasrakicao e controle, bem como modelos
para descrever os fenbmenos envolvidos nessesspos;eque, em geral, auxiliam no seu
desempenho, mas ndo contornam completamente #acii®s que a FES apresenta (Castro &
Pereira, 2009).
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Tabela 2.2. Comparacdo das caracteristicas da rieag@® no estado soélido (FES) e da

fermentacao submersa (FS)

FES

FS

Menor gama de produtos obtidos e
microorganismos aptos a crescer nes
condicbes

Menor possibilidade de contaminacéo, p
auséncia de agua livre no sistema

Menor disponibilidade de informacdes
literatura, no que tange a fendmenos
transporte e cinéticas de crescimento €

ddaior demanda energética associada a
sgeterilizacdo do meio e a remocédo de produto
do meio fermentado

dlan que pese a menor concentragcao de

produtos obtida pela FS, a purificacdo dessas
moléculas é facilitada pela auséncia ou baixa
concentracdo de particulas de substrato

n@ alto teor de 4gua e a natureza diluida do
deeio facilitam o controle da temperatura de
cldtivo, reduzindo a degradagao do produto,

producao enzimatica em especial enzimas com  baixa
termoestabilidade
O extrato obtido € em geral de trés a quatmando operando com elevadas

vezes menos diluido que na FS, de forma
a produtividade e a concentracdo final
produto sdo maiores na FES

quencentragbes de substrato, podem ocorrer
geoblemas reoldgicos no sistema

) ferocessos  difusionais e de mistura sao
facilitados devido ao carater homogéneo do
sistema

Maior dificuldade no controle do processg
na adicao de solugbes desejadas

Menor volume de residuos liquidos geradd Tecnotod@ monitoramento de variaveis

on line mais amplamente disponiveis

De forma geral, na maior parte dos trabalhos radog na literatura, os materiais
utilizados para a producdo de celulases sdo denoriggnoceluldsica ou celuldsica pura.
Entretanto, o efeito indutor de espécies de memuessas moleculares tem sido rastreado ha
muito tempo. Mandels e colaboradores compararamfeitoede diversos oligo e
polissacarideos na inducdo de celulase$.daride expressas por suas atividades em CMC,
obtendo como os de maior potencial: lactose, nggerdichenana, glucana de cevada, e
principalmente soforose, que apresentou um podierton cerca de 2500 vezes maior que o
observado anteriormente utilizando-se celobiosée Este poder indutor da soforose tem
sido reafirmado por alguns autores sendo, por iabm de muitos estudos, como o de
Nogawa e colaboradores, que verificaramTenmeeseiPC-3-7 um forte poder indutor sobre a
atividade de endoglucanase, quando essa linhagenndabada com concentracbes de
substrato até cerca de 250 mg L-1, tendo ocorrigarér desse valor uma estagnacdo da
inducdo. Ja para a linhagem QM 9414 dessa mesrgaiesponcentracées acima de 250 mg

L-1 mostraram-se prejudiciais a célula, denotada melucdo da atividade enziméatica. Esses
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autores também estudaram a utilizacdo de L-sorbmseinducdo da producdo de
endoglucanase, obtendo niveis de expressao airndeesgue 0s observados para a soforose
na linhagem PC-3-7, porém atividades inferioreslinhagem QM 9414. Por fim, os
resultados de outro trabalho que utilizou a mesnmagem,T. reeselPC-3-7, corroboraram a
supremacia da soforose em induzir a producdo degamthnases, dessa vez quando
comparada ao dissacarideo lactose. No entantodguanadicionou celobiose juntamente a
lactose na inducdo de enzimas celuloliticas, o®resitobservaram um efeito indutor
claramente sinérgico que proporcionou producaoneitata cerca de cinco vezes maior que a
observada quando soforose foi utilizada (Castre&eiPa, 2009).

Castro comparou a producao de EnG e BG parthoderma reesee Humicola
griseg quando cultivadas em substratos insoltveis (geimla de bagaco de cana-de-acucar e
avicel) e soluveis (CMC e celobiose). Foram obsiagacinéticas mais lentas de producéo
das enzimas quando fontes insollveis foram utidigadespecialmente a de origem
lignocelul@sica, devido a um periodo inicial deiraatacdo das células a essa matéria-prima.
Ja quando CMC e celobiose foram consideradas, mpot correspondentes a producao
enzimatica maxima foram antecipados em cerca de Bhda, nesse estudo pbéde-se concluir
gue na sintese das enzimas do complexo celulolftedos fungosT. reeseiRut C30 e
Humicola griseavar. thermoidea ndo ha correlacdo direta com a fonte de carbditivada
para a inducao, visto que mesmo quando as linhdgeara cultivadas na presenca apenas de
celobiose como substrato, EnG e EXG também forarretadas pelas células, e que essa

sintese ndo se enquadrava em carater constit@asirp & Pereira, 2009).
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2. Metodologia Experimental

3.1 — Obtencéo das matérias-primas

O bagaco do pedunculo de caju e o bagaco de ctitmados neste estudo, como
substratos agro-industriais lignocelulésicos pamdpcdo de enzimas celuloliticas, foram
obtidos de diferentes industrias de processameargsed residuos. O primeiro foi conseguido
junto a Industria Delicias da Fruta LTDA (Natal, R o segundo, obtido da Industria
Comeércio e Beneficiamento de Coco LTDA (ParnamifRi,).

O bagaco do pedunculo de caju foi produzido pelaage&o do suco de caju na
industria a fim de obter a polpa da fruta para coiabzacdo. O bagaco de coco foi
produzido pela reciclagem de cocos oriundos deadiesem lixdes da cidade do Natal-RN,
apos consumo da agua de coco.

Apods recolhimento das matérias-primas nas suaatdgps industrias, procedeu-se
com as etapas de lavagem e trituracdo das mesma&taph de lavagem procurou-se remover
principalmente acucares provenientes da extrac&udo, no caso do bagaco do pedunculo
de caju, e de substancias inorganicas, no casagacb de coco. Apds dez lavagens com
agua destilada, numa propor¢éo de agua trés veresoado residuo, o bagaco, ainda bastante
umido, foi posto para secar em estufa com circolagdar forcado a 60°C por 24 horas, onde,
em seguida, o bagaco seco foi triturado. Apos estgeas deu-se inicio ao pré-tratamento dos

residuos.

3.2 — Caracterizacdo dos bagacos do pedunculo dguca do coco

A caracterizacdo de residuos lignocelulésicos casmdagacos em estudo neste
trabalho € baseada nas metodologias do Laboraiamonal de Energias Renovaveis —
NREL dos Estados Unidos, onde esses residuos dfinesdos a hidrdlise com acido
sulfrico 72%. Para tanto sdo necessarias etamisniprares que visam estabelecer um
padrdo de granulometria e extracdo de compostosi@ud¢azem parte da estrutura quimica

do material com alcool etilico 95%.

3.2.1 — Peneiracéo

Os bagacos triturados foram peneirados em umarpetei20mesh de acordo com
metodologia proposta eMREL 42620 - Preparation of Samples for Compositigmalysis
(Hames et al., 2008). A porcao do bagacgo que pgssawpeneira de 2@eshera novamente

peneirada numa tela de &tesh A fracdo que passou pela tela den2€shfoi utilizada para
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andlise composicional do bagaco e a que passoypekira de 80neshfoi utilizada para
determinacao do teor de cinzas.

3.2.2 — Determinacao de Sdlidos Totais

Para determinacdo de sodlidos totais em biomasseckdulosica foi utilizada
metodologia disponivel eMREL 42621 - Determination of Total Solids in Bi@s¥Sluiter
et al., 2008). Em um béquer pequeno previameraeldgresou-se 1 g do bagaco. Em seguida
levou-se o conjunto para uma estufa a 105°C pdro2ds. Ap6s esse tempo, transferiu-se o
material para um dessecador e apos 30 minutozaaae outra pesagem. A umidade é

determinada segundo a Equacéo 1:

%mJ:(l-lﬁﬂaj*loo 1)
rn’lmida

Onde:

%U = percentual de umidade

Mseca= Massa seca obtida pela diferenca entre o pesomianto depois da estufa e o peso do
béquer

Mamida = Massa Umida obtida pela diferenca entre o pesojunto antes de ser levado para

a estufa e o peso do béquer.

3.2.3 — Determinacao de Extraiveis

Para determinacdo de extraiveis empregou-se o méttapbtado d&IREL 42619 -
Determination of Extractives in Biomag¢Sluiter et al.,, 2008), onde 5 g do bagaco foi
submetida a extragdo com etanol 95% como solveititater, em aparelho Soxhlet, durante 8
horas.

O material lignoceluldsico era inserido em cartgcte papel de filtro, onde a parte
superior do cartucho era fechada com um poucogiel@ab. 100 mL de alcool etilico foram,
entdo, inseridos em tubos Soxhlet previamente aarddperou-se o aparelho extrator a 80°C.
Apoés o término do processo, os tubos Soxhlet, gméirtham os extraiveis arrastados pelo
solvente, eram submetidos a secagem em estufa %€ 416 peso constante. O teor de
extraiveis foi calculado com base na diferenca dssan, conforme a Equacéo 2:

m; —m

amostra

OEXt=

x100 )

Onde:

%EXxt = percentagem de extraiveis
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ms = Tubo Soxhlet mais extraiveis
m; = Tubo Soxhlet tarado

Pamostra= Peso inicial da amostra

3.2.4 — Determinacao de Pectinas

Certo numero de substancias relacionadas ao aéictw (G7/H24016) recebe esta
designacédo. Os métodos de determinacdo de pesgnhaseiam na sua extracdo por agua
quente seguida por precipitacdo com é&lcool e, ppdicacdo, pesagem na forma de pectato
de célcio ou acido livre (Santos; Silva; Maced®&0

A metodologia para determinacéo de pectinas féoizesta pelo método adotado por
Santos et al. (2008). Inicialmente pesou-se enidaia 2 g do bagaco em um Béquer de 100
mL, adicionando-se 40 mL de uma solucao de HCI BlG5levou-se para aquecimento em
banho termostatizado a 85°C por duas horas. Apsée psriodo, deixou-se atingir a
temperatura ambiente e filtrou-se o material pare yproveta de 50 mL com auxilio de
algodao, completando-se o volume da proveta cora degstilada.

Ao extrato filtrado acrescentou-se 25 mL de agusildda em um béquer de 100
mL. ApGs a solucdo ser submetida a neutralizacé&oNaOH 1N, adicionava-se mais 1 mL
dessa solucdo em excesso, sob agitacdo, deixanglm-gepouso por uma noite. No dia
seguinte adicionava-se 5 mL de acido acético lapos 5 minutos acrescentava-se 2,5 mL de
solucao de cloreto de célcio 1 N sob agitacdo.ldcéo era levada a ebulicdo por 2 minutos e
deixada em repouso por 3 horas. Apds esse pertadbilteada através de papel de filtro
tarado antecipadamente. O precipitado era lavanoagua destilada quase fervendo, até que
ficasse livre de cloretos, para isto fazia-se tetasando nitrato de prata no filtrado. O papel
de filtro contendo o pectato de calcio era seccestafa a 105°C até peso constante. A

percentagem de pectina foi expressa pela Equacéo 3:

pesodo pectatadecalciox50x 100
Volumedo filtrado x Pesodaamostra

%Pectatadecalcio=

3)

3.2.5 — Determinacgédo de polissacarideos e ligninesoluvel (Klason)

Para determinacdo de polissacarideos empregoursétado adaptado dREL
42618 - Determination of Structural Carbohydratesdalignin BiomasqCrocker et al.,
2008). Dessa forma, uma amostra de 2 g de bagagwurada em um béquer de 100 mL, foi
tratada com 12 mL de uma solucéo de &cido sulfit®®, previamente padronizada, em um

banho termostatizado a 45°C durante 7 minutoscenbtante agitacdo. ApOs esse periodo,
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acrescentou-se 50 mL de 4gua destilada ao béaqumera dinalidade de interromper a reacgéo.
A mistura reacional foi entdo transferida paradoasErlenmeyer de 500 mL, completando-se
o volume para 275 mL com agua destilada, tomando-saidado de se evitar perda de
material. O Erlenmeyer foi vedado com papel e dataclo por 30 minutos a 121°C para
completa hidrélise dos oligbmeros restantes. Apt&mino do processo, deixou-se atingir a
temperatura ambiente, para entdo o material senetido a filtracdo com papel de filtro seco
e tarado, a fim de se separar o hidrolisado dadasdlO hidrolisado é recolhido em baldo
volumétrico de 500 mL e o solido contido no papelffittro lavado com agua destilada até
atingir o volume do balao.

Apés filtracdo, recolheu-se uma fracdo do filtrgmbya analise dos carboidratos e
acidos organicos por cromatografia liquida e ligngoluvel por espectrofotometria. Para
analise dos carboidratos e acidos organicos, Imeigte filtrou-se todas as amostras com
auxilio de uma membrana de gt para remocdo de compostos que possam contaminar a
coluna. A coluna utilizada para esta analise foa®him-pack SCR-101H, cuja fase moével é
uma solucédo de 130, 5 mM, vazéo de 0,6 mL/min, temperatura de 65°@ptede corrida
de 60 min e detector de indice de refracdo (IR)céwcentracbes de cada componente sao
obtidas através de curvas de calibragcdo, Figur&saAA.10 (Anexo), que correlacionam
concentracdes dos padrdes preparados com as reapéreas dos cromatogramas.

O material retido no papel de filtro foi submetidauma lavagem com 1500 mL de
agua destilada para remocéao de sulfatos, sendeguda seco em estufa a 105°C até peso
constante. Por diferenca de massa, foram deterosnad teores de lignina insoluvel e

inorganicos (cinzas).
3.2.6 — Determinagé&o de cinzas totais

Para a determinacdo de cinzas totais adotou-sedategma proposta enNREL
42622 - Determination of Ash in Bioma@®mpleton et al., 2008). Sendo assim, pesou-se
cerca de 2 g do bagaco em cadinho de porcelanaprente tarado. Transferiu-se o material
para uma mufla até 300°C e calcinado a 800°C pas Haras. Por diferenca de massa, o teor

de cinzas totais foi calculado conforme a Equacéo 4
%Cinzas:ﬁxmo (4)
m,

Onde:
%Cinzas: percentual em massa de cinzas

mc: massa de cinzas (g)
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M, massa da amostra (Q)

3.2.7 — Lignina Soluvel

A concentracdo de lignina solavel presente no hghdo € determinada por
espectrofotometria de acordo com metodologia adapda NREL 42617 Betermination of
Acid Soluble Lignin Concentration Curve by UV-Vie&roscopyHyman et al., 2008).

Antes de realizar a leitura em espectrofotbmetrdiidvolisado reservado sofreu
ajuste de pH para 12,5. Isso é feito adicionandersebaldo de 25 mL, 5 mL do hidrolisado,
1,5 mL de solucéo de NaOH 6 M e o restante de dgst@ada.

3.3 — Pré-tratamento

Em funcéo da rigidez oferecida pela presenca danbgna estrutura dos residuos
lignoceluldsicos em geral resultar numa maior tésiga a clivagem das enzimas celuloliticas
procedeu-se com trés tipos de pré-tratamentos ciimaleade de melhorar a digestibilidade

dos bagacos e assim tornar a celulose mais exposta.

3.3.1 — Pré-tratamento alcalino

Em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 murda solug&o de hidroxido
de sédio 1 M inseriu-se uma quantidade conhecidaadaco do pedunculo de caju (30 g) ou
do bagaco de coco (10 g) triturados. Em seguid&rieameyer com os bagacos em solucéo
alcalina foram levados a autoclave a temperatura2d€C por 30 minutos. Ao término do
processo, deixou-se chegar a temperatura ambiarde gm seguida, realizar-se dez lavagens
com agua destilada até neutralizacdo. Apos as dagags bagacos, ainda umidos, foram
colocados em bandejas e levados para secagem@ma@sn circulacao de ar forcado a 60°C

por 24 horas para depois serem novamente triturados

3.3.2 — Pré-tratamento por exploséo a alta pressao

O tratamento por exploséo a alta presséo foi @dizm um reator do tipslurry
(leito de lama) dotado de controle de temperapnessao e velocidade de agitagéo. O reator
construido de aco inoxidavel, com volume de 500 foiLadquirido daAutoclave Engineers
Inc. — USA. O mesmo é composto de um forno cilindrigia ¢inalidade é de aquecer o meio
reacional. No copo do reator foi inserida uma gdade conhecida dos bagacos em questao
em 400 mL de agua destilada para evitar queima aterral. Apos insercdo do material no
reator deixou-se atingir a temperatura de 200°@eoem seguida, injetou-se oxigénio até

pressdo de 20 atm, deixando-se digerir por 10 wnuto término do tratamento abriu-se a
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valvula de saida do gas para a rapida descomprésséistema. Em seguida, procedeu-se
com a descarga do material para sucessivas lavéigeminimo dez) com agua destilada a
fim de remover os acguUcares residuais e compostbglanes resultantes da explosao dos
bagacos no reator. O material seguiu para secaggfPCapor 24 horas em estufa dotada de

circulacao de ar forcada para depois ser triturado.

3.3.3 — Pré-tratamento por exploséo e alcalino conrtados

Nesta etapa do pré-tratamento realizou-se primeimgantodo o procedimento
descrito para o tratamento a explosédo dos doiscbagApods a descarga do material do reator
colocou-se o material para secar em estufa onge, ém seguida, o material foi posto em
contato com 100 mL de uma solucdo de hidréxidodditosl M em frascos Erlenmeyer de
500 mL. Os frascos com os bagacos foram entadérades para uma autoclave a 121°C por
30 minutos para depois serem sucessivamente lav@onsagua destilada e depois foram

secos em estufa com circulacdo de ar forcada af@f°24 horas.

3.4 — Producéo das enzimas celuloliticas
3.4.1 — O Microorganismo de estudo

A cepa deTrichoderma reesgfATCC 2768), obtida da Colecéo de Cultura Tropical
da Fundacdo André Tosello, foi utilizada nos expentos de producdo das enzimas

celuloliticas.

3.4.2 — Manutencéo das Culturas

A cultura foi mantida em meio sélido PDA vertido €&tacas de Petri. A renovagéo
das culturas foi realizada pelo repique dos espdmsneio utilizando alca de platina e
incubacdo a 25°C durante 10 — 15 dias. ApOs inégbassta cultura foi devidamente

identificada e estocada a 5°C em geladeira.

3.4.3 — Obtencéo do In6culo

Em frascos Erlenmeyer com capacidade para 500 oritercdo 150 mL do meio de
cultura, Tabela 3.1, e lacrados com rodilhnGes ded#lo e gases, foram esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 minutos. ApOs a estegi@aesperou-se atingir a temperatura
ambiente. Os Erlenmeyer foram levados a camarhxle flaminar, onde 2 mL de suspenséao
de esporos oriundas do meio de manutencdo foransfér&dos assepticamente para 0s

frascos contendo o meio de cultura. Os frascosrfaralocados em incubador rotatério a
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temperatura de 27°C e velocidade de agitacdo dephb@urante 48 horas, sendo esta cultura

utilizada como inéculo nos ensaios para produc8cedaimas celulases.
3.4.4 — Cultivo

20 Erlenmeyer com capacidade para 250 mL, cont&fdmL do meio de cultura,
cuja composicado encontra-se descrita na TabelaeBilpH inicial 4,8, lacrados, foram
esterilizados a 121°C e em seguida deixados atntpmperatura ambiente. Na camara de
fluxo laminar estes frascos foram inoculados cofb v do pré-indculo. Apés a inoculacao,
os frascos eram levados ao incubador rotatorionpéeatura de 27°C e rotagdo de 150 rpm.
Em intervalos regulares de tempo (12 em 12 horais) Erlenmeyer (ensaios em duplicata)
eram coletados e o meio fermentado transferido palba@s Falcon, onde estes eram
centrifugados a 3000 x g por 15 minutos e o soloi@ma recolhido para determinagédo das
atividades enzimaticas e determinacdo de acgUcarhgores. O bagaco remanescente da

fermentacao era utilizado para medir acUcares oeglitotais.

Tabela 3.1Meio de Xiong et al. (2004) adaptado

Componentes | Unidade 5 -0 Csrnocfféggig celulase
Solucéo de Sais
KH.PO, g/L 5.0 5.0
CaCb.2H,0 g/L 0.8 0.8
MgSQO,.7H,0O o/L 0.6 0.6
(NH4)2SOy g/L 5.0 5.0
Micronutrientes
FeSQ.7H,0O mg/L 5.0 5.0
MnSOy.H,O mg/L 1.6 1.6
ZnSQ.7H,0O mg/L 14 1.4
CoCh mg/L 2.0 2.0
Tween 80 mL/L 0.2 0.2
Peptona g/L 0.75 0.75
Extrato de Levedura g/L 0.3 0.3
Bagaco g/L 10 10
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3.4.5 — Estimativa da concentracao celular

O método utilizado para quantificar a concentrac@lmlar foi 0 de massa seca,
consistindo em separar as células do meio, seca-lpssa-las. Em virtude do substrato
utilizado ndo ser homogéneo no meio e este perraane®rso na concentracao celular
transferiu-se todo o caldo fermentado para tubdsoRade 50 mL e deixou-se o bagaco
decantar por gravidade durante 10 segundos, ondélias permaneciam em suspensdo. A
suspensao de células retiradas eram centrifugaddsb®s eppendorfs de 2 mL a 12000 x g
por 10 minutos. Apos a terceira lavagem as amofiram colocadas em estufa a 80°C por
24 horas. Apos este tempo, os eppendorfs forantadbs em dessecador por 30 minutos e
pesados. Cada ponto foi realizado em duplicataadar médio obtido foi considerado para os
calculos.

Esta metodologia é uma estimativa da concentraga®llilas que ficam suspensas
apos a decantacdo do bagaco, ndo sendo possiveifigaaas células que cresceram no
residuo. Neste caso, considerando que o experinfenteealizado sempre nos mesmos
padrdes de tempo e operacdo, pode-se consideraraque € sistematico.

A expressdo que fornece a concentracdo celula) @glLuma amostra para uma

determinada temperatura e condi¢cdes de ensaieguate:

E,-E

amostra

Células(g/L) = (5)

Onde:
E:; = Peso final do eppendorf mais células;
Ei = Peso inicial do eppendorf tarado;

Vamostra= Volume da amostra (2 mL)
3.4.6 — Procedimento da reacao enzimatica utilizadoapel de filtro como substrato

Esse método determina a atividade conhecida conase-Fho sobrenadante das
culturas, através da determinacdo da concentrag@gutares redutores liberados durante a
degradacdo de uma fita de papel de filtro. Est®destoi adaptado do procedimento descrito
por Ghose (1986).

Tiras de aproximadamente 1 x 6 cm (50 mg) de pdpefiltro Whatman n°1,
enroladas em forma espiral, foram imersas em tdba@nsaio contendo previamente 1 mL de

tampao citrato de so6dio 50 mM, em pH 4,8. Os tuibeam colocados em banho-maria a
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50°C por 1 min, antes da adicdo do sobrenadantecd&ode enzima) para equilibrio da
temperatura. Em seguida, 1 mL da solucéo de enfpintaserida em cada tubo, onde reagiu a
50°C por 60 minutos. Apos o tempo de incubacaoml,sla mistura reacional foi transferida
para tubos contendo 2,5 mL do reagente DNS e abdoemn agua fervente por exatamente 10
minutos, para em seguida, ser resfriada em banlgeldecompletando o volume a 5,5 mL
com agua destilada em cada tubo. A absorbancialdgd® foi medida em 540 nm e a
concentracdo de acguUcares redutores foi determic@utea uma curva de calibracdo, Figuras

A.1 e A.3 (Anexo), onde a glicose foi utilizada appadréo.

3.4.7 — Procedimento da reacdo enzimatica utilizand carboximetilcelulose como

substrato

Esse método determina a atividade conhecida comGa&Sk| no sobrenadante das
culturas, através da determinacdo da concentrag@gutares redutores liberados durante a
degradacéo da carboximetilcelulose (CMC).

Em tubos de ensaio colocou-se 1 mL de solugcéo d€ @¥% (Carboximetilcelulose)
preparada em tampao citrato de sédio 50 mM. Osstfdram colocados em banho-maria a
50°C por 1 min, antes da adicdo do sobrenadantec&ode enzima) para equilibrio da
temperatura. Em seguida, 1 mL da solucéo de enfpintaserida em cada tubo, onde reagiu a
50°C por 15 minutos. Apos esse tempo, 0,5 mL dasstamoeeacional foi retirada e misturada a
tubos contendo 2,5 mL de DNS, onde realizou-se azgalimento de determinagdo de

aglcares redutores.

3.4.8 — Calculo das atividades enziméaticas

A atividade enzimatica das celulases foi calculawtaUl/mL através da equacéo 6
abaixo. Uma unidade das atividades de FPase e GM®Gasn definidas como a quantidade
de enzimas que liberardo o equivalente a 1 pmogldese a partir do papel de filtro

Whatman n ° 1 e carboximetilcelulose (CMC) em 1,m@spectivamente.

_ Eu [AADSIF (umol/mL) [V (mL)
t(min) W (mL)

Ul /mL

(6)

onde E; corresponde a diluicdo quando necessario, F éooda curva padrao de glicidios
redutores, Y é o volume total da mistura reacional, t é o tenigpoeacdo e A€ o volume de

sobrenadante.
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3.4.9 — Determinacédo de Agucares Redutores TotaBRT’s)

As amostras de bagaco, ndo hidrolisados pelas eszigluloliticas na cinética de
fermentacao, foram tratadas com uma solucéo de &aidirico 72,0%. Para isso a amostra
de bagaco foi tratada com 5 mL deS&, 72,0%, sob vigorosa agitacdo, por 7 minutos, em
banho termostatizado a 45,0 + 0,5°C.

A reacéo foi interrompida com 40 mL de agua defila o material hidrolisado foi
filtrado, utilizando-se papel de filtro. Apds esttapa o hidrolisado foi recolhido em baldo
volumétrico de 500 mL. Os acucares redutores tdtaesn medidos pelo método de DNS
(acido dinitrosalicilico) cuja curva de calibracésta representada nas Figuras A.2 e A4

(Anexo).

3.4.10 — Determinagdo de Acucares Redutores (AR’S)

Os acucares redutores formados durante a hidrdlise bagacos pelas enzimas
produzidas na fermentacdo foram medidos transiesed0,5 mL dos sobrenadantes em
tubos contendo 2,5 mL do reagente DNS. Apds passafeminutos em banho fervente e
resfriados completou-se o volume dos tubos parani,5com agua destilada, onde a
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 540enanconcentracdo de AR’s obtida pela

curva de calibracédo onde a glicose foi utilizadaegadrao.

3.5 — Calculo dos parametros cinéticos

A velocidade especifica de crescimento maximasx, foi calculada utilizando-se a
planilha do Microsoft Excel que contém as equagiesnétodo geométrico de calculo de
derivadas proposto por ZAJIC (Borzani et al., 2001)

As conversfes de substrato em célulg, Tbram calculadas segundo a Equacéo 8:

X =X,
S-S

Yys = (7)
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Resultados e Discussoes

3. Resultados e Discussoes

4.1 — Caracterizacao quimica dos residuos

Na composicdo quimica dos bagacos do pedunculoapeecda casca de coco
existem metabolitos de natureza néo glicidica guefazem parte diretamente da estrutura da
parede celular vegetal. Estes componentes secasgdagienominados extraiveis, séo
substancias de baixa massa molar que estdo erv®leid varias atividades metabolicas do
pedunculo e da casca de coco, como a defesa amg@aismos invasores e a sintese de
macromoléculas de fungéo estrutural ou de reserva.

Com o intuito de quantificar e remover estes mdi@isosecundarios dos residuos
foram realizadas extracbes com etanol 95% comaestdy A extracdo € importante para que
estes compostos ndo sejam contabilizados commdéigm caracterizacdo quimica. A Tabela
4.1 apresenta os percentuais de extraiveis ob#dpartir das amostras dos bagagcos sem
tratamento e pré-tratados. O total de compostosiggis foi de 6,21%, 3,31%, 3,22% e
3,09% para os bagacos de caju sem tratamentorgpaéld alcalinamente (NaOH 1M), preé-
tratado a alta pressdo e os dois tratamentos cadusn respectivamente. Em relacdo ao
bagaco de coco os percentuais de extraiveis forspectivamente, de 2,22%, 0,81%, 0,66%
e 0,50% para os residuos nao tratados e pré-tsataitmilarmente ao descrito para o
pedunculo de caju. Nesse conjunto de resultad@ss®tue os dois residuos sem tratamento
apresentam maiores percentuais de extraiveis doogueré-tratados, pois a remocao de

lignina pelos pré-tratamentos e as constantes déagagpm agua podem remover extraiveis.

Tabela 4.1. Percentual de compostos extraiveibagacos do pedunculo de caju e casca de

coco sem tratamento e pré-tratados.

5 Sem tratamento | Pré-tratado com | Exploséo a alta | Pré-tratamento
agaco
Jac (%) NaOH 1M (%) pressao(%) combinado (%)
Pedunculo de
_ 6,21 +1,10 3,31+£0,65 3,22 +£0,76 3,09 +0,61
caju
Casca de
2,22 £0,26 0,81 +0,10 0,66 + 0,22% 0,50 £ 0,38
coco

Pelo método de determinacgédo de lignina propostdfason foi possivel determinar
a quantidade de lignina total das amostras de bafjmes de extraiveis, bem como

quantificar os principais mondmeros constituintess dpolissacarideos por analise
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cromatografica dos hidrolisados. A quantidade dairia total envolve a lignina soltvel e

insoltvel. A insoltvel é definida como um residuse qéao se solubilizou em acido e que

permanece retida na biomassa (retida no papeb)filpds sofrer hidrolise acida com

aplicacao de acido sulfurico 72%. A lignina solUregresenta a porcao que sofre degradacao

durante a hidrolise acida e, desta forma, permamecdiquido do filtrado hidrolisado
(Fuentes, 2009).

Os respectivos cromatogramas dos hidrolisados agacbs do pedunculo de caju e

casca de coco estdo representados nas Figuras A.1Y (Anexo).

Tabela 4.2. Percentual massico dos componentesitaories das amostras secas e livres de

extraiveis dos bagacos de pedunculo de caju séamiato e pré-tratados

Componente Bagaco sem | Pré-tratado com | Explosao a alta Pré-tr-atamento
tratamento (%) | NaOH 1M (%) presséao (%) combinado (%)
Glicose 21,65+ 11,15 44,95 + 2,52 25,71 + 2,63 37,0521,
Xilose” 8,29 +2,42 11,66 + 0,22 9,01 +0,24 11,49+ 0,24
Arabinosé 2,78 £ 0,84 2,56 £ 0,08 2,57 £0,27 3,69 +0,16
Ac. acéticd 0,48 +0,10 0,15+0,01 0,41 +0,08 0,13 £ 0,02
Ac. formica' 0,79 £0,23 0,77 £0,13 0,64 + 0,01 1,58 + 0,80
Lignina total 30,75+ 1,95 17,25 £ 0,53 39,76 8,5 24,64 + 2,41
Furfural 1,83 + 0,04 1,95 +0,02 - —
Cinzas 0,77 £ 0,36 2,75+0,41 1,28 £ 0,59 2,04081
Pectina 4,30 £ 0,35 3,75+ 1,06 3,13+ 0,31 1,445
Total 71,64 85,79 82,51 82,06

! Presente no bagaco como componente da celulose.

2 Presente no bagaco como componente da hemicelulose

Na Tabela 4.2, encontram-se registrados os teareglicbse, xilose, arabinose e

grupo acetil para os bagagos do pedunculo de Aajpercentagens de celulose (glicose e
acido férmico) foram de 22,44% para o bagaco satartrento, 45,72% para o tratado com

NaOH 1M, 26,35% para o explodido a alta presséas,e3%6 para o tratamento combinado.

Os teores de xilose (xilanas) nestas mesmas amdstam de 8,29%, 11,66%, 9,01% e

11,49%, respectivamente, enquanto que as porceistage arabinose (presente como
substituinte da cadeia principal de xilanas) fordm 2,78%, 2,56%, 2,57% e 3,69%.

Finalmente, os teores de hemiceluloses totais sgil@arabinose, acido acético e furfural)
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presentes no bagaco sem tratamento e nos respelstigacos pré-tratados foram de 13,38%,

16,32%, 11,99% e 15,31%, respectivamente, sendogjteores de pectina foram de 4,30%,

3,75%, 3,13% e 1,44%.

Os teores de cinzas nos bagacos sem tratamento édraj@mdos foram,
respectivamente, de 0,77%, 2,75%, 1,28% e 2,04%.

Tabela 4.3. Percentual massico dos componentesitaories das amostras secas e livres de

extraiveis dos bagacos de coco sem tratamentoteapaiéos

Bagaco sem | Pré-tratado com | Explosdo a alta | Pré-tratamento
Componente )
tratamento (%) | NaOH 1M (%) presséao (%) combinado (%)
Glicose 21,28+ 1,72 47,31 £5,85 28,03 + 0,35 37,30 96,7
Xilose 9,60 + 0,97 16,36 + 5,59 15,03 £ 0,10 15,77 £ 0,69
Arabinosé 1,70 £ 0,05 1,22 +0,37 0,84 £ 0,07 0,17+£0,01
Acido
. 0,76 £ 0,07 0,96 £ 0,30 1,11 +0,11 —
acéticé
Acido
o 1,49 + 0,46 0,14 £ 0,02 0,96 £0,12 —
férmico
Lignina total 43,71 £ 0,50 29,26 + 1,77 17,74 £0,4 18,73 £ 0,42
Furfural 2,02+0,10 2,31+0,26 - —
Cinzas 2,27 £ 0,18 1,14 + 0,03 2,95 + 0,35 2,434 0
Pectina 0,82 +£0,15 0,60 £ 0,36 - -
Total 83,65 99,30 66,66 74,40

! Presente no bagaco como componente da celulose.

2 Presente no bagaco como componente da hemicelulose

A Tabela 4.3 apresenta as composi¢cdes quimicasbegacos de coco sem

tratamento e tratados, onde observa-se que osnpggace de glicose e acido férmico
(celulose) somam 22,77% para o bagagco sem tratam&ne5% para o tratado com NaOH
1M, 28,99% para o explodido a alta pressdo e 37,p@% o tratamento combinado.
Finalmente, os teores de hemiceluloses totais sgil@arabinose, acido acético e furfural)
presentes no bagaco sem tratamento e nos respeotigacos pré-tratados foram de 14,08%,

20,85%, 16,98% e 15,94%, respectivamente, sendogteores de cinzas foram de 2,27%,

1,14%, 2,95%

e 2,43%.
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Os percentuais de pectina nos bagacos sem tratangemiré-tratados foram,
respectivamente, de 0,82% e 0,60%. Os bagacossda da coco tratados a alta presséo e no
pré-tratamento combinado ndo se constatou a preskengectina.

ApoOs a analise dos percentuais dos constituintgeritd@ios de todos os bagacos
tratados e nao tratados observa-se que houve umnaumos teores de celulose em todos os
tratamentos para os dois residuos testados endoedds respectivos bagagos sem tratamento,
pois os tratamentos rompem as ligacbes da lignandibma incrementando a celulose nos
residuos e, consequentemente, reduzindo os peacedtilignina total nos mesmos. No preé-
tratamento com NaOH 1M evidenciou-se a remocaagiénh, pois observou-se a remocao
de um liquido escuro e viscoso durante os ensaigte dratamento nos dois residuos tratados.
Este liquido era extraido do bagaco por sucessdaxamyens com agua destilada. Como
constatou-se, nas Tabelas 4.2 e 4.3, os teorégnileal total do bagaco do pedunculo de caju
tratado com alcali diminui de 30,75% para 17,25%relecdo a0 mesmo sem tratamento e de
43,71% para 29,26% para o bagaco de coco tratadbnamente em relacdo ao mesmo sem
tratamento.

Em relacdo ao bagaco do pedunculo de caju tratadexplosdo a alta pressao
notou-se, pela Tabela 4.2, que o percentual denfigiotal aumentou em relacdo ao residuo
sem tratamento, de 30,75 para 39,76%, onde paegacb do coco isto ndo ocorreu. Uma
provavel justificativa seria a alta temperaturaogeracéo (200°C) do tratamento no reator
para o bagaco do pedunculo de caju, que acarratbidrolise da celulose e hemicelulose do
bagaco elevando os percentuais de lignina, paésresiduo seria mais sensivel a tratamentos
em altas temperaturas. Dessa forma, para o pegrteaito a explosdo deste residuo seria
necessario estudar faixas de temperaturas maiddsan

Observou-se ainda um ligeiro aumento nos teordsed@celulose dos bagacos do
pedunculo de caju e casca de coco, sendo que frgago de coco tratado com NaOH 1M
esse aumento foi maior. Filho (2008) citando Fd&ar(@008) afirma que o tratamento
alcalino acarreta em menor solubilizacdo da heolmst, j& que 0s processos fisico-quimicos
de pré-tratamento utilizando acido diluido, vaperatta pressdo ou agua quente possibilitam
a remocao seletiva das hemiceluloses, produzindg®@ss sacaridicas (pré-hidrolisados) com
elevado teor de pentoses e reduzido teor de lignde processos alcalinos tendem a
promover maior dissolugéo da lignina e menor stkagéo/fragmentacdo das hemiceluloses.

Conforme observado nas tabelas 4.2 e 4.3, ndonseguiu completar o balanco de
massa dos constituintes presentes nos residu@sapotima associacdo que existe entre os

principais componentes dos materiais lignocelussidificulta sua caracterizagcdo quimica,
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além de que o bagagco do pedunculo de caju contéteipas e outras substancias cuja
quantificacao néo foi objetivo deste trabalho.

4.2 — Sintese de enzimas celuloliticas

Muitos microorganismos séo classificados como pares de celulases, mas poucos
possuem um complexo celulolitico completo capadedgolimerizagéo eficiente da celulose
de residuos lignocelulésicos. richoderma reeseé um fungo de solo comum da familia
deuteromiceto que produz enzimas celuloliticas.a Pacancar a producdo maxima de
celulases, os pesquisadores estudaram durantes vanos parametros do processo de
fermentacdo que utilizam. reesei A influéncia da concentracdo de inéculo e da asigao
do meio para aperfeicoar a atividade enzimaticanfioestudadas (Sun; Cheng; Lee, 2008). A
celulose é abundantemente disponivel no planetaderia ser mais bem utilizada pela acéo
de enzimas de microorganismos capazes de coneeei@-lacucares soluveis. A celulose é
constituida por longas cadeias insoluveis de mdéale glicose unidas covalentemente, que
sdo demasiado grandes para serem transportadegsatias paredes celulares. No entanto,
pela utilizacdo de fungos, tais conio reesei enzimas conhecidas como celulases sao
secretadas e estas hidrolisam ou despolimerizagtubbse em seu componente monomerico,
a glicose, que podem ser facilmente transportadaést da parede celular e, posteriormente,
metabolizada. A producéo de celulase € a etapaanaissa na producao de etanol celuldsico
a partir de biomassa, uma vez que representa derei% do custo total (Olsson et al.,
2003). No presente estudo, avaliou-se a influétheités tipos de pré-tratamento na producao
de enzimas celuloliticas deichoderma reeseATCC 2768, a fim de solubilizar a lignina e a
hemicelulose tornando a celulose mais expostazanilo-se dois residuos lignocelulésicos,

bagaco do pedunculo de caju e casca de coco, admstrato em meio submerso.

4.2.1 - Inoculagao

O in6culo foi preparado adotando-se 0 mesmo malzato nos cultivos para
producao das enzimas, proposto por Xiong et ab4p®nde a fonte de carbono principal € a
celulose dos residuos (bagaco de caju e casca atg, @m a finalidade de adaptar o
microorganismo a estas fontes de carbono e, sessilm,aagilizar a inducao das celulases no
meio de producdo. Nao se optou por uma fonte raaiBrfente assimilavel, como a glicose
OuU sacarose, para que se atingisse mais rapidamdase exponencial, pois, como se sabe,
estas fontes reprimem a produgcdo de enzimas déhkdsl pelaTrichoderma reeseiNo
entanto, percebeu-se uma longa fase de adaptagé®e agente no meio indéculo em razdo da
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auséncia de acucares fermentesciveis sem atingiapm de crescimento maxima. Dessa
forma, assumiu-se um tempo de 48h para inoculaxpsrimentos.
A partir desse instante de inoculacéo, verificoesetodos os ensaios o estagio de

crescimento celular, Figura 4.1 a 4.8.

4.2.2 — Influéncia dos pré-tratamentos

As enzimas celulases séo induzidas pela presergadase no meio de cultivo uma
vez que este polissacarideo de alta massa molacam@egue passar através da membrana
celular, onde é necessario que a célula mantemtmrdeel de sintese de enzimas para que a
celulose possa ser parcialmente hidrolisada a csioeade menor massa molecular e a
passagem atraveés da membrana seja possivel, amassim o efeito indutivo (Netto, 1987).
No entanto, em residuos lignocelulésicos o altaugite associacdo que existe entre os
componentes poliméricos majoritarios desses resigade dificultar ainda mais a inducao a
sintese das celulases. Por esta razdo ha a neckessid emprego de um método de pré-
tratamento que amenize a interacdo entre os paiscipomponentes da lignocelulose
aumentado os percentuais de celulose na fitobi@nagzromovendo assim o aumento da
sintese celulolitica.

Na Figura 4.1 observa-se os resultados de proddadoenzimas endoglucanase
(CMCase) e exoglucanase (FPase) em meio contergi;dalo pedunculo de caju sem
tratamento como substrato. Nota-se que a atividadanatica maxima atingiu 0,535 Ul/mL
em 36 horas e 0,152 Ul/mL em 60 horas de fermeotae8pectivamente.

No instante entre 36 e 72 horas nota-se uma prbvépeessao catabodlica da
CMCase e entre 60 e 72 horas uma represséo da. KRasémente a repressdo metabolica
ocorre com enzimas responsaveis pela hidrélise alisspcarideos, como é o caso das
celulases, quando estas encontram a disposicdocutadéfacilmente assimilaveis pela
membrana da célula como no caso de acgUcares reslukdas neste caso, como observado na
Figura 4.1, ndo ocorreu propriamente uma repregsia presenca de glicose, pois a
concentracdo maxima de agucares redutores (AR'g)ia0,658 g/L abaixo da concentragédo
final de acucares redutores totais (ART’s) de 42 indicando que ainda poderia haver
sintese de enzimas. Neste caso, a provavel caugaapaibicdo seria a alta presenca da
lignina no bagaco do pedunculo de caju sem trataomeam percentuais de 30,75% de lignina
total, segundo a Tabela 4.2, uma vez que estadsuistesta intimamente ligada a celulose,

dificultando o acesso do complexo celuloliticoigagiem da celulose.
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Figura 4.1. Curva de produgcdo de enzimas celulagescimento celular, consumo de
acucares redutores totais (ART’s) e producao desAllizando bagaco do pedunculo de caju

sem tratamento como substrato.

A partir de 72 horas de cultivo ocorreu uma inagiiada CMCase e FPase para
0,320 e 0,098 Ul/mL ao final do processo. Estasigéds nas atividades enzimaticas podem
estar associadas a inativacdo das enzimas porsargrestituintes do meio, como proteases
(Ahamed &Vermette, 2008), variacdo no pH do mepawir deste instante, que acarretaria na
inibicdo das celulases (Xiong et al., 2004) outa ebncentracéo de lignina total presente no
bagaco do pedunculo de caju sem tratamento, quaéef80,75%, uma vez que este tipo de
substancia confere alta recalcitrancia ao residaonedida que a celulose é hidrolisada pela
enzima e convertida em acucares redutores no resta, concentracdo de lignina total
aumenta ainda mais, dificultando a clivagem dasyea®e provocando sua inativacao.

Os perfis das curvas de concentracao celular d¢ividagles enziméaticas, quando se
utilizou bagaco do pedunculo de caju sem tratameonoo substrato, apresentado na Figura
4.1, mostram que, a medida que a concentragcaacaumenta com o tempo e atinge uma
certa velocidade maxima, a atividade enzimatica,especial CMCase, também aumenta
atingindo um pico de atividade em 36 horas de fatagéio que, pela inclinacdo da curva,
indica uma velocidade maxima de sintese. Isso andize a sintese dessas enzimas esta
associada ao crescimento, uma vez que para quamxagucares fermentesciveis no meio,
necessarios para o metabolismo das células, @erdiavel que haja a sintese de enzimas que

possam hidrolisar a celulose dos residuos.
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Os acucares redutores totais, analisados nesthoaliepresentam a quantidade de
celulose presente no bagaco num certo instantendgot que ainda nao foram hidrolisados
pela enzima. Sendo assim, analisando a curva désAdRTFigura 4.1 nota-se que houve um
consumo de apenas 52,76% de carboidratos totaiselmédo aos 5,125 g/L de ART's
presentes inicialmente no cultivo. Como foi obsdovana Tabela 4.2 o teor maximo de
glicose quantificado no bagac¢o do pedunculo de s&qjou tratamento foi de 21,65% e um teor
de lignina total de 30,75%. Em funcéo disso o bai@osumo de acucares redutores totais
pode estar ligado a baixa concentracao de glioosiena de celulose e também ao alto teor

de lignina presente neste residuo que dificul@nda mais o consumo deste substrato.
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Figura 4.2. Curva de producdo de enzimas celulasescimento celular, consumo de
acucares redutores totais (ART’s) e producdo desARilizando bagaco da casca de coco

sem tratamento como substrato.

Nos ensaios contendo bagaco da casca de cocoataménto como substrato, como
pode ser observado na Figura 4.2, ndo se constascimento celular em virtude da falta de
inducdo de celulases no meio, ou seja, ndo saiatvidade celulolitica nos sobrenadantes
das amostras. Uma razéo para isto seria uma coac@otde lignina total ainda maior do que
a verificada no pedunculo de caju de 43,71%, segurabela 4.3, para a casca de coco,
justificando ser indispenséavel o tratamento desssiguos a fim de diminuir a alta interacao
dos componentes poliméricos dos bagacos e assma-lws bons indutores das referidas

enzimas.
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Oliveira et al. (2009) conseguiram obter, utilizandasca de coco verde sem
tratamento e avicel como substrato controle, eno m@bmerso déspergillus heteromophus
URM 269, atividades enzimaticas de 0,32 Ul/mL elll8/mL, respectivamente. Diante
desses resultados, concluiram que a diferenca tdassnde producdo de celulase nos
substratos analisados poderia ser explicada pwlodtacasca do coco verde néo ter sofrido
qualquer tipo de pré-tratamento para reduzir scalcierancia. Uma vez que a lignina confere
uma limitacdo para a assimilagdo da fonte de carbmelo microorganismo agente da
fermentacdo. Suposicdo essa que é confirmada palbes da literatura que referenciam
maior producdo de celulases em residuos que sofrpraé-tratamento. Desta forma, a
inclusdo de uma etapa de pré-tratamento, alémimidézatdo das condicbes de cultivo como
pH, temperatura, aeracdo e tempo de fermentacatergpacontribuir para aumentar a

produtividade enzimatica nesse substrato (Olivatia., 2009).
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Figura 4.3. Curva de producdo de enzimas celulasescimento celular, consumo de
acucares redutores totais (ART’s) e producao desAllizando bagaco do pedunculo de caju
como substrato pré-tratado com NaOH 1M.

A Figura 4.3 apresenta as curvas de atividadesnétizas CMCase e FPase em
meio contendo bagaco do pedunculo de caju pr&dtvatam o alcali NaOH 1M. Observa-se
que houve um aumento consideravel na atividade t@ma CMCase em relacdo ao
respectivo bagaco sem tratamento, onde a atividgdéma obtida passou de 0,535 UI/mL

para 2,160 Ul/mL em 48 horas de fermentacdo e ae~Bamentou de 0,152 Ul/mL para
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0,215 Ul/mL em 84 horas de cultivo com relagdo aesmo nao tratado. Uma possivel
justificativa para isso, como pode ser verificad® Tabela 4.2, seria 0 aumento dos
percentuais de celulose de 22,77% do peduncul@jdesem tratamento para 45,72% para o
mesmo tratado com hidroxido de soédio 1M e uma @aolwe lignina total de 30,75% para
17,25%, respectivamente, proporcionado assim unii@omeducdo a sintese dessas enzimas
pela maior presenca de celulose no meio.

Sun et al. (2008), utilizanddrichoderma reeseiRUT-C30 para producdo de
celulases em meio contendo p6 de palha de arrop sotvstrato lignoceluldsico pré-tratado
com NaOH 10% e sem tratamento, obtiveram 1,07 UlteeLFPase em meio contendo
residuo tratado alcalinamente e 0,71 Ul/mL em roeidendo palha de arroz sem tratamento
em 12 horas de cultivo. Wen et al. (2005), utildaresterco de laticinios como substrato
lignoceluldsico para producdo de FPase e CMCasearmoncentracdo de esterco de 10g/L
(base seca), temperatura de 25,5°C, velocidadgi@ded@o de 175rpm e pH inicial do meio de
5,7 conseguiram, num tempo de operacdo de 6-8 ulas,atividade celulolitica maxima de
1,74 Ul/mL de FPase e 12,22 Ul/mL de CMCase. Aietlal. (1996) cultivand®richoderma
reeseiQM 9414 em meio contendo bagaco de cana-de-asaoatratamento ou tratado com
alcalis a temperatura ambiente e utilizando Av{celulose microcristalina) como substrato
controle encontraram 0,085, 0,090 e 0,163 Ul/mhtilddade FPase, respectivamente, sendo
a atividade utilizando bagacos como substrato méaajue quando foi utilizado Avicel. A
atividade celulolitica nao foi detectada quandoalgagde cana tratado alcalinamente a 100°C
foi utilizado. Portanto, comparando-se estes rada#t reportados da literatura com os obtidos
neste trabalho pode-se dizer que quando se utitesiduos do bagaco do pedunculo de caju
e casca de coco conseguiu-se atividades celuddititenores do que as atividades em meio
contendo palha de arroz ou esterco como substna®s, maiores do que as atividades
reportadas quando se utilizou bagaco de cana ¢ratadlinamente e nédo tratado.

Nos intervalos de tempo entre 48 e 120 horas dv@wonstata-se uma reducgéo da
atividade CMCase para 1,534 Ul/mL e a partir deh8as uma queda na sintese de FPase
para 0,104 Ul/mL caracterizando uma inativacaoidegese das enzimas no meio. O declinio
na sintese de FPase é mais acentuado do que esesiet CMCase, indicando que a primeira
€ mais sensivel a inativacdo provocada, possivéémerela formacdo de proteases ou
variagdo de pH do meio, do que a CMCase. Dessaafoanalisando os perfis de
concentracdo celular e de atividades enzimaticas®gue a CMCase é totalmente associada
ao crescimento, uma vez que quando a velocidaderetzimento de células aumenta a

sintese desta enzima também cresce exponencialreaqteanto que a FPase continua sendo
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produzida mesmo quando a concentracdo de célulestagiliza, indicando uma associacdo
parcial desta enzima ao crescimento celular.

Observa-se na Figura 4.3 que ao final do processandis aclcares redutores
disponiveis no meio (0,760 g/L) do que ART’s (0,Hll) ocorrendo o cruzamento da curva
de AR’s com a de ART's em 72 horas de cinética.oBtg onde ocorre este cruzamento é
denominado ponto méaximo de inducédo, cuja inducdoeca a ser comprometida quando
aumenta o acumulo da concentracdo de glicose no, ragia vez que a velocidade de
hidrolise (k) € maior que a velocidade de consumo de subgfrato

Além disso, nota-se que houve um alto consumo hidose em forma de acglcares
redutores totais de 98,38% em relacdo ao ART d&36g2L que havia no inicio do cultivo,
proporcionado pela alta producdo das enzimas ewstapeEste alto consumo também pode
estar associado a maior exposicdo de glicose nagbado pedunculo de caju tratado
alcalinamente, 44,95%, pois este pré-tratamentsilpittou aumentar o teor de celulose pela
remocao de lignina no bagaco, cuja composi¢cao daiB0,75% para 17,25% em relagcéo ao

bagaco sem tratamento.
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Figura 4.4. Curva de produgcdo de enzimas celulagescimento celular, consumo de
acucares redutores totais (ART’'s) e producdo desARlizando bagaco da casca de coco

como substrato pré-tratado com NaOH 1M.

No conjunto de ensaios onde se utilizou bagacoadaacde coco como substrato

tratado com NaOH 1M observa-se, Figura 4.4, asasude producdo de endoglucanase e
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exoglucanase utilizando este residuo pré-tratadeocsubstrato. Nota-se que as atividades
enziméticas atingiram 0,480 Ul/mL ao final da femagdo e 0,073 Ul/mL a partir de 48

horas, respectivamente, sendo estes resultadose#mres do que os obtidos com o bagaco
de coco sem tratamento, considerando que houveunmerdo nos percentuais de celulose
deste residuo em relacdo ao mesmo sem tratamenéeoddo com a Tabela 4.3, de 22,77%
para 47,45% e uma reducdo de lignina total de 48,phra 29,26%. Entretanto estes
resultados sdo bem inferiores aos obtidos com @doaglo peddnculo de caju tratado

alcalinamente (2,160 Ul/mL de CMCase e 0,215 Ul/deLFPase). Isto pode ter ocorrido,

provavelmente, pelo fato do tratamento néo termifdio a cristalinidade do bagaco do coco,
uma vez que enzimas celuloliticas sdo mais benzidds pela presenca de celulose com
baixo indice de cristalinidade (Fan et al., 1987).

Neste tipo de pré-tratamento do residuo da casceode constata-se que, pela
inclinagcdo da curva da CMCase, que a velocidadgndese é praticamente constante em todo
cultivo e que mais uma vez esta estd associadaesoirmento celular. Nos intervalos de
tempo entre 48 e 84 horas a atividade enzimatiead-Bofre uma represséo catabdlica e apds
84 horas uma reducéo na atividade, indicando quaeéemais sensivel a inibicdo provocada
por metabdlitos ou acidos produzido durante a fataggio, uma vez que a CMCase nao foi
inativada.

A concentracdo de ART’s ao final do processo atii2gh18 g/L e de AR’s 0,478 g/L
ocorrendo um consumo de acucares redutores taadpehas 49,5%. Sendo assim, mesmo
com o aumento da concentracdo de glicose no batm@wco em relacdo ao mesmo sem
tratamento, onde o percentual de glicose pass®L@8% para 47,31%, pelo aumento do
teor de celulose e reducao da lignina total naluesio consumo foi muito baixo comparado
com o consumo de ART’s do bagaco do pedunculo jdetrzaado com NaOH 1M que foi de
98,38%. Certamente, a baixa sintese das enzimasa€MEFpase no bagaco de coco tratado
alcalinamente ocasionou esta reducao.

Constata-se também, pelas Figuras 4.3 e 4.4, queneentracdo de acucares
redutores é muito baixa, indicando que ha uma nwncentracdo de xilose do que glicose
residual no meio, considerando que ha sintese Zlmas hemiceluloliticas e que estas estao
hidrolisando a hemicelulose dos residuos e quetodaélo DNS nao é capaz de quantificar
xilose como acgucar redutor.

Em relacdo as atividades enzimaticas endoglucamas®glucanase induzidas por
bagaco de coco reportadas da literatura, Munisw&abharyulu (1994) investigaram a

utilizacdo da fibra de coco pré-tratada com pemdxdd hidrogénio como substrato para a
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producdo de enzimas celulases por cultivo semilg@eTrichoderma virideNCIM 1051. A
atividade FPase e carboximetilcelulase maximasfata 4,27 e 12,05 Ul/g, respectivamente,
obtidas em 7 dias de fermentacdo. Awafo et al. (R@3tudaram a producdo de enzimas
celuloliticas por duas linhagens @achoderma reeseQMY-1 e MCG 80 em fermentacéo
semi-sélida utilizando palha de trigo como substhiginoceluldsico tratada com uma solucao
alcalina de NaOH 1M, onde obtiveram uma atividadzreatica FPase de 8,38 Ul/mL para
T. reeseQMY-1 e 9,88 Ul/mL pard. reeseMCG 80.
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Figura 4.5. Curva de producdo de enzimas celulasescimento celular, consumo de
acucares redutores totais (ART’s) e producao desARlizando bagaco do pedunculo de caju

explodido a alta pressdo como substrato.

Tratamentos fisicos como explosfes em reatoreg@dwair o grau de associacao de
uma fitobiomassa, onde a abertura da fibra € pemeqela rapida descompressao do
sistema, geralmente gera compostos refratariosp darfurais e compostos aromaticos, que
podem inibir o crescimento de microorganismos. Egs®idores podem surgir pela quebra
da molécula da lignina (Ohgren et al., 2007).

Ao analisar a Figura 4.5 que apresenta os resugltddocultivo utilizando como
substrato bagaco do pedunculo de caju tratado yjgosfio a alta pressdo observa-se uma
atividade endoglucanasica de 0,853 Ul/mL e exoglasiaa de 0,172 Ul/mL em 60hs e 84hs
de fermentacao, respectivamente. Comparando-serestdtados com aqueles obtidos com o

pedunculo de caju tratado alcalinamente percelmpiseocorreu uma queda na sintese das
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duas enzimas. Todavia, a Tabela 4.2 mostra que tipstde pré-tratamento ndo houve uma
maior eficiéncia no aumento dos percentuais ddassguonde ocorreu um ligeiro aumento de
22,44% para 26,35% em relacdo ao bagaco sem tra@anisste resultado € bem inferior aos
45,72% de celulose alcancados com o pedunculo getedado com NaOH 1M. Uma
possivel justificativa para a reducédo das atividagigando se utilizou bagaco explodido em
relacdo ao tratado alcalinamente seria ao aumenfeitentual de lignina neste tipo de pré-
tratamento, onde ocorreu um aumento de 30,75% 3% em relacdo ao bagaco sem
tratamento.

Outra justificativa seria 0 aumento da severidadepe-tratamento por exploséo
(aumento da temperatura e/ou do tempo de resid@aaiaaterial no reator) provocar o inicio
das reacdes de desidratacdo das pentoses e hekosesa formacdo de furfural e
hidroximetilfurfural, que sdo compostos que podaihiii a inducédo de enzimas celuloliticas,
além de aumentar as reacdes de condensacgdo dusstaroutras subestruturas que compdem
0s extraiveis. O pré-tratamento por explosdo tamfsorece a quebra de ligacdes mais
termoestaveis da lignina, principalmente as ligags©-4, levando a formacdo de novas
ligacoes e a fragmentacéo de partes do compongnieito (Pitarelo, 2007).

A atividade FPase sintetizada quando se utilizogab@a do pedunculo de caju
explodido a alta pressdo como substrato apresemaabaixa inclinacdo entre o inicio e 72
horas de cultivo, onde neste intervalo de tempoolcentracdo celular e a atividade
endoglucanasica atingem a velocidade maxima, e #rho8as essa atividade atingiu um
méximo de 0,172 Ul/mL, sendo ainda sintetizada apdase de declinio da concentragéo
celular, indicando uma associacao parcial ao eresuo de células. Tanto a CMCase quanto
a FPase sofrem inativacdo a partir de 60 e 84 hdeasermentacdo, respectivamente,
possivelmente pela formacgéo de compostos refratarommo furfurais e compostos organicos,
resultantes da quebra das ligacdes intermolecutiadgnina durante o pré-tratamento por
exploséo a alta presséao.

O bagaco da casca de coco tratado por explosdta gra@ssao apresentou uma
atividade maxima de CMCase em 72hs de fermentag@06@2 Ul/mL e de FPase em 108 hs
de 0,052 Ul/mL, como verificado na Figura 4.6. Canamdo-se estes dados com os obtidos
para o residuo tratado alcalinamente, constatarsaumento da CMCase, cujo valor obtido
foi de 0,480 Ul/mL, e uma ligeira reducdo de FPasgo resultado foi de 0,073 Ul/mL
conseguido anteriormente. O consumo de ART’s pata ensaio foi de 44,5%, sendo,

portanto, menor que os 49,5% obtidos com o tratéoreenterior.
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Figura 4.6. Curva de producdo de enzimas celulasescimento celular, consumo de
acucares redutores totais (ART’s) e producédo desARilizando bagaco da casca de coco

explodido a alta pressdo como substrato.

Nota-se que o0s resultados de atividades enzimatisCase e FPase séo
semelhantes, pois apesar do tratamento alcalirauteentado a concentracéo de celulose de
21,28% para 47,31%, em comparagcdo com 0O residuo tisgamento, o bagaco ainda
permaneceu com alta concentracdo de lignina (29,28&caso do bagaco explodido a alta
pressédo, onde a atividade enzimatica CMCase {0,622 Ul/mL ligeiramente maior do que
a obtida quando se utilizou o bagaco tratado algaiente, este percentual foi de 17,74%,
portanto menor do que o teor de lignina obtido nataimento alcalino. Quanto se compara
esses resultados com aqueles obtidos pelo bagapedimculo de caju explodido, onde a
atividade enzimatica CMCase foi de 0,853 Ul/mL eagdPde 0,172 Ul/mL, nota-se que este
pré-tratamento foi capaz de melhorar o rendimeat@eCase em relagédo ao residuo do coco
tratado alcalinamente, mas ndo resultou num remdonenaior em relacdo ao mesmo
tratamento utilizado para o pedunculo de caju.

Segundo Fan et al. (1987) a celulose possui regifiamente ordenadas (regides
cristalinas) estabilizadas por numerosas ligac@$idrogénio intra e intermoleculares, e
areas menos ordenadas ou amorfas, onde as cagieissrdaam uma orientacdo randomizada.
Em funcdo dessa alta organizacao apresentadagdelase cristalina, esta tem sido apontada
por muitos autores como sendo menos suscetivivagem de enzimas celulases do que a
celulose amorfa.
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Supdbe-se, assim, que a celulose do bagaco da daswaco pode ter um grau de
cristalinidade maior do que a celulose do residogpedinculo de caju, uma vez que a
celulose cristalina € menos suscetivel a clivageonrl das enzimas celuloliticas constitutivas
que iniciardo a hidrolise da celulose em celoobgoarideos, que por sua vez induzirdo a
sintese de endoglucanases (CMCase). Sendo a eellto®agaco do pedunculo de caju
amorfa, a producdo de CMCase serd maior, pois @stectipo de celulose € mais facilmente
hidrolisada pela enzima, entdo esta ird produzir a umuantidade inicial de
celooligossacarideos maior, induzindo a sintesemdes enzimas celuloliticas, pois € a
presenca de celooligossacarideos como celobiogdoese que consiguirdo induzir mais
facilmente a producgé&o de celulases.

Conforme observado nas Tabelas 4.2 e 4.3 o pa@¥emito por explosdo a alta
presséo seguido de tratamento com NaOH 1M propwuioma exposicao de celulose maior
do que aqueles conseguidos por exploséo a altsgoresujo percentual de celulose aumentou
de 26,35% para 38,63% em relacdo ao bagaco do pddide caju e de 28,99% para 37,30%
para o residuo da casca de coco, embora estess/édoiham sido inferiores aos obtidos para

0s bagacos tratados alcalinamente.
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Figura 4.7. Curva de producdo de enzimas celulasescimento celular, consumo de
acucares redutores totais (ART’s) e producao desAlRlizando bagaco do pedunculo de caju

como substrato simultaneamente explodido a alssfoee pré-tratado com NaOH 1M.
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Sendo assim, observando a Figura 4.7 nota-se umidade endoglucanasica de
1,013 Ul/mL, ao final do cultivo, maior do que aida com o bagaco do pedunculo de caju
explodido a alta presséao (0,853 Ul/mL), e uma ddéige FPasica de 0,075 Ul/mL em 84hs
menor que a obtida anteriormente (0,172 Ul/mL). ddsamo de ART’s foi de 61,45%,
portanto superior ao conseguido com o pedunculcafletratado somente por explosao que
foi de 47,4%. O maior incremento na producdo deidaile endoglucandsica no extrato
enzimatico produzido utilizando este residuo emcéd ao mesmo tratado por explosdo pode
ser explicado pela maior exposicado de celulose atenal, que aumentou de 26,35% para
38,63%, proporcionando uma indu¢do maior. Esteemento também pode ser justificado
pela possivel eliminagdo de compostos inibidoresadps durante a etapa de explosdo, na
sequéncia de sucessivas lavagens com agua destpjadao tratamento alcalino do bagaco

descarregado do reator.
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Figura 4.8. Curva de produgcdo de enzimas celulagescimento celular, consumo de
acucares redutores totais (ART’'s) e producdo desARlizando bagaco da casca de coco

como substrato simultaneamente explodido a alssgacee pré-tratado com NaOH 1M.

Estas atividades enzimaticas ainda sdo bem medorgse aquelas obtidas com o
bagaco do peddnculo de caju tratado com NaOH 1Mg awonseguiu-se uma atividade
endoglucanasica de 2,160 Ul/mL e exoglucanasic®,d&5 Ul/mL, uma vez que neste
tratamento, além de ndo haver a formacdo de coogpasibidores pela degradacdo das
hexoses e pentoses devido a alta temperatura eygreada pelo residuo na explosao, houve

maior incremento no teor de celulose e a maiorg&alde lignina total.
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Awafo et al. (2000) utilizando palha de trigo cosubstrato lignoceluldsico tratados
com NaOH 1M seguido de exploséao a vapor, com vagemperatura de 170°C e tempo de
residéncia do residuo no reator de 6,5min, pardygdo de celulase por duas linhagens de
Trichoderma reeseQMY-1 e MCG 80 obtiveram atividade FPase de 7,80nU e 6,85
Ul/mL, respectivamente, em fermentacdo semi-solida.

Em relacdo ao bagacgo de coco explodido, de acanthoacFigura 4.8, aferiu-se um
consumo de ART's em torno de 56% maior do que 0%%4de carboidratos totais
conseguidos com o residuo de coco tratado somentexplosdo. Ao final das 120hs de
fermentacdo chegou-se 0,741 Ul/mL de CMCase e aaividade FPase muito baixa em
relacédo aos tratamentos anteriores (0,029 Ul/mL).

Observando-se as curvas de atividades e crescinehtlar das Figuras 4.7 e 4.8
quando se utilizou os bagacos do pedunculo de eajoasca de coco pré-tratados
simultaneamente por exploséo e por tratamento ¢draxido de sédio 1M como substratos
evidencia-se que hd uma completa associacdo dsseside atividade enzimatica FPase e
CMCase no intervalo de tempo correspondente adapenencial de crescimento celular.
Neste caso constata-se que neste pré-tratament@wdambém a associacdo da sintese de

FPase com o crescimento celular, favorecendo estpatamento.
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4.3 — Estudo cinético

A partir dos dados de crescimento celular e constensubstrato obtidos, calculou-
se a velocidade maxima especifica de crescimert@,( e o fator de conversédo de substrato

em células (Ys). Os resultados sdo mostrados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Parametros cinéticos referentes adsvazilem meio contendo bagaco do

pedunculo de caju sem tratamento e pré-tratado.

Xmax | CMCasel FPase

Ensaio max (N Ys (9/
Hamas (1) (6/0) (g/L) | (UML) | (UML)

Sem tratamento 0,325+0,08, 0,472+0,09 1,53} 0,53p 0,152

Z[fl"”atame”to comNaOH | 4 479 +010| 0435002 2926 2160 0,215
Pre-tratamento por explosao|ay 147 4 9 09| 0373+0,12 1,93F 0853 0,172
alta pressao

Pré-tratamento por

iy
explosdo/NaOH 1M 0,250 + 0,05/ 0,493 + 0,0% 2,250 1,018 0,075

A4

Analisando a Tabela 4.4, observa-se que a maioocidelde especifica de
crescimento celular ocorreu quando se utilizou gaba do pedunculo de caju tratado
alcalinamentej,max = 0,479 A, bem como o melhor resultado de concentracéo naéxien
células, Xax = 2,925 g/L; isto significa que o microorganisnamseguiu se adaptar melhor
em meio contendo este tipo de substrato. O segmetlwor resultado dgxmax foi conseguido
com o bagaco sem tratamenitQmsx = 0,325 F, sendo menores os obtidos pelos bagacos
tratados por explosdo e por explosdo a alta prééa@H 1M, 0,147 i e 0,250 H,
respectivamente. Isto indica que estes ultimos préaporcionaram uma boa adaptacdo do
microorganismo ao meio possivelmente em virtudéodaacao de compostos, durante o pré-
tratamento, que inibiram a producéo das celulases.

No ensaio em que se utilizou baga¢co do pedunculcajlecomo substrato tratado
alcalinamente, apresentando a maior velocidadecé®@ede crescimento celular, obteve-se
uma atividade endoglucanasica de 2,160 Ul/ml elegagasica de 0,215 Ul/mL, sendo estas
as maiores atividades conseguidas para este raeddtre todos os tratamentos estudados. As

menores atividades enzimaticas foram obtidas quaedatilizou este residuo tratado por
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exploséo a alta pressdo como substrato, 0,852 QImL, respectivamente. Neste ensaio a
velocidade especifica de crescimento também fobmegna = 0,147 H.

As conversdes de células ndo apresentaram difereleceendimentos significativas
capazes de apontar o melhor pré-tratamento. O badac¢pedunculo de caju tratado
simultaneamente por explosdo e NaOH 1M ¥ 0,4935, apresentou-se um rendimento
ligeiramente maior seguido pelo sem tratament@,10,4e pelo tratado alcalinamente, 0,4355.
O menor rendimento de células foi obtido utilizamdoesiduo do pedunculo de caju tratado
por exploséo a alta presséao, 0,3735.

No conjunto de ensaios onde se utilizou bagagoadaacde coco como substrato
verifica-se, pela Tabela 4.5, que o microorganigacece ter se adaptado melhor em meio
contendo bagaco tratado alcalinamentg,sx = 0,098 H, do que aqueles tratados por
explosdo a alta presséo e explosdo/alcalino, 0e08D36 M, respectivamente. O bagaco
tratado alcalinamente também apresentou o mellsoitaglo de conversdo de substrato em
células, ¥ = 0,54, e a maior concentracao de célulagx X 1,975 g/L.

Tabela 4.5. Parametros cinéticos referentes atisasiem meio contendo bagaco da casca de

coco pré-tratado.

Xmax | CMCase| FPase

EnsaIO XMAax h-l YXS /
Hma (1) =09 | iy | iy

Pré-tratamento com NaOH 1M0,098 + 0,025 0,54 +0,10 1,97p 0,480 0,073

Pré-tratamento por explosao

~ a0,049 +0,019| 0,40 * 0,04
alta presséo

3=

1,176 0,62p 0,052

Pré-tratamento por

explosdo/NaOH 1M 0,036 £0,010; 0,41 + 0,0

1,21p 0,741 0,029

Q)

Analisando-se os resultados ggsx das Tabelas 4.4 e 4.5 observa-se que o bagaco
do pedudnculo de caju possibilitou uma maior ad#@atago microorganismo no meio de
cultivo, uma vez que o maior resultado de velo@dadpecifica maxima de crescimento
obtida utilizando-se bagaco de coco como substiata, = 0,098 i, apresenta-se menor do
que as velocidades obtidas quando se utilizou medisinde caju,umax = 0,325 H. As
concentracbes maximas de células também se a@mesentiores em meio contendo
pedunculo de caju como substratgusX= 2,925 g/L, uma vez que o melhor resultado de
células para o bagaco da casca de cogg, X1,975 g/L, foi obtido quando se utilizou este

residuo pré-tratado alcalinamente.
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4. Conclusoes

A caracterizacdo quimica dos residuos lignocelob&sidemonstra que os pré-
tratamentos utilizados foram capazes de aumentperagntuais de celulose na fitobiomassa,
sendo que o tratamento alcalino proporcionou o angkndimento para os dois residuos. O
percentual de celulose praticamente dobrou eméaelap bagaco sem tratamento e o pré-
tratamento por explosao apresentou o menor renttimpais houve um ligeiro aumento de
celulose de 22,44% para 26,35% para 0 bagaco danpeld de caju e de 22,77% para
28,99% para o bagaco de coco.

O pré-tratamento alcalino possibilitou a maior ggude lignina total no bagaco do
pedunculo de caju, onde o percentual foi reduzidsg a metade. Quanto ao bagaco de coco,
o tratamento a explosdo apresentou a maior redugdigercentuais de lignina total, onde
houve uma reducao de 43,71% para 17,74% em red@mcBagaco de coco sem tratamento.

Os melhores resultados de atividades enzimatidasantio pedunculo de caju como
substrato foi obtido quando este foi pré-tratadm Gidroxido de sédio 1M, uma vez que este
tratamento proporcionou a maior exposicdo de cstuloa biomassa. O pré-tratamento a
exploséo a alta pressdo e o combinado resultaraatieitades enzimaticas menores do que
as obtidas utilizando o pedunculo de caju tratéclinamente.

No caso do bagaco da casca de coco o tratamentexpiysdo a alta presséo
resultou na melhor inducdo a enzima CMCase e antixito alcalino possibilitou a melhor
sintese de FPase.

Comparando-se os dois residuos em funcdo de sgaméntos, pode-se dizer que
em todos os pré-tratamentos do pedunculo de captivadades enzimaticas mostraram-se
melhores do que os respectivos tratamentos uttizae bagaco de coco como substrato nos
cultivos. De forma geral, pode-se dizer que o baght; pedinculo de caju é um indutor de
enzimas celuloliticas melhor do que o bagaco de,quar apresentar menor recalcitrancia e
menor resisténcia aos pré-tratamentos para auneedtgestibilidade das fibras.

Quanto ao crescimento celular ao analisar os \&ldos parametros de velocidades
especificas para os dois residuos pode-se dizéorrda geral, que o bagaco do pedunculo de
caju proporcionou as melhores condicbes de adaptdgamicroorganismo no meio, em
funcdo de oferecer menos resisténcia aos pré-teatas e também por conter menores

percentuais de lignina total.
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A producdo de celulases e sua aplicagdo na hidrdiksmateriais lignocelulésicos
sao tecnologias em fase de desenvolvimento, parguas determinadas ferramentas e
estratégias podem ser aplicadas visando o aumermimdutividade e economicidade.

O processo de producao dessas enzimas, que s@masrte inducdo, enfrenta um
gargalo associado a repressado da sintese da esnmadida que acucares sdo acumulados no
meio de cultivo. O acumulo resulta em virtude ddosidade da reacdo de hidrolise
processada pela enzima sintetizada, ser supenefo&idade de consumo destes acucares
pelo microorganismo produtor da enzima. Uma egjiatgédequada para atacar este gargalo €

0 processo descontinuo alimentado, sendo objatovdstigacdo em trabalhos futuros.
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Tabela A.1. Pontos experimentais para construcaoida do DNSmol/mL)

Glicose | Abs | Abs Abs
(umol/mL) 1 2 | (Média)

1 0,001} 0,012, 0,007
2 0,102, 0,113 0,108
3 0,221} 0,232| 0,227
4 0,345 0,333| 0,339
5
6
7
8

0,462| 0,411, 0,437
0,546| 0,512 0,529
0,636| 0,653| 0,645
0,766/ 0,779 0,773
10 1,050 1,046| 1,048
11 1,188 1,195| 1,192
12 1,284| 1,249| 1,267
13 1,433 1,449| 1,441
14 1,557 1,567| 1,562
15 1,667 1,6/3| 1,670

Tabela A.2. Pontos experimentais para construc@nia do DNS (mg/mL)

Glicose | Abs | Abs Abs
(mg/mL)| 1 2 | (Média)

0,18 0,001 0,012 0,007
0,36 0,102 0,113 0,108
0,54 0,221} 0,232| 0,227
0,72 0,345 0,333 0,339
0,90 0,462 0,411| 0,437
1,08 0,546 0,512 0,529
1,26 0,636 0,653| 0,645
1,44 0,766 0,779| 0,773
1,80 1,050 1,046| 1,048
1,98 1,188 1,195 1,192
2,16 1,284 1,249| 1,267
2,34 1,433 1,449| 1,441
2,52 1,557 1,567 1,562
2,70 1,667 1,673] 1,670
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16

Glicose (umol/mL) = 8,2777*Abs + 1,2797
R? = 0,9986

14

Conc. de Glicose (umol/mL)

: : , : , : , : : , :
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75
Absorbancia

Figura A.1. Curva de calibracdo do DNS de 04/1282Qénol/mL)

3,0 -
Glicose (mg/mL) = 1,49*Abs + 0,2303

R’ = 0,9986
2,51

2,0

1,51

1,0 -

Conc. de Glicose (mg/mL)

0,5

0,0

" . . " . " . . .
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75
Absorbancia

Figura A.2. Curva de calibracdo do DNS de 04/128200g/mL)
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Tabela A.3. Pontos experimentais para construc@nia do DNS mol/mL)

Glicose | Abs | Abs Abs
(umol/mL) 1 2 (Média)

1 0,093| 0,097| 0,095
2 0,212] 0,204| 0,208
3 0,300/ 0,303| 0,302
4 0,401| 0,394| 0,398
5 0,485| 0,516 0,501
6
7
8
9

0,621| 0,622| 0,622
0,709 0,707 0,708
0,771/ 0,794| 0,783
0,961 0,963| 0,962
10 1,096/ 1,077 1,087
11 1,137] 1,148| 1,143
12 1,301 1,341 1,321
13 1,403 1,437| 1,420
14 1,506| 1,584| 1,545

Tabela A.4. Pontos experimentais para construc@mia do DNS (mg/mL)

Glicose | Abs | Abs Abs
(mg/mL)| 1 2 | (Média)

0,18 0,093 0,097| 0,095
0,36 0,212 0,204| 0,208
0,54 0,300 0,303| 0,302
0,72 0,401 0,394| 0,398
0,90 0,485 0,516 0,501
1,08 0,621 0,622| 0,622
1,26 0,709 0,707| 0,708
1,44 0,771 0,794| 0,783
1,62 0,961 0,963| 0,962
1,80 1,096 1,077 1,087
1,98 1,137 1,148| 1,143
2,16 1,301 1,341} 1,321
2,34 1,403 1,437 1,420
2,52 1,506 1,584| 1,545
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16 4

Glicose (umol/mL) = 8,865*Abs + 0,4553
14 R2 = 0,9965

Conc. de Glicose (umol/mL)

o+
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Absorbancia

Figura A.3. Curva de calibracdo do DNS de 24/0822Qénol/mL)

2,54

Glicose (mg/mL) = 1,5957*Abs + 0,0819
R2 =0,9965

Conc. Glicose (mg/mL)

0o+

T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Absorbancia

Figura A.4. Curva de calibracdo do DNS de 24/082200g/mL)
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Area

600000

Area = 265318,55*Glicose (g/L) - 4140,126
R®=0,99935

T T T T T T T T T T T
0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00
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Figura A.5. Curva de calibracédo de glicose paranatografia
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Figura A.6. Curva de calibracéo de xilose para atografia
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Figura A.

7. Curva de calibracdo de arabinose pamaatografia
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Figura A.8. Curva de calibracdo de &cido formicapmaomatografia
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Figura A.9. Curva de calibracéo de acido acética peomatografia
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Figura A.10. Curva de calibracao de furfural pamatografia
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Tempo
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Figura A.11. Cromatograma dos hidrolisados do bagaccaju sem tratamento.
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Figura A.12. Cromatograma dos hidrolisados do bagaccaju tratado com NaOH 1M.
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Figura A.13. Cromatograma dos hidrolisados do bagacgpedunculo de caju explodido.
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Figura A.14. Cromatograma dos hidrolisados do baghy; pedinculo de caju explodido e
tratado alcalinamente.
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Tempo
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Figura A.15. Cromatograma dos hidrolisados do bagagcoco sem tratamento.
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Figura A.16. Cromatograma dos hidrolisados do bagagcoco tratado alcalinamente.
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Figura A.17. Cromatograma dos hidrolisados do bagagcoco explodido a alta presséo.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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