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GUEDES, Rodrigo Caetano – Estudo da influência de pré-tratamentos de dois resíduos 
lignocelulósicos (bagaço do pedúnculo de caju e casca de coco) utilizados como substrato na indução 
à síntese de enzimas celulolíticas. Dissertação de mestrado, UFRN, Programa de Pós-Graduação em 
Engenharia Química. Área de concentração: Engenharia de Processos, Natal/RN, Brasil. 

Orientadora: Profª. Drª. Gorete Ribeiro de Macedo 
Co-Orientador: Prof. Dr. Everaldo Silvino dos Santos 

RESUMO – Recentemente o etanol de segunda geração, obtido da fermentação dos 
hidrolisados de celulose, vem despertando a atenção mundial por ser uma alternativa viável e 
ambientalmente correta ao petróleo, uma vez que aumentar a produção de etanol a partir do 
melaço da cana-de-açúcar, o etanol de primeira geração, implicaria na utilização de terras 
destinadas a produção de alimentos. Entretanto, o etanol de celulose exige rotas tecnológicas 
que ainda o tornam pouco competitivo, como a produção de enzimas que quebrem a celulose 
em glicose, as celulases, e a adoção de um processo de pré-tratamento eficiente e de baixo 
custo capaz de diminuir o grau de interação que existe nas fibras vegetais. No presente 
trabalho, Trichoderma reesei ATCC 2768 foi cultivada em meio submerso para produção de 
celulases utilizando como substratos resíduos lignocelulósicos, bagaço do pedúnculo de caju e 
bagaço de coco, sem tratamento e tratados com NaOH 1M e por explosão a alta pressão. Os 
experimentos de produção das enzimas foram realizados em meio submerso e conduzidos em 
incubador rotatório (temperatura de 27ºC, velocidade de agitação de 150 rpm e pH inicial do 
meio de 4,8). Os resultados mostraram que T. reesei ATCC 2768 apresentou maior produção 
de celulases em meio contendo bagaço do pedúnculo de caju tratado com NaOH 1M (2,160 
UI/mL de CMCase e 0,215 UI/mL de FPase), onde o consumo de celulose em forma de 
açúcares redutores totais foi de 98,38%, quando comparado com o mesmo tratado por 
explosão a alta pressão (0,853 UI/mL de CMCase e 0,172 UI/mL de Fpase), apresentando um 
consumo de 47,39% de ART’s. Os resultados mostraram ainda que a produção de celulase é 
menor em meio contendo bagaço de coco tratado com NaOH 1M (0,480 UI/mL de CMcase e 
0,073 UI/mL de FPase), chegando-se a 49,5% de ART’s consumidos. O bagaço do pedúnculo 
de caju sem tratamento apresentou uma atividade bem inferior (0,535 UI/mL de CMCase e 
0,152 UI/mL de FPase) quando comparado aos bagaços com tratamento e o bagaço de coco 
não-tratado não apresentou atividade enzimática. A concentração máxima de células foi maior 
quando se utilizou como substrato os bagaços do pedúnculo de caju e casca de coco tratados 
alcalinamente, 2,92 g/L e 1,97 g/L, respectivamente, do que aqueles tratados por explosão a 
alta pressão, 1,93 g/L e 1,17 g/L. Conclui-se que o pedúnculo de caju é um potencial indutor à 
síntese de enzimas celulolíticas, apresentando-se melhor que o bagaço de coco bem como o 
tratamento melhora bastante o processo de síntese das enzimas. 
 
Palavras-chave: enzimas celulolíticas, resíduos lignocelulósicos, pré-tratamentos, Trichoderma reesei. 
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Abstract 

Nowadays generation ethanol second, that t is obtained from fermentation of sugars of 
hydrolyses of cellulose, is gaining attention worldwide as a viable alternative to petroleum 
mainly for being a renewable resource. The increase of first generation ethanol production i.e. 
that obtained from sugar-cane molasses could lead to a reduction of lands sustainable for 
crops and food production. However, second generation ethanol needs technologic pathway 
for reduce the bottlenecks as production of enzymes to hydrolysis the cellulose to glucose i.e. 
the cellulases as well as the development of efficient biomass pretreatment and of low-cost. In 
this work Trichoderma reesei ATCC 2768 was cultivated under submerged fermentation to 
produce cellulases using as substrates waste of lignocellulosic material such as cashew apple 
bagasse as well as coconut bagasse with and without pretreatment. For pretreatment the 
bagasses were treated with 1 M NaOH and by explosion at high pressure. Enzyme production 
was carried out in shaker (temperature of 27ºC, 150 rpm and initial medium pH of 4.8). 
Results showed that T.reesei ATCC 2768 showed the higher cellulase production when the 
cashew apple bagasse was treated with 1M NaOH (2.160 UI/mL of CMCase and 0.215 
UI/mL of FPase), in which the conversion of cellulose, in terms of total reducing sugars, was 
of 98.38%, when compared to pretreatment by explosion at high pressure (0.853 UI/mL of 
CMCase and 0.172 UI/mL of Fpase) showing a conversion of 47.39% of total reducing 
sugars. Cellulase production is lower for the medium containing coconut bagasse treated with 
1M NaOH (0.480 UI/mL of CMcase and 0.073 UI/mL of FPase), giving a conversion of 
49.5% in terms of total reducing sugars. Cashew apple bagasse without pretreatment showed 
cellulase activities lower (0.535 UI/mL of CMCase and 0,152 UI/mL of FPase) then 
pretreated bagasse while the coconut bagasse without pretreatment did not show any 
enzymatic activity. Maximum cell concentration was obtained using cashew nut bagasse as 
well as coconut shell bagasse treated with 1M NaOH, with 2.92 g/L and 1.97 g/L, 
respectively. These were higher than for the experiments in which the substrates were treated 
by explosion at high pressure, 1.93 g/L and 1.17 g/L. Cashew apple is a potential inducer for 
cellulolytic enzymes synthysis showing better results than coconut bagasse. Pretreatment 
improves the process for the cellulolytic enzyme production.  
 
Keyword: cellulolytic enzymes, lignocellulosic wastes, pretreatments, Trichoderma reesei. 
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Rodrigo Caetano Guedes, Fevereiro/2010 

1. Introdução Geral 

A humanidade tem buscado, nas últimas décadas, substituir cada vez mais fontes 

não-renováveis de energia como o petróleo e o carvão mineral por fontes alternativas 

renováveis que possam ser tão eficientes energeticamente e economicamente viáveis como o 

petróleo. Essa busca é motivada, principalmente, pela escassez desse mineral na matriz 

energética mundial, o que tem provocado súbitas altas no preço do barril de petróleo bem 

como pela crescente preocupação com as mudanças climáticas causadas pelo aquecimento 

global em virtude da emissão de gases, pela queima de combustíveis fósseis, causadores do 

efeito estufa (Szklo & Schaeffer, 2006). 

Em função disso, o etanol de primeira geração, obtido de açúcares diretamente 

fermentescíveis, tem despertado a atenção mundial não só por ser um combustível renovável, 

mas por ser uma tecnologia pronta e em operação há três décadas apresentando-se como uma 

alternativa aos combustíveis fósseis. Acontece que o Brasil e os Estados Unidos, os maiores 

produtores mundiais desse biocombustível, não conseguiriam atender a demanda mundial por 

etanol, uma vez que a produção nesses países é dedicada quase exclusivamente a abastecer os 

seus mercados internos, onde para suprir esta demanda seria necessário utilizar mais áreas 

agricultáveis prejudicando a produção de alimentos (Méjean & Hope, 2010). 

Uma alternativa complementar ao etanol do melaço da cana-de-açúcar produzido no 

Brasil e ao amiláceo produzido nos Estados Unidos seria converter a celulose (um polímero 

da glicose formado por seis carbonos, as hexoses) e a hemicelulose (composta por açúcares de 

cinco carbonos, chamados de pentoses) da palha e do bagaço de cana-de-açúcar a etanol, o 

chamado etanol de segunda geração. Com isso poder-se-ia incrementar em muito a produção 

atual de etanol abdicando da utilização de mais terras aráveis. Para tanto, a conversão da 

lignocelulose a etanol requer etapas que ainda o tornam pouco competitivo economicamente 

em relação ao álcool do melaço de cana-de-açúcar, uma vez que essas etapas ainda são 

bastante onerosas (Tan; Lee; Mohamed, 2008). 

Disponibilizar açúcares diretamente fermentescíveis, a partir da lignocelulose, 

demanda no mínimo quatro etapas: pré-tratamento químico e/ou físico da biomassa a fim de 

tornar a celulose mais exposta, produzir enzimas capazes de hidrolisar a celulose e 

hemicelulose em carboidratos monoméricos fazendo uso de um substrato de baixo custo, a 

subseqüente hidrólise ácida ou enzimática da fibra lignocelulósica em glicose e xilose e por 

fim a fermentação desses açúcares em etanol utilizando uma levedura específica (Soccol et 

al., 2009). 
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O pré-tratamento e a produção de enzimas celulolíticas são, dentre esses processos 

citados, os que vêm demandando a maior atenção nas pesquisas de produção do etanol de 

segunda geração, pois, no que diz respeito ao primeiro, sabe-se que a lignocelulose possui 

uma proteção natural, a lignina, um material estrutural da planta, que está associada à parede 

vegetal celular e confere rigidez, impermeabilidade e resistência a ataques aos tecidos 

vegetais (Almeida et al., 2007). Portanto a lignina dificulta a sacarificação da celulose, sendo 

necessário dispor de um tratamento preliminar eficiente e de baixo custo para tentar melhorar 

a digestibilidade da biomassa e torná-la mais acessível à clivagem das enzimas que hidrolisam 

a celulose em glicose. A produção das enzimas também requer muita pesquisa, pois estas são 

importadas e de alto custo. Sendo assim, é preciso utilizar microorganismos altamente 

produtivos em enzimas do complexo celulase e substratos lignocelulósicos bons indutores 

dessas enzimas visando o barateamento das mesmas (Soccol et al., 2009). 

O gargalo de se utilizar enzimas para hidrolisar a celulose em glicose reside na 

questão econômica, uma vez que seria necessária uma quantidade exagerada de complexos 

celulolíticos para desencadear o processo, sendo estas ainda bastante caras, onerando ainda 

mais o processo (Meyer; Rosgaard; Sorensen, 2009). O sucesso da produção dessas enzimas, 

além de estar ligada a utilização de microorganismos eficientes, também depende do 

desenvolvimento de processos que reduzam custos de matérias-primas, já que estes são 

responsáveis por boa parte do custo de produção. Apesar disso, poucos trabalhos têm sido 

publicados visando produzi-las a partir de resíduos (Juhász et al., 2005). 

Substratos agroindustriais como bagaço do pedúnculo de caju e o bagaço de coco 

podem conter bons níveis de celulose capazes de suprir a necessidade de fonte de carbono 

para a produção de celulases, tornando-se assim bons indutores dessas enzimas. Por outro 

lado a disponibilidade desses resíduos nem sempre segue um padrão de composição em 

termos de celulose e hemicelulose devido às variações naturais e aos pré-tratamentos 

necessários. Entretanto, a utilização de resíduos proporciona a redução nos custos de 

produção para níveis competitivos em relação aos similares obtidos por outras vias e, ao 

mesmo tempo, reduz os problemas ambientais relativos ao descarte e aos custos do tratamento 

(Makkar & Cameotra, 2002). 

Deve-se ainda considerar que no Brasil são produzidos os mais diversos subprodutos 

e resíduos agroindustriais (ex. bagaços de cana-de-açúcar, pedúnculo de caju, coco verde) em 

virtude da grande produção agrícola do país. Entretanto, a disposição dos resíduos gerados 

nestes setores, está se transformando em um sério problema ambiental. Tendo-se em vista a 

busca de matérias-primas renováveis que sejam viáveis para produção de enzimas 
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celulolíticas e que possibilitem a redução de custos e aumento da produtividade destacam-se a 

utilização do bagaço do pedúnculo de caju e o bagaço de coco, subprodutos do 

beneficiamento da castanha de caju e da água de coco, respectivamente. 

A produção de pedúnculos de caju no Brasil é estimada em torno de 1,8 milhão de 

toneladas/ano concentrando-se basicamente na região Nordeste e com aproveitamento 

industrial de apenas 15% do total (Santos; Silva; Macedo, 2008). No caso do coco, são 

produzidos anualmente em torno de 1,5 bilhões de frutos com peso médio de 1,6 Kg 

(coqueiro gigante), estando entre os dez maiores produtores do mundo sendo 85% desta 

produção no nordeste brasileiro, onde a água de coco é o produto com maior valor agregado 

(Aragão, 2002). Sendo assim, a quantidade desperdiçada desses dois resíduos apresenta 

elevada concentração de nutrientes que têm potencial de uso para conversão por 

microorganismos, na obtenção de produtos de alto valor agregado como enzimas. 

Este projeto é desenvolvido por uma equipe formada por pesquisadores de quatros 

estados Ceará, Paraíba, Pernambuco e Rio Grande do Norte envolvendo seis instituições: 

Universidade Federal do Ceará (UFC/CE), Embrapa Agroindústria Tropical 

(EMBRAPA/CE), Universidade Federal de Campina Grande (UFCG/PB), Universidade 

Federal de Pernambuco (UFPE/PE), Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE/PE) 

e Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN/RN). Neste contexto, com a presente 

proposta, o grupo de pesquisadores, coordenado pela Profa. Gorete Ribeiro Macedo (UFRN), 

propõe-se viabilizar a consolidação de uma rede indutora de parcerias, que permita a troca de 

experiências e a articulação no sentido de concentrar esforços, contribuindo para a ampliação 

da base biotecnológica da Região NE. A produção de bioprodutos, destacando-se enzimas e 

bioetanol, pode ser realizada através da conversão destes resíduos, que são ricos em açucares 

diretamente fermentescíveis ou não, proteínas e sais minerais. Destes constituintes, chama-se 

a atenção para a celulose e lignocelulose, que são apropriados para a produção de bioetanol, 

permitindo a ampliação da matriz de energia alternativa do NE sem maiores conseqüências 

ambientais. 

Dessa forma, a presente dissertação tem como objetivo inicial caracterizar os 

resíduos lignocelulósicos, bagaço do pedúnculo de caju e casca de coco, em termos de 

extraíveis, pectina, celulose, hemicelulose e lignina. Em seguida avaliou-se a influência de 

três tipos de pré-tratamentos (tratamento alcalino, explosão a alta pressão e os dois 

combinados) na produção de enzimas celulolíticas em cultivo descontínuo submerso a fim de 

se obter condições para uma otimização na produção das mesmas. 
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1. Revisão Bibliográfica 

2.1 – O Caju 

O caju é a mais importante cultura socioeconômica da exploração de sequeiro auto-

sustentável no Rio Grande do Norte. A área cultivada no Estado é superior a 120 mil hectares 

concentrando-se mais de 96% em propriedades de até 100 hectares, estabelecidas no extrato 

de agricultores familiares e pequenos produtores rurais. As exportações de amêndoas de 

castanha de caju alcançaram em 2009 um montante de 32,8 milhões de dólares posicionando-

se como o terceiro produto agropecuário mais exportado (Costa, 2009). 

O cajueiro pertence à família Anacardiaceae, gênero Anacardium L., espécie 

Anacardium occidentale L. (cajueiro comum), sendo a única espécie do gênero que é 

cultivada com finalidade comercial. O caju é constituído por um pseudofruto formado por um 

pedúnculo alargado e o fruto verdadeiro, a castanha, em forma reniforme de 3 cm de 

comprimento de coloração cinza verde. O cajueiro ocupa uma posição importante entre as 

árvores frutíferas tropicais em virtude da crescente comercialização dos seus produtos 

principais: a castanha, o líquido da casca da castanha de caju (LCC) e o pedúnculo de caju. A 

planta é encontrada na América Central, África, Índia, Vietnã e Brasil que se destacam como 

os maiores produtores de castanha de caju (70% da produção mundial). A cultura do caju é 

uma das principais atividades agronômicas do Nordeste do Brasil, onde quase toda a produção 

está concentrada nos estados do Ceará, Piauí e Rio Grande do Norte. A maior parte da 

produção da castanha de caju e do LCC é destinada para exportação. O LCC é usado para 

fazer resinas fenólicas e pós de fricção para indústria automotiva. Além de apresentar 

propriedades anti-sépticas. A castanha de caju e o pedúnculo também são utilizados na 

alimentação humana (Santos et al., 2007). 

O bagaço de caju, o subproduto do pedúnculo após a extração do suco, representa 

aproximadamente 20% do peso total do pedúnculo (AGRIANUAL, 2000). É uma das maiores 

fontes de resíduos produzidos pela indústria agronômica de caju. Sua exploração é restrita a 

utilização como complemento nutricional para a ração animal. No entanto, esta utilização é 

limitada, devido à sua degradação rápida, o que impossibilita a conservação. Deste modo, 

estima-se que o aproveitamento do pedúnculo para industrialização seja inferior a 12% da 

produção (Lima, 2008). Dentre os fatores de influência estão a alta perecibilidade do 

pedúnculo do caju, associada ao curto período da safra e a inexistência de métodos 

econômicos de preservação da matéria-prima (Costa, 1999). 
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Assim como outros materiais lignocelulósicos, o bagaço do pedúnculo de caju é 

constituído principalmente por celulose, hemicelulose, pectina e lignina, podendo ser utilizado 

na produção de polpas celulósicas, das quais podem ser obtidos diversos produtos como, por 

exemplo, o etanol. 

2.2 – Bagaço de coco 

Algumas plantas são cultivadas apenas para a extração de fibras, no entanto, na 

maioria dos casos, as fontes de fibra são subprodutos agrícolas, e estas podem ser não só 

importante fonte de fibras, mas também de produtos químicos e outros produtos industriais. A 

cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.) no Brasil é um bom exemplo desta situação. Em 

2007, cerca de 2,77 bilhões de toneladas de coco foram produzidos, em uma área cultivada de 

273.459 ha. A produção de coco é principalmente destinada à extração de leite de coco e coco 

ralado. Neste setor é utilizado o coco maduro com cerca de 10 a 11 meses de idade. No 

entanto, uma menor mas considerável parte dessa produção é direcionada para o consumo in 

natura da água de coco verde, com cerca de 6-8 meses de idade. Estas diferenças nas idades 

promovem características químicas distintas nas fibras e no teor da água. Os subprodutos 

agroindustriais de coco maduro têm algumas aplicações como o têxtil (tapetes, carpetes), o 

isolamento dos edifícios (térmica) e veículos automotores (almofadas, tampos do assento). 

Apesar de sua casca ser rica em micronutrientes, com propriedades físico-químicas de grande 

potencial em diversas aplicações, é atualmente disposta em aterros sanitários. Em resposta à 

demanda sócio-ambiental, algumas formas de aproveitamento destes resíduos estão sendo 

estudadas. Estudos sobre o uso da casca de coco verde e seus derivados (endocarpo, fibras e 

mesocarpo) variam da aplicação em agronomia a processos biotecnológicos. Entre as várias 

aplicações sugeridas, a utilização em fermentação em estado sólido, substrato agrícola, fonte 

de tanino para aplicações industriais, para reforço de compósitos poliméricos, como suporte 

para imobilização de amilase e lipase. Para um número destas aplicações, as características da 

superfície da fibra são muito importantes para obter um produto de alta qualidade (Brígida et 

al., 2010). 

Há um número limitado de estudos sobre a composição química da fibra de coco no 

Brasil. Além disso, alguns desses estudos relatam composições diferentes para este resíduo, 

mostrando uma boa variação no teor de celulose (39-53%) e um teor de lignina muito 

semelhante (38-41%) em comparação com outras fibras lignocelulósicas brasileiras 

(Tomczak; Sydenstricker; Satyanarayana, 2007). 
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2.3 – Composição química dos materiais lignocelulósicos 

Os resíduos lignocelulósicos são ricos basicamente em lignina, hemicelulose e 

celulose e são utilizados para diversas aplicações, dependendo da sua composição e 

propriedades físicas. De acordo com a formação estrutural de um determinado vegetal durante 

o seu crescimento, a sua composição pode variar bastante de uma espécie para outra. De uma 

forma geral a biomassa celulósica contém de 40-50% de celulose, um polímero de glicose; 

25-35% de hemicelulose, um polímero heterogêneo de açúcares e de 15-20% de lignina, uma 

organização de unidades fenil-propeno não-fermentáveis, além de quantidades menores de 

minerais, óleos, açúcares solúveis, e outros componentes (Wyman et al., 2005). A Tabela 2.1 

apresenta os valores dos componentes de alguns resíduos celulósicos. 

Tabela 2.1. Composição química de alguns resíduos lignocelulósicos (Satyanarayana; 

Guimarães; Wypych, 2007) 

Fonte Celulose 
(%) 

Hemicelulose 
(%) 

Lignina 
(%) 

Cinzas 
(%) 

Extraíveis 
(%) 

Bagaço de 

cana 
54,3 – 55,2 16,8 – 29,7 24,3 – 25,3 1,1 0,7 – 3,5 

Bambu 33 – 45 30 20 – 25 – – 

Caule da 

bananeira 
60 – 65 6 – 8 5 – 10 1,2 – 

Juta 60 22,1 15,9 1,0 – 

Rami 80 – 85 3 – 4 0,5 – 6,4 

Piaçava 31,6 3 – 4  48,4 – – 

Palha de arroz 51 – 70 – 12 – 16 15 – 20 9 – 14 

Casca de 

curauá 
70,7 – 73,6 21,1 7,5 – 11,1 0,79 – 0,9 2,5 – 2,8 

Casca de 

abacaxi 
83 – 12 – – 

Sisal 74 – 75,2 10 – 13,9 7,6 – 7,98 – – 

Coco 43,4 – 53 14,7 38,3 – 40,8 – 3,5 

Algodão 90 6 – – 0,4 

Luffa 

cylindrica 
62 20 11,2 0,4 3,1 
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A parede celular vegetal é uma das mais importantes estruturas das fibras 

lignocelulósicas, cuja composição é muito variada, constituída basicamente por grupos de 

macromoléculas heterogêneas. Na sua constituição há, além de polissacarídeos, pequenas 

quantidades de proteínas e substâncias fenólicas. É composta por três tipos de camadas 

distintas: a lamela média, parede celular primária e parede celular secundária (Lagaert; 

Beliën; Volckaert, 2009). Essa conformação é apresentada na Figura 2.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.1. Esquema da célula vegetal com detalhes das diferentes camadas da parede celular 

secundária (S1, S2 e S3), a parede primária e a lamela média entre as paredes primárias de 

células adjacentes (Kretschmann, 2003). 

A parede celular vegetal pode ser normalmente dividida em três regiões distintas: a 

lamela média, uma substância intercelular, que consolida a união de duas células adjacentes, a 

parede primária e a secundária. A parede comum entre duas células, assim, aparece como uma 

estrutura tríplice, delimitando a membrana plasmática de cada célula. Elas se separam ao 

longo da lamela média, criando espaços intercelulares. Estes espaços formam uma rede 

interligada em boa parte da planta e tem um importante papel na aeração e troca de gás 

(Reiter, 2002). A parede celular primária é formada por microfibrilas de celulose incorporadas 

em uma matriz de polissacarídeos não-celulósicos, que incluem hemiceluloses e pectinas, e as 
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proteínas estruturais. A rede de celulose/hemicelulose co-existe com uma rede composta de 

polissacarídeos pécticos (Popper, 2008). 

A parede celular secundária é depositada internamente à parede celular primária no 

início da diferenciação, uma vez que o crescimento da célula cessa. No entanto, esse tipo de 

parede não está presente em todos os tipos de células. Parênquimas e colênquimas 

freqüentemente têm apenas a parede celular primária. Em Spermatophytos, a composição da 

parede celular secundária varia de um tipo de célula para outra, o que reflete a sua função. Por 

exemplo, muitas paredes celulares secundárias, particularmente as células de xilema, contêm 

lignina, que aumenta a resistência da parede (Popper, 2008). 

A lignificação é a fase final da diferenciação celular, onde a lignina depositada 

estabelece ligações covalentes e não covalentes com a matriz de carboidratos, formando o 

chamado complexo lignina-carboidratos. O processo de diferenciação destas células resulta 

em uma intensa lignificação e na morte celular programada. A lignificação da parede celular 

tem início na região da parede celular primária e se estende em dois sentidos, para o exterior 

em direção à lamela média, ou para o interior da célula, onde se desenvolve a parede 

secundária. Células com parede celular secundária são muito rígidas, como é o caso das fibras 

e elementos vasculares, e são extremamente importantes para a sustentação do vegetal, 

atuando no suporte e condução de água e outros fluidos na planta (Bragatto, 2007). 

A parede celular secundária contém tipicamente três camadas distintas, S1, S2 e S3, as 

quais são diferenciadas, em espessura, composição e orientação das microfibrilas de celulose. 

A camada exterior S1 é a mais fina (0,1 – 0,35 µm) e representa apenas 5 – 10 % da espessura 

total da parede celular. Nesta camada as microfibrilas de celulose formam um ângulo de 60-

80º em relação ao eixo da célula. A camada intermediária S2 é a mais espessa (1-10 µm) e 

representa 75-85 % da espessura total da parede celular, e a orientação das microfibrilas 

forma um ângulo de 5-30º em relação ao eixo da célula. As características relacionadas à 

espessura e à orientação das microfibrilas influenciam diretamente as propriedades físicas e 

mecânicas da célula. Assim, a camada S2 é a mais importante na parede celular. Já a camada 

S3 é relativamente fina (0,5-1 µm), e forma um ângulo de 60-90º em relação ao eixo da célula 

(Bragatto, 2007). 

Numa célula com parede celular secundária, a camada que compreende a lamela 

média e a parede celular primária é rica em substâncias pécticas quando comparada ao 

restante do material. A camada S3 e parte interior da S2 têm um conteúdo de celulose mais 

elevado, enquanto a camada S1 e a parte exterior da camada S2 são relativamente ricas em 

hemiceluloses (Bragatto, 2007). 



Revisão Bibliográfica 

11 
Rodrigo Caetano Guedes, Fevereiro/2010 

2.3.1 – Celulose 

A celulose é o biopolímero mais abundante da Terra, com uma estimativa de 180 

bilhões de toneladas produzidas anualmente na natureza. Uma grande parte da economia do 

mundo depende diretamente da celulose, que é essencial para a produção de fibras de 

produtos têxteis e de papel, fibra e madeira para construção civil. A celulose é uma notável 

estrutura que possui uma resistência maior à tração que o aço. A sua rigidez é conseqüência 

direta do crescimento da planta, uma vez que a orientação da deposição desse polímero 

determina a forma da célula e, portanto, a morfologia do tecido, em grande medida (Perrin, 

2001). A importância da celulose como um componente essencial de plantas e seus usos em 

nossa vida diária não pode ser subestimada. Curiosamente, a celulose também é o 

polissacarídeo mais importante utilizado na indústria, e considerando suas características 

físicas únicas, tem sido amplamente estudado por químicos desde a sua descoberta inicial por 

Anselme Payen, há quase 165 anos (Klemm et al., 2005). 

Diferentemente da maioria dos biopolímeros conhecidos a celulose, um 

homopolissacarídeo de cadeia linear, é uma molécula simples, que consiste de um conjunto de 

anéis de β-D-glicopiranose unidas por ligações do tipo β-D (1 4) glicosídicas, como 

apresentado na Figura 2.2. Essas ligações favorecem o crescimento linear da cadeia 

conferindo insolubilidade em água, considerável grau de cristalinidade, elevada massa 

molecular e estrutura rígida (Saxena; Brown, 2008). Como resultado, a celulose é definida 

menos por sua estrutura primária (unidades repetitivas de celobiose em toda a cadeia) e mais 

pela sua estrutura de ordem secundária e superior, em que as cadeias de interação via 

intramolecular e ligações de hidrogênio intermoleculares, bem como as interações de van der 

Waals, podem dar origem a diferentes formas de celulose (O'Sullivan, 1997). 

 

H

HH

H

O OR

H

OH

O

OH

H

H

H

H

O

H

O

OH

OH

H

HH

H

O

H

OH

O

OH

H

H

H

H

OH

H

O

OH

OH

OH

OH

OH

OH  

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

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

A celulose apresenta polimorfismo, e as diferentes formas de celulose são geralmente 

definidas por sua cristalinidade, caracterizada por uma grande quantidade de moléculas 
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orientadas, mas é também feita referência a outras formas não cristalinas, como a amorfa onde 

se nota certa desorganização (Kondo; Togawa; Brown, 2001). Em função de sua maior área 

superficial, vários autores têm sugerido que a estrutura amorfa da celulose é mais susceptível 

à clivagem de enzimas celulolíticas do que a cristalina. A Figura 2.3 apresenta as zonas 

cristalina e amorfa das protofibrilas de celulose. 

 

Figura 2.3. Zona cristalina e amorfa nas fibrilas ou protofibrilas da celulose. 

2.3.2 – Hemicelulose 

As hemiceluloses são o segundo grupo polissacarídico mais abundante na natureza 

depois da celulose e, dependendo do tecido, são responsáveis por 10-30% da biomassa seca 

de um tecido. Elas são definidas como hetepolissacarídeos não-celulósicos insolúveis em 

água, mas que podem ser extraídas com solução aquosa de álcali e hidrolisadas, em seus 

componentes monossacarídicos, com ácido sulfúrico diluído. Apesar de sua importância 

quantitativa, as hemiceluloses são muitas vezes negligenciadas em estudos ecológicos, 

principalmente devido às dificuldades de análise associados à sua heterogeneidade química 

(Schädel et al., 2010). De acordo com a Figura 2.4 a unidade monomérica principal da 

hemicelulose é a xilose. 
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Figura 2.4. Estrutura da hemicelulose 

As hemiceluloses possuem baixo peso molecular com um grau de polimerização da 

ordem de 80-200. Suas fórmulas gerais são (C5H8O4)n e (C6H10O5)n, chamadas de pentosanas 

e hexosanas, respectivamente. São formadas de um número relativamente limitado de 

açúcares residuais. Os principais são as pentoses (D-xilose, L-arabinose e L-ramnose), as 

hexoses (D-glucose, D-manose e D-galactose) e os ácidos urônicos (ácido 4-O-metil-

glucurônico e ácido galacturônico) (Sun et al., 2000). As unidades monoméricas constituintes 

da hemicelulose são visualizadas na Figura 2.5. 
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L-Arabinose (3), D-Xilose (4), D-Manose (5), 4-O-Metil-D-Glucorônico (6) e L-Ramnose (7) 

(Sjöström, 1992). 
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Geralmente, as hemiceluloses são anexadas à celulose por pontes de hidrogênio e 

ligações cruzadas entre as microfibrilas de celulose. São depositadas na parede celular em 

estágio anterior a lignificação, assemelhando-se, estruturalmente, mais com a celulose do que 

com a lignina. O agregado celulose/hemicelulose confere rigidez às paredes celulares, devido 

à estabilidade e flexibilidade do conjunto em função da cadeia ramificada da hemicelulose 

interagir facilmente com a celulose. A desagregação das moléculas hemicelulósicas na fase 

inicial de crescimento celular pode, em parte, perturbar esta rede que, por sua vez, provoca 

uma diminuição da rigidez das paredes celulares dos tecidos dos vegetais (Cheng et al., 2009). 

2.3.3 – Pectinas 

Santos et al. (2008) citando Uenojo & Pastore (2007) mostra que as pectinas são 

macromoléculas glicosídicas de alto peso molecular que formam o maior componente da 

lamela média das paredes primárias de células de vegetais superiores. Quimicamente são um 

complexo coloidal de polissacarídeos ácidos, composto de resíduos de ácido galacturônico 

unidos por ligações α-1,4, parcialmente esterificados por grupos metil e parcial ou 

completamente neutralizados por uma ou mais bases (íons sódio, potássio ou amônio). A 

Figura 2.6 apresenta a estrutura química de uma pectina. 
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Figura 2.6. Estrutura de uma substância péctica 

2.3.4 – Lignina 

A palavra lignina vem do latim lignum, que significa madeira. Trata-se de um dos 

principais componentes dos tecidos de gimnospermas e angiospermas, ocorrendo em vegetais 

e tecidos vasculares. Sabe-se que a lignina tem um importante papel no transporte de água, 

nutrientes e metabólitos, sendo responsável pela resistência mecânica de vegetais, além de 

proteger os tecidos contra o ataque de microorganismos. Vegetais primitivos, algas e liquens 

não são lignificados (Fengel & Wegener, 1989). 

A lignina é uma substância amorfa, de natureza aromática e muito complexa, e faz 

parte da parede celular e da lamela média dos vegetais. Pode ser definida como um material 

polifenólico amorfo com estrutura tridimensional baseada em três precursores monoméricos: 

os álcoois coniferílico, sinapílico e p-cumarílico como apresentado na Figura 2.7 (Dence & 
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Lin, 1992). A estrutura da lignina é bastante complexa e possui vários tipos de ligações 

químicas estáveis do tipo C-C, aril-éter e diarílicas, sendo as mais abundantes as β-O-4 e α-O-

4, β-5, β-1, 5-5, β-β e β-O-5 (Higuchi, 1985). Um modelo proposto para lignina de Fargus sp 

é mostrado na Figura 2.7. 
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Figura 2.7. Estrutura dos álcoois precursores da lignina (Sjöström, 1992) 

Lapierre (1993) classificou a lignina em core e não core, com base em sua 

susceptibilidade relativa à hidrólise. 

- Lignina não core: consiste de compostos fenólicos de baixo peso molecular, liberados da 

parede celular por hidrólise, que é representada por ácidos p-hidroxicinâmico éster-ligados. 

- Lignina core: consiste de polímeros fenilpropanóides da parede celular, altamente 

condensados e muito resistentes à degradação. Eles são compostos de unidades p-

hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S), em proporções diferentes, de acordo com sua 

origem. 
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Figura 2.8. Estrutura da Lignina de Fargus sp (Fengel e Wegener, 1989) 

Sarkanen (1998) observaram que a quantidade relativa da fração molar de aldeídos 

produzidos pela reação de oxidação com nitrobenzeno é um indicador da abundância relativa 

das unidades C9 (H, G e S). Assim, numa classificação inicial de ligninas segundo a presença 

dessas unidades, tem-se que: ligninas de madeiras duras, ou angiospermas, são formadas 

principalmente de unidades G e S; ligninas de madeiras moles, ou gimnospermas, são 

formadas fundamentalmente de unidades G; ligninas de gramíneas compreendem G-S-H. 

Porém, existem ligninas de certas espécies de gimnospermas e de gramíneas que apresentam 

abundância de G e S (Chen, 1991). 

Ligninas de plantas herbáceas são do tipo S-G, sendo mais parecidas com as ligninas 

de angiospermas que de gimnospermas (Sarkanen, 1998). Portanto, em uma conceituação 
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mais precisa, as ligninas são classificadas nos seguintes grupos: Tipo G; Tipo G-S; e Tipo H-

G-S. A lignina da folha do milho é do tipo H-G-S (Chen, 1991). 

Em plantas herbáceas, a lignina não pode ser definida apenas como proveniente de 

derivados ácidos fenólicos. Deve-se trabalhar com as definições core e não core para 

descrever o material residual e os componentes ácidos hidrocinâmicos liberados durante a 

hidrólise, respectivamente. Assim, essas definições, segundo Ralph & Helm (1993), são 

convenientes para investigações dentro do aspecto nutricional das forragens, bem como para 

comparar a composição das plantas, pois esta terminologia discute aspectos moleculares da 

estrutura da lignina. Portanto, somente derivados do ácido hidrocinâmico, que estão 

covalentemente ligados aos polímeros da parede celular, são liberados durante a hidrólise, 

constituindo a chamada lignina não core. Conseqüentemente, derivados de ácidos 

hidrocinâmicos que compõem a lignina através de ligações inter-resistentes a hidrólise, pela 

definição, constituem as ligninas core. 

2.3.5 – Extraíveis 

É importante diferenciar os componentes da parede celular, polissacarídeos e lignina, 

daqueles compostos estranhos à fibra vegetal, os quais não são considerados essenciais à 

estrutura da parede celular ou da lamela média. Muitos destes últimos componentes são 

prontamente solúveis em água ou solventes orgânicos neutros, razão pela qual são 

coletivamente denominados extraíveis. Outros, como proteínas e sais de ácidos inorgânicos, 

por outro lado, podem ser completamente insolúveis nos solventes utilizados para a remoção 

dos extraíveis (Ramos, 2003). 

Freqüentemente associados a propriedades como cor, cheiro e sabor, os extraíveis 

são constituídos por substâncias de baixa massa molar envolvidas no metabolismo da planta. 

Quimicamente, consistem em açúcares, compostos aromáticos, ceras, ácidos graxos e resinas 

(terpenos, lignanas, estilbenos, flavonóides), entre outros. Em geral, perfazem de 2 a 8% da 

massa total em base seca, sendo os teores encontrados em folhosas geralmente superiores 

àqueles presentes em coníferas. Estes compostos desempenham um papel importante no 

processo de biodegradação dos vegetais, pois podem atuar como mediadores que fomentam a 

redução de íons metálicos como o Fe3+ e a atividade de enzimas como a manganês 

peroxidase. Por outro lado, também podem atuar como protetores das plantas contra o ataque 

de microorganismos, devido à atividade antimicrobiana exibida por vários de seus 

constituintes (Carvalho et al., 2009). 
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2.4 – Pré-tratamento de materiais lignocelulósicos 

Nas plantas, a parede celular age naturalmente como uma proteção física contra 

microorganismos. Alguns desses microorganismos sintetizam enzimas hidrolíticas que 

promovem o rompimento das fibras da parede celular vegetal. Do ponto de vista evolutivo, a 

estrutura da parede celular vegetal se desenvolveu naturalmente para evitar a penetração 

desses microorganismos. Substratos relacionados com fatores que afetam a digestibilidade 

enzimática são normalmente associados a uma macro-escala, como a porosidade da parede 

celular e o tamanho da partícula da biomassa lignocelulósica. Em micro-escala, esses fatores 

estão associados à cristalinidade da celulose e ao grau de polimerização, ramificações das 

cadeias hemicelulósicas, composição da lignina e etc. Para uma eficiente indução à síntese de 

enzimas celulolíticas e conseqüente conversão biológica da celulose em açúcares 

fermentescíveis, é importante modificar as propriedades físico-químicas da parede celular 

vegetal, que pode ser feito através de uma etapa de pré-tratamento, cuja representação pode 

ser observada na Figura 2.9. Existe uma extensa variedade de materiais lignocelulósicos, que 

vão desde ervas, resinosas e folhosas, que têm diferentes propriedades físicas e químicas. Por 

este motivo, existe uma interdependência entre o pré-tratamento, o tipo de substrato, e a 

maneira que estes, eventualmente, serão processados (Sousa et al., 2009). 

 

Figura 2.9. Pré-tratamento dos materiais lignocelulósicos. 

É evidente que a escolha do pré-tratamento irá impactar nas propriedades físicas da 

biomassa pré-tratada. Essas propriedades também irão afetar profundamente em processos a 

jusante, como seleção microbiana para produção de enzimas, pré-condicionamento, utilização 

de co-produtos, manuseamento de resíduos e recuperação do etanol. Conseqüentemente, a 

escolha dos pré-tratamentos terá um impacto econômico sobre cada um dos estágios de uma 

biorefinaria. Estes aspectos fazem do tratamento preliminar a operação central no 
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processamento da biomassa lignocelulósica na obtenção de enzimas e na produção de 

combustíveis e produtos químicos (Hendriks & Zeeman, 2009). 

2.4.1 – Pré-tratamento mecânico 

Moagem (corte da biomassa lignocelulósica em pequenos pedaços) é um pré-

tratamento mecânico da lignocelulose. O objetivo deste pré-tratamento é a redução da 

dimensão das partículas e da cristalinidade. Este processo conduz a um aumento da superfície 

específica disponível e uma redução do grau de polimerização (DP). 

Na maioria dos casos o aumento da superfície específica e a redução do grau de 

polimerização (DP) são fatores que aumentam o rendimento da hidrólise total da 

lignocelulose, em torno de 5 a 25% (dependendo do tipo de biomassa, tipo de moagem, e da 

duração da moagem) e também reduz o tempo de digestão para 23 a 59%, proporcionando um 

aumento na taxa de hidrólise. Uma redução da granulometria inferior a 40 mesh, porém, tem 

pouco efeito sobre o rendimento de hidrólise, bem como a taxa de hidrólise da biomassa 

(Hendriks & Zeeman, 2009). 

2.4.2 – Pré-tratamento térmico 

Durante este pré-tratamento a biomassa lignocelulósica é aquecida. Se a temperatura 

aumenta acima de 180ºC, partes da lignocelulose, primeiramente a hemicelulose e logo depois 

a lignina, começarão a solubilizar. A composição da estrutura hemicelulósica e os grupos 

ramificados determinam a estabilidade térmica, ácida e alcalina das hemiceluloses. Dos dois 

componentes que fazem parte da estrutura da hemicelulose (xilanas e glucanas), as xilanas são 

termicamente mais estáveis, mas a diferença com as glucanas é pequena. Acima de 180ºC 

uma reação exotérmica (provavelmente solubilização) da hemicelulose é iniciada. Esta 

temperatura de 180ºC é provavelmente uma indicação da temperatura em que uma reação 

exotérmica começa, porque a reatividade térmica da biomassa lignocelulósica depende 

intrinsecamente de sua composição (Sousa et al., 2009). 

O pré-tratamento térmico em temperaturas iguais ou superiores a 160ºC promove, 

além da solubilização da hemicelulose, também a solubilização da lignina. Os compostos 

produzidos são quase sempre compostos fenólicos e, em muitos casos, têm um efeito tóxico 

ou inibidor sobre as bactérias, leveduras e fungos. Estes compostos, provenientes da lignina 

solúvel, são muito reativos e irá, se não forem removidos rapidamente, precipitar na biomassa 

(Alvira et al., 2009). 
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Durante este tratamento há o risco de formação de compostos fenólicos e 

heterocíclicos, como a vanilina, álcoois, furfural e HMF, especialmente em ambientes ácidos. 

Estes compostos formados podem ser inibidores. Quando a concentração de sólidos é maior 

ou igual a 3% e a temperatura exceder 220ºC durante um tempo de pré-tratamento de 2 min, a 

produção de etanol é quase totalmente inibida, devido à formação de furfural e outros 

compostos (provavelmente compostos da lignina solúvel) (Alvira et al., 2009). 

Temperaturas superiores a 250ºC devem ser evitadas durante o tratamento prévio, 

uma vez que reações indesejáveis como pirólise começam a ter lugar em tais temperaturas 

(Hendriks & Zeeman, 2009). 

2.4.3 – Pré-tratamento a vapor/explosão a vapor 

Durante o pré-tratamento a vapor/explosão a vapor a biomassa é inserida em um 

grande reator a vapor a temperaturas e pressões elevadas (temperaturas até 240ºC), na qual 

esta é digerida por alguns minutos. Depois de um tempo definido, o vapor é liberado e a 

biomassa é rapidamente arrefecida. O objetivo deste tratamento é a solubilização da 

hemicelulose com a finalidade de tornar a celulose mais acessível à clivagem de enzimas 

celulolíticas (Pan et al., 2005). 

A diferença entre o pré-tratamento a vapor e por explosão a vapor é a 

despressurização e esfriamento rápido da biomassa ao final do pré-tratamento por explosão a 

vapor, o que faz com que a água na biomassa chegue a "explodir". No entanto o impacto na 

estrutura da biomassa, causado pela explosão sobre a digestibilidade, é ainda duvidoso. 

Durante o pré-tratamento a vapor parte da hemicelulose é hidrolisada formando 

ácidos, o que poderia catalisar a hidrólise da mesma. Este processo, no qual a formação de 

ácidos in situ catalisa o processo em si, é chamado de “auto-decomposição”. O papel dos 

ácidos, no entanto não é catalisar a solubilização da hemicelulose, mas catalisar a hidrólise 

dos oligômeros solúveis. Durante este processo o teor de umidade da biomassa influencia no 

tempo necessário de pré-tratamento. Quanto maior o teor de umidade, maior o tempo de pré-

tratamento ótimo (Alvira et al., 2009). 

O pré-tratamento a vapor de baixa pressão (2 bar, 120ºC e tempo de pré-tratamento 

de até 300 min), não têm um grande efeito sobre a composição de resíduos lignocelulósicos, 

embora nenhum processo de hidrólise enzimática foi realizado para determinar o efeito sobre 

a digestibilidade de tais materiais (Hendriks & Zeeman, 2009). 
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2.4.4 – Pré-tratamento por água quente (LHW) 

Outro tipo de pré-tratamento térmico é aquele realizado com água quente. Neste 

caso, água quente (LHW) é utilizada em vez de vapor. O objetivo deste processo é 

principalmente solubilizar a hemicelulose para tornar a celulose mais acessível e evitar a 

formação de inibidores. Para evitar a formação de inibidores, o pH deve ser mantido entre 4 e 

7 durante o tratamento. Nesta faixa de pH a formação de monossacarídeos é minimizada, e, 

por conseguinte, também a formação dos produtos de degradação que podem ainda catalisar a 

hidrólise do material celulósico durante o pré-tratamento. A degradação catalítica dos 

açúcares resulta em uma série de reações que são difíceis de controlar, e resultam em produtos 

secundários indesejáveis. Ao manter o pH entre 4 e 7, a formação auto-catalítica de inibidores 

na fermentação são evitados durante o pré-tratamento (Hendriks & Zeeman, 2009). 

A diferença entre o LHW e o pré-tratamento a vapor é a quantidade e concentração 

de produtos solubilizados. No LHW o montante de produtos solubilizados é maior, enquanto 

a concentração destes produtos é menor comparado ao pré-tratamento a vapor. Isto é 

provavelmente causado pela maior inserção de água no LHW comparado ao pré-tratamento a 

vapor. O rendimento de xilanas solubilizadas (monoméricas) geralmente é mais elevado para 

o pré-tratamento LHW, embora este resultado diminua quando a concentração de sólidos 

aumenta, porque as xilanas (monoméricas) são mais degradadas por reações hidrolíticas por, 

por exemplo, xilose e furfural. A desvantagem deste processo está relacionada com grande 

consumo de água, que produzem hidrolisados muito diluídos, gerando problemas nas etapas 

subseqüentes de bioconversão (Sousa et al., 2009). 

2.4.5 – Pré-tratamento ácido 

Várias tecnologias de pré-tratamento ácido, como ácido concentrado e diluído e água 

quente na presença de ácidos, são relatados na literatura. Embora a química que rege estes 

pré-tratamentos seja bastante semelhante, eles operam usando metodologias diferentes. Esse 

tipo de tratamento utiliza um ácido diluído como catalisador, no entanto as explosões a vapor 

e pré-tratamentos com água quente operam em condições ácidas, devido ao fato de que a água 

se comporta como um ácido em altas temperaturas e também em função da liberação de ácido 

acético da estrutura da hemicelulose sob essas condições. O ácido é responsável pela hidrólise 

química, visando principalmente hemiceluloses e lignina, solubilizadores de uma grande parte 

dos componentes da estrutura da parede celular vegetal e à melhoria da acessibilidade da 

celulose à clivagem das enzimas celulolíticas. No entanto, durante este processo, vários 

produtos de degradação são formados, principalmente, furfural, 5-hidroximetilfurfural, ácidos 
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fenólicos e aldeídos, ácido levulínico, e outros ácidos alifáticos, que podem inibir tanto a 

clivagem de celulases como a fermentação de hidrolisados (Weil et al., 1998). 

O pré-tratamento com ácido diluído normalmente utiliza ácido sulfúrico como um 

catalisador para a solubilização da lignina e hemicelulose em baixas concentrações (0,05-5%), 

e temperaturas variando de 160 a 220ºC, a fim de minimizar a formação de produtos 

inibidores. Naturalmente, a minimização da degradação dos açúcares contribui para a maior 

produção de hidrolisados no final do processo. No entanto, esta metodologia exige ampla 

lavagem da fração rica em celulose após pré-tratamento e/ou desintoxicação dos hidrolisados 

antes da fermentação. Uma vantagem deste pré-tratamento é que as enzimas responsáveis pela 

clivagem da hemicelulose (xilanases, por exemplo) não precisam ser adicionadas durante a 

hidrólise enzimática, que pode ser considerada uma vantagem econômica. No entanto, a 

maioria dos microorganismos não têm sido capazes de produzir enzimas capazes de converter 

a hemicelulose em xilose a partir do material pré-tratado, sem um processo prévio de 

desintoxicação substancial (Buhner & Agblevor, 2004). 

2.4.6 – Pré-tratamento alcalino 

Este tipo de pré-tratamento usa catalisadores alcalinos, como o hidróxido de cálcio 

(cal), amônia e hidróxido de sódio. A maioria desses produtos químicos visa especificamente 

quebrar as ligações dos grupos acetil da hemicelulose e éster-carboidratos da lignina, 

promovendo, assim, um inchamento da biomassa, de modo que a cristalinidade da celulose 

decresce, enquanto ocorre um incremento da superfície específica de contato e da porosidade 

da mesma. Sendo assim, estas reações ajudam a solubilizar e extrair lignina da biomassa 

(Sousa et al., 2009). No entanto, a química da parede celular e alterações ultraestruturais ainda 

precisam ser compreendidas para a maioria dos pré-tratamentos alcalinos, a fim de 

desenvolver cinéticas de produção de enzimas capazes de converter a celulose e a 

hemicelulose em açúcares monoméricos (McMillan, 2004). 

O processo AFEX – Ammonia Fibre Explosion – consiste na versão alcalina do pré-

tratamento por explosão a vapor. O processo ocorre a baixa temperatura (60-140ºC) onde a 

amônia é utilizada como um catalisador (0,3-2 Kg/Kg de biomassa seca). A amônia é 

adicionada à biomassa umedecida (umidade 0,6-2 Kg/Kg de biomassa) em um reator de alta 

pressão e é digerido por um período de 5-45 min antes da rápida descompressão. A 

volatilidade da amônia permite que esta seja recuperada e reutilizada, deixando a biomassa 

pronta para processos de produção de enzimas e/ou hidrólise enzimática, uma vez que as 

reações nesse tipo de pré-tratamento não produzem recalcitrantes importantes (por exemplo, 
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ácidos orgânicos) que poderiam inibir a ação de enzimas e microorganismos, não 

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

2.4.7 – Pré-tratamento oxidativo 

Os agentes oxidantes também podem ser usados para remover lignina e hemicelulose 

da biomassa, a fim de aumentar a digestibilidade da celulose. Esses agentes podem reagir 

seletivamente com compostos aromáticos da lignina e em ligações aril-éter da hemicelulose e 

celulose, que vai contribuir negativamente para o rendimento final da hidrólise do açúcar, em 

função de compostos inibidores formados. Vários tipos de produtos de degradação podem ser 

formados (principalmente aldeídos e hidrocarbonetos alifáticos e ácidos orgânicos) inibindo 

os processos de clivagem das enzimas hemicelulolíticas e celulolíticas (Cubero et al., 2009). 

A oxidação úmida alcalina é uma forma de pré-tratamento oxidativo, que opera em 

condições alcalinas e em altas temperaturas (170-220ºC) utilizando oxigênio comprimido ou 

peróxido de hidrogênio como agentes oxidantes. O alcalóide presente no pré-tratamento é o 

carbonato de sódio, que auxilia na solubilização da hemicelulose e também minimiza a 

formação de furanos como produtos de degradação que podem inibir microorganismos 

produtores de celulases (Martin & Thomsen, 2007). 

2.6 – Mecanismo de síntese de enzimas celulolíticas 

As celulases são produzidas por fungos filamentosos, como Trichoderma reesei, e 

são o sistema mais eficiente para a hidrólise enzimática completa de substratos celulósicos em 

seu componente monomérico, a glicose, que é um açúcar fermentescível. A celulase é uma 

importante enzima comercial, largamente utilizada na alimentação animal, indústrias têxteis, 

papel e celulose, álcool, processamento de amido, farmacêuticas, indústrias de malte e cerveja 

(Ahamed & Vermette, 2008). 

A celulose, a biomassa mais abundante da Terra, é um polímero de glicose com 

ligações β-1,4 glicosídicas. Após a ocorrência de duas crises do petróleo, o etanol tornou-se 

um foco de atenção como uma fonte de energia capaz de substituir o petróleo, e começou-se a 

estudar a produção de etanol de celulose com fungos celulolíticos e fermentação dos açúcares 

resultantes da hidrólise por levedura. Ao mesmo tempo, aumentaram as emissões de dióxido 

de carbono pelo uso de combustíveis fósseis causando mudanças climáticas extraordinárias. A 

este respeito, a celulose é visto como um bom candidato para ajudar a proteger o ambiente 

global porque o carbono que constitui a celulose pode ser reciclado pela fotossíntese. Nas 

últimas décadas, muitos fungos celulolíticos foram isolados, e os trabalhos sobre a utilização 
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desses fungos e as características das enzimas produzidas foram publicados (Aro; Pakula; 

Penttilä, 2005). 

Em geral, celulases bacterianas são enzimas produzidas constitutivamente, ou seja, 

sua síntese ocorre independentemente do substrato empregado, como Clostridium 

thermocellum, Cellulomonas flavigena e Pseudomonas fluerescens var. cellulosa, enquanto a 

celulase fúngica é produzido apenas na presença de celulose ou lactose como substrato 

indutor. Pensa-se que a celulose em si é praticamente incapaz de provocar a indução direta 

por causa de sua insolubilidade. Em vez disso, uma quantidade fundamental de celulases 

constitutivas podem degradar a celulose em celooligossacarídeos solúveis, permitindo assim 

que esses sacarídeos possam passar pela membrana da célula e serem convertidos em 

indutores, provocando, assim, a indução (Ahamed & Vermette, 2008). 

Vários celooligossacarídeos e seus derivados foram selecionados com a finalidade de 

identificar os indutores da celulase. Celobiose, o menor celooligossacarídeo conhecido, com 

uma ligação β-1,4, foi relatado como um agente indutor de celulases por muitos 

pesquisadores. Surpreendentemente, a soforose, que é um dissacarídeo de glicose com uma 

ligação β-1,2, pode induzir 2500 vezes mais celulase que a celobiose em um complexo 

enzimático produzido por Trichoderma reesei. A gentiobiose, outro dissacarídeo de glicose 

pela ligação β-1,6, pode induzir 50 vezes mais celulase produzida por Penicillium 

purpurogenum, apesar de a indução ser promovida apenas na presença de um inibidor da β-

glicosidase, a nojirimicina. É interessante notar que estruturas não-dissacarídicas, como a 

nojirimicina, também induzem celulase; pensa-se que elas possam ser produzidas por 

transglicosilação (Castro & Pereira, 2009). Na Figura 2.10 pode-se observar as estruturas 

oriundas da celulose capazes de induzir a produção de enzimas celulolíticas. 
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Figura 2.10. Estruturas de dissacarídeos de glucose com ligações β e outros derivados 

contendo enxofre. (l) Celobiose (4-O-β-D-glicopiranosil D-glicose); (2) Gentiobiose (6-O-β-

D-glicopiranosil D-glicose); (3) Soforose (2-O-β-D-glicopiranosil D-glicose); (4) 

Laminaribiose (3-O-β-D-glicopiranosil D-glicose); (5) Tiocelobiose (4-S-β-D-glicopiranosil 

4-Tio-D-glicose); (6), Tiogentiobiose (6-S-β-D-glicopiranosil 6-Tio-D-glicose) (Suto & 

Tomita, 2001). 

Para elucidar o mecanismo de indução, o indutor não pode ser um promotor 

metabolizável. De outro modo, a indução deve ser analisada sob a condição de que o indutor 

não pode ser degradado se for assimilável pela célula. Na produção de celulases em meio 

contendo celooligossacarídeos, como a celobiose, soforose e gentiobiose, geralmente é 

adicionado um inibidor no meio para impedir a sua degradação, uma vez que são facilmente 

hidrolisados. A alternativa preferível é usar análogos de indutor, pois o inibidor pode ser 

degradado gradualmente e/ou afetar a indução (Suto & Tomita, 2001). 

Os dissacarídeos análogos à celobiose, onde o enxofre substitui o oxigênio na ligação 

O-glicosídica é um dos análogos mais ideais, porque é tão estável na hidrólise por ácidos e 

enzimas que dificilmente é decomposto. Uma experiência muito conhecida usando tais 
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análogos é a indução de β-galactosidase por isopropil β-D-tiogalactosidose como um análogo 

da β-galactosidose de Escherichia coli. No entanto, apenas dois desses experimentos têm sido 

relatados no processo de indução de celulase. Uma deles é a indução de celulase por 

tiocelobiose (4-S-β-D-glicopiranosil 4-tio-D-glicose), um análogo de celobiose contendo 

enxofre, produzida por Schizophyllum commune. A tiocelobiose induz mais celulase do que a 

celobiose neste fungo, onde a atividade celulolítica aumentou linearmente durante as 24 horas 

iniciais atingindo uma indução máxima de 0,5mM. Pode ser pouco degradada por uma enzima 

extracelular de S. commune, embora a celobiose tenha sido hidrolisada rapidamente. No 

segundo experimento, foi estudada a indução de celulase por gentiobiose e seu análogo 

contendo enxofre tiogentiobiose (6-S-β-D-glicopiranosil 6-tio-D-glicose) de Penicillium 

purpurogenum. A gentiobiose foi rapidamente hidrolisada por uma β-glicosidase extracelular 

constitutiva, resultando em falha de indução. Gentiobiose na presença de nojirimicina no meio 

e tiogentiobiose com ou sem nojirimicina poderia induzir a produção de celulase nas mesmas 

quantidades. Tiogentiobiose dificilmente é degradada, embora a maioria das gentiobioses foi 

finalmente hidrolisada, mesmo na presença de nojirimicina (Suto & Tomita, 2001). 

Os dissacarídeos análogos citados acima agem como iniciadores da indução sem ser 

assimilados pela célula. No entanto, apesar de serem ideais para análise da cinética de 

indução, novas experiências não foram relatadas na literatura - provavelmente em função da 

dificuldade de sintetizar estes dissacarídeos contendo enxofre (Suto & Tomita, 2001). 

2.6.1 – Modelo de indução para Trichoderma reesei 

Gong & Tsao (1979) e Stutzenberger (1985) propuseram modelos hipotéticos para o 

mecanismo geral de indução de celulases, incluindo repressão catabólica, para a Trichoderma 

reesei, de acordo com a Figura 2.11: 
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Figura 2.11. Modelo de indução de celulases por Trichoderma reesei. O processo de indução 

é explicado no texto. Os números de 1 a 5 corresponde àqueles utilizados na explicação 

abaixo. BGL, β-glicosidase; CBH, 1,4-β-D-glucana celobiohidrolase; EGL, endo-1,4-β-D-

glucanase (Suto & Tomita, 2001). 

1) Quando os esporos de T.reesei entram em contato com a celulose, a celobiohidrolase 

sobre a superfície do esporo degrada a celulose em celooligossacarídeos. Estes 

celooligossacarídeos são, então, hidrolisados a glicose e transglicolisados formando soforose 

pela ação da β-glicosidase constitutiva. 

2) Os esporos de T.reesei germinam. Após a hidrólise dos dissacarídeos de celulose a 

glicose e soforose, estes entram na célula como fonte de carbono e como indutor de celulases, 

respectivamente. A β-glicosidase vinculada à membrana plasmática converte os 

celooligossacarídeos a soforose e glicose. 

3) A soforose induz a produção de mais celulase. A celulase sintetizada é liberada para 

o exterior da célula. 

4) A celulase secretada degrada mais celulose, fazendo com que aumente o montante de 

celooligossacarídeos e glicose no meio. 

5) Dessa forma, a glicose é assimilada. Os oligossacarídeos de celulose são hidrolisados 

a glicose e novamente transglicolisados a soforose pela ação da β-glicosidase constitutiva. 
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6) O ciclo retorna à síntese de mais celulase induzida pela soforose (item 3). Este ciclo 

continua até que o substrato de celulose seja totalmente consumido. 

2.6.2 – Repressão catabólica de celulases 

A síntese de enzimas celulolíticas conta ainda com a retro-inibição e a retro-

repressão. A retro-inibição significa a inibição de uma enzima, de uma seqüência metabólica 

(normalmente a primeira), pelo metabolismo final desta seqüência. Trata-se, portanto, da 

inibição da ação de uma enzima, com a conseqüente diminuição da concentração dos 

compostos seguintes, que causam a indução das correspondentes enzimas (Szabó; Johansson; 

Petterson, 1996). 

A retro-repressão é o fenômeno da repressão direta da síntese das enzimas 

responsáveis pela sequência de reações, causada pelo produto final. Estes fenômenos de retro-

inibição e retro-repressão estão mais frequentemente ligados a regulação de enzimas 

envolvidas em reações metabólicas intermediárias, que levam a construção de 

macromoléculas. Por outro lado, a síntese de enzimas que degradam polímeros, como as 

celulases, é normalmente regulada pela indução e pela chamada repressão catabólica (Netto, 

1986). 

A repressão catabólica, também conhecida como “efeito glicose” ou repressão pela 

glicose, significa a repressão da síntese de certas enzimas quando a célula encontra à 

disposição substratos mais facilmente assimiláveis, como é o caso da glicose (Netto, 1986). 

2.7 – Estratégias para produção de celulases 

As duas principais estratégias para a produção de celulases por microorganismos são 

a fermentação no estado sólido (FES) e a fermentação submersa (FS). Indubitavelmente, um 

dos parâmetros mais exaltados na diferenciação desses dois tipos de processos é o teor de 

água presente no meio reacional. Na FES há ausência ou quase ausência de água livre 

(Raghavarao; Ranganathan; Karanth, 2003). A água presente nesses sistemas encontra-se 

complexada com a matriz sólida de substrato ou como uma fina camada absorvida pela 

superfície das partículas. Em geral, nesses processos o teor de umidade varia entre 30-85% e a 

atividade de água típica vai de 0,40-0,90, mimetizando condições encontradas na natureza e 

permitindo até que sejam conduzidos sem prévia esterilização, visto que a contaminação é 

pouco provável (Castro & Pereira, 2009). 

A água possui diversas funções em um bioprocesso, tais como, a difusão de 

nutrientes no meio reacional e a absorção destes pelos agentes microbianos, bem como a 
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remoção de metabólitos; e a manutenção da função e estabilidade de estruturas biológicas, 

como proteínas, nucleotídeos e carboidratos, da estabilidade da estrutura lamelar e da 

conservação da permeabilidade da membrana plasmática. Em relação ao cultivo de fungos 

filamentosos, a limitação de água pode causar a desnaturação de enzimas-chave do 

metabolismo das células, ocasionando um desequilíbrio nas vias, afetar os processos de 

germinação, esporulação e formação de metabólitos, assim como reduzir a taxa de 

crescimento microbiano e aumentar o período de aclimatação celular (Castro & Pereira, 

2009). 

Dessa forma, a Tabela 2.2 lista as principais características da FES e FS. Embora a 

FS apresente algumas desvantagens em relação à FES, processos envolvendo limitações no 

teor de água livre no sistema são evitados quando se objetiva a geração de muitos produtos, 

especialmente em escalas maiores, onde são requeridos biorreatores. Na última década, 

diversos autores propuseram geometrias e formas de condução e controle, bem como modelos 

para descrever os fenômenos envolvidos nesses processos, que, em geral, auxiliam no seu 

desempenho, mas não contornam completamente as limitações que a FES apresenta (Castro & 

Pereira, 2009). 
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Tabela 2.2. Comparação das características da fermentação no estado sólido (FES) e da 
fermentação submersa (FS) 

FES FS 

Menor gama de produtos obtidos e de 
microorganismos aptos a crescer nessas 
condições 

Maior demanda energética associada à 
esterilização do meio e à remoção de produto 
do meio fermentado 

Menor possibilidade de contaminação, pela 
ausência de água livre no sistema 

Em que pese a menor concentração de 
produtos obtida pela FS, a purificação dessas 
moléculas é facilitada pela ausência ou baixa 
concentração de partículas de substrato 

Menor disponibilidade de informações na 
literatura, no que tange a fenômenos de 
transporte e cinéticas de crescimento e de 
produção enzimática 

O alto teor de água e a natureza diluída do 
meio facilitam o controle da temperatura de 
cultivo, reduzindo a degradação do produto, 
em especial enzimas com baixa 
termoestabilidade 

O extrato obtido é em geral de três a quatro 
vezes menos diluído que na FS, de forma que 
a produtividade e a concentração final de 
produto são maiores na FES 

Quando operando com elevadas 
concentrações de substrato, podem ocorrer 
problemas reológicos no sistema 

Maior dificuldade no controle do processo e 
na adição de soluções desejadas 

Processos difusionais e de mistura são 
facilitados devido ao caráter homogêneo do 
sistema 

Menor volume de resíduos líquidos gerado Tecnologias de monitoramento de variáveis 
on line mais amplamente disponíveis 

De forma geral, na maior parte dos trabalhos reportados na literatura, os materiais 

utilizados para a produção de celulases são de origem lignocelulósica ou celulósica pura. 

Entretanto, o efeito indutor de espécies de menores massas moleculares tem sido rastreado há 

muito tempo. Mandels e colaboradores compararam o efeito de diversos oligo e 

polissacarídeos na indução de celulases de T. viride, expressas por suas atividades em CMC, 

obtendo como os de maior potencial: lactose, nigerose, lichenana, glucana de cevada, e 

principalmente soforose, que apresentou um poder indutor cerca de 2500 vezes maior que o 

observado anteriormente utilizando-se celobiose. Este forte poder indutor da soforose tem 

sido reafirmado por alguns autores sendo, por isso, alvo de muitos estudos, como o de 

Nogawa e colaboradores, que verificaram em T. reesei PC-3-7 um forte poder indutor sobre a 

atividade de endoglucanase, quando essa linhagem foi incubada com concentrações de 

substrato até cerca de 250 mg L-1, tendo ocorrido a partir desse valor uma estagnação da 

indução. Já para a linhagem QM 9414 dessa mesma espécie, concentrações acima de 250 mg 

L-1 mostraram-se prejudiciais à célula, denotada pela redução da atividade enzimática. Esses 
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autores também estudaram a utilização de L-sorbose na indução da produção de 

endoglucanase, obtendo níveis de expressão ainda maiores que os observados para a soforose 

na linhagem PC-3-7, porém atividades inferiores na linhagem QM 9414. Por fim, os 

resultados de outro trabalho que utilizou a mesma linhagem, T. reesei PC-3-7, corroboraram a 

supremacia da soforose em induzir a produção de endoglucanases, dessa vez quando 

comparada ao dissacarídeo lactose. No entanto, quando se adicionou celobiose juntamente à 

lactose na indução de enzimas celulolíticas, os autores observaram um efeito indutor 

claramente sinérgico que proporcionou produção enzimática cerca de cinco vezes maior que a 

observada quando soforose foi utilizada (Castro & Pereira, 2009). 

Castro comparou a produção de EnG e BG por Trichoderma reesei e Humicola 

grisea, quando cultivadas em substratos insolúveis (celulignina de bagaço de cana-de-açúcar e 

avicel) e solúveis (CMC e celobiose). Foram observadas cinéticas mais lentas de produção 

das enzimas quando fontes insolúveis foram utilizadas, especialmente a de origem 

lignocelulósica, devido a um período inicial de aclimatação das células a essa matéria-prima. 

Já quando CMC e celobiose foram consideradas, os tempos correspondentes à produção 

enzimática máxima foram antecipados em cerca de 50 h. Ainda, nesse estudo pôde-se concluir 

que na síntese das enzimas do complexo celulolítico pelos fungos T. reesei Rut C30 e 

Humicola grisea var. thermoidea, não há correlação direta com a fonte de carbono utilizada 

para a indução, visto que mesmo quando as linhagens foram cultivadas na presença apenas de 

celobiose como substrato, EnG e ExG também foram excretadas pelas células, e que essa 

síntese não se enquadrava em caráter constitutivo (Castro & Pereira, 2009). 
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2. Metodologia Experimental 

3.1 – Obtenção das matérias-primas 

O bagaço do pedúnculo de caju e o bagaço de coco, utilizados neste estudo, como 

substratos agro-industriais lignocelulósicos para produção de enzimas celulolíticas, foram 

obtidos de diferentes indústrias de processamento desses resíduos. O primeiro foi conseguido 

junto a Indústria Delícias da Fruta LTDA (Natal, RN), e o segundo, obtido da Indústria 

Comércio e Beneficiamento de Coco LTDA (Parnamirim, RN). 

O bagaço do pedúnculo de caju foi produzido pela extração do suco de caju na 

indústria a fim de obter a polpa da fruta para comercialização. O bagaço de coco foi 

produzido pela reciclagem de cocos oriundos de descarte, em lixões da cidade do Natal-RN, 

após consumo da água de coco. 

Após recolhimento das matérias-primas nas suas respectivas indústrias, procedeu-se 

com as etapas de lavagem e trituração das mesmas. Na etapa de lavagem procurou-se remover 

principalmente açúcares provenientes da extração do suco, no caso do bagaço do pedúnculo 

de caju, e de substâncias inorgânicas, no caso do bagaço de coco. Após dez lavagens com 

água destilada, numa proporção de água três vezes o peso do resíduo, o bagaço, ainda bastante 

úmido, foi posto para secar em estufa com circulação de ar forçado a 60ºC por 24 horas, onde, 

em seguida, o bagaço seco foi triturado. Após estas etapas deu-se início ao pré-tratamento dos 

resíduos. 

3.2 – Caracterização dos bagaços do pedúnculo de caju e do coco 

A caracterização de resíduos lignocelulósicos como os bagaços em estudo neste 

trabalho é baseada nas metodologias do Laboratório Nacional de Energias Renováveis – 

NREL dos Estados Unidos, onde esses resíduos são submetidos à hidrólise com ácido 

sulfúrico 72%. Para tanto são necessárias etapas preliminares que visam estabelecer um 

padrão de granulometria e extração de compostos que não fazem parte da estrutura química 

do material com álcool etílico 95%. 

3.2.1 – Peneiração 

Os bagaços triturados foram peneirados em uma peneira de 20 mesh, de acordo com 

metodologia proposta em NREL 42620 - Preparation of Samples for Compositional Analysis 

(Hames et al., 2008). A porção do bagaço que passou pela peneira de 20 mesh era novamente 

peneirada numa tela de 80 mesh. A fração que passou pela tela de 20 mesh foi utilizada para 
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análise composicional do bagaço e a que passou pela peneira de 80 mesh foi utilizada para 

determinação do teor de cinzas. 

3.2.2 – Determinação de Sólidos Totais 

Para determinação de sólidos totais em biomassa lignocelulósica foi utilizada 

metodologia disponível em NREL 42621 - Determination of Total Solids in Biomass (Sluiter 

et al., 2008). Em um béquer pequeno previamente tarado pesou-se 1 g do bagaço. Em seguida 

levou-se o conjunto para uma estufa a 105ºC por 24 horas. Após esse tempo, transferiu-se o 

material para um dessecador e após 30 minutos realizou-se outra pesagem. A umidade é 

determinada segundo a Equação 1: 

100*
m

m
-1  %U

úmida

seca








=     (1) 

Onde: 

%U = percentual de umidade 

mseca = massa seca obtida pela diferença entre o peso do conjunto depois da estufa e o peso do 

béquer 

múmida = massa úmida obtida pela diferença entre o peso do conjunto antes de ser levado para 

a estufa e o peso do béquer. 

3.2.3 – Determinação de Extraíveis 

Para determinação de extraíveis empregou-se o método adaptado de NREL 42619 - 

Determination of Extractives in Biomass (Sluiter et al., 2008), onde 5 g do bagaço foi 

submetida a extração com etanol 95% como solvente extrator, em aparelho Soxhlet, durante 8 

horas. 

O material lignocelulósico era inserido em cartuchos de papel de filtro, onde a parte 

superior do cartucho era fechada com um pouco de algodão. 100 mL de álcool etílico foram, 

então, inseridos em tubos Soxhlet previamente tarados. Operou-se o aparelho extrator a 80ºC. 

Após o término do processo, os tubos Soxhlet, que continham os extraíveis arrastados pelo 

solvente, eram submetidos à secagem em estufa a 105ºC até peso constante. O teor de 

extraíveis foi calculado com base na diferença de massa, conforme a Equação 2: 

100
P

mm
%Ext

amostra

if ×
−

=     (2) 

Onde: 

%Ext = percentagem de extraíveis 
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mf = Tubo Soxhlet mais extraíveis 

mi = Tubo Soxhlet tarado 

Pamostra = Peso inicial da amostra 

3.2.4 – Determinação de Pectinas 

Certo número de substâncias relacionadas ao ácido péctico (C17H24O16) recebe esta 

designação. Os métodos de determinação de pectinas se baseiam na sua extração por água 

quente seguida por precipitação com álcool e, após purificação, pesagem na forma de pectato 

de cálcio ou ácido livre (Santos; Silva; Macedo, 2008). 

A metodologia para determinação de pectinas foi realizada pelo método adotado por 

Santos et al. (2008). Inicialmente pesou-se em triplicata 2 g do bagaço em um Béquer de 100 

mL, adicionando-se 40 mL de uma solução de HCl 0,05 N e levou-se para aquecimento em 

banho termostatizado a 85ºC por duas horas. Após esse período, deixou-se atingir a 

temperatura ambiente e filtrou-se o material para uma proveta de 50 mL com auxílio de 

algodão, completando-se o volume da proveta com água destilada. 

Ao extrato filtrado acrescentou-se 25 mL de água destilada em um béquer de 100 

mL. Após a solução ser submetida à neutralização com NaOH 1N, adicionava-se mais 1 mL 

dessa solução em excesso, sob agitação, deixando-se em repouso por uma noite. No dia 

seguinte adicionava-se 5 mL de ácido acético 1 N e após 5 minutos acrescentava-se 2,5 mL de 

solução de cloreto de cálcio 1 N sob agitação. A solução era levada à ebulição por 2 minutos e 

deixada em repouso por 3 horas. Após esse período era filtrada através de papel de filtro 

tarado antecipadamente. O precipitado era lavado com água destilada quase fervendo, até que 

ficasse livre de cloretos, para isto fazia-se o teste usando nitrato de prata no filtrado. O papel 

de filtro contendo o pectato de cálcio era seco na estufa a 105ºC até peso constante. A 

percentagem de pectina foi expressa pela Equação 3: 

amostra da Pesofiltrado do Volume

10050cálcio de pectato do peso
  cálcio de %Pectato

×
××=    (3) 

3.2.5 – Determinação de polissacarídeos e lignina insolúvel (Klason) 

Para determinação de polissacarídeos empregou-se o método adaptado de NREL 

42618 - Determination of Structural Carbohydrates and Lignin Biomass (Crocker et al., 

2008). Dessa forma, uma amostra de 2 g de bagaço, mensurada em um béquer de 100 mL, foi 

tratada com 12 mL de uma solução de ácido sulfúrico 72%, previamente padronizada, em um 

banho termostatizado a 45ºC durante 7 minutos, sob constante agitação. Após esse período, 
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acrescentou-se 50 mL de água destilada ao béquer, com a finalidade de interromper a reação. 

A mistura reacional foi então transferida para frascos Erlenmeyer de 500 mL, completando-se 

o volume para 275 mL com água destilada, tomando-se o cuidado de se evitar perda de 

material. O Erlenmeyer foi vedado com papel e autoclavado por 30 minutos a 121ºC para 

completa hidrólise dos oligômeros restantes. Após o término do processo, deixou-se atingir a 

temperatura ambiente, para então o material ser submetido à filtração com papel de filtro seco 

e tarado, a fim de se separar o hidrolisado dos sólidos. O hidrolisado é recolhido em balão 

volumétrico de 500 mL e o sólido contido no papel de filtro lavado com água destilada até 

atingir o volume do balão. 

Após filtração, recolheu-se uma fração do filtrado para análise dos carboidratos e 

ácidos orgânicos por cromatografia líquida e lignina solúvel por espectrofotometria. Para 

análise dos carboidratos e ácidos orgânicos, inicialmente filtrou-se todas as amostras com 

auxílio de uma membrana de 20 µm para remoção de compostos que possam contaminar a 

coluna. A coluna utilizada para esta análise foi uma Shim-pack SCR-101H, cuja fase móvel é 

uma solução de H2SO4 5 mM, vazão de 0,6 mL/min, temperatura de 65ºC, tempo de corrida 

de 60 min e detector de índice de refração (IR). As concentrações de cada componente são 

obtidas através de curvas de calibração, Figuras A.5 a A.10 (Anexo), que correlacionam 

concentrações dos padrões preparados com as respectivas áreas dos cromatogramas. 

O material retido no papel de filtro foi submetido a uma lavagem com 1500 mL de 

água destilada para remoção de sulfatos, sendo em seguida seco em estufa a 105ºC até peso 

constante. Por diferença de massa, foram determinados os teores de lignina insolúvel e 

inorgânicos (cinzas). 

3.2.6 – Determinação de cinzas totais 

Para a determinação de cinzas totais adotou-se metodologia proposta em NREL 

42622 - Determination of Ash in Biomass (Templeton et al., 2008). Sendo assim, pesou-se 

cerca de 2 g do bagaço em cadinho de porcelana previamente tarado. Transferiu-se o material 

para uma mufla até 300ºC e calcinado a 800ºC por duas horas. Por diferença de massa, o teor 

de cinzas totais foi calculado conforme a Equação 4: 

100
m

m
%Cinzas

a

c ×=     (4) 

Onde: 

%Cinzas: percentual em massa de cinzas 

mc: massa de cinzas (g) 
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ma: massa da amostra (g) 

3.2.7 – Lignina Solúvel 

A concentração de lignina solúvel presente no hidrolisado é determinada por 

espectrofotometria de acordo com metodologia adaptada de NREL 42617 - Determination of 

Acid Soluble Lignin Concentration Curve by UV-Vis Spectroscopy (Hyman et al., 2008). 

Antes de realizar a leitura em espectrofotômetro, o hidrolisado reservado sofreu 

ajuste de pH para 12,5. Isso é feito adicionando-se, em balão de 25 mL, 5 mL do hidrolisado, 

1,5 mL de solução de NaOH 6 M e o restante de água destilada. 

3.3 – Pré-tratamento 

Em função da rigidez oferecida pela presença da lignina na estrutura dos resíduos 

lignocelulósicos em geral resultar numa maior resistência à clivagem das enzimas celulolíticas 

procedeu-se com três tipos de pré-tratamentos com a finalidade de melhorar a digestibilidade 

dos bagaços e assim tornar a celulose mais exposta. 

3.3.1 – Pré-tratamento alcalino 

Em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de uma solução de hidróxido 

de sódio 1 M inseriu-se uma quantidade conhecida do bagaço do pedúnculo de caju (30 g) ou 

do bagaço de coco (10 g) triturados. Em seguida, os Erlenmeyer com os bagaços em solução 

alcalina foram levados à autoclave a temperatura de 121ºC por 30 minutos. Ao término do 

processo, deixou-se chegar à temperatura ambiente para, em seguida, realizar-se dez lavagens 

com água destilada até neutralização. Após as lavagens, os bagaços, ainda úmidos, foram 

colocados em bandejas e levados para secagem em estufa com circulação de ar forçado a 60ºC 

por 24 horas para depois serem novamente triturados. 

3.3.2 – Pré-tratamento por explosão a alta pressão 

O tratamento por explosão a alta pressão foi realizado em um reator do tipo slurry 

(leito de lama) dotado de controle de temperatura, pressão e velocidade de agitação. O reator 

construído de aço inoxidável, com volume de 500 mL, foi adquirido da Autoclave Engineers 

Inc. – USA. O mesmo é composto de um forno cilíndrico cuja finalidade é de aquecer o meio 

reacional. No copo do reator foi inserida uma quantidade conhecida dos bagaços em questão 

em 400 mL de água destilada para evitar queima do material. Após inserção do material no 

reator deixou-se atingir a temperatura de 200ºC, onde, em seguida, injetou-se oxigênio até 

pressão de 20 atm, deixando-se digerir por 10 minutos. Ao término do tratamento abriu-se a 
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válvula de saída do gás para a rápida descompressão do sistema. Em seguida, procedeu-se 

com a descarga do material para sucessivas lavagens (no mínimo dez) com água destilada a 

fim de remover os açúcares residuais e compostos inibidores resultantes da explosão dos 

bagaços no reator. O material seguiu para secagem a 60ºC por 24 horas em estufa dotada de 

circulação de ar forçada para depois ser triturado. 

3.3.3 – Pré-tratamento por explosão e alcalino combinados 

Nesta etapa do pré-tratamento realizou-se primeiramente todo o procedimento 

descrito para o tratamento a explosão dos dois bagaços. Após a descarga do material do reator 

colocou-se o material para secar em estufa onde, logo em seguida, o material foi posto em 

contato com 100 mL de uma solução de hidróxido de sódio 1 M em frascos Erlenmeyer de 

500 mL. Os frascos com os bagaços foram então transferidos para uma autoclave a 121ºC por 

30 minutos para depois serem sucessivamente lavados com água destilada e depois foram 

secos em estufa com circulação de ar forçada a 60ºC por 24 horas. 

3.4 – Produção das enzimas celulolíticas 

3.4.1 – O Microorganismo de estudo 

A cepa de Trichoderma reesei (ATCC 2768), obtida da Coleção de Cultura Tropical 

da Fundação André Tosello, foi utilizada nos experimentos de produção das enzimas 

celulolíticas. 

3.4.2 – Manutenção das Culturas 

A cultura foi mantida em meio sólido PDA vertido em Placas de Petri. A renovação 

das culturas foi realizada pelo repique dos esporos do meio utilizando alça de platina e 

incubação à 25ºC durante 10 – 15 dias. Após incubação esta cultura foi devidamente 

identificada e estocada à 5ºC em geladeira. 

3.4.3 – Obtenção do Inóculo 

Em frascos Erlenmeyer com capacidade para 500 mL, contendo 150 mL do meio de 

cultura, Tabela 3.1, e lacrados com rodilhões de algodão e gases, foram esterilizados em 

autoclave à 121ºC por 20 minutos. Após a esterilização esperou-se atingir a temperatura 

ambiente. Os Erlenmeyer foram levados à câmara de fluxo laminar, onde 2 mL de suspensão 

de esporos oriundas do meio de manutenção foram transferidos assepticamente para os 

frascos contendo o meio de cultura. Os frascos foram colocados em incubador rotatório a 
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temperatura de 27ºC e velocidade de agitação de 150 rpm durante 48 horas, sendo esta cultura 

utilizada como inóculo nos ensaios para produção das enzimas celulases. 

3.4.4 – Cultivo 

20 Erlenmeyer com capacidade para 250 mL, contendo 50 mL do meio de cultura, 

cuja composição encontra-se descrita na Tabela 3.1, em pH inicial 4,8, lacrados, foram 

esterilizados à 121ºC e em seguida deixados atingir a temperatura ambiente. Na câmara de 

fluxo laminar estes frascos foram inoculados com 10% v/v do pré-inóculo. Após a inoculação, 

os frascos eram levados ao incubador rotatório a temperatura de 27ºC e rotação de 150 rpm. 

Em intervalos regulares de tempo (12 em 12 horas) dois Erlenmeyer (ensaios em duplicata) 

eram coletados e o meio fermentado transferido para tubos Falcon, onde estes eram 

centrifugados a 3000 x g por 15 minutos e o sobrenadante recolhido para determinação das 

atividades enzimáticas e determinação de açúcares redutores. O bagaço remanescente da 

fermentação era utilizado para medir açúcares redutores totais. 

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

Concentração Componentes Unidade 
Inóculo Produção de celulase 

Solução de Sais    

KH2PO4 g/L 5.0 5.0 

CaCl2.2H2O g/L 0.8 0.8 

MgSO4.7H2O g/L 0.6 0.6 

(NH4)2SO4 g/L 5.0 5.0 

Micronutrientes    

FeSO4.7H2O mg/L 5.0 5.0 

MnSO4.H2O mg/L 1.6 1.6 

ZnSO4.7H2O mg/L 1.4 1.4 

CoCl2 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 

Bagaço g/L 10 10 



Metodologia Experimental 

40 
Rodrigo Caetano Guedes, Fevereiro/2010 

3.4.5 – Estimativa da concentração celular 

O método utilizado para quantificar a concentração celular foi o de massa seca, 

consistindo em separar as células do meio, secá-las e pesá-las. Em virtude do substrato 

utilizado não ser homogêneo no meio e este permanecer imerso na concentração celular 

transferiu-se todo o caldo fermentado para tubos Falcon de 50 mL e deixou-se o bagaço 

decantar por gravidade durante 10 segundos, onde as células permaneciam em suspensão. A 

suspensão de células retiradas eram centrifugadas em tubos eppendorfs de 2 mL a 12000 x g 

por 10 minutos. Após a terceira lavagem as amostras foram colocadas em estufa a 80ºC por 

24 horas. Após este tempo, os eppendorfs foram colocados em dessecador por 30 minutos e 

pesados. Cada ponto foi realizado em duplicata e o valor médio obtido foi considerado para os 

cálculos. 

Esta metodologia é uma estimativa da concentração de células que ficam suspensas 

após a decantação do bagaço, não sendo possível quantificar as células que cresceram no 

resíduo. Neste caso, considerando que o experimento foi realizado sempre nos mesmos 

padrões de tempo e operação, pode-se considerar que o erro é sistemático. 

A expressão que fornece a concentração celular (g/L) de uma amostra para uma 

determinada temperatura e condições de ensaio é a seguinte: 

amostra

if

V

EE
(g/L) Células

−
=       (5) 

Onde: 

Ef = Peso final do eppendorf mais células; 

Ei = Peso inicial do eppendorf tarado; 

Vamostra = Volume da amostra (2 mL) 

3.4.6 – Procedimento da reação enzimática utilizando papel de filtro como substrato 

Esse método determina a atividade conhecida como FPase, no sobrenadante das 

culturas, através da determinação da concentração de açúcares redutores liberados durante a 

degradação de uma fita de papel de filtro. Este método foi adaptado do procedimento descrito 

por Ghose (1986). 

Tiras de aproximadamente 1 x 6 cm (50 mg) de papel de filtro Whatman nº1, 

enroladas em forma espiral, foram imersas em tubos de ensaio contendo previamente 1 mL de 

tampão citrato de sódio 50 mM, em pH 4,8. Os tubos foram colocados em banho-maria a 
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50ºC por 1 min, antes da adição do sobrenadante (solução de enzima) para equilíbrio da 

temperatura. Em seguida, 1 mL da solução de enzima foi inserida em cada tubo, onde reagiu a 

50ºC por 60 minutos. Após o tempo de incubação, 0,5 mL da mistura reacional foi transferida 

para tubos contendo 2,5 mL do reagente DNS e colocada em água fervente por exatamente 10 

minutos, para em seguida, ser resfriada em banho de gelo completando o volume a 5,5 mL 

com água destilada em cada tubo. A absorbância da solução foi medida em 540 nm e a 

concentração de açúcares redutores foi determinada contra uma curva de calibração, Figuras 

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

3.4.7 – Procedimento da reação enzimática utilizando carboximetilcelulose como 

substrato 

Esse método determina a atividade conhecida como CMCase, no sobrenadante das 

culturas, através da determinação da concentração de açúcares redutores liberados durante a 

degradação da carboximetilcelulose (CMC). 

Em tubos de ensaio colocou-se 1 mL de solução de CMC 4% (Carboximetilcelulose) 

preparada em tampão citrato de sódio 50 mM. Os tubos foram colocados em banho-maria a 

50ºC por 1 min, antes da adição do sobrenadante (solução de enzima) para equilíbrio da 

temperatura. Em seguida, 1 mL da solução de enzima foi inserida em cada tubo, onde reagiu a 

50ºC por 15 minutos. Após esse tempo, 0,5 mL da amostra reacional foi retirada e misturada a 

tubos contendo 2,5 mL de DNS, onde realizou-se o procedimento de determinação de 

açúcares redutores. 

3.4.8 – Cálculo das atividades enzimáticas 

A atividade enzimática das celulases foi calculada em UI/mL através da equação 6 

abaixo. Uma unidade das atividades de FPase e CMCase foram definidas como a quantidade 

de enzimas que liberarão o equivalente a 1 µmol de glicose a partir do papel de filtro 

Whatman n ° 1 e carboximetilcelulose (CMC) em 1 min, respectivamente. 

)((min)

)()/(
/

mLVt

mLVmLmolFAbsE
mLUI

S

Tdil

⋅
⋅⋅∆⋅= µ

    (6) 

onde Edil corresponde a diluição quando necessário, F é o fator da curva padrão de glicídios 

redutores, VT é o volume total da mistura reacional, t é o tempo de reação e Vs é o volume de 

sobrenadante. 
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3.4.9 – Determinação de Açúcares Redutores Totais (ART’s) 

As amostras de bagaço, não hidrolisados pelas enzimas celulolíticas na cinética de 

fermentação, foram tratadas com uma solução de ácido sulfúrico 72,0%. Para isso a amostra 

de bagaço foi tratada com 5 mL de H2SO4 72,0%, sob vigorosa agitação, por 7 minutos, em 

banho termostatizado a 45,0 ± 0,5ºC. 

A reação foi interrompida com 40 mL de água destilada e o material hidrolisado foi 

filtrado, utilizando-se papel de filtro. Após esta etapa o hidrolisado foi recolhido em balão 

volumétrico de 500 mL. Os açúcares redutores totais foram medidos pelo método de DNS 

(ácido dinitrosalicílico) cuja curva de calibração está representada nas Figuras A.2 e A.4 

(Anexo). 

3.4.10 – Determinação de Açúcares Redutores (AR’s) 

Os açúcares redutores formados durante a hidrólise dos bagaços pelas enzimas 

produzidas na fermentação foram medidos transferindo-se 0,5 mL dos sobrenadantes em 

tubos contendo 2,5 mL do reagente DNS. Após passarem 10 minutos em banho fervente e 

resfriados completou-se o volume dos tubos para 5,5 mL com água destilada, onde a 

absorbância foi lida em espectrofotômetro a 540 nm e a concentração de AR’s obtida pela 

curva de calibração onde a glicose foi utilizada como padrão. 

3.5 – Cálculo dos parâmetros cinéticos 

A velocidade específica de crescimento máxima, µxmáx, foi calculada utilizando-se a 

planilha do Microsoft Excel que contém as equações do método geométrico de cálculo de 

derivadas proposto por ZAJIC (Borzani et al., 2001). 

As conversões de substrato em célula, Yx/s, foram calculadas segundo a Equação 8: 

SS

XX
Y

0

0
SX −

−=      (7) 
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3. Resultados e Discussões 

4.1 – Caracterização química dos resíduos 

Na composição química dos bagaços do pedúnculo de caju e da casca de coco 

existem metabólitos de natureza não glicídica que não fazem parte diretamente da estrutura da 

parede celular vegetal. Estes componentes secundários, denominados extraíveis, são 

substâncias de baixa massa molar que estão envolvidos em várias atividades metabólicas do 

pedúnculo e da casca de coco, como a defesa contra organismos invasores e a síntese de 

macromoléculas de função estrutural ou de reserva. 

Com o intuito de quantificar e remover estes metabólitos secundários dos resíduos 

foram realizadas extrações com etanol 95% como solvente. A extração é importante para que 

estes compostos não sejam contabilizados como lignina na caracterização química. A Tabela 

4.1 apresenta os percentuais de extraíveis obtidos a partir das amostras dos bagaços sem 

tratamento e pré-tratados. O total de compostos extraíveis foi de 6,21%, 3,31%, 3,22% e 

3,09% para os bagaços de caju sem tratamento, pré-tratado alcalinamente (NaOH 1M), pré-

tratado a alta pressão e os dois tratamentos combinados, respectivamente. Em relação ao 

bagaço de coco os percentuais de extraíveis foram, respectivamente, de 2,22%, 0,81%, 0,66% 

e 0,50% para os resíduos não tratados e pré-tratados, similarmente ao descrito para o 

pedúnculo de caju. Nesse conjunto de resultados nota-se que os dois resíduos sem tratamento 

apresentam maiores percentuais de extraíveis do que os pré-tratados, pois a remoção de 

lignina pelos pré-tratamentos e as constantes lavagens com água podem remover extraíveis. 

Tabela 4.1. Percentual de compostos extraíveis dos bagaços do pedúnculo de caju e casca de 

coco sem tratamento e pré-tratados. 

Bagaço 
Sem tratamento 

(%) 

Pré-tratado com 

NaOH 1M (%) 

Explosão a alta 

pressão (%) 

Pré-tratamento 

combinado (%) 

Pedúnculo de 

caju 
6,21 ± 1,10 3,31 ± 0,65 3,22 ± 0,76 3,09 ± 0,61 

Casca de 

coco 
2,22 ± 0,26 0,81 ± 0,10 0,66 ± 0,22% 0,50 ± 0,38 

Pelo método de determinação de lignina proposto por Klason foi possível determinar 

a quantidade de lignina total das amostras de bagaço livres de extraíveis, bem como 

quantificar os principais monômeros constituintes dos polissacarídeos por análise 
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cromatográfica dos hidrolisados. A quantidade de lignina total envolve a lignina solúvel e 

insolúvel. A insolúvel é definida como um resíduo que não se solubilizou em ácido e que 

permanece retida na biomassa (retida no papel filtro) após sofrer hidrólise ácida com 

aplicação de ácido sulfúrico 72%. A lignina solúvel representa a porção que sofre degradação 

durante a hidrólise ácida e, desta forma, permanece no líquido do filtrado hidrolisado 

(Fuentes, 2009). 

Os respectivos cromatogramas dos hidrolisados dos bagaços do pedúnculo de caju e 

casca de coco estão representados nas Figuras A.11 a A.17 (Anexo). 

Tabela 4.2. Percentual mássico dos componentes constituintes das amostras secas e livres de 

extraíveis dos bagaços de pedúnculo de caju sem tratamento e pré-tratados 

Componente 
Bagaço sem 

tratamento (%) 

Pré-tratado com 

NaOH 1M (%) 

Explosão a alta 

pressão (%) 

Pré-tratamento 

combinado (%) 

Glicose1 21,65 ± 11,15 44,95 ± 2,52 25,71 ± 2,63 37,05 ± 1,72 

Xilose2 8,29 ± 2,42 11,66 ± 0,22 9,01 ± 0,24 11,49 ± 0,24 

Arabinose2 2,78 ± 0,84 2,56 ± 0,08 2,57 ± 0,27 3,69 ± 0,16 

Ác. acético2 0,48 ± 0,10 0,15 ± 0,01 0,41 ± 0,08 0,13 ± 0,02 

Ác. fórmico1 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 ± 0,56 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 2,04 ± 1,03 

Pectina 4,30 ± 0,35 3,75 ± 1,06 3,13 ± 0,31 1,44 ± 0,50 

Total 71,64 85,79 82,51 82,06 

1 Presente no bagaço como componente da celulose. 
2 Presente no bagaço como componente da hemicelulose. 

Na Tabela 4.2, encontram-se registrados os teores de glicose, xilose, arabinose e 

grupo acetil para os bagaços do pedúnculo de caju. As percentagens de celulose (glicose e 

ácido fórmico) foram de 22,44% para o bagaço sem tratamento, 45,72% para o tratado com 

NaOH 1M, 26,35% para o explodido a alta pressão e 38,63% para o tratamento combinado. 

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

11,49%, respectivamente, enquanto que as porcentagens de arabinose (presente como 

substituinte da cadeia principal de xilanas) foram de 2,78%, 2,56%, 2,57% e 3,69%. 

Finalmente, os teores de hemiceluloses totais (xilose, arabinose, ácido acético e furfural) 
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presentes no bagaço sem tratamento e nos respectivos bagaços pré-tratados foram de 13,38%, 

16,32%, 11,99% e 15,31%, respectivamente, sendo que os teores de pectina foram de 4,30%, 

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

Os teores de cinzas nos bagaços sem tratamento e pré-tratados foram, 

respectivamente, de 0,77%, 2,75%, 1,28% e 2,04%. 

Tabela 4.3. Percentual mássico dos componentes constituintes das amostras secas e livres de 

extraíveis dos bagaços de coco sem tratamento e pré-tratados 

Componente 
Bagaço sem 

tratamento (%) 

Pré-tratado com 

NaOH 1M (%) 

Explosão a alta 

pressão (%) 

Pré-tratamento 

combinado (%) 

Glicose1 21,28 ± 1,72 47,31 ± 5,85 28,03 ± 0,35 37,30 ± 6,79 

Xilose2 9,60 ± 0,97 16,36 ± 5,59 15,03 ± 0,10 15,77 ± 0,69 

Arabinose2 1,70 ± 0,05 1,22 ± 0,37 0,84 ± 0,07 0,17 ± 0,01 

Ácido 

acético2 
0,76 ± 0,07 0,96 ± 0,30 1,11 ± 0,11 – 

Ácido 

fórmico1 
1,49 ± 0,46 0,14 ± 0,02 0,96 ± 0,12 – 

Lignina total 43,71 ± 0,50 29,26 ± 1,77 17,74 ± 0,49 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 2,43 ± 0,4 

Pectina 0,82 ± 0,15 0,60 ± 0,36 – – 

Total 83,65 99,30 66,66 74,40 

1 Presente no bagaço como componente da celulose. 
2 Presente no bagaço como componente da hemicelulose. 

A Tabela 4.3 apresenta as composições químicas dos bagaços de coco sem 

tratamento e tratados, onde observa-se que os percentuais de glicose e ácido fórmico 

(celulose) somam 22,77% para o bagaço sem tratamento, 47,45% para o tratado com NaOH 

1M, 28,99% para o explodido a alta pressão e 37,30% para o tratamento combinado. 

Finalmente, os teores de hemiceluloses totais (xilose, arabinose, ácido acético e furfural) 

presentes no bagaço sem tratamento e nos respectivos bagaços pré-tratados foram de 14,08%, 

20,85%, 16,98% e 15,94%, respectivamente, sendo que os teores de cinzas foram de 2,27%, 

1,14%, 2,95% e 2,43%. 
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Os percentuais de pectina nos bagaços sem tratamento e pré-tratados foram, 

respectivamente, de 0,82% e 0,60%. Os bagaços da casca de coco tratados a alta pressão e no 

pré-tratamento combinado não se constatou a presença de pectina. 

Após a análise dos percentuais dos constituintes majoritários de todos os bagaços 

tratados e não tratados observa-se que houve um aumento nos teores de celulose em todos os 

tratamentos para os dois resíduos testados em relação aos respectivos bagaços sem tratamento, 

pois os tratamentos rompem as ligações da lignina na fibra incrementando a celulose nos 

resíduos e, consequentemente, reduzindo os percentuais de lignina total nos mesmos. No pré-

tratamento com NaOH 1M evidenciou-se a remoção de lignina, pois observou-se a remoção 

de um líquido escuro e viscoso durante os ensaios deste tratamento nos dois resíduos tratados. 

Este líquido era extraído do bagaço por sucessivas lavagens com água destilada. Como 

constatou-se, nas Tabelas 4.2 e 4.3, os teores de lignina total do bagaço do pedúnculo de caju 

tratado com álcali diminui de 30,75% para 17,25% em relação ao mesmo sem tratamento e de 

43,71% para 29,26% para o bagaço de coco tratado alcalinamente em relação ao mesmo sem 

tratamento. 

Em relação ao bagaço do pedúnculo de caju tratado por explosão a alta pressão 

notou-se, pela Tabela 4.2, que o percentual de lignina total aumentou em relação ao resíduo 

sem tratamento, de 30,75 para 39,76%, onde para o bagaço do coco isto não ocorreu. Uma 

provável justificativa seria a alta temperatura de operação (200ºC) do tratamento no reator 

para o bagaço do pedúnculo de caju, que acarretou na hidrólise da celulose e hemicelulose do 

bagaço elevando os percentuais de lignina, pois este resíduo seria mais sensível a tratamentos 

em altas temperaturas. Dessa forma, para o pré-tratamento a explosão deste resíduo seria 

necessário estudar faixas de temperaturas mais brandas. 

Observou-se ainda um ligeiro aumento nos teores de hemicelulose dos bagaços do 

pedúnculo de caju e casca de coco, sendo que para o bagaço de coco tratado com NaOH 1M 

esse aumento foi maior. Filho (2008) citando Fasanella (2008) afirma que o tratamento 

alcalino acarreta em menor solubilização da hemicelulose, já que os processos físico-químicos 

de pré-tratamento utilizando ácido diluído, vapor de alta pressão ou água quente possibilitam 

a remoção seletiva das hemiceluloses, produzindo soluções sacarídicas (pré-hidrolisados) com 

elevado teor de pentoses e reduzido teor de lignina. Os processos alcalinos tendem a 

promover maior dissolução da lignina e menor solubilização/fragmentação das hemiceluloses. 

Conforme observado nas tabelas 4.2 e 4.3, não se conseguiu completar o balanço de 

massa dos constituintes presentes nos resíduos, pois a íntima associação que existe entre os 

principais componentes dos materiais lignocelulósicos dificulta sua caracterização química, 
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além de que o bagaço do pedúnculo de caju contém proteínas e outras substâncias cuja 

quantificação não foi objetivo deste trabalho. 

4.2 – Síntese de enzimas celulolíticas 

Muitos microorganismos são classificados como produtores de celulases, mas poucos 

possuem um complexo celulolítico completo capaz da despolimerização eficiente da celulose 

de resíduos lignocelulósicos. A Trichoderma reesei é um fungo de solo comum da família 

deuteromiceto que produz enzimas celulolíticas. Para alcançar a produção máxima de 

celulases, os pesquisadores estudaram durante vários anos parâmetros do processo de 

fermentação que utilizam T. reesei. A influência da concentração de inóculo e da composição 

do meio para aperfeiçoar a atividade enzimática foram estudadas (Sun; Cheng; Lee, 2008). A 

celulose é abundantemente disponível no planeta e poderia ser mais bem utilizada pela ação 

de enzimas de microorganismos capazes de convertê-la em açúcares solúveis. A celulose é 

constituída por longas cadeias insolúveis de moléculas de glicose unidas covalentemente, que 

são demasiado grandes para serem transportadas através das paredes celulares. No entanto, 

pela utilização de fungos, tais como T. reesei, enzimas conhecidas como celulases são 

secretadas e estas hidrolisam ou despolimerizam a celulose em seu componente monomérico, 

a glicose, que podem ser facilmente transportada através da parede celular e, posteriormente, 

metabolizada. A produção de celulase é a etapa mais onerosa na produção de etanol celulósico 

a partir de biomassa, uma vez que representa cerca de 40% do custo total (Olsson et al., 

2003). No presente estudo, avaliou-se a influência de três tipos de pré-tratamento na produção 

de enzimas celulolíticas de Trichoderma reesei ATCC 2768, a fim de solubilizar a lignina e a 

hemicelulose tornando a celulose mais exposta, utilizando-se dois resíduos lignocelulósicos, 

bagaço do pedúnculo de caju e casca de coco, como substrato em meio submerso. 

4.2.1 - Inoculação 

O inóculo foi preparado adotando-se o mesmo meio utilizado nos cultivos para 

produção das enzimas, proposto por Xiong et al. (2004), onde a fonte de carbono principal é a 

celulose dos resíduos (bagaço de caju e casca de coco), com a finalidade de adaptar o 

microorganismo a estas fontes de carbono e, sendo assim, agilizar a indução das celulases no 

meio de produção. Não se optou por uma fonte mais facilmente assimilável, como a glicose 

ou sacarose, para que se atingisse mais rapidamente a fase exponencial, pois, como se sabe, 

estas fontes reprimem a produção de enzimas celulolíticas pela Trichoderma reesei. No 

entanto, percebeu-se uma longa fase de adaptação desse agente no meio inóculo em razão da 
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ausência de açúcares fermentescíveis sem atingir a etapa de crescimento máxima. Dessa 

forma, assumiu-se um tempo de 48h para inocular os experimentos. 

A partir desse instante de inoculação, verificou-se em todos os ensaios o estágio de 

crescimento celular, Figura 4.1 a 4.8. 

4.2.2 – Influência dos pré-tratamentos 

As enzimas celulases são induzidas pela presença da celulose no meio de cultivo uma 

vez que este polissacarídeo de alta massa molar não consegue passar através da membrana 

celular, onde é necessário que a célula mantenha certo nível de síntese de enzimas para que a 

celulose possa ser parcialmente hidrolisada a compostos de menor massa molecular e a 

passagem através da membrana seja possível, ocorrendo assim o efeito indutivo (Netto, 1987). 

No entanto, em resíduos lignocelulósicos o alto grau de associação que existe entre os 

componentes poliméricos majoritários desses resíduos pode dificultar ainda mais a indução à 

síntese das celulases. Por esta razão há a necessidade do emprego de um método de pré-

tratamento que amenize a interação entre os principais componentes da lignocelulose 

aumentado os percentuais de celulose na fitobiomassa e promovendo assim o aumento da 

síntese celulolítica. 

Na Figura 4.1 observa-se os resultados de produção das enzimas endoglucanase 

(CMCase) e exoglucanase (FPase) em meio contendo bagaço do pedúnculo de caju sem 

tratamento como substrato. Nota-se que a atividade enzimática máxima atingiu 0,535 UI/mL 

em 36 horas e 0,152 UI/mL em 60 horas de fermentação, respectivamente. 

No instante entre 36 e 72 horas nota-se uma provável repressão catabólica da 

CMCase e entre 60 e 72 horas uma repressão da FPase. Geralmente a repressão metabólica 

ocorre com enzimas responsáveis pela hidrólise de polissacarídeos, como é o caso das 

celulases, quando estas encontram a disposição moléculas facilmente assimiláveis pela 

membrana da célula como no caso de açúcares redutores. Mas neste caso, como observado na 

Figura 4.1, não ocorreu propriamente uma repressão pela presença de glicose, pois a 

concentração máxima de açúcares redutores (AR’s) atingiu 0,658 g/L abaixo da concentração 

final de açúcares redutores totais (ART’s) de 2,42 g/L, indicando que ainda poderia haver 

síntese de enzimas. Neste caso, a provável causa para a inibição seria a alta presença da 

lignina no bagaço do pedúnculo de caju sem tratamento com percentuais de 30,75% de lignina 

total, segundo a Tabela 4.2, uma vez que esta substância está intimamente ligada à celulose, 

dificultando o acesso do complexo celulolítico à clivagem da celulose. 
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Figura 4.1. Curva de produção de enzimas celulases, crescimento celular, consumo de 

açúcares redutores totais (ART’s) e produção de AR´s utilizando bagaço do pedúnculo de caju 

sem tratamento como substrato. 

A partir de 72 horas de cultivo ocorreu uma inativação da CMCase e FPase para 

0,320 e 0,098 UI/mL ao final do processo. Estas reduções nas atividades enzimáticas podem 

estar associadas à inativação das enzimas por outros constituintes do meio, como proteases 

(Ahamed &Vermette, 2008), variação no pH do meio a partir deste instante, que acarretaria na 

inibição das celulases (Xiong et al., 2004) ou a alta concentração de lignina total presente no 

bagaço do pedúnculo de caju sem tratamento, que foi de 30,75%, uma vez que este tipo de 

substância confere alta recalcitrância ao resíduo e a medida que a celulose é hidrolisada pela 

enzima e convertida em açúcares redutores no meio, esta concentração de lignina total 

aumenta ainda mais, dificultando a clivagem das enzimas e provocando sua inativação. 

Os perfis das curvas de concentração celular e de atividades enzimáticas, quando se 

utilizou bagaço do pedúnculo de caju sem tratamento como substrato, apresentado na Figura 

4.1, mostram que, a medida que a concentração celular aumenta com o tempo e atinge uma 

certa velocidade máxima, a atividade enzimática, em especial CMCase, também aumenta 

atingindo um pico de atividade em 36 horas de fermentação que, pela inclinação da curva, 

indica uma velocidade máxima de síntese. Isso indica que a síntese dessas enzimas está 

associada ao crescimento, uma vez que para que existam açúcares fermentescíveis no meio, 

necessários para o metabolismo das células, é indispensável que haja a síntese de enzimas que 

possam hidrolisar a celulose dos resíduos. 



Resultados e Discussões 

51 
Rodrigo Caetano Guedes, Fevereiro/2010 

Os açúcares redutores totais, analisados neste trabalho, representam a quantidade de 

celulose presente no bagaço num certo instante de tempo que ainda não foram hidrolisados 

pela enzima. Sendo assim, analisando a curva de ART´s da Figura 4.1 nota-se que houve um 

consumo de apenas 52,76% de carboidratos totais em relação aos 5,125 g/L de ART´s 

presentes inicialmente no cultivo. Como foi observado na Tabela 4.2 o teor máximo de 

glicose quantificado no bagaço do pedúnculo de caju sem tratamento foi de 21,65% e um teor 

de lignina total de 30,75%. Em função disso o baixo consumo de açúcares redutores totais 

pode estar ligado à baixa concentração de glicose em forma de celulose e também ao alto teor 

de lignina presente neste resíduo que dificultaria ainda mais o consumo deste substrato. 
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Figura 4.2. Curva de produção de enzimas celulases, crescimento celular, consumo de 

açúcares redutores totais (ART’s) e produção de AR´s utilizando bagaço da casca de coco 

sem tratamento como substrato. 

Nos ensaios contendo bagaço da casca de coco sem tratamento como substrato, como 

pode ser observado na Figura 4.2, não se constatou crescimento celular em virtude da falta de 

indução de celulases no meio, ou seja, não se aferiu atividade celulolítica nos sobrenadantes 

das amostras. Uma razão para isto seria uma concentração de lignina total ainda maior do que 

a verificada no pedúnculo de caju de 43,71%, segundo Tabela 4.3, para a casca de coco, 

justificando ser indispensável o tratamento desses resíduos a fim de diminuir a alta interação 

dos componentes poliméricos dos bagaços e assim torná-los bons indutores das referidas 

enzimas. 
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Oliveira et al. (2009) conseguiram obter, utilizando casca de coco verde sem 

tratamento e avicel como substrato controle, em meio submerso de Aspergillus heteromophus 

URM 269, atividades enzimáticas de 0,32 UI/mL e 1,51 UI/mL, respectivamente. Diante 

desses resultados, concluíram que a diferença dos níveis de produção de celulase nos 

substratos analisados poderia ser explicada pelo fato da casca do coco verde não ter sofrido 

qualquer tipo de pré-tratamento para reduzir sua recalcitrância. Uma vez que a lignina confere 

uma limitação para a assimilação da fonte de carbono pelo microorganismo agente da 

fermentação. Suposição essa que é confirmada pelos dados da literatura que referenciam 

maior produção de celulases em resíduos que sofreram pré-tratamento. Desta forma, a 

inclusão de uma etapa de pré-tratamento, além da otimização das condições de cultivo como 

pH, temperatura, aeração e tempo de fermentação, poderá contribuir para aumentar a 

produtividade enzimática nesse substrato (Oliveira et al., 2009). 
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Figura 4.3. Curva de produção de enzimas celulases, crescimento celular, consumo de 

açúcares redutores totais (ART’s) e produção de AR´s utilizando bagaço do pedúnculo de caju 

como substrato pré-tratado com NaOH 1M. 

A Figura 4.3 apresenta as curvas de atividades enzimáticas CMCase e FPase em 

meio contendo bagaço do pedúnculo de caju pré-tratado com o álcali NaOH 1M. Observa-se 

que houve um aumento considerável na atividade da enzima CMCase em relação ao 

respectivo bagaço sem tratamento, onde a atividade máxima obtida passou de 0,535 UI/mL 

para 2,160 UI/mL em 48 horas de fermentação e a FPase aumentou de 0,152 UI/mL para 
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0,215 UI/mL em 84 horas de cultivo com relação ao mesmo não tratado. Uma possível 

justificativa para isso, como pode ser verificado na Tabela 4.2, seria o aumento dos 

percentuais de celulose de 22,77% do pedúnculo de caju sem tratamento para 45,72% para o 

mesmo tratado com hidróxido de sódio 1M e uma redução de lignina total de 30,75% para 

17,25%, respectivamente, proporcionado assim uma melhor indução à síntese dessas enzimas 

pela maior presença de celulose no meio. 

Sun et al. (2008), utilizando Trichoderma reesei RUT-C30 para produção de 

celulases em meio contendo pó de palha de arroz como substrato lignocelulósico pré-tratado 

com NaOH 10% e sem tratamento, obtiveram 1,07 UI/mL de FPase em meio contendo 

resíduo tratado alcalinamente e 0,71 UI/mL em meio contendo palha de arroz sem tratamento 

em 12 horas de cultivo. Wen et al. (2005), utilizando esterco de laticínios como substrato 

lignocelulósico para produção de FPase e CMCase, numa concentração de esterco de 10g/L 

(base seca), temperatura de 25,5ºC, velocidade de agitação de 175rpm e pH inicial do meio de 

5,7 conseguiram, num tempo de operação de 6-8 dias, uma atividade celulolítica máxima de 

1,74 UI/mL de FPase e 12,22 UI/mL de CMCase. Aiello et al. (1996) cultivando Trichoderma 

reesei QM 9414 em meio contendo bagaço de cana-de-açúcar sem tratamento ou tratado com 

álcalis à temperatura ambiente e utilizando Avicel (celulose microcristalina) como substrato 

controle encontraram 0,085, 0,090 e 0,163 UI/ml de atividade FPase, respectivamente, sendo 

a atividade utilizando bagaços como substrato menor do que quando foi utilizado Avicel. A 

atividade celulolítica não foi detectada quando bagaço de cana tratado alcalinamente a 100ºC 

foi utilizado. Portanto, comparando-se estes resultados reportados da literatura com os obtidos 

neste trabalho pode-se dizer que quando se utilizou resíduos do bagaço do pedúnculo de caju 

e casca de coco conseguiu-se atividades celulolíticas menores do que as atividades em meio 

contendo palha de arroz ou esterco como substrato, mas maiores do que as atividades 

reportadas quando se utilizou bagaço de cana tratado alcalinamente e não tratado. 

Nos intervalos de tempo entre 48 e 120 horas de cultivo constata-se uma redução da 

atividade CMCase para 1,534 UI/mL e a partir de 84 horas uma queda na síntese de FPase 

para 0,104 UI/mL caracterizando uma inativação da síntese das enzimas no meio. O declínio 

na síntese de FPase é mais acentuado do que na síntese de CMCase, indicando que a primeira 

é mais sensível a inativação provocada, possivelmente, pela formação de proteases ou 

variação de pH do meio, do que a CMCase. Dessa forma, analisando os perfis de 

concentração celular e de atividades enzimática nota-se que a CMCase é totalmente associada 

ao crescimento, uma vez que quando a velocidade de crescimento de células aumenta a 

síntese desta enzima também cresce exponencialmente, enquanto que a FPase continua sendo 
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produzida mesmo quando a concentração de células se estabiliza, indicando uma associação 

parcial desta enzima ao crescimento celular. 

Observa-se na Figura 4.3 que ao final do processo há mais açúcares redutores 

disponíveis no meio (0,760 g/L) do que ART’s (0,101 g/L) ocorrendo o cruzamento da curva 

de AR’s com a de ART’s em 72 horas de cinética. O ponto onde ocorre este cruzamento é 

denominado ponto máximo de indução, cuja indução começa a ser comprometida quando 

aumenta o acúmulo da concentração de glicose no meio, uma vez que a velocidade de 

hidrólise (hd) é maior que a velocidade de consumo de substrato (µs). 

Além disso, nota-se que houve um alto consumo de celulose em forma de açúcares 

redutores totais de 98,38% em relação ao ART de 6,243 g/L que havia no início do cultivo, 

proporcionado pela alta produção das enzimas em questão. Este alto consumo também pode 

estar associado à maior exposição de glicose no bagaço do pedúnculo de caju tratado 

alcalinamente, 44,95%, pois este pré-tratamento possibilitou aumentar o teor de celulose pela 

remoção de lignina no bagaço, cuja composição caiu de 30,75% para 17,25% em relação ao 

bagaço sem tratamento. 
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Figura 4.4. Curva de produção de enzimas celulases, crescimento celular, consumo de 

açúcares redutores totais (ART’s) e produção de AR´s utilizando bagaço da casca de coco 

como substrato pré-tratado com NaOH 1M. 

No conjunto de ensaios onde se utilizou bagaço da casca de coco como substrato 

tratado com NaOH 1M observa-se, Figura 4.4, as curvas de produção de endoglucanase e 
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exoglucanase utilizando este resíduo pré-tratado como substrato. Nota-se que as atividades 

enzimáticas atingiram 0,480 UI/mL ao final da fermentação e 0,073 UI/mL a partir de 48 

horas, respectivamente, sendo estes resultados bem melhores do que os obtidos com o bagaço 

de coco sem tratamento, considerando que houve um aumento nos percentuais de celulose 

deste resíduo em relação ao mesmo sem tratamento, de acordo com a Tabela 4.3, de 22,77% 

para 47,45% e uma redução de lignina total de 43,71% para 29,26%. Entretanto estes 

resultados são bem inferiores aos obtidos com o bagaço do pedúnculo de caju tratado 

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

provavelmente, pelo fato do tratamento não ter diminuído a cristalinidade do bagaço do coco, 

uma vez que enzimas celulolíticas são mais bem induzidas pela presença de celulose com 

baixo índice de cristalinidade (Fan et al., 1987). 

Neste tipo de pré-tratamento do resíduo da casca de coco constata-se que, pela 

inclinação da curva da CMCase, que a velocidade de síntese é praticamente constante em todo 

cultivo e que mais uma vez esta está associada ao crescimento celular. Nos intervalos de 

tempo entre 48 e 84 horas a atividade enzimática FPase sofre uma repressão catabólica e após 

84 horas uma redução na atividade, indicando que esta é mais sensível a inibição provocada 

por metabólitos ou ácidos produzido durante a fermentação, uma vez que a CMCase não foi 

inativada. 

A concentração de ART’s ao final do processo atingiu 2,618 g/L e de AR’s 0,478 g/L 

ocorrendo um consumo de açúcares redutores totais de apenas 49,5%. Sendo assim, mesmo 

com o aumento da concentração de glicose no bagaço de coco em relação ao mesmo sem 

tratamento, onde o percentual de glicose passou de 21,28% para 47,31%, pelo aumento do 

teor de celulose e redução da lignina total no resíduo, o consumo foi muito baixo comparado 

com o consumo de ART’s do bagaço do pedúnculo de caju tratado com NaOH 1M que foi de 

98,38%. Certamente, a baixa síntese das enzimas CMCase e Fpase no bagaço de coco tratado 

alcalinamente ocasionou esta redução. 

Constata-se também, pelas Figuras 4.3 e 4.4, que a concentração de açúcares 

redutores é muito baixa, indicando que há uma maior concentração de xilose do que glicose 

residual no meio, considerando que há síntese de enzimas hemicelulolíticas e que estas estão 

hidrolisando a hemicelulose dos resíduos e que o método do DNS não é capaz de quantificar 

xilose como açúcar redutor. 

Em relação às atividades enzimáticas endoglucanase e exoglucanase induzidas por 

bagaço de coco reportadas da literatura, Muniswaran & Charyulu (1994) investigaram a 

utilização da fibra de coco pré-tratada com peróxido de hidrogênio como substrato para a 
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produção de enzimas celulases por cultivo semi-sólido de Trichoderma viride NCIM 1051. A 

atividade FPase e carboximetilcelulase máximas foram de 4,27 e 12,05 UI/g, respectivamente, 

obtidas em 7 dias de fermentação. Awafo et al. (2000) estudaram a produção de enzimas 

celulolíticas por duas linhagens de Trichoderma reesei QMY-1 e MCG 80 em fermentação 

semi-sólida utilizando palha de trigo como substrato lignocelulósico tratada com uma solução 

alcalina de NaOH 1M, onde obtiveram uma atividade enzimática FPase de 8,38 UI/mL para 

T. reesei QMY-1 e 9,88 UI/mL para T. reesei MCG 80. 
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Figura 4.5. Curva de produção de enzimas celulases, crescimento celular, consumo de 

açúcares redutores totais (ART’s) e produção de AR´s utilizando bagaço do pedúnculo de caju 

explodido a alta pressão como substrato. 

Tratamentos físicos como explosões em reatores para reduzir o grau de associação de 

uma fitobiomassa, onde a abertura da fibra é provocada pela rápida descompressão do 

sistema, geralmente gera compostos refratários, como furfurais e compostos aromáticos, que 

podem inibir o crescimento de microorganismos. Esses inibidores podem surgir pela quebra 

da molécula da lignina (Öhgren et al., 2007). 

Ao analisar a Figura 4.5 que apresenta os resultados do cultivo utilizando como 

substrato bagaço do pedúnculo de caju tratado por explosão a alta pressão observa-se uma 

atividade endoglucanásica de 0,853 UI/mL e exoglucanásica de 0,172 UI/mL em 60hs e 84hs 

de fermentação, respectivamente. Comparando-se estes resultados com aqueles obtidos com o 

pedúnculo de caju tratado alcalinamente percebe-se que ocorreu uma queda na síntese das 



Resultados e Discussões 

57 
Rodrigo Caetano Guedes, Fevereiro/2010 

duas enzimas. Todavia, a Tabela 4.2 mostra que neste tipo de pré-tratamento não houve uma 

maior eficiência no aumento dos percentuais de celulose, onde ocorreu um ligeiro aumento de 

22,44% para 26,35% em relação ao bagaço sem tratamento. Este resultado é bem inferior aos 

45,72% de celulose alcançados com o pedúnculo de caju tratado com NaOH 1M. Uma 

possível justificativa para a redução das atividades quando se utilizou bagaço explodido em 

relação ao tratado alcalinamente seria ao aumento do percentual de lignina neste tipo de pré-

tratamento, onde ocorreu um aumento de 30,75% para 39,76% em relação ao bagaço sem 

tratamento. 

Outra justificativa seria o aumento da severidade do pré-tratamento por explosão 

(aumento da temperatura e/ou do tempo de residência do material no reator) provocar o início 

das reações de desidratação das pentoses e hexoses, com a formação de furfural e 

hidroximetilfurfural, que são compostos que podem inibir a indução de enzimas celulolíticas, 

além de aumentar as reações de condensação dos taninos e outras subestruturas que compõem 

os extraíveis. O pré-tratamento por explosão também favorece a quebra de ligações mais 

termoestáveis da lignina, principalmente as ligações β-O-4, levando a formação de novas 

ligações e à fragmentação de partes do componente lignínico (Pitarelo, 2007). 

A atividade FPase sintetizada quando se utilizou bagaço do pedúnculo de caju 

explodido a alta pressão como substrato apresenta uma baixa inclinação entre o início e 72 

horas de cultivo, onde neste intervalo de tempo a concentração celular e a atividade 

endoglucanásica atingem a velocidade máxima, e em 84 horas essa atividade atingiu um 

máximo de 0,172 UI/mL, sendo ainda sintetizada após a fase de declínio da concentração 

celular, indicando uma associação parcial ao crescimento de células. Tanto a CMCase quanto 

a FPase sofrem inativação a partir de 60 e 84 horas de fermentação, respectivamente, 

possivelmente pela formação de compostos refratários, como furfurais e compostos orgânicos, 

resultantes da quebra das ligações intermoleculares da lignina durante o pré-tratamento por 

explosão a alta pressão. 

O bagaço da casca de coco tratado por explosão a alta pressão apresentou uma 

atividade máxima de CMCase em 72hs de fermentação de 0,622 UI/mL e de FPase em 108 hs 

de 0,052 UI/mL, como verificado na Figura 4.6. Comparando-se estes dados com os obtidos 

para o resíduo tratado alcalinamente, constata-se um aumento da CMCase, cujo valor obtido 

foi de 0,480 UI/mL, e uma ligeira redução de FPase, cujo resultado foi de 0,073 UI/mL 

conseguido anteriormente. O consumo de ART’s para este ensaio foi de 44,5%, sendo, 

portanto, menor que os 49,5% obtidos com o tratamento anterior. 
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Figura 4.6. Curva de produção de enzimas celulases, crescimento celular, consumo de 

açúcares redutores totais (ART’s) e produção de AR´s utilizando bagaço da casca de coco 

explodido a alta pressão como substrato. 

Nota-se que os resultados de atividades enzimáticas CMCase e FPase são 

semelhantes, pois apesar do tratamento alcalino ter aumentado a concentração de celulose de 

21,28% para 47,31%, em comparação com o resíduo sem tratamento, o bagaço ainda 

permaneceu com alta concentração de lignina (29,26%). No caso do bagaço explodido a alta 

pressão, onde a atividade enzimática CMCase foi de 0,622 UI/mL ligeiramente maior do que 

a obtida quando se utilizou o bagaço tratado alcalinamente, este percentual foi de 17,74%, 

portanto menor do que o teor de lignina obtido no tratamento alcalino. Quanto se compara 

esses resultados com aqueles obtidos pelo bagaço do pedúnculo de caju explodido, onde a 

atividade enzimática CMCase foi de 0,853 UI/mL e FPase de 0,172 UI/mL, nota-se que este 

pré-tratamento foi capaz de melhorar o rendimento da CMCase em relação ao resíduo do coco 

tratado alcalinamente, mas não resultou num rendimento maior em relação ao mesmo 

tratamento utilizado para o pedúnculo de caju. 

Segundo Fan et al. (1987) a celulose possui regiões altamente ordenadas (regiões 

cristalinas) estabilizadas por numerosas ligações de hidrogênio intra e intermoleculares, e 

áreas menos ordenadas ou amorfas, onde as cadeias apresentam uma orientação randomizada. 

Em função dessa alta organização apresentada pela celulose cristalina, esta tem sido apontada 

por muitos autores como sendo menos suscetível à clivagem de enzimas celulases do que a 

celulose amorfa. 
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Supõe-se, assim, que a celulose do bagaço da casca de coco pode ter um grau de 

cristalinidade maior do que a celulose do resíduo do pedúnculo de caju, uma vez que a 

celulose cristalina é menos suscetível a clivagem inicial das enzimas celulolíticas constitutivas 

que iniciarão a hidrólise da celulose em celooligossacarídeos, que por sua vez induzirão a 

síntese de endoglucanases (CMCase). Sendo a celulose do bagaço do pedúnculo de caju 

amorfa, a produção de CMCase será maior, pois como este tipo de celulose é mais facilmente 

hidrolisada pela enzima, então esta irá produzir uma quantidade inicial de 

celooligossacarídeos maior, induzindo a síntese de mais enzimas celulolíticas, pois é a 

presença de celooligossacarídeos como celobiose e soforose que consiguirão induzir mais 

facilmente a produção de celulases. 

Conforme observado nas Tabelas 4.2 e 4.3 o pré-tratamento por explosão a alta 

pressão seguido de tratamento com NaOH 1M proporcionou uma exposição de celulose maior 

do que aqueles conseguidos por explosão a alta pressão, cujo percentual de celulose aumentou 

de 26,35% para 38,63% em relação ao bagaço do pedúnculo de caju e de 28,99% para 37,30% 

para o resíduo da casca de coco, embora estes valores tenham sido inferiores aos obtidos para 

os bagaços tratados alcalinamente. 
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Figura 4.7. Curva de produção de enzimas celulases, crescimento celular, consumo de 

açúcares redutores totais (ART’s) e produção de AR´s utilizando bagaço do pedúnculo de caju 

como substrato simultaneamente explodido a alta pressão e pré-tratado com NaOH 1M. 
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Sendo assim, observando a Figura 4.7 nota-se uma atividade endoglucanásica de 

1,013 UI/mL, ao final do cultivo, maior do que a obtida com o bagaço do pedúnculo de caju 

explodido a alta pressão (0,853 UI/mL), e uma atividade FPásica de 0,075 UI/mL em 84hs 

menor que a obtida anteriormente (0,172 UI/mL). O consumo de ART’s foi de 61,45%, 

portanto superior ao conseguido com o pedúnculo de caju tratado somente por explosão que 

foi de 47,4%. O maior incremento na produção de atividade endoglucanásica no extrato 

enzimático produzido utilizando este resíduo em relação ao mesmo tratado por explosão pode 

ser explicado pela maior exposição de celulose no material, que aumentou de 26,35% para 

38,63%, proporcionando uma indução maior. Este incremento também pode ser justificado 

pela possível eliminação de compostos inibidores, gerados durante a etapa de explosão, na 

seqüência de sucessivas lavagens com água destilada após o tratamento alcalino do bagaço 

descarregado do reator. 
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Figura 4.8. Curva de produção de enzimas celulases, crescimento celular, consumo de 

açúcares redutores totais (ART’s) e produção de AR´s utilizando bagaço da casca de coco 

como substrato simultaneamente explodido a alta pressão e pré-tratado com NaOH 1M. 

Estas atividades enzimáticas ainda são bem menores do que aquelas obtidas com o 

bagaço do pedúnculo de caju tratado com NaOH 1M, onde conseguiu-se uma atividade 

endoglucanásica de 2,160 UI/mL e exoglucanásica de 0,215 UI/mL, uma vez que neste 

tratamento, além de não haver a formação de compostos inibidores pela degradação das 

hexoses e pentoses devido a alta temperatura experimentada pelo resíduo na explosão, houve 

maior incremento no teor de celulose e a maior redução de lignina total. 



Resultados e Discussões 

61 
Rodrigo Caetano Guedes, Fevereiro/2010 

Awafo et al. (2000) utilizando palha de trigo como substrato lignocelulósico tratados 

com NaOH 1M seguido de explosão a vapor, com vapor a temperatura de 170ºC e tempo de 

residência do resíduo no reator de 6,5min, para produção de celulase por duas linhagens de 

Trichoderma reesei QMY-1 e MCG 80 obtiveram atividade FPase de 7,80 UI/mL e 6,85 

UI/mL, respectivamente, em fermentação semi-sólida. 

Em relação ao bagaço de coco explodido, de acordo com a Figura 4.8, aferiu-se um 

consumo de ART’s em torno de 56% maior do que os 44,5% de carboidratos totais 

conseguidos com o resíduo de coco tratado somente por explosão. Ao final das 120hs de 

fermentação chegou-se 0,741 UI/mL de CMCase e a uma atividade FPase muito baixa em 

relação aos tratamentos anteriores (0,029 UI/mL). 

Observando-se as curvas de atividades e crescimento celular das Figuras 4.7 e 4.8 

quando se utilizou os bagaços do pedúnculo de caju e casca de coco pré-tratados 

simultaneamente por explosão e por tratamento com hidróxido de sódio 1M como substratos 

evidencia-se que há uma completa associação da síntese de atividade enzimática FPase e 

CMCase no intervalo de tempo correspondente à fase exponencial de crescimento celular. 

Neste caso constata-se que neste pré-tratamento ocorreu também a associação da síntese de 

FPase com o crescimento celular, favorecendo este comportamento. 
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4.3 – Estudo cinético 

A partir dos dados de crescimento celular e consumo de substrato obtidos, calculou-

se a velocidade máxima específica de crescimento (µxmáx) e o fator de conversão de substrato 

em células (Yx/s). Os resultados são mostrados na Tabela 4.4. 

Tabela 4.4. Parâmetros cinéticos referentes aos cultivos em meio contendo bagaço do 

pedúnculo de caju sem tratamento e pré-tratado. 

Ensaio µxmáx  (h
-1) Yx/s (g/g) 

Xmáx 

(g/L) 

CMCase 

(UI/mL) 

FPase 

(UI/mL) 

Sem tratamento 0,325 ± 0,08 0,472 ± 0,09 1,537 0,535 0,152 

Pré-tratamento com NaOH 
1M 

0,479 ± 0,10 0,435 ± 0,02 2,925 2,160 0,215 

Pré-tratamento por explosão a 
alta pressão 

0,147 ± 0,09 0,373 ± 0,12 1,937 0,853 0,172 

Pré-tratamento por 
explosão/NaOH 1M 

0,250 ± 0,05 0,493 ± 0,05 2,250 1,013 0,075 

Analisando a Tabela 4.4, observa-se que a maior velocidade específica de 

crescimento celular ocorreu quando se utilizou o bagaço do pedúnculo de caju tratado 

alcalinamente, µxmáx = 0,479 h-1, bem como o melhor resultado de concentração máxima de 

células, Xmáx = 2,925 g/L; isto significa que o microorganismo conseguiu se adaptar melhor 

em meio contendo este tipo de substrato. O segundo melhor resultado de µxmáx foi conseguido 

com o bagaço sem tratamento, µxmáx = 0,325 h-1, sendo menores os obtidos pelos bagaços 

tratados por explosão e por explosão a alta pressão/NaOH 1M, 0,147 h-1 e 0,250 h-1, 

respectivamente. Isto indica que estes últimos não proporcionaram uma boa adaptação do 

microorganismo ao meio possivelmente em virtude da formação de compostos, durante o pré-

tratamento, que inibiram a produção das celulases. 

No ensaio em que se utilizou bagaço do pedúnculo de caju como substrato tratado 

alcalinamente, apresentando a maior velocidade específica de crescimento celular, obteve-se 

uma atividade endoglucanásica de 2,160 UI/ml e exoglucanásica de 0,215 UI/mL, sendo estas 

as maiores atividades conseguidas para este resíduo dentre todos os tratamentos estudados. As 

menores atividades enzimáticas foram obtidas quando se utilizou este resíduo tratado por 
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explosão a alta pressão como substrato, 0,853 e 0,172 UI/mL, respectivamente. Neste ensaio a 

velocidade específica de crescimento também foi menor, µxmáx = 0,147 h-1. 

As conversões de células não apresentaram diferenças de rendimentos significativas 

capazes de apontar o melhor pré-tratamento. O bagaço do pedúnculo de caju tratado 

simultaneamente por explosão e NaOH 1M, Yx/s = 0,4935, apresentou-se um rendimento 

ligeiramente maior seguido pelo sem tratamento, 0,4717, e pelo tratado alcalinamente, 0,4355. 

O menor rendimento de células foi obtido utilizando o resíduo do pedúnculo de caju tratado 

por explosão a alta pressão, 0,3735. 

No conjunto de ensaios onde se utilizou bagaço da casca de coco como substrato 

verifica-se, pela Tabela 4.5, que o microorganismo parece ter se adaptado melhor em meio 

contendo bagaço tratado alcalinamente, µxmáx = 0,098 h-1, do que aqueles tratados por 

explosão a alta pressão e explosão/alcalino, 0,049 e 0,036 h-1, respectivamente. O bagaço 

tratado alcalinamente também apresentou o melhor resultado de conversão de substrato em 

células, Yx/s = 0,54, e a maior concentração de células, Xmáx = 1,975 g/L. 

Tabela 4.5. Parâmetros cinéticos referentes aos cultivos em meio contendo bagaço da casca de 

coco pré-tratado. 

Ensaio µxmáx  (h
-1) Yx/s (g/g) 

Xmáx 

(g/L) 

CMCase 

(UI/mL) 

FPase 

(UI/mL) 

Pré-tratamento com NaOH 1M 0,098 ± 0,025 0,54 ± 0,10 1,975 0,480 0,073 

Pré-tratamento por explosão a 
alta pressão 

0,049 ± 0,019 0,40 ± 0,04 1,175 0,622 0,052 

Pré-tratamento por 
explosão/NaOH 1M 

0,036 ± 0,010 0,41 ± 0,06 1,212 0,741 0,029 

Analisando-se os resultados de µxmáx das Tabelas 4.4 e 4.5 observa-se que o bagaço 

do pedúnculo de caju possibilitou uma maior adaptação do microorganismo no meio de 

cultivo, uma vez que o maior resultado de velocidade específica máxima de crescimento 

obtida utilizando-se bagaço de coco como substrato, µxmáx = 0,098 h-1, apresenta-se menor do 

que as velocidades obtidas quando se utilizou pedúnculo de caju, µxmáx = 0,325 h-1. As 

concentrações máximas de células também se apresentam maiores em meio contendo 

pedúnculo de caju como substrato, Xmáx = 2,925 g/L, uma vez que o melhor resultado de 

células para o bagaço da casca de coco, Xmáx = 1,975 g/L, foi obtido quando se utilizou este 

resíduo pré-tratado alcalinamente. 
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4. Conclusões 

A caracterização química dos resíduos lignocelulósicos demonstra que os pré-

tratamentos utilizados foram capazes de aumentar os percentuais de celulose na fitobiomassa, 

sendo que o tratamento alcalino proporcionou o melhor rendimento para os dois resíduos. O 

percentual de celulose praticamente dobrou em relação ao bagaço sem tratamento e o pré-

tratamento por explosão apresentou o menor rendimento, pois houve um ligeiro aumento de 

celulose de 22,44% para 26,35% para o bagaço do pedúnculo de caju e de 22,77% para 

28,99% para o bagaço de coco. 

O pré-tratamento alcalino possibilitou a maior redução de lignina total no bagaço do 

pedúnculo de caju, onde o percentual foi reduzido quase à metade. Quanto ao bagaço de coco, 

o tratamento a explosão apresentou a maior redução nos percentuais de lignina total, onde 

houve uma redução de 43,71% para 17,74% em relação ao bagaço de coco sem tratamento. 

Os melhores resultados de atividades enzimáticas utilizando pedúnculo de caju como 

substrato foi obtido quando este foi pré-tratado com hidróxido de sódio 1M, uma vez que este 

tratamento proporcionou a maior exposição de celulose na biomassa. O pré-tratamento a 

explosão a alta pressão e o combinado resultaram em atividades enzimáticas menores do que 

as obtidas utilizando o pedúnculo de caju tratado alcalinamente. 

No caso do bagaço da casca de coco o tratamento por explosão a alta pressão 

resultou na melhor indução à enzima CMCase e o tratamento alcalino possibilitou a melhor 

síntese de FPase. 

Comparando-se os dois resíduos em função de seus tratamentos, pode-se dizer que 

em todos os pré-tratamentos do pedúnculo de caju as atividades enzimáticas mostraram-se 

melhores do que os respectivos tratamentos utilizando-se bagaço de coco como substrato nos 

cultivos. De forma geral, pode-se dizer que o bagaço do pedúnculo de caju é um indutor de 

enzimas celulolíticas melhor do que o bagaço de coco, por apresentar menor recalcitrância e 

menor resistência aos pré-tratamentos para aumentar a digestibilidade das fibras. 

Quanto ao crescimento celular ao analisar os valores dos parâmetros de velocidades 

específicas para os dois resíduos pode-se dizer, de forma geral, que o bagaço do pedúnculo de 

caju proporcionou as melhores condições de adaptação do microorganismo no meio, em 

função de oferecer menos resistência aos pré-tratamentos e também por conter menores 

percentuais de lignina total. 
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A produção de celulases e sua aplicação na hidrólise de materiais lignocelulósicos 

são tecnologias em fase de desenvolvimento, para as quais determinadas ferramentas e 

estratégias podem ser aplicadas visando o aumento de produtividade e economicidade. 

O processo de produção dessas enzimas, que são enzimas de indução, enfrenta um 

gargalo associado à repressão da síntese da enzima à medida que açúcares são acumulados no 

meio de cultivo. O acúmulo resulta em virtude da velocidade da reação de hidrólise 

processada pela enzima sintetizada, ser superior à velocidade de consumo destes açúcares 

pelo microorganismo produtor da enzima. Uma estratégia adequada para atacar este gargalo é 

o processo descontínuo alimentado, sendo objeto de investigação em trabalhos futuros. 
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Anexos 

Tabela A.1. Pontos experimentais para construção da curva do DNS (µmol/mL) 

Glicose 

(μmol/mL) 

Abs 

1 

Abs 

2 

Abs 

(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 0,462 0,411 0,437 
6 0,546 0,512 0,529 
7 0,636 0,653 0,645 
8 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 1,673 1,670 

Tabela A.2. Pontos experimentais para construção da curva do DNS (mg/mL) 

Glicose 

(mg/mL) 

Abs 

1 

Abs 

2 

Abs 

(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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Figura A.1. Curva de calibração do DNS de 04/12/2008 (µmol/mL) 
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Figura A.2. Curva de calibração do DNS de 04/12/2008 (mg/mL) 
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Tabela A.3. Pontos experimentais para construção da curva do DNS (µmol/mL) 

Glicose 

(μmol/mL) 

Abs 

1 

Abs 

2 

Abs 

(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 0,621 0,622 0,622 
7 0,709 0,707 0,708 
8 0,771 0,794 0,783 
9 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 construção da curva do DNS (mg/mL) 

Glicose 

(mg/mL) 

Abs 

1 

Abs 

2 

Abs 

(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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Figura A.3. Curva de calibração do DNS de 24/08/2009 (µmol/mL) 
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Figura A.4. Curva de calibração do DNS de 24/08/2009 (mg/mL) 
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Figura A.5. Curva de calibração de glicose para cromatografia 
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Figura A.6. Curva de calibração de xilose para cromatografia 
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Figura A.7. Curva de calibração de arabinose para cromatografia 
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Figura A.8. Curva de calibração de ácido fórmico para cromatografia 
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Figura A.9. Curva de calibração de ácido acético para cromatografia 
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Figura A.10. Curva de calibração de furfural para cromatografia 
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Figura A.11. Cromatograma dos hidrolisados do bagaço do caju sem tratamento. 
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Figura A.12. Cromatograma dos hidrolisados do bagaço do caju tratado com NaOH 1M. 
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Figura A.13. Cromatograma dos hidrolisados do bagaço do pedúnculo de caju explodido. 
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Figura A.14. Cromatograma dos hidrolisados do bagaço do pedúnculo de caju explodido e 

tratado alcalinamente. 
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Figura A.15. Cromatograma dos hidrolisados do bagaço de coco sem tratamento. 
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Figura A.16. Cromatograma dos hidrolisados do bagaço de coco tratado alcalinamente. 
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Figura A.17. Cromatograma dos hidrolisados do bagaço de coco explodido a alta pressão. 
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