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RESUMO: Extrato enzimatico celulolitico produzido périchoderma reeseATCC 2768
cultivado em incubador rotativo, utilizando-se bamgade pedunculo de caju e de casca de
coco como substrato, foi utilizado para estudarracgsso de hidrolise enzimatica dos
mesmos residuos, bagaco do pedunculo de caju €dagacoco, quando esses materiais
foram pré-tratados alcalinamente (com NaOH 1M) e@adacdo Umida, e combinando-se
esses dois pré-tratamentos. Os ensaios de hidfoliam realizados em condi¢bes de 125
rpm, 50°C e pH inicial 4,8 durante 108 horas. Qatatproduzido utilizando como substrato
bagaco de caju tratado alcalinamente (1,337 Ul/mlC8iCase e 0,074 Ul/mL de FPase),
quando utilizado nos ensaios de hidrolise, apresemtna velocidade inicial de hidrdlise de
0,094g de AR/g de substratodrendimento de hidrdlise de 96% de acguUcares redutotais
(ART’s), enquanto que para o extrato obtido utiide-se bagaco de coco tratado com NaOH
1M (0,640 Ul/mL de CMCase e 0,070 Ul/mL de FPas#®we-se uma velocidade inicial de
hidrélise de 0,025 g de AR/g de substrato.h e umdineento de 48% de acUcares redutores
totais (ART’s). No caso dos bagacos tratados patag&o Umida, verificou-se que o caldo
enzimatico obtido utilizando como substrato pedimcle caju (0,547 Ul/mL de CMCase)
apresentou uma velocidade inicial de hidrolise @849 de AR/g de substrato.h e um menor
rendimento 89% de ART’s, quando comparado com @aoeealcalino. O bagaco de coco
tratado por oxidacdo umida (1,147 Ul/mL de CMCade(¥1 de FPase) apresentou uma
velocidade inicial de hidrélise de 0,029 g de ARMg substrato.h e um rendimento de
hidrélise de 91% de acUcares redutores totais (AREntretanto, quando se utilizou os
bagacos pedunculo de caju e casca de coco, submatid dois pré-tratamentos combinados
obteve-se um caldo enzimatico para o peduncul@pecom atividades de (1,154 Ul/mL de
CMCase e 0,107 de FPase) e para a casca de coegrtrato enzimatico com atividades de
(0,538 UI/mL de CMCase e 0,013 Ul/mL de FPase)sAaitilizar estes extratos enzimaticos
nos processos de hidrdlise obteve-se para o peldimhewcaju uma velocidade inicial de 0,029
g de AR/g de substrato.h. e um rendimento de 94%gdeares redutores totais (ART’s). Para
o0 bagaco de casca de coco obteve-se uma velociltatérdlise de 0,018 g de AR/g de
substrato.h e um rendimento de 69% de acUcaresoredutotais (ART’s). Dessa forma,
conclui-se que o tratamento preliminar melhoragestibilidade dos residuos onde a celulose
presente no substrato converte-se em agucar feraoével com a agdo da enzima, sendo
importante para uma posterior fermentacao alcadlica

Palavras-chaves: Residuos lignocelulosicos, ExEarzimatico e Hidrolise Enzimatica
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ABSTRACT

HYDROLISYS OF LIGNOCELULLOSIC RESIDUES USING CELLUWLYTIC
ENZYMATIC BROTH BY TRICHODERMA REESEATCC 2768.

Cellulolytic enzymatic broth byfrichoderma reeseATCC 2768 cultived in shaker using
cashew apple bagasse and coconut shell bagassebsigate for fermentation, was used to
investigate the enzymatic hydrolysis of these sabes after pre-treatment with 1 M NaOH,
wet-oxidation as well as a combination of thesattrents. Hydrolysis runs were carried at
125 rpm, 50°C and initial pH of 4.8 for 108 houEmzymatic broth produced using cashew
apple bagasse treated with 1M NaOH (1.337 Ul/mL @K and 0.074 Ul/mL FPase),
showed after the hydrolysis an initial of 0.094fgexlucing sugar/g of substrate.h with 96%
yield of total reducing sugars while for the cocbsbell bagasse treated using the alkaline
process (0.640 Ul/mL CMCase and 0.070 Ul/mL FPasdjibited an initial hydrolysis
velocity of 0.025 g of reducing sugar/g of substfatwith 48% yield of total reducing sugars.
For the treatment with wet-oxidation using cashepl@bagasse as substrate enzymatic broth
(0.547 UI/mL CMCase) exhibited an initial hydrolysvelocity of 0.014 g of reducing
sugars/g of substrate.h with a lower yield aboW8$% total reducing sugars compared to the
alkaline treatment. Enzymatic broth produced usiogonut shell treated by wet-oxidation
showed an initial hydrolysis velocity of 0.029 greflucing sugar/g of substrate.h with 91%
yield. However, when the combination of these tveatments were used it was obtained an
enzymatic broth of 1.154 Ul/mL CMCase and 0.107 dePfar the cashew apple bagasse as
well as 0.538 Ul/mL CMCase and 0,013 Ul/mL de FePfas the coconut shell bagasse. After
hydrolysis, initial velocity was 0.029 g of redugisugar/g of substrate.h. with 94% yield for
the cashew apple bagasse and 0.018 g de redugaggwf substrate.h with 69% yield for
coconut shell bagasse. Preliminary treatment ingsaesidues digestibility showing good
yields after hydrolysis. In this case, cellulosenirthe residue can be converted into glucose
by cellulolytic enzymes that can be used for ethanaduction.

Keyword: Lignocellulosic residues, Enzymatic brotenzymatic hydrolysis
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Introducao Geral




Introducdo
1-Introducéo

A progressiva elevacado do preco do petrdleo, n@rcemundial, levou o Brasil a
buscar novas fontes de energias renovaveis de basto Além disso, o crescente aumento
de emisséo de gases e 0s impactos climaticos eapshulefeito estufa justificam a busca por
novas fontes de energias renovaveis. Os residgp®cklulésicos sdo materiais com
quantidade significativa de celulose, a qual padecenvertida em glicose fermenticivel. Na
producdo de bioetanol de segunda geracdo, a semgdid de substratos lignoceluldsicos é
uma etapa fundamental e dificultada pela preseachethicelulose e lignina, biopolimeros
gue se apresentam na parede celular e impedeno @dag&elulases.

No Brasil sdo gerados diversos tipos de subprodutesiduos agroindustriais como:
bagacos de pedunculos de caju, bagaco de canaida-apagaco de coco e outros. A
disposicéo final desses residuos, ou seja, su@naldo causa sérios problemas ambientais.
Apesar de uma parte ser utilizada para fins diwgnsma grande quantidade ainda permanece
sem utilizacdo. Neste sentido, os residuos de @dotkgnocelulésico, como os bagacos de
pendunculo de caju e casca coco, constituem um@riar@rima renovavel e abundante cujo
aproveitamento é desejavel e tem provocado umesgercrescente para o uso na cadeia de
producdo de etanol de® Beracdo. O desenvolvimento de alternativas de ejteonento
destes residuos possibilita a reducdo da dispodidiesiduos sélidos em aterros sanitarios e
proporciona uma nova opc¢ao de rendimento junto siigs de producdo. A crescente
preocupacdo com o meio ambiente vem mobilizandowvdegmentos do mercado. InUmeros
orgaos governamentais e industrias estdo se prejmsaara aplicar uma politica ambiental
que diminua os impactos negativos a natureza. @&oérfiscalizadores tém se mobilizado.
Constantes revisfes tém ocorrido em resolucdeddgya residuos, tais como a RDC 306/04,
resolucdo da Anvisa (Brasil, 2004) e a Res 3880&ahoma (Brasil, 2005) que classificam
e propéem tratamentos, forma de manipulacdo e desdas residuos. Muito se fala em
Gestdo Ambiental e certificacdo da ISO 14000, cudpjude normas que visa O
desenvolvimento de atividades dos mais diversosneetps, sem transgredir as leis
ambientais vigentes. Enfim, existe uma preocupagéadial com o meio ambiente e a
sustentabilidade do planeta.

O desenvolvimento tecnolégico mundial avanca ca€da wmais no caminho dos
processos biotecnoldgicos, que vai ao encontropddticas ambientais. Nesse sentido, a

substituicdo de processos quimicos convencionais gpocessos enzimaticos torna o
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Introducdo

desenvolvimento e aprimoramento desta tecnologiasuwtea importancia (Coelho, 1993;
Cunha, 1999)Enzimas séo catalisadores orgéanicos, responsgekis milhares de reacfes
bioquimicas envolvidas nos processos biologicossigiemas vivos. As enzimas apresentam
ampla utilizacdo na indastria alimenticia, farmdic@ue energia.

Uma das alternativas para aproveitamento do pethirdm caju e casca de coco
poderia ser 0 seu aproveitamento em processos rf&tves, por exemplo, como substrato
para producdo de enzimas do complexo celuloliisajuais podem ser muito importantes na
cadeia de producao de etanol dge&racdo, o qual utiliza também materiais lignodsiigbos
como substrato. E como tal, a producdo de etanmhrfir de substratos lignocelulésicos
demanda uma etapa de hidrélise que antecede anfiagéie. Esta hidrélise pode ser acida ou
enzimatica, sendo a enzimatica a mais adequadartrdevde gerar poucos subprodutos que
possam inibir a etapa posterior da fermentag&o.dcCamaioria dos rejeitos agroindustriais o
bagaco pedunculo de caju e casca de coco contérdegrguantidades de compostos como
celulose, hemicelulose, pectina e outros, ndo I(tvemecessidade de grandes
complementac¢des nutricionais para o adequado dalsenento microbiano(Badhan et al,
2007). Estes compostos funcionam como indutoresa par produgdo de enzimas
extracelulares, tais como celulases, xilanase$ingses e outras.

O pré-tratamento de uma biomassa lignocelulésigesiste em uma das etapas
operacionais mais relevantes em termos de custetodiralém de influenciar
consideravelmente os custos das etapas anteristdxseqientes do processo. Basicamente, o
pré-tratamento relaciona-se as operacdes de podpada matéria-prima.

A conversado hidrolitica da celulose tem sido carsida como um dos principais
pontos tecnoldgicos do processo de producéo deletgrartir de biomassas lignocelulésicas.
Em principio, as conversdes enzimaticas apareceno @pc¢des promissoras, em termos de
custo global, em virtude da possibilidade de atinghdimentos glicosidicos préximos ao
tedrico, além do fato de se poder contar com asic#E modernas de microbiologia e
engenharia genética, com vistas a otimizacao dgsietdo processo integrado. Deste modo, a
producao de etanol a partir de biomassas lignazsti#s pode tornar-se competitiva com as
demais rotas de producéo de bicombustiveis em émcgla.

A hidrélise &cida apresenta vantagens importaribseso processo enzimatico, em
virtude da disponibilidade, garantia de fornecimeatmenor custo dos reagentes, além da
maturidade tecnoldgica e reduzidas restricbes amotede propriedade intelectual. Por outro
lado, existem desvantagens concernentes a neassldasistemas de recuperacdo de &cido,

em processos que utilizam &cido concentrado e prmgustos de materiais de construcao dos
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equipamentos. Os processos que utilizam acidoddilapresentam problemas associados ao
reduzidos rendimentos em glicose (50%-60%), (WymE®94), além da formacdo de
compostos inibidores da fermentacéo, resultantededeadacdo sacaridica. O processo de
hidrolise enzimatica apresenta vantagens assoctdddencdo de rendimentos superiores,
sob temperaturas moderadas (40c50e pressdo atmosférica (Szczodrak & Fiedurek6;199
Wyaman, 1994; Riley, 2002; Leathers, 2003). Entitetaaspectos operacionais relacionados
ao elevado tempo de processo, desativacao catgtitic inibicdo da atividade enzimatica,
bem como do elevado custo das enzimas, tém aakorétaertezas quanto a viabilidade
econbmica do processo de hidrélise enzimatica.

Neste contexto, € de fundamental importadncia quérasil se preocupe em
desenvolver processos para producdo de enzimasndplexo celulolitico, que se mostrem
viavel tecnicamente e economicamente. Para tal poriante estudar-se o potencial de
substratos baratos amplamente disponiveis, bem esimdar-se o processo de hidrolise em
si, incluindo ai a influéncia de pré- tratamentdastictkos no rendimento do processo de
hidrélise.

Dessa forma, a presente dissertacdo tem o objdévavaliar o comportamento do
processo de hidrélise de pedunculo de caju e @scaco, utilizando-se extrato enzimatico
sintetizado pofrichoderma reeseiultivada em meios que continham estes mesmatuessi
como substrato. Avaliou-se também a influéncia dés coré- tratamentos isolados e

combinados.
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2-Revisao Bibliografica
2.1. Materiais lignocelulosicos.

Nas ultimas décadas ha uma crescente busca dacéiti dos residuos agroindustriais,
devido a incessante demanda das atividades agriddlaacumulo destes residuos gera a
deterioracdo do meio ambiente e perda de recucsms, contribuicdo significante para o
problema da reciclagem e conservacao da biomasgersbs processos sdo desenvolvidos
para utilizacdo desses materiais, transformandeso£ompostos quimicos e produtos com
alto valor agregado como alcool, enzimas, acidgérocos, aminoacidos, etc. A utilizacédo
dos residuos agroindustriais em bioprocessos é alteaativa racional para producdo de
substratos, e uma ajuda para solucionar o probsmpoluicdo ambiental (Pandey et al.,
2000).

A celulose é o mais abundante composto organicavésel da Terra. Muitos estudos
estdo sendo feitos com a finalidade de enconttaragpes econdémicas para esse residuo que
representa mais de 60% dos residuos agricolas. i&vimalesses materiais € usada como
racdo animal ou queimados como fonte de energse Esiduo agricola contém uma mistura
de lignina e hemicelulose ligadas fortemente a lesdu dificultando a decomposicéo
enzimatica (Kansoh; Essam; Zeinat, 1999). Kirk &€la(1987) mencionaram que remover a
lignina € necessario para aumentar a eficiéncihid@®lise enzimatica e relataram que a
bioconverséo da celulose depende do grau de @#&stab e da forca de ligacdo da mistura de
celulose. A remocdo de materiais ligados e a degéad da estrutura cristalina podem

aumentar a eficiéncia da bioconverséo da celukbaegph et al., 1999).

2.1.1. Hidrélise dos materiais lignocelulosicos

A utilizacdo dos diferentes componentes passiveisatem obtidos dos materiais
lignoceluldsicos necessita inicialmente de uma reg@@ mais seletiva dos mesmos. Desta
forma ocorre a necessidade da ruptura do complgrind-celulose-poliose bem como a
remocao de cada uma destas fragOes através dasasede pré-tratamento bem como de
deslignificacdo. Dentre estas técnicas existemrafifes tipos de separacdo, oriunda de
processos térmicos, quimicos, fisicos, bioldgicaséemesmo a combinacdo destes conforme

0 grau de separacdo requerido para o material ¢énmdcesSegundo a literatura os preé-
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tratamentos mais eficientes sdo os que combinamcéicfisicas e quimicas para promover a
quebra das paredes celul@sicas, sendo ainda swugericso do vapor saturado (oxidagdo
umida) reconhecido como um dos métodos mais promisgara implementacao industrial
(Focher et al., 1988; Wood & Saddler, 1988; Ghoshiggh, 1993; Ramos & Sadder, 1994).

O processo de pré-tratamento tem como alvo separearboidratos da matriz lignina
enquanto minimiza a destruicdo quimica dos agudaregentaveis essenciais para producao
de etanol. Dentre os processos de tratamentosdgagga quente e oxidacdo umida, alcalino
e pré-tratamentos com solventes, muito Gtil pasatnentos acidos (Mielenz, 2001). Um
novo processo, livre de &cido sulfurico, tem sidpl@ado principalmente com madeira. Este
processo usa peréxido de hidrogénig@b) e soda, o fungo produz uma cobertura brilhante e
com alta elasticidade. Além de apresentar desiigigido utilizando EDTA como agente
auxiliar (Kansoh et al., 1999). O processo de mtatnento inicia com a quebra da estrutura
da biomassa e hidrélise parcial dos polimeros dmairato tornando-0os mais acessiveis para
a hidrdlise enzimatica (Wyman, 1999).

Vérias pesquisas foram realizadas em relacdo aversdip de materiais
lignoceluldsicos em etanol nas udltimas duas decglas & Cheng 2002). A conversao inclui
dois processos: hidrolise da celulose em matehgi®celulésicos para fermentacdo de
acucares redutores e a fermentacdo do agucar eol.edahidrélise € usualmente catalisada
pela celulase e a fermentacédo é realizada porueaedu bactérias. Os fatores que afetam a
hidrolise da celulose sdo a porosidade do bagaguistlinidade da fibra de celulose e
quantidade de lignina e hemicelulose. A presencédigténa e hemicelulose dificultam a
eficiéncia da enzima durante a hidrélise. A remodaolignina e hemicelulose reduz a
cristalinidade da celulose, e aumenta a porosidadeagaco no processo de pré-tratamento
com significante melhora na hidrolise (Mcmillan929. O pré-tratamento tem a vantagem de
aumentar a formacao de acucares ou habilidadespbsqlientemente formar acucar a partir
da hidrolise enzimética, evitar degradacdo ou peelaarboidrato, evitar a formacéo de
produtos inibidores dos processos subsequentes linimidise e fermentagéo, (Sun & Cheng
2002).

Acidos concentrados como 0,$0; e HCI foram utilizados para o tratamento de
materiais lignocelulésicos. Embora eles sejam peseagentes para a hidrélise celuldsica, em
altas concentracdes sdo toxicos, corrosivos, o requerem reatores que sejam
resistentes a corrosdo. A recuperacdo do acidoentmado adicionado torna o processo

possivelmente econdémico (Sun, 2002, Sivers & Zad@95).
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O uso de acido diluido na hidrdlise teve sucessa p pré-tratamento de materiais
lignoceluldsicos. A diluicdo do acido sulfurico raré-tratamento pode alcancar alta
velocidade de reacédo e significante melhora nadlsgr da celulose (Esteghlalian et al.,
1997). Temperaturas moderadas influenciam direttansan sacarificacdo da baixa producéo
porqgue h& a decomposicdo de agucares. Alta tempem®mn tratamento com &cido diluido €
favoravel para a hidrdlise da celulose (Mcmillia@94). A hidrélise com acido diluido é um
processo que usa condicdes menos severas e alldmdaxa de conversdo de xilanas a
xilose. Para ser um processo econémico é necesgar@r alta conversdo de xilanas para
xilose, j& que a xilana é o terceiro carboidratoreunitos materiais lignocelulésicos (Hinman
etal., 1992).

A realizacdo do pré-tratamento alcalino dependeaideddo de lignina no material
(Fan et al., 1987; Mcmillan, 1994). No mecanismohiirélise alcalina acredita ser uma
saponificacdo das ligagcbes intermoleculares dawessiigados pela xilana hemicelulose e
outros componentes, por exemplo, lignina e outmiteulose.Tratamento de materiais
lignocelulésicos com NaOH diluido causa inchacgorieacpalmente aumento da area de
superficie interna, um decréscimo no grau de poiragedo, diminuicdo da cristalizacao,
separacao estrutural das ligagbes entre lignireal®idrato, e ruptura da estrutura de lignina
(Fan et al., 1987). A digestibilidade da madeireadtatada com NaOH aumenta de 14% para
55% com decréscimo do conteldo de lignina de 245&% 20%. No entanto o néo efeito da
diluicdo de NaOH foi observado em madeiras moles contetdo de lignina de 26% (Millet
et al., 1986). Pré-tratamento com NaOH diluidodimida efetivo para hidrélises de palhas
com conteudo relativamente baixo de lignina de 8%-{Bjerre et al., 1996).

A biodegradacao da lignina pode ser catalisadagretima peroxidase na presenca de
H.O, (Azzam, 1989). O prée-tratamento do bagaco da camaHO, tem um melhor aumento
na susceptibilidade para hidrélise enzimatica (&@heng 2002). Aproximadamente 50% da
lignina e principalmente hemicelulose sao soluades por 2% de 4@, a 30°C por 8h, e com
eficiéncia de 95% de producao de glicose a pagtoadulose pela celulase a 45°C durante 24h
(Azzam, 1989).

Véarios métodos de hidrolise de materiais lignodaiglos para producéo de etanol tém
sido descritos (Olsson & Hahn-Hagerdal, 1996). édlise com acido diluido é rapida e de
facil performance, porém né&o seletiva na formacés gdrodutos (Fan et al.,, 1982).
Normalmente, a hidrélise com acido diluido usg5®, ou HCl a uma temperatura entre
120°C e 200°C (Grethlein & Converse, 1991; Torgetgu, 1994). A producédo de etanol
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obtida pela hidrolise com &cido diluido e fermeétaé apenas 50-60% dos valores tedricos
(Wyman, 1994).

A hidrdlise enzimatica da celulose é feita usaadpnimas celuloliticas. A celulase é
composta de end®-1,4-glucohidrolase, exp-1,4-glucocelobiohidrolase (celulases)pe
glicosidase (Parisi, 1989). A celulase quebra aules¢ e a celobiose, a qual é
subsequentemente quebrada a glicose [peflaicosidase. A celulase epaglicosidase sao
inibidas pela celobiose e glicose, respectivamdrteilippidis et al., 1993). Produtos
inibidores das enzimas diminuem a eficiéncia dadhik.

Na hidrélise enzimética h4 maior producdo de mesxerideos do que na hidrélise
com acido diluido, porque a celulase catalisa steresmreacdes de hidrolise e ndo reacdes de
degradacédo de acucares (Parisi, 1992).

Os residuos lignocelulosicos sdo uma grande atieanpara a geracdo de energia,
devido a sua grande disponibilidade na naturezaialAtente, os maiores usos da
lignocelulose concentram-se nas polpas e indusiggsapel, proteina para ragdo, em meios
tecnoldgicos de alimentacéo, além de poderem @erengia através da producdo de etanol
(Ballesteros, 2001).

2.1.2. Composicéo quimica dos materiais lignoceldizos

A biomassa lignoceluldsica € composta de celulbsajicelulose e lignina, pectina
além de pequenas quantidades de outros componeBgtss constituintes possuem
caracteristicas quimicas semelhantes a madeira, sqoe identificados em diferentes
quantidades percentuais, dependendo da espéciendic@es de crescimento (Fengel e
Wegener, 1989). A composicdo média de materiamdgluldsicos pode ser vista na Figura
2.1. Conforme se observa nessa figura, embora iatiqade de celulose seja predominante,

observa-se uma consideravel quantidade de henaselel lignina.
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Lignina
20-30%

Outros
5-20%

Hemicelulose
25-27%

Figura 2.1. Composicdo media dos materiais lignocelulés{€esgel e Wegener), 1989)

Celulose

Foi realizado um estudo prévio de caracteriza¢c&obdgacos de pedunculo de caju e

de casca de coco (Guedes, 2010). As tabelas alaiicam o percentual de compostos de

extraiveis para os dois tipos de bagaco. Foranradibs bagacos de pedunculo de caju e

casca de coco sem tratamento e pré-tratados.

2.1.2.1. Composicao dos residuos dos bagacos pedimde caju e casca de coco

Tabela 2.1- Percentual de compostos extraiveivdgacos do pedunculo de caju e casca de

coco sem tratamento e pré-tratados.

B Sem tratamento | Pré-tratado com Oxidacao Pré-tratamento
agaco .
99 (%) NaOH 1M (%) Umida (%) combinado (%)
Pedunculo de
_ 6,21 +1,10 3,31+£0,65 3,22 +£0,76 3,09 £ 0,61
caju
Casca de
2,22 £0,26 0,81+0,10 0,66 + 0,22% 0,50 + 0,38
coco
Fonte: (Guedes, 2010).
10

Josefa Angela Batista Ribeiro, Setembro/2010



Revisdo Bibliogréafica

Tabela 2.2-Percentual massico dos componentesitoansts das amostras secas e livres de

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

Bagaco sem  Pré-tratado com Oxidacao Pré-tratamento
Componente .
tratamento (%) NaOH 1M (%) Umida (%) combinado (%)
Glicose 21,65+ 11,15 44,95 + 2,52 25,71 £ 2,63 08%#1,72
Xilose 8,29 +2,42 11,66 + 0,22 9,01+0,24 11,4924
Arabinose 2,78 +0,84 2,56 + 0,08 2,57 £0,27 36016
Ac. Acético 0,48 £ 0,10 0,15+0,01 0,41 +0,08 30+10,02
Ac. Formico 0,79 £ 0,23 0,77 £0,13 0,64 +0,01 81+90,80
Lignina total 30,75+1,95 17,25 £ 0,53 39,76 8,5 24,64 + 2,41
Furfural 1,83 £ 0,04 1,95+ 0,02 — —
Cinzas 0,77 £ 0,36 2,75+0,41 1,28 £ 0,59 2,04081
Pectina 4,30 + 0,35 3,75+ 1,06 3,13+0,31 1,450
Total 71,64 85,79 82,51 82,06

Fonte: (Guedes, 2010).
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Tabela 2.3- Percentual massico dos componentesitaories das amostras secas e livres de

extraiveis dos bagacos de coco sem tratamentoteapados

Bagaco sem  Pré-tratado com Oxidacao Pré-tratamento
Componente . )
tratamento (%) NaOH 1M (%) Umida (%) combinado (%)
Glicose 21,28 +1,72 47,31 £5,85 28,03 £ 0,35 G%8,79
Xilose 9,60 £ 0,97 16,36 + 5,59 15,03+ 0,10 1567769
Arabinose 1,70 £ 0,05 1,22 £0,37 0,84 + 0,07 & D701
Acido acético 0,76 = 0,07 0,96 + 0,30 1,11 +£0,11 -
Acido
o 1,49 £ 0,46 0,14 £ 0,02 0,96 £0,12 —
formico
Lignina total 43,71 £ 0,50 29,26 + 1,77 17,74 £0,4 18,73 £ 0,42
Furfural 2,02 +0,10 2,31 +0,26 - -
Cinzas 2,27 +£0,18 1,14 + 0,03 2,95+ 0,35 2,434 0
Pectina 0,82 +£0,15 0,60 + 0,36 — —
Total 83,65 99,30 66,66 74,40

Fonte (Guedes, 2010).

2.2. 0 Caju

O cajueiro € uma planta rustica, originaria do Brasendo tipica de regides de clima
tropical. Na Amazoénia tropical, as arvores apresanjorte bastante elevado; nos Estados do
Nordeste brasileiro, a principal espécie de ocaiegg@ oAnacadium occidentale., cujas
arvores apresentam pequeno e médio porte, sendica aspécie do género que é cultivada
com finalidade comercial, enquanto que as demgiecess sdo exploradas apenas por
extrativismo (Sancho, 2006).

O cajueiro é considerado uma das culturas de maiportancia econémica do
Nordeste, sendo cultivada principalmente nos EstadoCeara (68%), Rio Grande do Norte
(11%) e Piaui (8%) (Maia et al. 2001). Em nivel aimh é cultivado em varios paises,
destacando-se pela producéo India, Brasil, Mocamebi Tanzania (Pertinagi Tarsitano,
2002).

Dentre as frutas cultivadas no Nordeste, o0 cajlecgedestaque tendo em vista sua

importancia sécio-econémica para o pais, em furdgi@xploracdo de quase 1 milhdo de
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hectares de cajueiros, que mobilizam no campo c& &80 mil pessoas e proporcionam uma
producdo de 217.062 toneladas de castanha e 2ewitié toneladas de peddnculo por ano
(Oliveira& Andrade, 2004).

O caju é a mais importante cultura de sequeiro @doGRande do Norte e possui
exploracdo auto-sustentavel e de valor sécio-ecmwdnA area cultivada no Estado é
superior a 120 mil hectares concentrando-se mai®68é em propriedades de até 100
hectares, estabelecidas no extrato de agriculfaneiares e pequenos produtores rurais. As
exportacdes de améndoas de castanha de caju atanean 2004 um montante de 32,8
milhdes de ddlares posicionando-se como o terpeaduto agropecuario mais exportado.

E a castanha de caju que representa grande vatmrcial tanto no Brasil como no
exterior, desta forma, o pseudofruto ou pediuncul@ba por ser subutilizado. Este, que
apresenta cerca de 10 vezes o peso da castanheserdp uma quantidade enorme de
matéria-prima perdida anualmente, valores que chegmais de 350 mil toneladas anuais no
Estado do Rio Grande do Norte, que detém uma p&adapual estimada em 441 mil

toneladas de pedunculo de caju (Sancho, 2006).

2.2.1.Composicao dos componentes do caju e seus produtos

O caju compde-se da castanha — o verdadeiro fratde-um pedunculo hipertrofiado
o pseudofruto. A castanha é um aquénio reniforneecquresponde a 10% do peso do caju. O
peso de uma castanha pode variar desde 2g até\ 30gioria das castanhas que chegam as
industrias apresenta um peso meédio em torno de X,0gstanha é constituida de trés partes:
casca, pelicula e améndoa. A casca, que reprederia% a 70% do peso da castanha, é
constituida por um epicarpo coriaceo, atravessamloupn mesocarpo esponjoso, Cujos
alvéolos sao preenchidos por um liquido causticgl@navel — o LCC ( liquido da casca da
castanha). A pelicula ou tegumento da améndoa epresenta cerca de 3% do peso da
castanha é rica em tanino. A améndoa da castantejulapresenta grande valor nutritivo. E
considerada fonte de proteina de alta qualidada, em acidos graxos poliinsaturados e

altamente energéticos, rica em gorduras e cartliogl(aliveira& Andrade , 2004).
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2.3. O Coqueiro

O coqueiro (Coccus nucifera L.) € uma planta dedgamportancia socioeconémica,
gue além de produzir a agua-de-coco, o albumerdcs@lara industria de alimentos e de
0leos, gera ainda uma grande quantidade de sulipsoeluesiduos.

O fruto do coqueiro é constituido por albumen ligufagua-de-coco), albumen sélido
ou améndoa, endocarpo conhecido popularmente cQueriga’ e casca. A casca representa
em torno de 57% do fruto sendo composta pelo mgsodébra e po) e epicarpo (camada
mais externa da casca).

A casca de coco é constituida por uma fragdo dasfie outra fracdo denominada p9,
que se apresenta agregada as fibras. O po da dascaco € o material residual do
processamento da casca de coco maduro para obwaddoa longa. Atualmente, o residuo
ou po6 da casca de coco maduro tem sido indicado soivstrato agricola, principalmente por
apresentar uma estrutura fisica vantajosa propwnoio alta porosidade, alto potencial de
retencdo de umidade e por ser biodegradavel. E eim de cultivo 100% natural e indicado
para germinacdo de sementes, propagacao de pkEmtagveiros e no cultivo de flores e
hortalicas. Como o preco da turfa est4 cada veg elavado e as extratoras de turfas foram
fechadas, o p6 da casca de coco surge como unadtetastivas. (Apcc, 1996).

2.3.1. Composicao do bagaco de coco

2.3.1.1. Bagaco de coco maduro

Em geral, do peso total de um coco maduro, 65%espondem a noz e seu contetdo
(albumen sdlido e agua), enquanto os 35% restaoteespondem a parte fibrosa (casca),
constituida por uma fracéo de fibras e uma fragimihinada po, que se apresenta agregada
as fibras. Aragéo (2002). Durante o processamemtiasgica de coco maduro para obtencéo da
fibra longa, ha geracdo de um material residuallgéasca de coco e fibras excessivamente
curtas. Estima-se que para cada quilo de fibrayzidd sejam gerados cerca de 2 kg de po e
fibras curtas (Apcc, 1996). Essa grande quantidiedeesiduo se acumula nas proximidades
das fabricas de fibras, ocupando terras produtevasiando problemas ambientais. Nos
altimos anos, tem-se percebido a utilizacdo dalvesde fibras como um substrato agricola
comercialmente competitivo. Sabe-se que tanto gewrido material quanto o processo
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industrial aplicado em sua obtencéo influenciamcasacteristicas e as propriedades do
produto final resultante Aragao (2002).

2.3.1.2. Bagaco da casca de Coco Verde.

Diferentemente do coco maduro, as fibras do coecdevedo sao beneficiadas pela
induUstria de fibra e as cascas sao inteiramentesitagas em lixdes, aterros sanitarios, bem
como nos patios das industrias de processamerdgudede-coco. Nesse sentido, a Embrapa
Agroindustria Tropical vem desenvolvendo pesquisascando dar uma alternativa de
aproveitamento a casca de coco verde. Por meiondeseqiéncia de operacdes, incluindo
etapas de dilaceracdo, moagem e secagem, é ohtidoaterial possivel de utilizagdo como
substrato (Projar, 1996).

A composicao quimica da casca de coco varia amplk@meonforme a fonte, época
do ano e quantidade de chuvas (Kag&gFermino, 2000). Uma caracterizacao quimica do po
de coco verde foi realizada no Laboratério de SalasEmbrapa Agroindustria Tropical
(SILVA, 1999). Foram determinados, também, o pHceradutividade elétrica do material.

2.4- Celulose

A celulose responde isoladamente por aproximadaréd¥% de toda reserva de
carbono disponivel na biosfera. Esta presente elastas plantas desde arvores altamente
desenvolvidas até em organismos mais primitivasuecenteddo nestas espécies varia de 20 a
99%.

A estrutura fisica e morfoldgica nativa da celuléseomplexa, e os detalhes da
estrutura sdo dificiimente determinados experimergate (O’SULLIVAN, 1997). Este
polimero natural € um homopolissacarideo lineaa cujidade repetitiva é a celobiose ou
anidroglicose sindiotatica (Figura 2.2) que é fate@or anéis dg-Dglicopiranose unidas
por ligagBes do tip@ - D (1-4) glicosidicas, de formula geralgtG¢Os),, proporcionando
assim um crescimento linear da cadeia macromoledeleando a uma elevada massa

molecular, consideravel grau de cristalinidadeglutsilidade em agua e estrutura rigida.
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H O CH,OH H O CH,OH

[— Unidade de Celobiose—l

Figura 2.2. Estrutura da celulose, parte central da cadeiaculale ( Fengelk Wegener,
1989).

O comprimento da cadeia varia entre 100 a 1400dues conforme a origem da celulose.
Da hidrélise da celulose obtém-se polimeros menotg®mssacarideos com cadeias terminais
redutoras e nédo redutoras (Figura 2.3) que, apd®lisies mais extensas, decompdem-se

dando origem a celobiose (dissacarideo redutoglie@se.

Celulose
CH,OH
OH
HO
HO
CH,OH OH
Grupo Redutor Grupo néo Redutor

Figura 2.3. Reacdes de hidrolise da celulose. R e R' sdo akea#sias do polimero de
celulose. A ligacdo em zig-zag representa a lig&Bo(1,4) glicosidica.

A cada quebra da ligacao R-D (1,4) glicosidica f@draacédo de uma cadeia redutora e
outra ndo redutora. Apesar das duas extremidademdkia serem grupos hidroxilicos, o

7

grupo C1-OH terminal da cadeia redutora € um gralgeido hidratado, derivado da
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formacgao do anel piranose por ligacao intramoledudaniacetal (Figura 2.4). Este grupo tem
poder redutor, ao contrario do grupo alcodlico CA+€rminal (grupo néo redutor).

H OH H OH
L | i
A 1
R— H R—O
/ OH H\| “|/om  m\ M
4 1¢ C [".\
AN on A N
H\| H\|
K B ¢—on
°CH,0H CH,OH
a) bi

Figura 2.4. Representacdo do hemiacetal (a) e do aldeido (gjugm terminal redutor. R é a
semicadeia do polimero de celulose.

Apesar da sua simplicidade quimica, a diversidaerdgem e dos processamentos
tecnoldégicos subseqiientes a que a biomassa cehuléssujeitaconduz a uma complexa
gama de formas fisicas de celulose. A descricaesiesibstratos inclui propriedades como o
tamanho, a forma, a porosidade, o grau de polimgdiz, a area superficial, a associagcdo com
compostos ndo celuldsicos, a conformacdo moleacalaristalinidade, sendo todos eles
relevantes para o processo de hidrélise (Be§uikubert, 1994).

As estruturas da celulose podem ser definidas enosede trés niveis organizacionais
(Atalla et al, 1993). O primeiro é definido pela sequéncia dgadbes covalentes,
correspondendo a um homopolimero de anidroglicose ligacdesp-D (1,4). O segundo
nivel descreve a conformacdo molecular, isto €,rganmzacdo espacial das unidades
repetitivas, e é caracterizado pelas distanciasligasdes e respectivos angulos, e pelas
ligacBes de hidrogénio intramoleculares. O terceik@l define a associacdo das moléculas
formando agregados com uma determinada estrutstalicra.

Muitos estudos sobre a hidrélise enzimatica considea existéncia da celulose nativa
em duas formas extremas: amorfa e cristalina. Ass dormas ocorrem em propor¢cdes
caracteristicas em celuloses de diferentes origeasstague enzimatico pode ser preferencial
num dos tipos de estrutura (Gama, 1996).

As moléculas de celulose tendem a formar ligac@sdEnio intramoleculares (entre
unidades de glicose da mesma molécula) e intermales (entre unidades de glicose de

moléculas adjacentes). O primeiro tipo de interaéamesponsavel por certa rigidez das
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cadeias unitarias e o segundo pela formacdo da Vibgetal (Fenge& Wegener, 1989).
Devido as suas fortes ligacdes de hidrogénio, @lass é praticamente insolivel em agua e
em solventes organicos comuns (Hon, 1996).

As fibras de celulose, quando colocadas em comano a 4gua e certos solventes
organicos, sofrem intumescimento. A extensdo domescimento da celulose pode ser
intercristalino ou intracristalino. No primeiro cas agente intumescedor penetra nas regiées
desordenadas (amorfas) da microfibrila de celubs®s espagos entre elas. O caso mais
comum de intumescimento intercristalino é o inchamela celulose em agua. No segundo
caso 0 agente intumescedor penetra nas regidesaoiak (cristalinas) das microfibrilas. O
intumescimento intracristalino pode ser efetuado pso de solu¢des concentradas de acidos
e bases fortes e de solu¢des de alguns sais (DidsiniO88).

A principal vantagem da celulose, como fonte dergtag quando comparada com
derivados de petréleo, por exemplo, € sua grargpodibilidade, uma vez que ela provém de

matéria-prima renovavel.

2.5- Hemicelulose

As hemiceluloses, também chamada de polioses, @stiiamente associadas a
celulose na parede da célula vegetal e sdo consppstadiferentes unidades de acuUcares
formando cadeias ramificadas (FengeWegener, 1989). As estruturas dos monossacarideos
gue formam as hemiceluloses s&o mostrados na Ridura

Estas diferentes unidades de agucares sdo compastgicose, manose e galactose
(hexoses) além da xilose e arabinose (pentoseslendo ainda apresentar quantidades
variaveis de acidos urénicos e desoxi-hexoses gumsiltipos de vegetais.

As hemiceluloses apresentam-se na forma de homogral$ como, por exemplo, a
xilana, formada por xiloses ou heteropolimeros comoo exemplo, a glico-manana formada
por glicose e manose. As madeiras moles (conifeaps@sentam maior proporcdo de
galactoglico-mananas do que de xilanas, enquantesadgiras duras (folhosas) séao ricas em
xilanas. O teor de hemicelulose em diferentes tgmsegetais é bastante variavel, com um
valor médio de 20% .(Sjostrom, 1992).
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Figura. 2.5.Estrutura dos monossacarideos que formam as heitoget (Sjostrom, 1992).

2.6- Lignina

A lignina, depois da celulose, é a macromolécuigmica mais abundante dentre os
materiais lignoceluldsicos. E uma substancia qiisersdo incorporada durante o crescimento
do vegetal, sendo composta basicamente de unid&t@propano que formam uma
macromolécula tridimensional e amorfa (Figura 24 )ignina representa de 20 a 30% da

massa total do material lignoceluldsico. (De&ckin, 1992)
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O acoplamento das unidades fenilpropano n&o oderferma regular e repetitiva, o
gue é atribuido ao mecanismo da biossintese dadigRsta se processa por via radicular a
partir da reacéo de trés diferentes alcoois cinemsilprecursores: alcool p-cumarilico, alcool
coniferilico e alcool sinapilico (Figura.2.8), qugeram unidades p-hidroxibenzilicas

guaiacilicas e siringilicas, respectivamente.

GHO
CH
[i
CH
MeO MeO OMe
?HZOH GH,OH o
—o0 GH HC—I GH,OH
CHOH HC ¢H
MeO CHOH
O O CH,OH o
CH,OH MeO OMe 2
[ HC HC/ \CH
OH | oMe 2 [
HC o
I HC—— O N A——l
c=0 CH,OH
! O—CH CHOH
e
CHOH
MeO OMe CH,OH
MeO CH,OH I
| (0] (FH MeO OMe OMe
o) H
HC OH
CHOH GHOH MeO OMe
HG o)
—O0—CH
MeO OMe (IZHZOH
MeO o) CH
OMe CH,OH GH,OH o I
OH I H 4 CHOH
OMe HG————— HOH,C— cI: C,
0o CH o H
OMe
o)
MeO MeO
OH
§H
HC\O,CHZ

Figura 2.6. Estrutura da lignina
Wegener, 1989).

OMe
OH

de abet®i¢ea abiey proposta por Adler (Fengeid
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OH OH OH
— = =
O/CH3 H3C\O O/CH3
OH OH OH
Alcool Coniferilico (G) Alcool Sinapilico (S) Agml| p-Cumarico (H)

Figura 2.7: Estrutura dos alcoois precursores da lignina ($wjos 1992).

2.7- Pectina

A pectina é um polissacarideo ramificado constitufgtincipalmente de acido
galacturénico, ramnose arabinose e galactose. Elasprincipais componentes da parede
celular das plantas e o principal componente dalmédia.

A pectina € um acido poligacturénico parcialmersterficado com grupos metoxila.

A pectina com alto grau de metoxilagdo tem DM magure 0.5. Em altas
concentragcbes de agucar, tanto as pectinas ded@o as de baixa metoxilagdo podem
formar gel, mas se a concentracdo de acuUcar €, lzguigaas as de baixa metoxilacdo formam
gel e, ainda, somente na presenca de certos cammdo o calcio o mais utilizado. (Fengel
Wegener, 1989).

2.8- Outros componentes: extrativos.

Ramos (2003) observou que 0s componentes de measgsammolar presentes na
fitobiomassa incluem uma variedade de compostosin@gs, cuja presenca relativa €
governada por uma série de fatores, entre 0os qaaie natureza genética e climatica. Esses
componentes nao residem na parede celular da padiadem-se, basicamente, em duas
classes. A primeira classe engloba materiais cathb®como extrativos por serem sollveis

em agua, solventes organicos neutros, ou volaldigaa vapor. A segunda classe engloba
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materiais que ndo sdo comumente extraiveis comgestes mencionados, como, por

exemplo, compostos inorganicos (cinzas), protedrashstancias pécticas (Pitarelo, 2003).

2.9-Estrutura e ultraestrutura da parede celular veetal

A estrutura da parede celular vegetal é subdividisaparede primaria (P), parede
secundaria (S1, S2 e S3) e parede terciaria (asEsamadas (P, S1, S2, S3 e T) sado
compostas predominantemente por celulose com espeda ordem de phm e as células
encontram-se separadas pela lamela média (LM)gquea camada fina (maximouin de
espessura), composta por elevada concentracagnileali A parede priméria (P) € a camada
mais fina da parede celular e a primeira a sersigua nas células (menor do que dyide
espessura) (Feng&Wegener, 1989).

A celulose e as hemiceluloses predominam na refigmarede celular enquanto que a
lignina se distribui por toda a estrutura, apresmaihd maxima concentracao na lamela média.
A distribuicdo da celulose, hemicelulose e ligniraiam consideravelmententre essas
camadas (Fengé& Wegener, 1989).

A Figura 2.9 mostra as varias camadas da parecéarcd ilustra como a lignina
envolve as células.

A Figura 2.10 apresenta 0 esquema da associacadoédgwincipais componentes na
parede celular vegetal: celulose, hemicelulosegrinia. A celulose existe na forma de
microfibrilas, e os microcapilares que circundaarraacgéo da parede celular sdo preenchidos
com hemicelulose e lignina. A Figura 2.10 (A) madrvista transversal, isso ocorre quando
a secao é perpendicular ao eixo longitudinal deafié a Figura 10 (B) mostra a vista

longitudinal em relagdo ao comprimento da fibranfe¢& Wegener, 1989).
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DirecAon da fibra

Fibras de Celulose

Hemicelulose
Lignina-Hemicelulose

Figura 2.8. llustracdo esquematica morfoldgica da célula, passtundaria e a relacao da
lignina, hemicelulose, e celulose na parede secind#a célula. Diametro da célula
deaproximadamente 386n. S1-S3, paredes secundarias da célula; P, ppradaria; M.L.,

lamela média (Kirlk& Culler, 1998).

Celulose Poloses Lignina
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Figura 2.9. Esquema da associacdo celulose-hemicelulose-ligranaarede celular vegetal:
(A) vista transversal e (B) vista longitudinal (lgeh& Wegener, 1989). Ligacfes-PL,
ligacdes poliose — lignina.

A hemicelulose liga-se através de ligagBes de péahim as microfibrilas da celulose,
dando assim forma a uma rede que fornece a esgorsal estrutural da parede celular da
planta. A presenca da lignina em algumas paredekuas da uma forca adicional, e fornece
a resisténcia as pestes e as doencas. A celulaskeeicelulose sédo fontes potenciais de
acucares fermentesciveis (Hinmanhal, 1989; Hoet al., 1998; Taherzadelet al, 1999;
Sreenath e Jeffries, 2000). A presenca da lignmgarede celular, entretanto, impede a

hidroélise enziméatica dos carboidratos.
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2.10. Hidrélise

Para as celulases, enzimas envolvidas na hidehzenatica de biomassas de origem
vegetal, ainda est4 reservada uma funcao de gnapadetancia biotecnoldgica, a qual devera
utilizar anualmente muitas toneladas destas enzifiega-se da hidrolise de biomassa
vegetal presente em residuos lignoceluldsicos deudtgra, com a finalidade de obter
xaropes de acUcares fermentesciveis. Esta apliéagéagrande importancia para os paises de
base agroindustriais, visto que poderiam aumentandimento econdmico de suas culturas,
sem a expansao da area plantada

Existem basicamente trés técnicas para a obtenedacdcares fermentesciveis
provenientes de materiais lignocelulosicos: higmicom acido concentrado, hidrolise com
acidos diluidos e hidrélise enzimatica.

Na hidrdlise com &cido concentrado, a hemicelutoselulose presentes na biomassa
sdo quebradas usando solucdes aquosas de acidasimiortes, tais como acido sulfurico,
cloridrico ou fosforico, em baixas temperaturasO@<C). A principal desvantagem dessa
técnica € que requer equipamentos altamente msist& corrosdo, aumentando assim o custo
do produto. Tipicamente, a fracdo de hemicelulogedéolisada mais rapidamente que a
fracdo de celulose, e os monossacarideos libedadgemicelulose sdo expostos no meio
reacional por muito tempo, 0 que leva a degradacferda desses acucares. A recuperacao
do &cido usado no processo é essencial por razfie®raicas e devido a problemas
ambientais (Szengyel, 2000).

No processo com acido diluido, parte da hemicetuosla celulose sao hidrolisadas
separadamente. A hemicelulose hidrolisada podereseovida apds o primeiro passo da
hidrélise. Desta forma, as condigbes de hidrilesgat para a hemicelulose quanto para a
celulose podem ser otimizadas. Porém, devido as &imperaturas aplicadas no segundo
passo (aproximadamente 200°C), uma quantidadedmyasel de aclcares e lignina soluvel
sdo degradadas levando a uma inibicdo durantecegso de fermentacao (Cla&&kMackei,
1984, Wyman, 1994; Larsseh al, 1998).

No processo enzimatico, a biomassa lignoceluléSipameiramente pré-tratada para
aumentar a acessibilidade ao atague enzimaticanbro pré-tratamento, a hemicelulose é
hidrolisada em um processo similar ao primeiro @ats hidrélise com acido diluido. No
segundo passo, a hidrélise propriamente dita, alosel € quebrada através das enzimas
celulases. Devido a condicdes mais suaves aplicddesnte o processo, uma menor
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quantidade de subprodutos é liberada, resultandouemalto rendimento de acUcares
fermentesciveis. Porém, para atingir uma alta as@ee da celulose € necessario altas
concentracdes da enzima, o que aumenta o custodiecdo (Eklunckt al, 1990).

As condi¢cdes de cada processo e 0s seus desem@gnbgBnados s&o mostrados
na Tabela 2.4.

Tabela 2.4: Comparacdo das condicbes e desempenho dos tréssgwecde hidrolise
(Hamelincket al, 2005).

Temperatura Rendimento de
Consumo Tempo .
(°C) Glicose
Acido diluido <1% HSO, 215 3 min 50-70%
Acido Concentrado 30-70%,80, 40 2-6 h 90%
Enzimatica celulase 70 1,5 dias 75-95%

2.10.1 - Hidrdlise enzimética

A hidrdlise enzimatica da celulose é realizadagelaimas celulases, as quais séao
altamente especificas. O produto da hidrélise s@almente agucares redutores, incluindo a
glicose. O custo da hidrdlise enzimatica € muiezes baixo se comparado com a hidrélise
acida porgue a hidrdlise € usualmente conduzidaadicoes suaves (pH 4,8; e temperatura
45-50°C), aléem de néo apresentar problemas des@&mrnoos equipamentos (D@if Murray,
1996).

Ao contrario dos catalisadores comuns, as enzinpesentam uma elevada
especificidade em relagdo ao substrato e suaaglz reduz a obtencdo de subprodutos
indesejaveis na reacédo, diminuindo assim os cuga®eparacao dos produtos, bem como os
problemas de tratamento de efluente (Segel, 19¥86).caso da hidrélise enzimatica, a
especificidade da enzima evita ainda que ocorreadagéo da glicose, o que pode ocorrer na
hidrolise acida (Contiero, 1992).

Ao longo dos anos, varios mecanismos diferentesyfgeropostos para a conversao
de celulose a glicose. Petterson et al. (1978)reesam um esquema hipotético para a

degradacéo da celulose em 3 etapas:
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Celulosenativa [ fPEI°tH°_, Celuloseativa
Celuloseativa [ 7P49M™°_, Celobiose
Celobiose [0 FPFIHTF . Glicose

O rendimento da hidrélise é governado por muitbsrés, tais como: tipo de pré-
tratamento do substrato, inibicdo da atividade reética pelos produtos finais da
biodegradacéo, termoestabilidade das enzimas, wacéo e adsorcédo do substrato, tempo
de duracgdo da hidrolise, pH do meio, concentragisutbstrato no meio e taxa de agitacao.
Consequentemente € necessario otimizar as condigéesidrolise para conseguir o
funcionamento satisfatério dos processos de saaado (Vallande& Eriksson, 1985).

Ao se efetuar uma comparacédo entre os procesdusgrdiise pode-se perceber que
a hidrolise enzimética conduz a rendimentos massaelos de monossacarideos do que a
hidrolise acida, porque as enzimas celulases satalsomente as reacdes de hidrolise e ndo
as reacoes da degradacéo do agucar (Parisi,1989).

Alguns autores vém mostrando a eficiéncia da helrdénzimética em relacéo a
hidrolise acida. Segundo Krishna et al. (1998)p=ipnadamente 75 e 65% da sacarificacéo
foram conseguidas com 7,5% (p/p) deSBy, e HCI, respectivamente, a 15 psi em 45
minutos. No caso da hidrélise enzimatica, o priainento do bagaco de cana de agucar foi
essencial, mas altas pressdes ndo foram requetidadrolisado enzimatico apresentou uma
conversao de 92% do substrato quando usado nodagpge-tratamento com peréxido de
hidrogénio alcalino a 2,5% (p/v). A formac&o do&aages foi conseguida a 50°C e pH 4,5,
usando celulase de reeseicom 40 FPU/g substrato em 48 h. A producdo deohfoomais
elevada realizando a fermentacdo do hidrolisadorenizo do que do hidrolisado acido.

Embora os processos de hidrolise acida estejam ndesenvolvidos
tecnologicamente e tenham maiores chances derssdor economicamente viaveis em um
futuro préximo, espera-se que 0S processos enzmsatienham seus custos bastante
reduzidos com o avanc¢o da tecnologia envolvidarda® a ser a melhor opcao no futuro
(Rabelo, 2007).
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2.10.1.1 - As enzimas celulases

A celulose, dentre os materiais naturais, € o biowro mais abundante do mundo
(Bayer e Lamed, 1992). A degradacdo microbianaafalose € total e especifica, e tem
estimulado o uso dos processos de fermentacoeblitelas pelo homem (Lynclet al.
1981).

A celulase refere-se a uma classe de enzimas quersduzidas essencialmente por
fungos, bactérias e protozoarios e catalisam a&lsdrda celulose. As celulases surgiram
como subprodutos da Segunda Guerra Mundial. Pradogpcom o excessivo desgaste de
roupas e equipamentos nas selvas do Pacifico 8ull34, militares norte-americanos
recolheram amostras de microrganismos suspeitesrden 0s responsaveis pelo prejuizo e as
levaram ao laboratério de pesquisas do exércitoNatitk, Massachussetts. De milhares de
amostras, uma, recolhida na Nova Guiné, mostrotecarm fungo —Trichoderma viride
(atualmente denominadia reesej em homenagem ao seu descobridor, Elwyn Rees®g)azc
de converter celulose em seus mondémeros (Erend; Ba&suani, 2005; Fenggl Wegener,
1989).0 fungo sO voltou a despertar interesse maddde 60, quando se descobriu que
preparados de enzimas extracelulares eram resmisigg@a acado hidrolitica. A idéia de
aproveitar essas enzimas na conversdo de resi@désicos em produtos de interesse
alimentar e energético surgiu em 1973, e em 19@fuige de Natick anunciava o isolamento
de cepas mutantes @aeesecom poder hidrolitico vinte vezes superior ao dzaaesativa.

A hidrolise da celulose por celulases resulta waygédo final de glicose. As celulases
porém, por serem proteinas, ndo conseguem pepetrafacilidade a barreira da lignina das
células vegetais e, dessa forma, o dificil acesstad enzimas as fibras de celulose constitui o
principal problema para desencadeamento dessespmcke degradagao (Thiemanhral,
1980). Logo, a necessidade do pré-tratamento ade®tapa da hidrédlise é de suma
importancia.

As enzimas celulases representam um fator relevamgate o processo de hidrélise,
ja que estas apresentam alto custo. Dentre ossvié@ios de reduzir os custos da producao
das celulases, uma opcao seria incluir tentatieagcicla-las e recupera-las do hidrolisado da
celulose (Ramost al, 1993a), imobilizacdo (Rogalskt al, 1985; Woodward, 1989) ou o
uso de métodos mais eficazes de cultivo dos miarsgios para a sintese destas enzimas,
tais como culturas em batelada alimentada (Perssoal,1991) ou fermentacdo sdlida
(Rousso eal., 1993).
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Os fungos sdo os principais microrganismos utibzapela industria na producéo de
enzimas (Menezes, 1997) e os principais celuloBtiprodutores de celulases e xilanases
incluem: Trichoderma reesei(também denominaddrichoderma viridg¢ Trichoderma
koningii, Trichoderma lignorum Sporotrichum pulverulentum(também denominado
Chrysosporum lignoruim Penicillium funiculosum Penicillium iriensis Aspergillus sp,
Schizophyllumnsp, Chaetomiunsp (Bisaria & Ghose, 1981)Humicolasp (Da Silva et al.,
1994). Algumas leveduras como as do géderchosporiumsp também séo produtoras de
xilanases e celulases, assim como diversas espmifespergillusproduzem altos niveis de
B-glicosidase (Stevens & Payne, 1977).

Uma das possibilidades na degradacdo de mateiggisceluloliticos € o uso de
microrganismos que produzem enzimas especificas hiprelisam a celulose, como a
avicelase, carboximetilcelulased-gylicosidase (Celulases) enzimas que atuam sopoecao
celulésica, as xilanases, mananases, glucanaselaaagases (Hemicelulases) que atuam
sobre a porcao hemiceluldsica e as enzimas oxi&atomo a lignina peroxidase, manganés
peroxidase e lacase, definidas como fenoloxidapss,atuam sobre a lignina (Tuor et al.,
1995; Wood & Garcia-Campayo, 1990).

A existéncia de microrganismos capazes de degrmapostos xenobidticos é de
grande interesse para a biorremediacédo, sendongessude decomposi¢do branca um dos
grupos que tem obtido maior notoriedade em estuelasionados a esta area (Chandra &
Rustgi, 1998). Os fungos de podridao branca, @y ssjdegradadores de lignina, tém obtido
crescente éxito em pesquisas relacionadas a bamtbegfio de poluentes, pois estes sao
capazes de transformar e mineralizar contaminaatabientais como hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, corantes azo, herbicidasiteos compostos tdxicos através da acao

de suas enzimas extracelulares (Clemente, 2002).

2.10.1.2 - Modo de acao das celulases: sinergismo.

Apesar das discordancias apresentadas por alguonsegurelacionadas com a
especificidade das diferentes celulases e o sew rdedacdo, é geralmente reconhecida a
existéncia de trés tipos de celulases nos sisteampletos: endoglicanases, exoglicanases ou
celobiohidrolases p-glicosidase ou celobiase (Gan et al., 2003).

As moléculas de celulose séo lineares e associamrmas as outras formando feixes

fibrosos. Estes feixes apresentam duas regibesmnbastistintas: uma regido bastante
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organizada apresentando grandes quantidades g¢édmyae hidrogénio, chamada de regiao
cristalina, dificultando bastante o processo dedtigk, e outra completamente desorganizada,
chamada de amorfa (Figura 2.11). Cada tipo de asduhcaba atacando preferencialmente
uma regido especifica da celulose.

As endoglicanases (EGs, E.C. 3.2.1.4) hidrolisaefepencialmente as ligagbes
internas no polimero da celulose, produzindo oligoarideos de menor peso molecular,
chamados de celodextrinas, além de celobiose,taegol em uma rapida diminuicdo da
viscosidade e aumento relativamente pequeno dor pedator (Wood, 1989; Heikinheimo,
2002). A regido catalitica da enzima é dada pelmdoque permite a ligacdo da enzima e a
hidrolise na parte média da fibra da celulose (Biehal., 1994). Assim, as endoglicanases
atacam de forma mais ou menos aleatoria as ligfcfled)- glicosidicas em regides amorfas
da celulose ou na superficie das microfibrilas.

As exoglicanases ou celobiohidrolases (CBHs, E.Z13®1) iniciam a hidrdlise nas
extremidades da cadeia, e ndo produzem uma quaatisignificativa de novas cadeias
terminais na superficie da celulose. CBH | e CBlquébram as unidades de celobiose das
extremidades redutora e ndo redutora do polimespectivamente. Logo, as exoglicanases
liberam a celobiose rompendo as ligagfé$-4)-glicosidicas (Heikinheimo, 2002).

As celobiases ofi-glicosidades (E.C. 3.2.1.21) completam a hidratisglisando a
hidrélise da celobiose a glicose. Portanto, as biabes hidrolisam a celobiose e as
celodextrinas soluveis em agua a glicose.

A Figura 2.10 mostra uma representacao esquenddidadrolise da celulose e a

acdo das endoglicanases, exoglicanageglieosidases dé&richoderma reesei

o u-g;u:/ @; CBHI
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B ' f P
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Figura 2.10 Representagdo esquematica da hidrdlise da celelos acdo do CBHs, EGs, e

B-glicosidasesf-gluc) deTrichoderma reeseiC define a regido altamente ordenada (regiéo
cristalina), R os grupos terminais redutores (¢dypreenchidos), e NR 0s grupos terminais
nao redutores (circulos néo-preenchidos). EGs ascastruturas mais desordenadas da

celulose. A acao déglicosidase produz a glicose (Rabelo, 2007).
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Dusterhoft et al. (1993) mostraram que, embora mposicdo do complexo
enziméatico influencie na extensdo da solubilizag&ofatores limitantes da hidrélise sdo: os
tipo de acucares liberado, o local do ataque ernimimdentro do polimero e a acessibilidade
do substrato.

A celulose cristalina € altamente resistente aquateenzimatico. A maioria das
ligagBes glicosidicas na microfibrila séo inacesisias enzimas, e todas as liga¢des clivadas
pela acdo das endoglicanases podem prontamentefaenadas devido a orientacéo estavel
das ligacoes glicosidicas. Consequentemente, adbegfio da celulose cristalina requer a
acao sinérgica da endoglicanase e exoglicanaseaXdmm sinergismo é obtido com uma
elevada quantidade de exoglicanases na misturapende do tipo de substrato usado
(Reinikainen, 1994).

As exoglicanases removem rapidamente as unidadeslolgiose das extremidades
recentemente criadas pela acdo das endoglicaniasgsdindo assim a reformacdo das
ligacBes glicosidicas. As duas enzimas podem agserutivamente ou em harmonia. As exo
e endoglicanases sao inibidas pela celobiose, @@ @ap-glicosidade é freqientemente a
etapa limitante na degradacéo da celulose (Le€;)199

O efeito do complexo da enzima celulase € exprpskEpacédo sinérgica destas trés
enzimas diferentes na celulose e este sistema emmjple enzimas necessita ser mantido
estavel para a atividade celulolitica elevada. EBxmseqiéncia da acdo dos primeiros dois
grupos de enzimas (endo e exoglicanases) na oeldoselobiose e a glicose sdo obtidas, e
enquanto sua concentracdo no meio reacional aunggatiualmente, as atividades das
celulases respectivas sao inibidas por estes medtendo por resultado uma diminuicédo
final na taxa e no rendimento do processo de $me@do. A celobiose apresenta um poder
de inibicdo maior no complexo celulolitico sendasrexpressivo que a inibicdo por glicose
(Rabelo, 2007).

O mercado atual oferece muitos complexos de celulae contém niveis baixos de
B-glicosidase, conduzindo a um aumento do acumulocelebiose nos hidrolisados
enzimaticos de celulose. Ja que a celobiose apaesenpoder inibidor mais forte do que a
glicose, e sua hidrdlise ocorre através da acaeulzisnas b-glicosidases, € indicado que se
adicione no meio reacional uma certa quantidade @ezima proveniente de outras fontes de
complexos enziméticos. Desta forma ha uma dimioug@ concentracdo de celobiose no
meio reacional, ocasionando diminuicdo da inibigdaumento na eficiéncia da hidrélise

enzimatica (Sun e Cheng, 2002).
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A producédo d@-glicosidade é altamente dependente das condigdeslulira, sendo
que um relativo aumento do pH pode aumentar a gBmdwle B-glicosidade pelos
microrganismos. Alguns autores sugerem duereeseiproduz mais de um tipo dg
glicosidade e que esta tem uma importante func@lotona na formacdo da endo e
exoglicanase (Kubice& Penttila, 1998).

O padrdo de inibicdo das enzimas celulases tem dijleto de varios estudos.
Alguns autores sugerem que a inibicdo competitidmr@inante, outros que a inibicdo néo-
competitiva é observada, enquanto outros aindatepaima combinacdo de ambas (®an
al., 2003).

2.10.1.3 — Mecanismos de Sintese de Enzima

Existem enzimas chamadas de enzimas constituticaga sintese ocorre
independentemente do substrato empregado. Ao lesiasd existem as enzimas chamadas
indutivas, cuja sintese € bastante incrementadadgua substrato da enzima esta presente no
meio de cultura. Para estas ultimas ndo signifimmenhuma sintese ocorre na auséncia do
substrato, mas que a velocidade da sintese é aasmemd presenca do indutor (substrato ou
sub-produto da reacao enzimética, ou ainda um gma&o substrato).

Exemplos de enzimas indutivas (ou de inducédo), adwelas responsaveis pela
hidrolise de polissacarideo, caso em que se entesidaitamente a necessidade da célula
manter certo nivel de sintese, pois um polimeraltdemassa molecular ndo consegue passar
através da membrana celular, mas uma vez hidrolipactialmente a compostos de menor
massa molecular esta passagem se torna possiwekrmo entéo o efeito indutivo.

A sintese de enzimas conta ainda com a retro @&ob& a retro repressao. A retro
inibicdo significa a inibicdo de uma certa enzid@uma seqiéncia metabdlica (normalmente
a primeira), pelo metabolismo final desta sequénci@a-se, portanto, da inibicdo da acéo de
uma enzima, com a consequente diminuicdo da caacéot dos compostos seguintes, que
causam a inducédo das correspondentes enzimas.

A retro- repressdo é o fendbmeno da repressdo ddatssintese das enzimas
responsaveis pela sequéncia de reacbes , causagmquiuto final.

Estes fenbmenos de retroinibicdo e retro- repress@m mais frequentemente ligados

a regulacdo de enzimas envolvidas em reacOes nietabdntermediarias, que levam a
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construcdo de macromoléculas . Por outro lado jntese de enzimas que degradam
polimeros é normalmente regulada pela indugdoseghelmada repressao catabolica.

2.11. Pré-tratamento

A biomassa lignocelulésica, no geral, é relativammearsistente a bioconversédo e o
bagaco de pendunculo de caju e casca coco nao éexpraao. A utilizacdo da biomassa
como uma fonte de carboidrato para produtos quBreéccombustiveis tem sido severamente
dificultada pela baixa eficiéncia da populacéo oticana celulolitica.

Além disso, a menos que um excesso muito grandendemas seja usado, a
digestibilidade enzimatica da celulose na biomasdava é baixa (< 20% de rendimento),
devido a caracteristica estrutural do material digghuldsico. Em vista disso, residuos
agricolas requerem um pré-tratamento para aumantigestibilidade da biomassa e fazer
com que a celulose torne-se mais acessivel as aszjme convertem os carboidratos em
acucares fermentesciveis (Chaetgal, 1998), como representado no diagrama esquematico

da Figura 2.11

Lignina Celulose

/

i L] .
Regiao { Pré-tratamento .
Amorfa o .

Regido /)
Cristalina

I

Figura 2.11.Pré-tratamento nos materiais lignocelulésicos (&akppor HSLet al,1980).

Hemicelulose
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A cristalinidade da celulose, area de superficessizel, protecdo da celulose pela
lignina, o carater heterogéneo das particulas a@ladssa, e o fato da celulose estar revestida
pela hemicelulose contribuem para a resisténcididmassa lignocelulésica a hidrélise
(Rydholm, 1965; Wenzel, 1970; Hs al, 1980; Hsu, 1996; Chang e Holtzaplle, 2000). A
cristalinidade sozinha é insuficiente para impadhidroélise significativa se uma quantidade
de enzima suficiente for usada. Sendo assim, a dertados estes fatores deve ser levada em
consideracao.

Os relacionamentos entre os fatores estruturaisompasicionais refletem a
complexidade dos materiais lignocelulosicos. A alaifidade nestas caracteristicas explica a
digestibilidade variando entre fontes diferentebidenassa. No principio, um pré-tratamento
eficaz causa o rompimento destas barreiras de madoas enzimas hidroliticas possam
penetrar e causar a hidrdlise (Figura 2. 12) emmia também a degradacéo evitando a perda
do acucar (Figura 2.}3Ladischet al, 1983; Lyndet al, 1991; Holtzapple, 1993; Mosiet
al., 1999).

Ky

C ﬂ‘
K l G, ——G Lnegradal;éu
c*A:'

Ky, k3, >> k,

Figura 2.12: Esquema representativo dos passos do pré-tratamferitansformacéo entre
celulose cristalina (C) e amorfa (C*) é reversivehbas formas rendem oligossacarideos, na
qual hidrolisam obtendo a glicose. A degradacagld®se pode entdo se transformar em

inibidores da fermentacao (Weil, 1992).

O objetivo do pré-tratamento é quebrar o elo dairi@ e romper a estrutura cristalina
da celulose. Um pré-tratamento eficaz é caractwizpor diversos critérios: evitar a
necessidade de reduzir o tamanho das particula®ui@assa, limitar a formagéo dos produtos
da degradacdo que inibem o crescimento dos micr@gas fermentativos, minimizar a
demanda de energia (National Reserch Council, 1#3as propriedades, junto com outras,

incluindo o baixo custo do reagente de pré-tratamen possibilidade de ser reciclavel e a
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geracado de co-produtos da lignina de alto valoegagto sdo uma base de comparacao para as
varias opcoes de pré-tratamento (Ladisthal, 1983, Lyndet al, 1996; Delgenegt al,
1996; Wyman, 1994; O pré-tratamento resulta na iagim da area superficial interna das
particulas do substrato, realizada através da itimhgiio e/ou pela degradacédo parcial da
hemicelulose e da lignina. Isto conduz ao fraciceram dos trés componentes e leva a
abertura da estrutura da celulose (Paredey, 2000).

O pré-tratamento foi visto como uma das etapasrdoepso mais caras na conversao
da biomassa em acucares fermentesciveis. Porestsoetapa apresenta um grande potencial
para melhorar a eficiéncia e baixar o custo nogssa de pesquisa e desenvolvimento fiee
al., 1994; Lyndet al; 1996; Mosieet al, 2003a, b).

2.11.1 - Pré-tratamento mecanico

Moagem (corte da biomassa lignocelulésica em persugredacos) € um preé-
tratamento mecanico da lignocelulose. O objetivetaelepré-tratamento é a reducdo da
dimensao das particulas e da cristalinidade. Esteepso conduz a um aumento da superficie
especifica disponivel e uma reducdo do grau denpdliacdo (DP) (Palmowsk Muller,
1999).

Na maioria dos casos o aumento da superficie dgpeei a reducdo do grau de
polimerizacdo (DP) sao fatores que aumentam o merdod da hidrolise total da
lignocelulose, em torno de 5 a 25% (dependendapdode biomassa, tipo de moagem, e da
duracdo da moagem), mas também reduz o tempo dstélgpara 23 a 59% (portanto, um
aumento na taxa de hidrdlise) (Delgeeeal, 2002, Hartmanet al, 1999). Uma reducao da
granulometria inferior a 40 mesh, porém, tem poefeito sobre o rendimento de hidrélise,

bem como a taxa de hidrolise da biomassa (Holzap@&ang, 2000).

2.11.2 - Pré-tratamento térmico

Durante este pré-tratamento a biomassa lignocétal@aquecida. Se a temperatura
aumenta acima de 150-180°C, partes da lignocelupwseeiramente a hemicelulose e logo
depois a lignina, comecardo a solubilizar (Bollet®94; Garrotet al, 1999). A composicao

da estrutura hemiceluldsica e os grupos ramifica@bsrminam a estabilidade térmica, acida
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e alcalina das hemiceluloses. Dos dois componeqgtes fazem parte da estrutura da
hemicelulose (xilanas e glucanas), as xilanases@tdamente mais estaveis, mas a diferenca
com as glucanas é pequena. Acima de 180°C umaoreagiérmica (provavelmente
solubilizagdo) da hemicelulose € iniciada. Estapematura de 180°C é provavelmente uma
indicagdo da temperatura em que uma reagao exctéroumeca, porque a reatividade
térmica da biomassa lignocelulosica depende imcasiente de sua composicao (Ferggel
Wegener, 1984; Ho& Shiraishi, 1991).

Durante estes processos uma parte da hemicelulbgdradisada e forma &cidos.
Estes acidos séo responsaveis por catalisar alibedidia hemicelulose (Gregy Saddler,
1996). Liu& Wyman (2003% Zhu et al. (2004, 2005) concluem que outros fatameé agora
desconhecidos tal como o efeito da catalissitu formando acidos, desempenham um papel
na solubilizagcédo da hemicelulose.

O pré-tratamento térmico em temperaturas iguaisuperiores a 160°C promove,
além da solubilizacdo da hemicelulose, também abdalacdo da lignina. Os compostos
produzidos sdo quase sempre compostos fendlicar®s enpuitos casos, tém um efeito toxico
ou inibidor sobre as bactérias, leveduras e furfGmssettet al, 1982). Estes compostos,
provenientes da lignina soluvel, sdo muito reativosira, se nao forem removidos
rapidamente, precipitar na biomassa &iWyman, 2003).

Durante este tratamento ha o risco de formacdo atapastos fendlicos e
heterociclicos, como a vanilina, alcoois, furfusdHMF, especialmente em ambientes acidos
(Ramos, 2003). Estes compostos formados podemmiba&tares. Quando a concentracdo de
sélidos € maior ou igual a 3% e a temperatura excd0°C durante um tempo de pré-
tratamento de 2 min, a producado de etanol € quéskenente inibida, devido a formacao de
furfural e outros compostos (provavelmente composia lignina soluvel) (LASER et al.,
2002).

Temperaturas superiores a 250°C devem ser evithdaste o tratamento prévio,
uma vez que reacdes indesejaveis como pirélise garme ter lugar em tais temperaturas
(Brownellet al, 1986).
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2.11.2.1.Pré-tratamento a vapor/oxidacdo umida

Durante o pré-tratamento a vapor/oxidacdo Umiddaoendssa € inserida em um
grande reator a vapor a temperaturas e pressdexiate(temperaturas até 240°C), na qual
esta € digerida por alguns minutos. Depois de unpaedefinido, o vapor € liberado e a
biomassa é rapidamente arrefecida. O objetivo d&sitamento € a solubilizacdo da
hemicelulose para tornar a celulose mais acesgiael hidrélise enzimética e evitar a
formacéao de inibidores.

A diferenca entre o pré-tratamento a vapor e pordagéo Umida € a
despressurizacdo e esfriamento rapido da biomasfiaah do pré-tratamento por oxidacao
Uumida, o que faz com que a agua na biomassa claetglodir’. No entantco impacto na
estrutura da biomassa, causado pela explosdo soluligestibilidade, € ainda duvidoso
(Brownellet al, 1986).

Durante o pré-tratamento a vapor partes da henoselisdo hidrolisadas formando
acidos, o que poderia catalisar a hidrélise da belibse. Este processo, no qual a formacao
de &cidosn situ catalisa o processo em si, € chamado de “autorgsasicdo”. O papel dos
acidos, no entanto ndo é catalisar a solubilizaigbemicelulose, mas catalisar a hidrélise
dos oligbmeros sollaveis (Boblettral, 1991, Mok& Antal, 1992).

Durante este processo o teor de umidade da biorrdksancia no tempo necessario
de pré-tratamento. Quanto maior o teor de umidiadéor o tempo de pré-tratamento 6timo
(Brownell et al., 1986).

O pré-tratamento a vapor de baixa pressédo (2 B8PCle tempo de pré-tratamento
de até 300 min), ndo tém um grande efeito sobr@osicao de residuos lignoceluldsicos,
de acordo com Lawtheat al (1996), embora nenhum processo de hidrolise exmanfoi

realizado para determinar o efeito sobre a digédalde de tais materiais.

2.11.2.2. Pré-tratamento por agua quente (LHW)

Outro tipo de pré-tratamento térmico € aquele zadb com agua quente. Neste
caso, agua quente (LHW) é utilizada em vez de vaforobjetivo deste processo €
principalmente solubilizar a hemicelulose para dora celulose mais acessivel e evitar a
formacdao de inibidores. Para evitar a formacaomitedores, o pH deve ser mantido entre 4 e
7 durante o tratamento. Nesta faixa de pH a formagimonossacarideos € minimizada, e,

por conseguinte, também a formacao dos produtdegi@dacdo que podem ainda catalisar a
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hidrolise do material celuldsico durante o préamanto (Kohlmann et al., 1995; Mosier et
al., 2005; Weilet al, 1997). A degradacdo catalitica dos aguUcaredtaiesmn uma série de
reacdes que sao dificeis de controlar, e resultfanpr@dutos secundarios indesejaveis. Ao
manter o pH entre 4 e 7, a formacao auto-cataliceibidores na fermentacéo séo evitados
durante o pré-tratamento.

A diferenca entre o LHW e o pré-tratamento a vaparquantidade e concentracao
de produtos solubilizados. No LHW o montante dedptos solubilizados € maior, enquanto
a concentracao destes produtos é menor comparagwéaoatamento a vapor (Bobleter,
1994). Isto é provavelmente causado pela maior¢gasale agua no LHW comparado ao pré-
tratamento a vapor. O rendimento de xilanas saéhaloihs (monoméricas) geralmente é mais
elevado para o pré-tratamento LHW, embora estdtagsudiminua quando a concentracao
de sélidos aumenta, porque as xilanas (monomér&@s) mais degradadas por reacdes
hidroliticas, por exemplo, xilose e furfural. A gastagem deste processo esta relacionada
com grande consumo de agua, que produzem hidrotigadito diluidos, gerando problemas
nas etapas subseqientes de bioconversao (iaasler 2002).

Yang& Wyman, (2004) descobriram que a hemiceluloseignanb do milho Stover
fluem através de sistemas menos interligados deequsistemas descontinuos, nos mesmos
fatores de severidade. Além disso, a adicdo de cido &lurante o processo através de
escoamento causou maior desprendimento da henoselel da lignina, enquanto que nos
testes de batelada, a adicdo de um acido causawr oesprendimento da lignina; em maiores
tempos de reacdo a temperaturas acima de 200°@Giazde da lignina Klason diminuiu
(acido-lignina insoluvel). Concluiu-se que o acglomoveu a solubilizacdo mais rapida da
lignina, mas também a sua precipitacdo. O maigprdadimento de hemicelulose e lignina,
com a adicdo de um acido durante os ensaios daapaéiento estd em conflito com as
conclusGes do Bobleter et al. (1991), Jacol&eWwyman (2002)& Liu & Wyman (2003),
que afirmam que os acidos nado tém efeito real au s& 0 Unico fator que afeta a
solubilizacdo da hemicelulose e lignina e que deaaeer outras razdes para a solubilizacéo

destes compostos durante os ensaios de pré-tratamen
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2.11.3. Pré-tratamento acido

O pré-tratamento da lignocelulose com &cidos a ¢eatpra ambiente é feito para
melhorar a digestdo anaerdbia. O objetivo consistesolubilizar a hemicelulose, e por isso,
tornar a celulose mais acessivel.

O pré-tratamento pode ser feito com acidos fortegiloidos. A principal reacdo que
ocorre durante o pré-tratamento acido é a hidrétlae hemicelulose. A hemicelulose
solubilizada (oligbmeros) pode ser submetida ademadidroliticas produzindo mondémeros,
furfural, HMF e outros produtos (volateis) em amiés acidos (Feng& Wegener, 1984;
Ramos, 2003). Durante este pré-tratamento a liggophsbilizada é rapidamente condensada e
precipitada em meio &cido (L& Wyman, 2003; Shevchenla al, 1999). A solubilizacao
da hemicelulose e a precipitacdo da lignina sde m@nunciadas durante o pré-tratamento
com &cido forte em comparacao ao pré-tratamentoamieho diluido.

Clarkson& Xiéo (1997) mostraram que a adicdo de acido pittirante este tipo de

pré-tratamento tem um enorme efeito sobre a satabdo da lignina de jornais.

2.11.4. Pré-tratamento alcalino.

Algumas bases também podem ser utilizadas para-orgiamento de materiais
lignocelulésicos e o efeito deste processo depdadguantidade de lignina presente nestes
materiais (Mc Millan, 1994). Processos alcalinos mé-tratamento utilizam condicbes
moderadas de operacao (temperatura e pressdo),ompa@cdo com sistemas acidos.
Segundo Baudel (2006), o principal efeito consisderemocdo da lignina da biomassa,
promovendo maior reatividade da fibra. O alcalrajeente soda ou cal, tende a causar um
inchamento da biomassa, de modo que a cristaliaidadcelulose decresce, enquanto ocorre
um incremento da superficie especifica de contdi morosidade da mesma. O tratamento de
madeira de folhosas com hidréxido de sodio (NaQh)entou a digestibilidade de 14% para
55% com a diminuicdo de 24-55% para 20% de ligmoamaterial pré-tratado (Suf
Cheng, 2002). A desvantagem do sistema alcalirdopestialmente associada a dificuldade
de recuperacédo dos élcalis, de modo a garanticesséria economicidade do processo.

O processo AFEX consiste na verséo alcalina doegsuc de pré-tratamento por

oxidacdo umida. Neste caso, a biomassa € subnz&etagao de amoénia liquida (2 Kg/Kg de

38

Josefa Angela Batista Ribeiro, Setembro/2010



Revisdo Bibliogréafica

amonia seca) a 160-180°C, sob presséo de 9 a ¥7ploarum periodo de 10 a 20 min. Dentre
as vantagens deste método, esta a elevada redéwdddibra, a geragdo minima de inibidores
de fermentacdo além da facilidade na recuperacd@mdmia. Entretanto, este processo nao
promove uma elevada solubilizacdo das hemiceluloseso os processos acidos, sendo
dificil a recuperacédo das mesmas (Holtzapplal, 1991).

No pré-tratamento alcalino oxidativo a biomassaradatla com agua quente e
oxigénio a temperaturas superiores a 120°C. O pkrde hidrogénio (kD,) também pode
ser utilizado como agente oxidante, sob tempematenére 30-70°C, com tempos de reacao
gue variam de 2 a 8h. Neste processo, carbonatodie, hidroxido de calcio ou hidroxido de
sédio sdo utilizados como agentes de hidrélisestignéficacdo. Sdo produzidas neste pré-
tratamento polpas com elevada reatividade da flbraso da oxidacéo alcalina imida para o
tratamento da palha de trigo (20g de palha/L, 17®@0 min) alcancou indices de
sacarificagdo enzimatica da celulose de 85%. Unpdasdlemas associados a esse processo €
a geracdo de inibidores de fermentacdo nos hidduis tais como acidos organicos e

compostos fenolicos (Martiet al, 2007).
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3. Material e Métodos

Este capitulo apresenta os procedimentos empregadativersas etapas no estudo da

hidrélise.

3.1 — Matéria Prima

A matéria prima utilizada neste trabalho foi o lgagde pedunculo caju e bagaco de
coco, sendo bagaco de caju, resultante da prodiegfolpas de frutas fabricada na Industria
Delicia da Fruta LTDA, Natal RN e o bagaco do cpmeniente da Industria e Comercio de
Beneficiamento de Coco LTDA Parnamirim RN. Apésetatlo em recipientes plasticos, foi
transportado para o Laboratério de Engenharia Bioiga (LEB) do Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal do Rimé do Norte.

3.2 — Pré — Tratamentos

3.2.1 — Pré-tratamento alcalino

Em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 murda solucdo de hidréxido
de sédio 1 M inseriu-se uma quantidade conhecidaadaco do pedunculo de caju (30 g) ou
do bagaco de coco (10 g) triturados em peneir@ddeesh. Em seguida, os Erlenmeyer com
0s bagacos em solucdo alcalina foram levados &lauéoa temperatura de 121°C por 30
minutos. Ao término do processo, deixou-se chedamgperatura ambiente para, em seguida,
realizar-se dez lavagens com agua destilada atéalieacdo. Apds as lavagens, os bagacos,
ainda umidos, foram colocados em bandejas e levadna secagem em estufa com

circulacdo de ar forcado a 60°C por 24 horas pegpaid serem novamente triturados.
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3.2.2 — Pré-tratamento por Oxidac&do Umida

O tratamento por oxidagdo umida foi realizado emreator do tipcslurry (leito de
lama) dotado de controle de temperatura, pressadelecidade de agitagcdo. O reator
construido de aco inoxidavel, com volume de 500 foL,adquirido pelo laboratorio de
Termodindmica e Reatores da Universidade Feder&iddsrande do Norte dAutoclave
Engineers Inc— USA. O mesmo é composto de um forno cilindriafa dinalidade é de
aquecer o meio reacional. No copo do reator foerida uma quantidade conhecida dos
bagacos em questdo em 400 mL de agua destiladaepaa queima do material. Apos
insercdo do material no reator deixou-se atingeraperatura de 200°C, onde, em seguida,
injetou-se oxigénio até pressao de 20 atm, deixardtigerir por 10 minutos. Ao término do
tratamento abriu-se a valvula de saida do gas gaépida descompressado do sistema. Em
seguida, procedeu-se com a descarga do materalspaessivas lavagens (no minimo dez)
com agua destilada a fim de remover os acUcarekiegs e compostos inibidores resultantes
da exploséo dos bagacos no reator. O materialispgua secagem a 60°C por 24 horas em
estufa dotada de circulacdo de ar forcada parasiseotriturado.

3.2.3 — Pré-tratamento por oxidacdo Umida e alcalmcombinados

Nesta etapa do pré-tratamento foi realizado premsénte todo o procedimento
descrito para o tratamento por oxidacdo Undios dois bagacos. Apés a descarga do reator o
material foi seco em estufa e na sequéncia ematwoom 100 mL de uma solucdo de
hidroxido de sédio 1 M em frascos Erlenmeyer de 00 Os frascos com os bagacos foram
entdo transferidos para uma autoclave a 121°C forméutos para depois serem
sucessivamente lavados com &gua destilada e deggoigs em estufa com circulacdo de ar

forcada a 60°C por 24 horas.

3.2.4- Peneiragéo

Os bagacos triturados foram peneirados em umarpeei20 mesh, de acordo com a
metodologia proposta em NREL 42620- PreparatioBarfiples for Compositional Analisis
(Hames et al., 2008).A porcdo do bagaco que pgsslaupeneira de 20 mesh era novamente
peneirada numa tela de 80 mesh.
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3.3- Obtencéo do Extrato

Para a obtencao dos extratos de celulases faaaddi uma cultura dérichoderma
reesei(ATCC 2768) obtida da Colecdo de Cultura TropaalFundacdo André Tosello que
foi mantida em meio sélido PDA vertido em PlacasPa¢ri. A renovacdo das culturas foi
feita por suspenséo dos esporos no meio utilizagda destilada estéril e incubacéo a 30°C
por 5 — 7 dias. Apés incubagédo esta cultura foid#suente identificada e estocada a 5°C em
geladeira. Os substratos utilizados foram resided3endunculo de caju e casca de coco.

3.3.1. - Obtencéao do In6culo

Em frascos Erlenmeyer com capacidade para 500 oritecdo 150 mL do meio de
cultura e lacrados com rodilhndes de algoddo e gdsemm esterilizados em autoclave a
121°C por 20 minutos. Ap0Os a esterilizagdo espesavatingir a temperatura ambiente. Os
Erlenmeyers eram levados a camara de fluxo lamorade 2mL de suspensédo de esporos
oriundas do meio de manutencéo eram transferidg@psamente para os frascos contendo o
meio de cultura. Os frascos foram colocados shaker 27°C, 175 rpm em 48 horas, sendo

esta cultura utilizada como indculo nos ensaioa pasducdo das enzimas celulases.

3.3.2 — Cultivo para (Extrato Enzimético)

A cepaTrichoderma reesefATCC 2768) obtida da Colecéo de Cultura Troputal
Fundacdo André Tosello foi utilizada nos ensaias goducdo dos extratos de celulases.
Quatro Erlenmeyers com capacidade para 1000mlerdat450mL do meio, com 5g de
bagaco(caju ou coco) (Tabela 3.1), pH inicial gpdo para 4.8, foram lacrados e
esterilizados a 121°C, e em seguida deixados a@nggmperatura ambiente. Na camara de
fluxo laminar estes frascos foram inoculados corfo v do pré-inéculo previamente
preparado Apos a inoculagcéo, os frascos foram levados aobembor rotativo ghaker),a
temperatura de 27°C e rotagdo de 175 rpm, por uindeede 120 horas, (Guedes, 2010). Ao
final do 5 dia o caldo fermentado foi coletado e centrifugad®00 x g e do sobrenadante
retirava- se uma amostra para determinacdo dadaates enziméaticas CMCase e Fpase e, em
seguida, conduzia-se os ensaios de Hidrdlise.
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Tabela 3.1 -Meio de Xiong (2004)

Concentracao
In6culo Producao de celulase

Componentes Unidade

Solugéo de Sais

KH,POy g/L 5.0 5.0
CaCb.2H,0 g/L 0.8 0.8
MgSO,.7H,0 g/L 0.6 0.6
(NH4)>SOs giL 5.0 5.0

Micronutrientes

FeSQ.7H,O mg/L 5.0 5.0
MnSQO,.H,O mg/L 1.6 1.6
ZnSQ.7H,O mg/L 14 14
CoCh mg/L 2.0 2.0
Tween 80 mL/L 0.2 0.2
Peptona g/L 0.75 0.75
Extrato de Levedura g/L 0.3 0.3
Bagaco (caju, coco) g/L 10 10

3.3.3. Avaliacao da atividade do extrato obtido

3.3.3.1 - Determinacao da atividade de FPase

Esse método determina a atividade conhecida conmaseFlRo sobrenadante das
culturas através da determinacdo da concentracagldmres redutores liberados durante a
degradacéo de uma fita de papel de filtro. Est@deétoi adaptado do procedimento descrito
por Ghose (1986).

Tiras de aproximadamente 1,0 x 6,0 cm (50mg) deslpdg filtro Whatman n°1,
enroladas em forma espiral, foram imersas em tdbansaio contendo previamente 1,0 mL
de tampéao citrato de sédio 50,0 mM, em pH 4,8.ubeg foram colocados em banho-maria a

50°C por 1 min, antes da adicdo do sobrenadankec&ode enzima) para equilibrio da
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temperatura. Em seguida, 1 mL da solucdo de enfomadicionada em cada tubo, onde
reagiu por 60 min e a 50°C. ApoOs o tempo de incita®,5 mL da mistura reacional foi
transferida para tubos contendo 2.5mL do reagei8 P colocada em agua fervente por
exatamente 5 min, para em seguida, ser resfriadeaamo de gelo completando o volume a
5,5 mL com agua destilada em cada tubo. A absoid@acsolucdo foi medida em 540nm e a
concentracdo de agUcares redutores foi determetaalas de uma curva de calibragdo onde

a glicose é utilizada como padréao.

3.3.3.2 - Determinacao da atividade de CMCase

Esse método determina a atividade conhecida com@a3k| no sobrenadante das
culturas, através da determinacdo da concentraga@gttares redutores liberados durante a
degradacéo da carboximetilcelulose (CMC).

Em tubos de ensaio foi colocado 1,0 mL de solu¢cd& @MC 4,0 %
(Carboximetilcelulose) preparada em tampao cit@gosodio 50,0 mM. Os tubos foram
colocados em banho-maria a 50°C por 1 min, antesdd#@o do sobrenadante (solucéo de
enzima) para equilibrio da temperatura. Em seguidia da solugédo de enzima foi adicionada
em cada tubo, para reagir a 50°C por 15min. Apss &snpo, 0,5 mL da amostra reacional
foi retirada e misturada a tubos contendo 2,5mIDNK, onde realizava-se o procedimento

de determinacéo de aglcares redutores.

3.3.3.3 - Calculo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica das celulases foi calculastaUl/mL através da equacéo 1
abaixo. Uma unidade das atividades de FPase e GMsgasdefinidas como a quantidade de
enzimas que liberarédo o equivalente a 1,0 pumolidesg a partir do papel de filtro Whatman
n ° 1 e carboximetilcelulose (CMC) em 1 min, respamente. Uma unidade da atividade de
B-glicosidase foi definida como a quantidade deraazconversora em 1 pmol de celobiose
para produzir 2 umol de glicose em 1 min.

E, * AAbs* F(umol/mb) *V; (mL)
t(min)*Vg(mL)

Ul /mL= (1)
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onde E; corresponde a diluicdo quando necessario, F éooda curva padrédo de glicidios
redutores, ¥ € o volume total da mistura racional, t € o tedpaeacdo e &€ o volume de

sobrenadante.

3.4 - Processo de Hidrolise Enzimatica.

Foram realizadas hidrolises enzimaticas com dpastde bagaco (bagago de coco e
pedunculo de caju). Nos ensaios de hidrélise fotdiizados bagacos pré-tratados por
deslignificacdo com NaOH 1M, por oxidacdo Umida elois combinados.

Depois dos bagacos serem pré-tratados, eram pdegacs ensaios para analise da
cinética de hidrolise enzimética. Vinte frascosemmieyers com capacidade de 250 ml,
contendo 0,5 g de bagaco e 45 ml de extrato enemmédoram lacrados e levados ao
incubador rotativo shaker)a temperatura de 80D, 125 rpm e pH 4,8, durante 108 h. Nas
primeiras 12 h as amostras foram coletadas e &aaa$ para tubos de capacidade de 50 ml,
nos intervalos de tempo zero, 3h, 6h, 12h e degesse instante foram coletadas apenas a
cada 12 h. Estas amostras foram centrifugadasO@ 84 e o sobrenadante recolhido para
determinacdo aculcares redutores (AR) e 0 que eesta tubos foi colocado para secar em

estufa de circulacédo de ar forcada para determindgsé acucares redutores totais (ART'S).
3.4.1 — Analises para Acompanhamento no processo ldaroélise

3.4.1.1-Determinacéao de pH.

Nos ensaios de hidrolise o pH inicial do meio alsérolisado foi medido utilizando

0 potencidémetro Digimed DM-21.

3.4.1.2 — Determinagéo de Agucares Redutores TotdBRT's).

As amostras de bagaco, néo hidrolisados foramdaaataom uma solucdo de acido
sulfurico 72,0%. Para isso as amostra de bagaamftratadas com 5 mL de$0, 72,0%,
sob vigorosa agitacdo, por 7 minutos, em banhoostatizado a 45,0 + 0,5°C.

A reacéo foi interrompida com 40 mL de agua defila o material hidrolisado foi
filtrado, utilizando-se papel de filtro. Apds esti@apa o hidrolisado era recolhido em balédo

volumétrico de 500 mL. Os acucares redutores tdtaesn medidos pelo método de DNS
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(acido dinitrosalicilico) cuja curva de calibracésta representada nas Figuras A.8 e A.9
(Anexo).
Para o calculo de rendimento da variacdo de aggiocadetores totais no processo de

hidrolise para os dois bagacos foi utilizada a segwequacao 2.

ARTiia — ARTgq 100

Variacio de ART's =
ARTipcia (2)

3.4.1.3 — Determinagdo de Acucares Redutores (ARS)

Os acucares redutores formados durante a hidrdtisebagacos de pedudnculo de
caju e casca de coco foram medidos transferinddSenL dos sobrenadantes em tubos
contendo 2,5 mL do reagente DNS. Apds passaremidtas em banho fervente e, apos
resfriados, completava-se o volume dos tubos p@am. com agua destilada, onde a
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 540enanconcentracdo de AR’s obtida pela

curva padréao.

3.4.1.4 — Determinacao da velocidade inicial (Vo)rprocesso de hidrélise.

Para o calculo da velocidade inicial (Vo) da hig®] tracaram-se curvas da evolucao
dos acucares redutores em funcdo do tempo. Prosedam ajuste linear da curva que
descreve a variacdo de acguUcares redutores na r@gg@adente da curva e determinou-se o
coeficiente angular da reta ajustada pelo métodamaimos quadrados, equagées no Anexo
2.
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4. Resultados e Discussao

Este capitulo apresenta os resultados obtidos alisuassdo. A primeira etapa do
trabalho foi a obtengéo do Extrato Enzimatico éditito sintetizado poffrichoderma reesei
ATCC 2768 cultivada em incubador rotativo utilizandois residuos lignoceluldsicos,
bagaco do pedunculo de caju e bagaco de coco. undagetapa consistiu em estudar-se o
comportamento do processo de hidrdlise utilizargte extrato enzimatico com 0os mesmos
residuos, bagaco de pedinculo de caju e cascaode swbmetidos aos pré-tratamentos
alcalino com NaOH 1M, oxidacdo Umida e os doismioados, a fim de analisar como se d&
a hidrolise durante o processo de sintese de Enfimebdlise esta catalisada pelo proprio
extrato produzido, mecanismo que deve ser contva@ad processos de sintese de enzimas de

inducéo, caso de enzimas do complexo celulolitico.
4.1. Obtencao dos Extratos Enzimaticos

Antes de realizar as hidrolises enzimaticas, fatemsario medir a atividade da
preparacdo enzimatica para poder conhecer as dades de enzima que seriam utilizadas
nas hidrélises. A partir dos resultados das atdedaenzimaticas para cada bagaco, foi
possivel verificar se a quantidade de enzima cadeupara as hidrdlises, compreendiam a
dosagem de enzima comumente utilizada os procdsdaiglirolises que estdao na faixa entre 7
e 33 FPU/g substrato (Sun & Cheng, 2002).

Sun et al. (2008), utilizanddrichoderma reeseRUT- C30 para producédo de
celulases em meio contendo palha de arroz comdratdsignocelulésico pré- tratado com
NaOH 10%, obtiveram 1,07 Ul/mL de FPase.

Oliveira et al (2009) conseguiram obter, utilizandasca de coco verde sem
tratamento e avicel como substrato controle, eno m@bmerso déspergillus heteromophus
URM 269, atividades enzimaticas de 0,32 Ul/mL elll3l/mL de Fpase e CMcase
respectivamente.

Awafo et AL. (2000) utilizando palha de trigo comabstrato lignoceluldsico tratados
com NaOH 1M seguido de explos&o a vapor, com vagemperatura de 17C e tempo de

residéncia do residuo no reator de 6,5 min, pavdygéo de celulase por duas linhagens de
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Trichoderma reeseQMY-1 e MCG 80 obtiveram atividade FPase de T8tnL e 6,85
Ul/mL, respectivamnte, em fermentacdo semi- sélida.

Os extratos enzimaticos sintetizados pela linhagenhoderma reesetultivada em
meio a base de pedudnculo de caju e casca de coeeeataram atividades enzimaticas
CMCase e Fpase. Verificou-se que a maiores atiesladMcase foram obtidas ao se utilizar
como substrato o pedunculo de caju tratado alcakmée. Ja quando se utilizou o bagaco de
coco, as melhores atividades foram obtidas nosvesltque se utilizou como substrato, o
bagaco de coco tratado por oxidacao umida.

Com relacdo atividade FPase obteve-se melhor agsulguando utilizou como
substrato o bagaco de pedunculo de caju submeaigidas tratamentos combinados. Quando
se utilizou o pedunculo de caju apenas a oxidagédainao foi observado atividade FPase.
Nos ensaios em que se utilizou a casca do coco sabgirato as atividades de FPase foram
praticamente iguais independente do pré- tratansadtado alcalino ou a oxidagdo umida.

As Tabelas 4.1 e 4.2 apresentam os resultadosivilgades enzimaticas CMCase e

Fpase, dos extratos enzimaticos para as difereateicdes estudadas.

Tabela 4.1. Resultados das atividades enziméatica®sl extratos obtidos com o

bagaco de Pedunculo de caju como substrato.

CMCase Fpase

Extrato Enzimatico (Ul/mL) (Ul/mL)
Bagaco do pedunculo de caju (Tratamento alcalino) , 341 0,072
Bagaco do pedunculo de caju (Tratamento por oxalégéda) 0, 55 rx
Bagaco do pedunculo de caju (Os dois tratamentobioados) 1,16 0,11
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Tabela 4.2. Resultados das atividades enzimatica®sd extratos obtidos com o
bagaco de coco como substrato.

CMCase Fpase

Extrato Enzimatico (Ul/mL) (Ul/mL)

Bagaco da casca do coco (Tratamento alcalino) 0, 65 0, 045
Bagaco da casca do coco (Tratamento por oxidac#&ajim 1,15 0, 042
Bagaco da casca do coco (Os dois tratamentos caddsh 0,54 0, 013

4.2. Hidrolise Enzimatica

Os ensaios para avaliagdo de hidrolise enzimatisdbdgacos de pedunculo de caju e
casca de coco foram realizados em incubador rotégivake}, a temperatura de %0, 125
rom e pH 4.8, por um periodo de 108 h, utilizandtra@os enzimaticos sintetizados por
Trichoderma reesiegultivada em meios contendo os mesmos residuos coipstrato. As
figuras abaixo indicam os perfis de variagdo agdodo tempo de aclUcares no processo de
hidrolise do bagaco de pedunculo de caju e cascaae Os resultados sugerem que 0s pré-
tratamentos alcalino, oxidacdo umida e combina@e®srecem a hidrolise enzimatica, o que
ja era esperado, tendo em vista que estes préamgatos proporcionam maior
suscetibilizacdo da celulose a acdo das enzimasjtaedo em maiores conversdes de
acucares redutores totais. O pré-tratamento comHNAR facilita a hidrolise devido a
reducdo na quantidade de lignina da biomassaiagtamtento por oxidacdo Umida provoca um
inchamento na celulose, aumentando a disponibididie acesso as enzimas. Os resultados
mostram que as maiores porcentagens dos hidroéigacam alcancadas quando o bagaco de
pedunculo de caju era submetido ao tratamentoirmd¢calualmente observou-se que nos
cultivos para obtencdo de extratos enzimaticosanemtdicdo, também obteve-se a melhor
atividade enzimatica de 1,134 Ul/mL de CMcased€®UI/mL de FPase. Entretanto quando
realizou-se os dois tratamentos combinados no batgpedunculo de caju resultou em boas
porcentagens de hidrolisados, como também nowvasiitie obtencdo do extrato nesta mesma
condicéo obteve-se bom resultado de atividade & Ul/mL de CMcase. No caso do bagaco
da casca de coco, quando submetido a oxidacdo Uclitkve-se melhores atividades

enzimética de 1,15 Ul/mL de CMcase e 0,043 Ul/mLFPase, para essa mesma condi¢ao
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verificou-se as maiores porcentagens dos hidrasatb bagaco de casca de coco, o que
indica que estes pré- tratamentos melhoram o ajpaovento do conteudo celuldsico do
bagaco.

As Figuras 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, mostraquantificacdo de acucares redutores
dos hidrolisados de pedunculo de caju e bagac@sisaale coco, respectivamente, tratados
alcalinamente com NaOH, por oxidagdo umida e os dainbinados, e as figuras 4.1a, 4.2a,
4.3a, 4.4a, 4.5a, 4.6a e 4.6.b, indicam os ajusteares para o processo de hidrolise dos
bagacos de pedunculo de caju e bagaco de casceaegoando tratados por deslignificacao

com NaOH 1M, oxida¢do umida e os dois combinados.
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Figura 4.1 -Variacao dos acucares ao longo do processo ddikaldd bagaco de Pedunculo

de caju tratado alcalinamente com NaOH 1M
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Figura 4.1a. indica os ajustes linear para o t@lda velocidade inicial no processo de
hidrolise do bagaco de pedunculo de caju desloadf® com NaOH 1M. Observa-se que a

hidrolise efetiva ocorre nas 6 primeiras horas cgsso.

A Figura 4.1, indica o comportamento do processbidelise do pedunculo de caju
tratado alcalinamente com NaOH, utilizando extett@aimatico de atividade de 1,34 Ul/mL
de CMcase e 0,072 Ul/mL de FPase. Neste ensaificaese no instante inicial uma
concentracdo de acucares redutores totais de 6¢g& ART 's/ g de substrato e acgUcares
redutores de 0,243 g de AR/ g de substrato, obsengesde o instante inicial uma eficiente
hidrolise, onde se obtém rapidamente uma velocidadial de hidrélise de 0,094 g de AR/g
de substrato.h nas primeiras 6 horas processo.r@bse que as 20 horas de processo ja
existe maior presenca de acguUcares redutores dogjaeucares redutores totais. Neste caso
obteve-se uma variagdo de rendimento dos agUcedesores totais, decorrente do processo
de hidrdlise, de aproximadamente 96%.
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Figura 4.2. Variacdo dos agucares ao longo do psocee hidrolise do bagaco de Pedunculo

de caju tratado por oxidacédo umida.
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Figura 4.2a representa o ajuste linear para ailcalta velocidade inicial no processo de
hidrolise do bagaco de pedunculo de caju tratadoop@acdo Umida. Observa-se que a

hidrolise efetiva ocorre nas 20 primeiras horapmaesso.
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Na Figura 4.2, apresenta o perfil de hidrélise dgdgo de pedunculo de caju tratado
por oxidacdo Umida, utilizando extrato enzimatiecatividade de 0,55 Ul/mL de CMcase. Os
resultados indicam também uma eficiente hidrolssdd o inicio do processo, onde observa-
se rapidamente uma velocidade inicial de hidrotiaeordem de 0,01363 g de AR/ g de
substrato.h nas primeiras 20 horas do process® ta#m-se uma concentracdo inicial de
acucares redutores e acucares redutores totai@e @ de AR/ g de substrato e 2,026 g de
ART s/ g de substrato, respectivamente. Igualmebserva-se que no instante de 20 horas de
processo ja se tem mais concentracdo de acucagsnes do que acucares redutores totais.
Neste caso obteve-se uma variacdo de rendimentagdesires redutores totais no processo
de hidrélise de 89 % para o bagaco de penduncutajde
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Figura 4.3. Variacdo dos agucares ao longo do psocee hidrolise do bagaco de Pedunculo
de caju submetido a tratamento combinado, alcalioxidagdo umida.
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Figura 4.3a, mostra o ajuste linear para o caldaovelocidade inicial dos bagacos de
pedunculo de caju tratados por oxidacdo umida Bgddgado com NaOH, combinados.

Observa-se que a hidrolise efetiva ocorre nas if@emas horas do processo.

A Figura 4.3, mostra o comportamento do procesdudiélise do pedunculo de caju
submetido aos tratamentos combinados, alcalino idagko Umida, utilizando extrato
enzimatico de atividade de 1,15 Ul/mL de CMcase1®D Ul/mL de FPase. No instante
inicial tinha uma concentracdo de acUcares reduttrtis de 6,19 g de ART's/ g de
substrato, e ja havia uma pequena quantidade rdectvacdo acucares redutores de 0,16 g
de AR/ g de substrato, observa-se uma velocidadalide hidrolise 0, 04626 g de AR/ g de
substrato .h o que ocorreu nas primeiras 12 hargsatesso. As 25 horas do processo, ja se
nota uma maior presenca de agucares redutores eddegacgucares redutores totais. Neste
caso obteve-se uma variacdo de rendimento dos ragucedutores totais de 94 % para o

processo de hidrdlise.
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Figura 4.4a, indica os ajustes linear para o t@lda velocidade inicial no processo de
hidrolise do bagaco de coco deslignificado com NalM. Observa-se que a hidrolise

efetiva ocorre nas 6 primeiras horas do processo.
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A Figura 4.4 apresenta os resultados obtidos nai@de hidrolise do bagaco de coco
tratado alcalinamente com NaOH 1M, utilizando untrag® enzimético de atividade 0,65
Ul/mL de CMcase e 0,045 Ul/mL de FPase. Observgugeno inicio do processo tinha-se
uma concentracdo de acucares redutores totais9@eglde ART's/ g de substrato e uma
concentracao inicial de agucares redutores de @®ELIAR/ g de substrato, sendo importante
notar que nas primeiras 6 horas do processo aigtattee de hidrolise parece ainda baixa na
ordem de 0,02527 g de AR/ g de substrato.h, entet@ntre 20 e 40 horas de processo
parece ocorrer a velocidade maxima de hidrolisstédanstantes, a concentracdo de aclcares
redutores ja passa ser superior a de aclUcarereslubtais, porém apos as 50 horas de
processo, 0S agucares redutores mantiveram-seantest mas surpreendentemente 0s
acucares redutores totais também mantiveram- siegireente constante até o final. Pode-se
levantar a hipétese que como o bagaco de cocoempagsastante lignina em sua composicao
pode estd havendo uma interferéncia nos métodasalises de aglcares. Neste caso, obteve-
se uma variacao de rendimento dos aglcares rediibbais de apenas 48%.
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Figura 4.5.Variagdo dos acucares ao longo do psocde hidrélise do bagaco de coco

Tratadopor oxidacdo umida

60

Josefa Angela Batista Ribeiro, Setembro/2010



Resultados e Discusséao

0,70

m  Pontos experimentais
Ajuste Linear -

0,65

o,so—-
0,55-
0,50-
0,45—- -

0,40 - Y = 0,32532+0,02858x
R =0,97447

AR(g de AR / g de substrato)

0,35

0,30

0,25 . . . . . . . . . . . . .
0 2 4 6 8 10 12

TEMPO (h)

Figura 4.5a, apresenta o ajuste linear para allcidta velocidade inicial no processo de
hidrolise do bagaco de coco submetido a oxidagdidai Observa-se que a hidrélise efetiva

ocorre nas 12 primeiras horas do processo.

A figura 4.5 apresenta o perfil de hidrolise do dggde coco tratado por oxidacao
umida, utilizando um extrato enzimatico de ativieldd15 Ul/mL de CMcase e 0,043 Ul/mL
de FPase Observa- se que ao comparar esta figoraacé.4, que representa uma baixa
eficiéncia no processo de hidrdlise, nota-se aanitiferenca do efeito provocado pelos dois
diferentes tratamentos, alcalino e oxidacdo Umildagaco de coco. Quando se adotou a
oxidacao umida verificou-se que mais rapidamenterea velocidade inicial de hidrélise na
ordem de 0, 0286 g de AR/ g de substrato. h, n@antes de 12 horas . No instante inicial
havia uma concentracdo de acgucares redutores t®a#s942 g de ART s/ g de substrato e
acucares redutores de 0,28 g de AR/ g de substato,instante de 20 horas ja se observa
maior presenca de acUcares redutores do que daresudutores totais, a partir deste
instante os acucares redutores cresce até atimgastado pré- estacionario, indicando que o
tratamento por oxidacdo Umida melhorou ainda madisgetibilidade da fibra do coco,
resultando num rendimento total de variacdo deaag8aedutores totais no final do processo
de 91%.
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Figura 4.6 Variacdo dos acUcares ao longo do psocds hidrélise do bagaco de coco

Tratadopor oxidagdo Umida e alcalino, combinados.

Nas figuras 4.6a e 4.6b apresentam ajustes Ipsaro processo de hidrolise quando
0 bagaco de coco era submetido a oxidacado umiasligificado com NaOH, combinados.
Observa-se que a hidrélise efetiva neste caso eewmr dois momentos nos instantes até 6

horas e ap0s as 60 horas do processo.
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Figura 4.2.6a Ajuste para o calculo da velocidaildal de Hidrélise do bagagco de coco

submetido a oxidag&do umida e alcalino com NaOH bioados.
62

Josefa Angela Batista Ribeiro, Setembro/2010



Resultados e Discusséao

B Pontos experimentais
Ajuste linear

0,74

o
=)
1

o
2]
1

Y=-0,77459+0,01753x
R=0,99734

AR(g de AR / g de substrato)
o
~
1

o
w
1

T T T T T T T T T T T
60 65 70 75 80 85

TEMPO (h)

Figura 4.6b Ajuste para o calculo da velocidadeiahide Hidrélise do bagaco de coco

submetido a oxidacdo Uumida e alcalino com NaOH bioados.

Na figura 4.6 apresenta o perfil de hidrolise dgdga de coco tratado alcalinamente e
por explosdo a alta presséo, utilizando um exteaimatico de atividade 0,54 Ul/mL de
CMcase e 0,013 Ul/mL de FPase Os resultados indipasrparece haver dois momentos no
processo de hidrélise, observa-se que logo nooirdoi processo teve-se uma velocidade
inicial de hidrdlise ainda muito baixa na ordem0j@098 g de AR/ g de substrato.h, porém
depois do instante de 80 horas, a velocidade délisiel aumenta para 0,01753 g de AR/ g de
substrato.h e a concentracdo de acUcares redytesss ser maior do que os acucares
redutores totais, neste caso observou-se um renttimee variacdo de acucares redutores
totais de 69%.
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5. Conclusoes

Os extratos enziméticos sintetizados pela linhagjeohoderma reesetultivada em
meio a base de pedudnculo de caju e casca de coeeeataram atividades enzimaticas
CMCase e Fpase. Verificou-se que a maiores atiegla@Mcase foram obtidas ao se utilizar
como substrato o pedunculo de caju tratado alcakmée. Ja quando se utilizou o bagaco de
coco, as melhores atividades foram obtidas nosvosltque se utilizou como substrato, o
bagaco de coco tratado por oxidacao umida.

Com relacdo atividade FPase obteve-se melhor agsulguando utilizou como
substrato o bagaco de pedunculo de caju submeaigidas tratamentos combinados. Quando
se utilizou o pedunculo de caju apenas a oxidag@idaindo foi observado atividade FPase.
Nos ensaios em que se utilizou a casca do coco sabgirato as atividades de FPase foram
praticamente iguais independente do pré- tratanatdtado alcalino ou a oxidacdo umida.

No processo de hidrélise enzimatica dos residuopedéinculo de caju e casca de
coco, utilizando o extrato enziméatico, cultivadameios contendo os mesmos residuos como
substrato, obtiveram bons resultados de velocidad@l e rendimento de hidrdlise. Quando
se utilizou o bagaco de pedunculo de caju tratéchimamente com NaOH ou ainda com os
dois tratamentos combinados, oxidacdo Umida eimdcabbservou-se maiores velocidades
iniciais de hidrolise e maiores rendimento. Eaimét, para o bagaco de casca de coco, 0s
melhores resultados de velocidade inicial e rendimde hidrolise, foram obtidos, quando se

utilizou o tratamento de oxidacdo umida.
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Anexol:

Tabela A.1. Pontos experimentais para construcaoida do DNSmol/mL)
Glicose | Abs | Abs Abs
(umol/mL) | 1 2 | (Média)

1 0,001} 0,012, 0,007
2 0,102} 0,113, 0,108
3 0,221] 0,232| 0,227
4 0,345| 0,333| 0,339
5 0,462| 0,411| 0,437
6
7
8

0,546| 0,512| 0,529
0,636| 0,653 0,645
0,766| 0,779| 0,773
10 1,050| 1,046 1,048
11 1,188 1,195| 1,192
12 1,284 1,249| 1,267
13 1,433 1,449| 1,441
14 1,557 1,567 1,562
15 1,667/ 1,673| 1,670

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

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

0,18 0,001 0,012| 0,007
0,36 0,102 0,113| 0,108
0,54 0,221 0,232| 0,227
0,72 0,345 0,333| 0,339
0,90 0,462 0,411| 0,437
1,08 0,546 0,512| 0,529
1,26 0,636 0,653| 0,645
1,44 0,766 0,779| 0,773
1,80 1,050 1,046| 1,048
1,98 1,188 1,195 1,192
2,16 1,284 1,249| 1,267
2,34 1,433 1,449| 1,441
2,52 1,557, 1,567 1,562
2,70 1,667 1,673] 1,670
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Glicose (umol/mL) = 8,2777*Abs + 1,2797
R? = 0,9986

Conc. de Glicose (umol/mL)

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

Figura A.1. Curva de calibracdo do DNS de 04/12820énol/mL)

3,0 4
Glicose (mg/mL) = 1,49*Abs + 0,2303

R’ = 0,9986

Conc. de Glicose (mg/mL)

oo+4+— -+
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75

Absorbancia

Figura A.2. Curva de calibragcdo do DNS de 04/1282@0g/mL)
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Tabela A.3. Pontos experimentais para construg¢aoida do DNSmol/mL)
Glicose | Abs | Abs Abs
(umol/mL) | 1 2 | (Média)

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

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

Tabela A.4. Pontos experimentais para construc@mia do DNS (mg/mL)
Glicose | Abs | Abs Abs
(mg/mL)| 1 2 | (Média)

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

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

= = =
o N IS
] ] ]

Conc. de Glicose (umol/mL)
[oe]
|

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
Absorbancia

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

Glicose (mg/mL) = 1,5957*Abs + 0,0819
R2 = 0,9965
2,0

=
ol

Conc. Glicose (mg/mL)
P
o

o
o1

oo+——+——r+—-+r———+
0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 1,0 1,2 1,4 1,6

Absorbancia

Figura A.4. Curva de calibracdo do DNS de 24/082200g/mL)
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Anexo 2:

Equacéo 1Y=0,24614+0,09401x .: R=0,99985 (Ajuste paragdzto de pedunculo de caju
tratado alcalinamente com NaOH)

Equacéo 2 Y=0,26566+0,01796x .. R=0,9672 (Ajuste paraagdro de pedinculo de caju
submetido a oxidacdo umida)

Equacéo 3Y=0,14875+0,04626x .: R=0,99962 (Ajuste patsgaco de pedunculo de caju
submetidos aos dois tratamentos combinados, oxadagéla e alcalino)

Equacéo 4Y.=0,51754+0,02527x .: R=0,99037 (Ajuste para o bagie casca de coco
tratado alcalinamente com NaOH ).

Equacéo 5Y. = 0,32532+0,02858x .: R =0,97447 (Ajuste paragato de casca de coco
submetido ao tratamento de oxidagao umida).

Equacéo 6 : Y=0,10985+0,00982x .:R= 0,99962 (Ajpste&x 0 bagaco de casca de coco
submetidos aos dois tratamentos combinados, oxadagéda e alcalino)

Equacéo 6.1 :¥-0,77459+0,01753x .: R=0,99734 (Ajuste para o bagke casca de coco
submetidos aos dois tratamentos combinados, oxidagéa e alcalino)
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )
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Baixar livros de Defesa civil
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Baixar livros de Direitos humanos
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho
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