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RESUMO

Nesse trabalho foram estudadas diferentes estratégias de reuso do complexo celulolitico durante
a hidrolise enzimatica da fibra de caju, visando redu¢do dos custos do processo. Para avaliar
como a composi¢ao do material interfere no processo, a fibra de caju foi pré-tratada com o acido
seguido de alcali (FC-HOH), peroxido de hidrogénio alcalino (FC-PHA) e 4cido diluido (FC-
H). Realizaram-se duas hidrolises enzimadticas: padrdo I, quando se utilizou o complexo
enzimatico celulase (15 FPU/ geelulose), € padrao I, na qual, além desse complexo, foi adicionado
a celobiase (60 CBU/ geelulose). O substrato com o maior rendimento foi o FC-HOH com 93% +
3% para a hidrolise padrao I e 99% + 1% para a hidrolise padrao II, apds 72 horas. Com o
material resultante, realizaram-se estratégias capazes de reutilizar a enzima ligada ao so6lido
residual e liquido hidrolisado, por dois ciclos sucessivos de hidrolise. Na estratégia I, variaram-
se os percentuais do solido residual (padrdo I) 30, 50, 80 e 100%, que foi colocado em contato
com o substrato fresco, sem adi¢cdo de complexo enzimético. Os ensaios com 100% do s6lido
residual apresentaram os melhores rendimentos, para o FC-HOH foi obtido 32,06% + 1,22% e
recuperacdo de 87,3% da carga enzimatica inicial (15 FPU/ g celulose), para 0 FC-PHA o
rendimento foi 25,27% * 0,92% e uma recuperacdo igual a 70,5%, usando o FC-H foram
encontrados rendimentos mais baixos (16,89% + 1,47%) e uma recuperacdo de 65%. Sabendo
o percentual de maior recuperacdo enzimatica, realizaram-se as estratégias III e V, usando o
solido residual (padrao II), que foi colocado em contato com o substrato fresco. Na estratégia
V, houve suplementacdo da celulase. Para as estratégias IIl e V, no primeiro reuso com FC-
HOH foi possivel recuperar a maior quantidade de enzimas (14,89 FPU/ gcewlose) € foi obtida
uma economia igual a R$ 2,140 milhdes por tonelada de celulose hidrolisada, os rendimentos
foram iguais a 38% =+ 4% e 58% + 1%, respectivamente. No segundo reuso, para a estratégia
III, 13,02 FPU/ g celulose foi adsorvida a fibra e obteve-se um rendimento de hidrolise igual a
9,8% = 0,5%, com uma economia de R$ 1,871 milhdes. As enzimas livres em solucdo (liquido
hidrolisado) foram recuperadas usando as estratégias II e IV, em que o liquido hidrolisado foi
colocado em contato com o substrato fresco, na estratégia IV, houve suplementagado da celulase.
Na estratégia II, observou-se que 83% da carga inicial se adsorveu ao FC-H, e apresentou uma
economia igual a R$ 2,027 milhdes, porém com rendimento de 2,78% + 1,08%. Dentre os
substratos estudados o FC-HOH apresentou os melhores resultados e a estratégia IV se

sobressaiu das demais.

Palavras-chave: Celulase, adsorcao, hidrélise enzimatica, substrato lignoceluldsico.



ABSTRACT

In this work, different strategies of reuse of the cellulolytic complex during the enzymatic
hydrolysis from cashew apple fiber was studied as a strategy to reduce the costs of this process.
To evaluate the effect of composition from material in the processes of reuse, cashew apple
fiber was pretreated by acid followed by alkali (FC-HOH), or alkaline hydrogen peroxide (FC-
PHA) or dilute acid (FC-H). Two enzymatic hydrolysis were carried out: enzymatic hydrolysis
I (EH I) was performed using only the cellulase enzymatic complex (15 FPU/gccitulose) and
enzymatic hydrolysis II (EH II) was conducted using the cellulase enzymatic complex (15
FPU/gcelltose) and cellobiase (60 CBU/geelnlose). The substrate FC-HOH showed the highest
yields, 93% £ 3% for EH I, and 99% + 1% for EH II. Strategies capable of reuse the enzyme
bound to the residual solid and free in solution were held for two successive hydrolysis cycles.
In strategy I, percentages of the residual solid obtained of EH I (30, 50, 80 and 100%) were
evaluated, which it was placed in contact with the fresh substrate without addition of enzyme.
The assays using 100% residual solid showed the best yields, for FC-HOH was achieved an
yield of 32.06% + 1.22% and enzymatic recovery of 87.3% of the initial enzyme charge (15
FPU/g cellulose); for FC-PHA, the yield and recovery were 25.27% + 0.92% and 70.5%,
respectively; for FC-H was obtained the lower yields (16.89% + 1.47%) and one recovery rate
of 65%. Knowing the percentage of greater enzymatic recovery, the strategies III (without
supplementation of enzyme) and V (with supplementation of enzyme) were carried out using
the residual solid (Enzymatic hydrolysis II), which was placed in contact with the fresh
substrate. For strategies III and V, in the first reuse with FC-HOH it was possible to recover the
highest amount of enzymes (14.89 FPU/gcelllose) and an economy of R$ 2.140 million per ton
of cellulose. The yields of hydrolysis were 38% + 4% and 58% + 1% for R1 and R2 recycles,
respectively. In the second reuse, for strategy 111, 13.02 FPU/ g cellulose was adsorbed to fiber
and a hydrolysis yield of 9.8% + 0.5%, achieving an economy of R$ 1.871 million. The free
enzymes in solution (hydrolyzed liquid) were recovered using strategies II and IV, in which the
hydrolyzed liquid was placed in contact with the fresh substrate, in strategy IV, there was
cellulase supplementation. It was observed that 83% of the initial load was adsorbed to the FC-
H, and presented an economy of R$ 2.027 million, for strategy III, but with yield equal to 2.78%
+ 1.08%. Among the substrates studied the FC-HOH presented the best results and the IV

strategy stood out from the others.

Keywords: Cellulase, adsorption, enzymatic hydrolysis, lignocellulosic substrate.
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1 INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale) ¢ uma planta oriunda do Nordeste Brasileiro, e
possui em sua estrutura o caju, que ¢ composto por um fruto (castanha) e pseudofruto
(pedunculo), essa arvore possui uma grande capacidade adaptativa a solos de pouca fertilidade,
a temperaturas elevadas e ao estresse hidrico. Por possuir essas caracteristicas, o cajueiro se
tornou uma importante fonte de renda para os estados nordestinos. No estado do Ceara em 2016
houve uma area de castanha in natura colhida igual a 376 mil hectares. Nos ultimos anos, o
estado do Ceard foi responsédvel por aproximadamente 50% da producdo total de castanha de
caju no Brasil, sendo seguido pelos estados do Rio Grande do Norte (22%) e Piaui (18%).
(CONAB, 2017, EMBRAPA 2016).

O produto principal da castanha ¢ a améndoa que se localiza em seu interior, ja o
pseudofruto (pedinculo do caju) ¢ processado por indudstrias ou pequenas fabricas para a
obtencao do suco ou da polpa congelada. Esse processamento para producao de bebidas resulta
em torno de 15% (m/m) da fibra, sendo um subproduto de baixo valor agregado e uma das
principais fontes de residuos deste setor (EMBRAPA, 2016; IBGE, 2017). Por outro lado,
alguns estudos tem mostrado que a fibra de caju é considerada um material lignocelulésico de
elevado potencial, por ser rico em acucares, fibras, proteinas e lipideos, cujo aproveitamento
permite a obtencdo de produtos de alto valor agregado, alimentos e biocombustiveis, ampliando
as oportunidades do uso do rejeito (CORREIA et al., 2013; BARROS et al., 2017; REIS et al.,
2017).

Os materiais lignoceluldsicos sdo compostos por cadeias de celulose (polissacarideo
formado por moléculas de glicose ligadas através de ligacbes -1,4-glicosidicas), hemicelulose
e lignina, cuja composi¢ao depende ndo apenas do tipo de vegetal, mas também das condig¢des
de crescimento (OGEDA e PETRI, 2010; CORREIA et al., 2013).

A fibra de caju vem sendo estudada no Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Processos Biotecnoldgicos (GPBio — UFC) como matéria — prima alternativa e de baixo custo
para producéo de bioetanol de segunda geracdo (ROCHA, et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2011; CORREIA. et al, 2015; BARROS et al., 2017), producdo de xilitol (ALBUQUERQUE,
2014), na imobilizacdo de enzimas (SOUZA et al., 2016) e na producéo de enzimas (FREITAS,
2017).

Para produc¢ao de etanol e bioprodutos (como o xilitol) é necessaria a transformacao da
celulose e hemicelulose em seus mondmeros, glicose e xilose, respectivamente, e apos sua

conversao no produto de interesse. O processo de bioconversdo consiste em varias etapas: pré-
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tratamento, que aumenta a acessibilidade da enzima aos materiais lignocelul6sicos, seguida por
hidrolise de polissacarideos e oligossacarideos e a conversdo dos agucares para bioetanol ou
bioprodutos por via microbiana ou hidrélise enzimatica (BARROS et al., 2017). No entanto,
ainda ha um entrave para comercializagdo desses bioprodutos, devido aos custos gerados pelas
enzimas celulasicas (CASTRO, 2010; PIHLAJANIEMI et al., 2014).

O custo elevado das enzimas celuldsicas necessarias para hidrolise dos materiais
lignocelulosicos sdo fatores que impactam de maneira negativa a comercializacdo de
bioprodutos a partir da biomassa celuldsica. Com o objetivo de reduzir esses custos, algumas
estratégias estdo sendo estudadas como, por exemplo, maximizar a producao pela melhora no
desempenho da enzima, recuperagdo € o reuso enzimatico, aproveitando sua estabilidade
relativamente alta e sua afinidade pela celulose, durante o processo de hidrélise (TU et al., 2007;
Qletal,2011; PIHLAJANIEMI et al., 2014).

As celulases geralmente se adsorvem sobre o substrato solido por ligacao a celulose e a
lignina. As enzimas adsorvidas em celulose sdo dessorvidas principalmente apds a hidrolise, ja
a ligacdo com a lignina ¢ menos reversivel. Essas enzimas retidas no substrato s6lido podem
ser reaproveitadas com o simples contato do residuo solido hidrolisado com o residuo fresco
(PITHLAJANIEMI et al., 2014).

Existem diversos estudos sobre estratégias de reuso enzimatico da celulase, utilizando
diferentes materiais lignoceluldsicos com o objetivo de diminuir os custos do processo de
hidrolise, como GOMES et al., (2016) que reutilizaram as enzimas celulases adsorvidas ao
solido na hidroélise do lodo de papel reciclado, utilizando um processo de eluicdo alcalina, foi
realizado quatro ciclos sucessivos. De acordo com os resultados apresentados, as enzimas
recuperadas apresentaram uma 6tima estabilidade e foram obtidas conversdes maiores que 70%
para as trés rodadas de reuso. Outra estratégia utilizada para recuperagdo da enzima celulase ¢
a eletrultrafiltracdo, um processo de ultrafiltracdo aprimorado por campo elétrico que foi
estudado por (CHEN et al., 2013), utilizando a palha de trigo pré-tratada com acido. Os
resultados mostraram que, sob condi¢des operacionais adequadas, a eletrultrafiltragio pode
efetivamente reutilizar a celulase do hidrolisado lignoceluldsico, e assim reduzir
substancialmente o custo da hidrélise. No entanto, ainda ndo existe na literatura, um estudo do
reuso da celulase durante a hidrolise enzimatica da fibra de caju.

Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o reuso da celulase durante a
hidrolise enzimatica da fibra de caju, visando encontrar uma possivel solugdo para reduzir os
altos custos gerados pelas enzimas no processo de bioconversdo dessa matéria — prima em

acucares fermentaveis. Para verificar como a composi¢ao pode influenciar na reutiliza¢ao deste
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complexo celulolitico e no rendimento de hidrolise, a fibra de caju foi submetida a trés tipos de
pré-tratamento: o acido diluido (FC-H), acido seguido de alcali (FC-HOH) e perdxido de
hidrogénio alcalino (FC-PHA).

Para cumprir o objetivo geral, foram listados os seguintes objetivos especificos:

e Estudo de adsorcdo dos complexos celuloliticos: celulase de Trichoderma reesei ATCC
26921 e celobiase (NS 50010) nos solidos oriundos dos diferentes pré-tratamentos;

e Realizar a hidrélise enzimatica do bagaco de caju pré-tratado em condigcbes pré-
definidas;

e Desenvolver estratégias de reutilizacdo das enzimas celuloliticas presentes na fase

liquida e na fase sélida durante o processo de hidrdlise;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Materiais lignocelulésicos

A biomassa vegetal compreende todos os materiais organicos, ndo fosseis, que tenham
conteudo de energia quimica em seu interior, abrangendo todas as vegetagdes aquaticas e
terrestres, arvores, residuos agricolas e agroindustriais (OMACHI et al., 2004).

Em geral, a biomassa celulosica possui em sua composi¢do cadeias de celulose
(polissacarideo formado por moléculas de glicose unidas por ligacdes B-1,4 — glicosidicas)
associadas entre si por ligacdes de hidrogénio. Essas fibras celuldsicas sdo cobertas por
hemicelulose (polissacarideos ramificados compostos principalmente por D-xilose com poucas
quantidades de L-arabinose, D-glicose, D-manose, D-galactose, 4cido glucurénico e acido
manurdnico) e ligninas (redes poliméricas tridimensionais formadas por unidades fenilpropano
ligadas entre si) (OGEDA, 2011;CORREIA et al., 2013). Estes componentes sao fortemente
intercalados e ligados através de ligacdes covalentes ou ndo covalentes que formam a matriz
lignocelulodsica (SUN et al., 2016). A Figura 1 ilustra a parede celular vegetal, que € coberta por
lignina e hemicelulose que sdo responsaveis por proteger a celulose contra a deterioragdo por

agentes externos.

Figura 1- Estrutura dos materiais lignoceluldsicos
LIGNINA

CELULOSE HEMICELULOSE
Fonte: Aguiar (2010)

Os materiais lignoceluldsicos caracterizam uma matéria-prima renovavel promissora
para a producdo de agucares fermentesciveis, biocombustiveis e bioprodutos. No Brasil existem
diversos materiais lignocelulosicos disponiveis, isso ocorre devido a grande diversidade de
plantios no pais (REIS ef al., 2017). A Tabela 1 exemplifica alguns materiais lignocelul6licos e
sua composic¢ao, podendo ser observado que hé diferenca na composicao, que pode variar de
acordo com a natureza genética de cada material e das influéncias ambientais e suas interagdes

(SERPA, 2016).



Tabela 1 - Composicao de alguns materiais lignocelulésicos.

Palha de trigo
Bagaco da cana
Fibra de caju
Palha de milho
Casca de arroz

Bagaco do tomate

32,60
45,50
18,16
27,60
35,60
39,00

24,70
17,0
12,83
18,20
11,90
5,00

20,60
21,10
43,28
17,60
15,40
11,00
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GOVUMONI et al., 2013
ROCHA et al., 2011
BARROS et al.,, 2017
LIU e CHEN, 2017
SAHA e COTTA, 2007
PAUL e DUTTA, 2018

Fonte: elaborada pelo autor

2.1.1 Celulose

A celulose ¢ um polimero que possui ligagdes B-1,4 glicosidicas entre unidades D-

glicopiranose. E o principal componente da parede celular da fibra vegetal. Sua estrutura esta

ilustrada na Figura 2 (OGEDA e PETRI, 2010; COCINERO et al., 2009). A configuracdo das

ligagdes glicosidicas formadas entre moléculas de glicose, favorece a formacao de pontes de

hidrogénio intra e intermoleculares e como consequéncia as cadeias celuldsicas se agregam

conferindo elevado grau de cristalinidade a molécula, o que explica sua insolubilidade em

grande nimero de solventes e sua resisténcia a degradacdo microbiana (CANILHA et al., 2012).

Figura 2 - Estrutura da celulose.
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A obtencdo de glicose por meio da celulose pode ocorrer por via &cida ou por via
enzimética. A hidrdélise cida, gera um ambiente corrosivo que demanda o uso de materiais de
construcdo caros (OGEDA e PETRI, 2010), além disso, durante a hidrolise acida ocorre a
geracdo de produtos que sdo considerados toxicos para o crescimento microbiano, como o acido
acético e férmico (ALBUQUERQUE et al.,, 2015). Ja a hidrolise enzimatica ocorre
normalmente em condigdes suaves (pH 4,8 e temperatura entre 45 e 50°C) e € isenta do
problema de corrosdo. No caso da hidrdlise enzimatica, a celulose € degradada por enzimas
celulases altamente especificas e os produtos da hidrolise sdo normalmente aglcares, incluindo
glicose e celobiose (BEGUIN, 1994; CASTRO, 2010; ).

2.1.2 Hemicelulose

As hemiceluloses, também conhecidas como polioses, atuam como um elo quimico
entre a celulose e a lignina, apresentando natureza heteropolissacaridica ramificada, composta
principalmente por blocos de construgdao de pentoses (xilose, raminose e arabinose), hexoses
(glicose, manose e galactose), dcidos urdnicos (4cidos 4-O-metilglucurdnico e galacturonico) e
radicais acetila. Caracteristicas essas que resultam em materiais flexiveis, porém altamente
resistentes a espécies quimicas (CASTRO, 2010). Ao contrario da celulose, a hemicelulose
apresenta baixa massa molecular e ndo contém regides cristalinas sendo, portanto, mais

facilmente hidrolisada em aculcares fermentesciveis (LIU et al., 2013).

2.1.3 Lignina

Alignina é um polimero fendlico, uma macromolécula tridimensional amorfa associada
a celulose na parede celular, cuja fungdo ¢ conceder rigidez, resisténcia a ataques
microbiologicos € mecanicos aos tecidos vegetais e também impermeabilidade (FERREIRA et
al., 2009; AZADFAR, 2015). E um polimero bastante abundante, possui uma estrutura
tridimensional sendo constituida de trés grupos fenol que integra: p-hidroxifenila (H), guaiacila
(G) e siringila (S) (FENGEL, 1989). Este polimero ¢ altamente resistente a hidrélise enzimatica,

quimica e microbiana por possuir extensas ligagdes cruzadas.
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2.2 A cultura do caju

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma planta oriunda do Nordeste Brasileiro,
com grande capacidade adaptativa a solos de pouca fertilidade, a temperaturas elevadas e ao
estresse hidrico, possui em sua estrutura o caju, que ¢ constituido da castanha (fruto) e do
pedunculo (pseudofruto), como pode ser observado na Figura 3 (EMBRAPA, 2016).

Segundo dados estatisticos de FAOSTAT (Organizacdo das Nacbes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura), o caju € cultivado atualmente em 27 paises, sendo o Brasil o quinto
principal produtor mundial. A producdo de caju no Brasil € representada por 94% na Regido
Nordeste, sendo o estado do Ceara o maior produtor do pais. A aquisi¢do da castanha de caju
in natura pelos torradores, e a reducdo da oferta devido a reducdo da produtividade nos
municipios produtores, promoveu uma elevacdo nos precos recebidos pelos produtores,
chegando a ser comercializada no final de julho de 2017 ao preco de R$ 8,00/Kg. O Ceara
apresentou regularidade no volume e no valor das exportagdes durante os meses de julho de
2016 a julho 2017 girando em torno de 8 milhdes de ddlares (CONAB, 2017).

Figura 3 - Caju

Castanha
(fruto)

' peddnculo
(pseudofruto)

Fonte: Embrapa (2017)

O principal produto gerado ¢ a améndoa da castanha do caju, retirada do processamento
da castanha, de onde também ¢ extraida a pelicula que reveste a améndoa, rica em tanino e
utilizada na industria quimica de tintas e vernizes. Ainda da casca da castanha ¢ obtido o liquido
da castanha do caju usado na industria quimica e de lubrificantes, curtidores, aditivos, entre
outros, sendo o residuo da casca utilizado como fonte de energia nas industrias, por meio de
sua queima em fornalhas. O pedunculo, por sua vez, possibilita a producao de bebidas, como
suco, doces, racdo animal e outros produtos. No entanto, estima-se que mais de 90% dos
pedunculos sdo desperdigados, ou seja, ¢ um subproduto pouco aproveitado (CONAB, 2017;

CORREIA, 2017).
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A fibra de caju é considerada um material lignocelulésico de elevado potencial, por ser
rico em agUcares, fibras, proteinas e lipideos, cujo aproveitamento permite a obtencdo de
produtos de alto valor agregado, alimentos e biocombustiveis, ampliando as oportunidades do
uso do rejeito (CORREIA et al., 2013; BARROS et al., 2017; REIS et al., 2017).

H& um leque de aplica¢des da fibra de caju para obtencdo de bioprodutos a partir desse
material lignocelulésico. No entanto, os custos gerados para obtencdo das enzimas celuloliticas
que participam de uma etapa necessaria (hidrdlise enzimatica) para obtencdo dos agucares

fermentaveis é alta, o que impede a comercializacdo em grande escala desses produtos.

2.3 Estudos visando o aproveitamento da fibra de caju

A utilizagdo de materiais lignoceluldsicos para a producio de bioprodutos de alto valor
¢ promissora, pois estas representam uma fonte abundante e renovavel de fontes de carbono.
Materiais lignocelulésicos como sabugo de milho, palha de arroz, bagaco de cana, bagaco de
caju, p6 de madeira, casca de aveia, dentre outros, representam uma importante e barata fonte
de matéria-prima. A fibra de caju ¢ um material lignocelul6sico que vem sendo fonte de estudo
ha algum tempo pelo Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Bioprocessos — GPBio (DEQ —
UFC) motivados pelo excelente papel da agroindustria do caju na regido Nordeste do Brasil.

ROCHA et al., (2009) fizeram um estudo da produgdo de etanol de Saccharomyces
cerevisiae utilizando fibra de caju pré-tratada com acido diluido e acido seguido de alcali da
fibra de caju. Os autores demonstraram que o hidrolisado enzimatico da fibra de caju pre-tratada
com acido seguido de alcali € um processo alternativo para producdo de etanol por fermentacéo.
BARROS et al, (2017) estudaram a sacarificacdo e fermentacdo simultdnea (SSF) e
fermentacdo com pré-sacarificacdo simultdnea (PSSF) para produ¢do de bioetanol a partir da
fibra de caju também pré-tratada por acido seguido de élcali, utilizando Kluyveromyces
marxianus ATCC 36907.

Outros pré-tratamentos também foram realizados utilizando a fibra de caju, como ¢ o
caso de CORREIA et al., (2013) que estudaram o pré-tratamento utilizando o peroxido de
hidrogénio alcalino, e em seguida realizaram a hidrolise enzimatica, que se mostrou favoravel
para produgdo do etanol. Diante disso, CORREIA et al., (2015) analisaram os processos
separados de hidrolise e fermentacao (SHF) e de sacarificacdao e fermentagdao simutanea (SSF)
para produg¢do de etanol a partir da fibra de caju pré-tratada com peroxido de hidrogénio alcalino,
usando Kluyveromyces marxianus ATCC 36907. Além disso, a fibra de caju submetida a esse

mesmo pré-tratamento foi usada como suporte para imibilizagdo da lipase B de Candida
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antartica. Os resultados sugeriram que o suporte pode ser uma excelente alternativa para
imobilizagado ¢ estabilizacdo da lipase (SOUZA et al., 2016).

A fibra de caju foi submetida ao pré-tratamento utilizando o acido sulfurico diluido, e a
fase liquida (hidrolisado) foi usada como matéria-prima para obtencéo de xilitol, um poliol com
elevada empregabilidade na industria alimenticia e farmacéutica. Segundo ALBUQUERQUE
et al., (2015) o hidrolisado hemicelul6sico pode ser considerado um potencial meio de cultivo
para producdo biotecnoldgica de xilitol. Outros autores (REIS et al., 2017) estudaram a
hidrolise enzimatica da fibra de caju, apds o pré-tratamento com liquidos ibnicos com a

finalidade de obter carboidratos.

2.4 Pré — tratamento

Para conversdo dos materiais lignocelulosicos em agucares fermentaveis, ¢ necessaria a
modificacao das propriedades da parede celular, que consiste na etapa de pré-tratamento. Esse
procedimento torna a celulose mais acessivel as enzimas celuloliticas (COSTA, 2017;
CORREIA et al., 2018). O principal objetivo do pré- tratamento da biomassa lignoceluldsica ¢
a diminui¢do da cristalinidade da celulose e solubilizagdo das estruturas recalcitrantes (lignina
e hemicelulose) da parede do vegetal (RODRIGUES et al., 2011).

Geralmente, o pré- tratamento ¢ classificado de acordo com o efeito sobre a matéria —
prima, sdo classificados em fisicos, quimicos, fisico — quimicos e bioldgico. Cada classe de pré-
tratamento apresenta particularidades para aplicacdo em larga escala. Os fisicos, por mais
simples que sejam, apresentam elevado custo energético. Os pré-tratamentos fisico-quimicos
sdo eficientes, porém a producdo de inibidores ¢ elevada, o que também ocorre com os pré-
tratamentos quimicos. Os bioldgicos sdo irrelevantes para aplicagdo comercial devido ao alto
tempo do processo (RODRIGUES, 2010). Na Tabela 2 pode ser observado a classificagdao dos
pré-tratamentos e alguns exemplos de pré-tratamentos que foram estudados e que utilizaram

diferentes tipos de materiais lignocelulosicos.
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Tabela 2 - Classificacdo dos pré-tratamentos.

Matéria-prima | Classificacdo Pré-tratamento Referéncias
Fibra de caju Fisicos Micro-ondas RODRIGUES et al., 2011
Microalgas Quimicos Alcalino HARUN et al., 2011
Capim elefante Quimico Acido SANTOS et al., 2018
Palha de trigo | Fisico-Quimicos Explosdo a vapor DESHPANDE e ERIKSSON, 1984

Fonte: elaborada pelo autor

No presente estudo, utilizando a fibra de caju, selecionou-se trés diferentes pré-
tratamentos: 4cido diluido, 4cido seguido de élcali, e peroxido de hidrogénio alcalino que foram
selecionados devido a variagdo no teor de celulose, hemicelulose e lignina presente na fibra de
caju apds o pré-tratamento, para avaliar a influéncia da composi¢do do material no processo de
hidrolise enzimatica. Esses pré — tratamentos foram estudados pelo grupo de pesquisa e
Desenvolvimento de Processos Biotecnoldgicos (GPBio), o pré-tratamento com 4cido diluido
(ALBUQUERQUIE, et al., 2015), pré — tratamento acido seguido de alcali (BARROS, et al.,
2017; ROCHA, et al., 2009) e o pré-tratamento utilizando perdxido de hidrogénio alcalino
(CORREIA, et al., 2013).

2.4.1 Pré — tratamento dcido

Nos pré-tratamentos acidos ocorre a solubilizagdo da hemicelulose na biomassa e
modificacdes na estrutura da lignina, tornando a celulose mais acessivel a hidrélise enzimatica,
resultando na liberacdo de parte da glicose presente na cadeia de celulose. Essa forma de pré-
tratamento pode ser realizada com acido concentrado ou diluido, porém, o uso do 4cido
concentrado ndo € tao atrativo para obtencao de produtos a partir dos bioprocessos, pois formam
compostos inibidores aos catalisadores biologicos. Além disso, os altos custos operacionais e
de manutencdo reduzem o interesse na aplicacdo do pré-tratamento utilizando o acido
concentrado (ALVIRA et al., 2010; Ql et al., 2011; SANTOS et al., 2018). Portanto, 0 uso do
acido diluido acaba sendo uma alternativa melhor. Os acidos mais utilizados sé&o o acido
sulfarico (H2S04), acido cloridrico (HCI), &cido nitrico (HNO3) e acido fosférico (HzPOa).

Quando o pré-tratamento com &cido diluido é utilizado, as frac6es de celulose e lignina

podem permanecer praticamente inalteradas na fase sdlida. Conforme as condicdes
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operacionais, na fase liquida sdo formados monossacarideos (xilose, glicose e arabinose),
produtos de degradacdo das hemiceluloses (formagéo de acido acético a partir da hidrélise de
grupos acetil) e/ou o produtos de decomposicdo dos monossacarideos (tais como o furfural,

produto da degradacdo das pentoses, e 5-hidroximetilfurfural, produto da degradacdo das

hexoses) (RODRIGUES, 2014).

Ap0s o processo de hidrélise acida da biomassa lignocelulésica, é liberado agucares
como a xilose, glicose, manose, galactose, arabinose, entre outros. A D-xilose é um acgucar
bastante abundante na natureza, e ap6s o processo fermentativo produz um poliol com ampla
aplicacdo nas industrias alimentares e farmacéuticas, o xilitol. ALBUQUERQUE et al., (2015)

e SERPA, (2016) realizaram esse estudo utilizando diferentes micro-organismos.

2.4.2 Pré — tratamento dcido seguido de dlcali

Durante a realizagao dos pré-tratamentos acidos ocorre a solubilizagao da hemicelulose
na biomassa e modificagdes na estrutura da lignina, tornando a celulose mais acessivel a
hidrolise enzimatica, resultando na liberacdo de parte da glicose presente na cadeia de celulose
(ALVIRA et al., 2010). Ja no pré-tratamento alcalino, um dos principais efeitos ¢ a ruptura da
ligacao intermolecular de hidrogénio entre xilano e outros componentes da biomassa, como por
exemplo a lignina ou outra cadeia de hemiceluldsicos, causando uma maior porosidade dos
materiais lignoceluldsicos. Além do mais, a utiliza¢do do alcali em solug¢do geralmente promove
uma expansao da parede celular do material, gerando um aumento da area superficial da matriz
lignocelulosica, favorecendo a acdao das enzimas na etapa de hidrdlise enzimatica (HAQUE et
al.,2013).

Com o intuito de explorar as vantagens e fugir das desvantagens dos métodos
tradicionais de pré-tratamento de etapa Unica, varios esquemas de pré-tratamento de duas etapas
constituidos de pré-tratamento &cido diluido e pré-tratamento alcalino foram estudados
(BARROS et al., 2017). Segundo ZHANG et al., (2010) a combinacédo do pré-tratamento &cido
seguido de alcali é eficaz para remoc&o de hemicelulose e lignina, o que resulta em altos teores
de celulose no substrato lignocelulésico.

Esse tipo de pré-tratamento sequencial consegue recuperar a xilose, mantendo ainda
uma digestibilidade enzimatica alta o suficiente para o residuo de biomassa pré-tratado
(BARROS et al., 2017).
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O pré-tratamento com acido seguido de alcali, tém sido utilizado em estudos reportados
na literatura no tratamento da fibra de caju (ROCHA et al., 2009; BARROS et al., 2017), de
microalga (HARUN et al., 2011) e espiga de milho (ZHANG et al., 2010).

2.4.3 Pré — tratamento com peroxido de hidrogénio Alcalino

O pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino tem como objetivo a
solubilizacdo da lignina através de acdo de radicais oriundos da dissociacdo do perdxido de
hidrogénio (CORREIA et al., 2013).

Quando adicionado a base hidroxido de sodio ao perdxido de hidrogénio a solugéo se
torna um agente efetivo na deslignificacdo. Isso ocorre devido a formacdo do anion
hidroperdxido (HOO-), formado em pH alcalino, que se mostra como a principal espécie ativa
no peroxido. Em oposicdo, peroxido de hidrogénio é instavel nas condicdes alcalinas e
decompde em radicais hidroxil (-OH) e superdxido (Oz ). Estes séo responsaveis pela oxidagdo
da estrutura da lignina, na qual ataca os grupos hidrofilicos, rompendo algumas ligacgdes e,
ocasionalmente, levando a dissolugédo da lignina (SUN, J. X. et al., 2004; CORREIA et al.,
2013).

O perdxido de hidrogénio alcalino tem sido estudado por alguns autores para o pre-
tratamento de diferentes materiais lignocelulésicos (CORREIA et al., 2013; KARAGOZ et al.,
2012; SAHA e COTTA, 2007; SELIG et al., 2009). De acordo com o0s autores, o pré-tratamento
alcalino € capaz de tornar mais eficiente a hidrolise enzimatica da celulose, pois as bases sdo
eficazes na solubilizacdo da lignina, mantendo as cadeias de celulose e hemicelulose quase

intactas comparando-se aos pré-tratamentos com acidos ou hidrotérmicos.

2.5 Hidrolise enzimatica

Terminada a etapa de pré-tratamento, o material ¢ submetido a hidrélise enzimatica, para
que ocorra a disponibilizagdo da glicose existente (ALVIRA et al., 2010). A hidrdlise de
materiais lignoceluldsicos pode sofrer influéncia ndo apenas pela eficacia das enzimas, como
também pelas caracteristicas fisicas, quimicas e morfologicas dos materiais lignoceluldsicos
(SUN et al., 2016). A hidrdlise enziméatica da celulose ¢ o resultado da agdo sinérgica de
multiplos componentes enzimaticos com diferentes mecanismos de a¢do, sendo normalmente
realizada em condig¢des suaves (temperatura entre 45 e 50°C) (SUN, 2002 ; SHASTRI, 2016).

As enzimas sao catalisadores que possuem eficiéncia catalitica e especificidade, que

possibilita a diferenciagcdo entre as reagdes e os substratos. Além disso, fornecem processos
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muito mais competitivos quando comparados com catalisadores ndo biologicos (SANTOS,
2015; MADHU; CHAKRABORTY, 2017; MADHAVAN et al., 2017; CHOI et al, 2015).

Diversas substancias sdao produzidas a partir do uso de enzimas e biocatalise de células,
tecnologia essa comprovada em industrias quimicas e farmacéuticas. Os processos baseados
em enzimas geralmente ocasionam uma diminui¢dao no tempo de processo, nimero de etapas
de reacdo e quantidade de residuos (CHOI ef al., 2015). As enzimas em sua grande maioria sao
obtidas a partir de vegetais, animais ou micro-organismos (CARNEIRO, 2003).

As celulases, enzimas do complexo celulolitico sdo hidrolases que clivam ligagdes O-
glicosidicas em cadeias celuloliticas, biocatalisadores especificos que atuam em unido para
formagao de agucares, dentre os quais a glicose € o que desperta maior interesse industrial. Sao
enzimas que constituem um complexo enzimdtico capaz de atuar sobre materiais
lignocelulosicos, promovendo sua hidroélise.

Estas enzimas hidrolisam as liga¢des -1,4-d-glicosidicas na estrutura de celulase para
liberar glicose, celobiose e celo-oligossacarideos. E um complexo enzimatico bastante amplo,
incluindo endo-glucanases (EGB; EC 3.2.1.4) que quebra as cadeias de celulose em posigdes
aleatorias dentro das proprias cadeias; celobiohidrolases (CBH; EC 3.2.1.91) que deterioram
eficazmente as regides cristalinas e B-glucosidases (BGL; EC 3.2.1.21) que faz a conversdo da
celobiose em glicose, diminuindo a acdo inibitdoria desempenhada pela celobiose
(SRIVASTAVA et al., 2017; OGEDA, 2011). A Figura 4 mostra esquematicamente o que foi

mencionado acima.

Figura 4 —Esquema da ag¢do catalitica do complexo enzimatico celulase.
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Existem duas estratégias principais para produ¢do de celulases por micro-organismos,
sdo elas: Fermentagdo no Estado Sélido (FES) e a Fermentacdo Submersa (FS). A diferenca
mais significativa existente entre elas ¢ o teor de agua presente no meio reacional. Na FES
praticamente ocorre auséncia ou quase auséncia de agua livre (CASTRO, 2010).

As celulases sao responsaveis por cerca de 20% do mercado global de enzimas em todo
o mundo (SRIVASTAVA et al., 2017). A producdo dessas enzimas em escala industrial iniciou-
se na década de 80, tendo em vista sua aplicagdo como um aditivo para ragao animal, de maneira
a aumentar a digestibilidade de ra¢des por ruminantes. Posteriormente foram aplicadas como
insumo para a industria de alimentos, com o objetivo de melhorar propriedades sensoriais das
massas. Ainda nesse setor, as celulases comecaram a atuar também no processamento de
bebidas, promovendo a clarificagdo de sucos de frutas e vinhos. As celulases comegaram a ser
usadas em grande escala nas seguintes industrias: téxtil, processos de biopolimento,
bioestonagem (amaciamento e desbotamento do brim); de polpa e papel, para modificar de
forma controlada as propriedades mecanicas da polpa e liberagdo de tintas da superficie das
fibras; usada também em lavanderias, de maneira a aumentar o brilho, remog¢ao de sujeiras e a
maciez dos tecidos (CASTRO, 2010).

Outra aplicag¢do do complexo enzimatico celulase que vem ganhando bastante espaco ¢
hidroélise da biomassa. As matérias — primas de origem celuldsicas que possuem em torno de 20
a 60% de celulose e podem ser totalmente convertida em glicose (CASTRO, 2010). Porém os
altos valores de producdo sdo um entrave 4 sua ampla utiliza¢do industrial (CUNHA et al.,
2012). Por esse motivo, celulases microbianas tem sido amplamente estudadas a fim de
desenvolver novos bioprocessos mais econdomicos para produgdo de enzimas celuloliticas, bem
como buscar enzimas com maior potencial que as utilizadas atualmente (CUNHA et al., 2012;
SINGHANIA, 2011; SINGHVI et al, 2011).

Vendo o importante papel desempenhado pelas enzimas na conversao de lignoceluloses,
a integragdo do processo de hidrélise e fermentagdo tem forte dependéncia destes catalisadores
biologicos. Portanto, deve existir um controle entre a carga enzimatica utilizada, custo da
enzima e eficiéncia do processo de conversio. E importante também levar em consideracio
outros pardmetros necessarios para hidrolise, além da atividade enzimética, como concentragao
de solidos, agitagdo, temperatura e tempo de hidrolise (RODRIGUES, 2014).

Ao utilizar substratos lignoceluldsicos que sdo insoliiveis no meio reacional, durante a
hidrélise enzimatica a agitacdo pode influenciar na ac¢do das enzimas, reduzindo as limitagdes

de transferéncia de massa (RODRIGUES et al., 2011). No entanto, alguns autores observaram
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que agitagdes muito altas resultam numa diminuicdo da taxa de hidrélise, atribuido ao
decréscimo da atividade enzimatica (TENGBORG et al., 2001).

Além disso, o uso de elevadas concentracdes de substrato pode influenciar na eficiéncia
da hidrélise. Um dos principais desafios para a hidrolise enzimatica com alta carga de solidos,
¢ a limitacdo de transferéncia de massa, devido as baixas quantidades de liquido no meio
reacional, reduzindo a capacidade de mistura e a mobilidade das enzimas (MODENBACH e
NOKES, 2013). A temperatura também ¢ um parametro importante no processo de hidrolise
enzimatica, temperaturas entre 45-50 °C favorece a agdo das enzimas (ROCHA et al., 2009),
porém temperaturas maiores que essas podem ocasionar uma diminuicdo da atividade
enzimatica ou até desnaturagao das enzimas celulosicas.

As enzimas, na etapa de hidrolise enzimatica representam uma das maiores despesas,
em média 50% do custo do processo de hidrdlise, por isso, hd uma necessidade relevante de
reutilizacdo (RODRIGUES et al., 2012), e de melhorias no processo de hidrdlise.

Muitos trabalhos de pesquisa tem sido destinado a maximizar a produ¢do, melhorar o
desempenho da enzima e a eficiéncia de sacarificagdo enzimdtica de lignoceluldsicos para
produzir carboidratos fermentaveis (TU et al, 2007), com o objetivo de diminuir os custos
gerados na etapa de hidrolise enzimatica. Outra estratégia, seria recuperar e reutilizar as

enzimas ligadas ao substrato residual, bem como as enzimas presente na suspensao da reagao.

2.5.1 Reuso enzimatico

Pesquisas e aplicagdes referentes ao tema da reutilizagdo enzimatica da celulase vem
sendo conduzidas. O grande interesse no reuso desse material € tentar diminuir os custos
gerados pelas celulases no processo de hidrolise enzimatica. Um extenso trabalho de pesquisa
tem sido dedicado a estudar o processo de reuso enzimatico, alguns mantém o foco no processo
de reutilizagdo das enzimas que se encontram ligadas ao substrato residual, outros analisam a
enzima livre em solucao.

Existem diversas possibilidades de reuso da celulase devido a divisdo de celulases numa
fracdo insoluvel e soluvel durante a sacarificagio dos materiais lignoceluldsicos
(PIHLAJANIEMI ef al., 2014). A maior parte das celulases sdo adsorvidas sobre o substrato
solido por meio da ligagdo com a celulose e lignina. As enzimas adsorvidas em celulose sao
liberadas basicamente apos a hidrolise, enquanto a ligacdo com a lignina ¢ menos reversivel.
Esta adsorcdo ndo produtiva restringe fisicamente as enzimas de atingir a celulose

(RODRIGUES et al., 2012).
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A adsorg¢ao consiste em um processo heterogéneo de transferéncia de massa, na qual as
moléculas da fase gasosa ou liquida ficam retidas na superficie de um sélido. Esse fenomeno ¢
ocasionado pelas interagdes entre as moléculas da fase fluida e o so6lido adsorvente (ALMEIDA,
2013).

Existem dois tipos de adsor¢do, que se baseiam na natureza das forcas das interagdes
envolvidas no processo de adsor¢do. A adsor¢do fisica (adsor¢ao de Van de Waals) é um
fendmeno reversivel, sendo o resultado de forcas intermoleculares de atracdo relativamente
fracas entre as moléculas do so6lido e a substancia adsorvida. J& a adsor¢ao quimica € o resultado
da interagdo entre o solido e a substancia adsorvida, ocorre a formacgao de ligagdes de natureza
covalente ou i0nica, 4 alta temperatura de forma irreversivel, ocorrendo alteracdo quimica das
moléculas (AGUIAR, 2016).

No estudo de adsor¢do, ¢ primordial a realizagdo da cinética de adsor¢cdo que ¢
responsavel por descrever a velocidade em que as moléculas de adsorbato se adsorvem ao
adsorvente e atingem o equilibrio. Muitos fatores podem influenciar essa velocidade de
adsor¢ao, como: as caracteristicas fisico-quimicas do adsorbato (peso molecular, solubilidade,
etc), do adsorvente (natureza, estrutura de poros, tamanho da particula) ¢ da solucao
(concentragdo, temperatura e pH) (CLAUDINO, 2003).

Apo6s obtido o tempo de equilibrio (resultante da cinética), € realizada a isoterma de
adsor¢do que tem como objetivo mostrar o quanto um adsorvente ¢ capaz de adsorver um
adsorbato. Existem diversas isotermas que descrevem as caracteristicas de equilibrio da
adsorcdo, incluindo Freundlich, Langmuir e Redlich-Peterson, dentre outras (MENYA et al.,

2017). Na Tabela 4 pode ser observado alguns modelos de isoterma de adsorc¢ao.

Tabela 3 : Modelos de Isotermas de adsorcao.

Isoterma Modelo Equacgdo

Freundlich Modelo experimental 1

qe = K.C}"

Langmuir Modelo teorico _ q.K.G,
= 1¥k.c,
Langmuir - Freundlich Junc¢do do modelo teodrico de qs-K. C{,”
Langmuir com o de Freundlich de = m

experimental

Fonte: Adaptado de (ALMEIDA, 2013)

A isoterma de Langmuir vem sendo estudada por alguns autores, como QI ef al., (2011)
que utilizaram o modelo de Langmuir para comparar o substrato enzimatico (palha de trigo)

submetido a diferentes tipos de pré-tratamento (acido diluido e alcali). Além disso, os autores
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estudaram a recuperacdo da celulase durante a hidrolise enzimatica da palha de trigo submetida
a diferentes pré-tratamentos (alcalino e 4cido). Utilizaram quatro métodos capazes de recuperar
e reutilizar a enzima ligada ao substrato residual, e a enzima livre em solugao, que foram usadas
por trés ciclos sucessivos de hidrdlise. Os resultados obtidos mostraram que todos os quatro
métodos foram capazes de recuperar as enzimas, tanto na fase liquida quanto na fase solida,
sendo possivel recuperar e reciclar uma quantidade consideravel de celulase durante a hidrdlise
de substratos celuldsicos. O material com menor quantidade de lignina em sua composigao,
apresentou melhores rendimentos de hidrolise, indicando o efeito prejudicial da lignina nos
métodos de reutilizagdo de enzimas.

Outros autores analisaram outros métodos de reutilizagdo da enzima celulase como
PIHLAJANIEMI et al. (2014) que estudaram um processo de reutilizagdo de so6lidos que foi
feito com a palha de trigo pré-tratada e em seguida compararam a hidrélise a tempos de reacao
constantes, alimentagao de substrato e consumo na hidrolise de liquidos e enzimas. Ja os autores
DU et al.,, (2014), realizaram um estudo, para testar a viabilidade da estratégia de reutilizagao
da celulase apos a sacarificagdo e fermentacao simultanea, usando a fibra de milho pré-tratada.
Além disso, otimizaram os parametros operacionais desta estratégia e avaliaram os custos da
reutilizacdo enzimatica usando o método proposto. De acordo com os resultados apresentados,
foi possivel haver uma reducdo nos custos da enzima em mais de 50%. WANG et al. (2016)
avaliaram a reutilizac¢do da celulase no processo de tratamento enzimatico da polpa de madeira
dura de Krafth para ajuste de viscosidade e reatividade. Foram realizados cinco ciclos
sucessivos de tratamento enzimdatico com e sem adi¢ao de celulase fresca. Foi observado, que
apos os cinco ciclos de tratamento as enzimas apresentavam uma faixa de atividade enzimatica
de 48,8 a 35,1 %.

Outra estratégia utilizada para recuperacao da enzima celulase ¢ a eletrultrafiltragdo, um
processo de ultrafiltragdo aprimorado por campo elétrico que foi estudado por (CHEN et al.,
2013), utilizando a palha de trigo pré-tratada com acido. Os resultados mostraram que, sob
condigdes operacionais adequadas, a eletrultrafiltragdo pode efetivamente reutilizar a celulase
do hidrolisado lignocelulosico, e assim reduzir substancialmente o custo da hidrélise. GOMES
et al., (2016) reutilizaram as enzimas celulases adsorvidas ao sélido na hidrolise do lodo de
papel reciclado, utilizando um processo de eluicdo alcalina, foi realizado quatro ciclos
sucessivos. De acordo com os resultados apresentados, as enzimas recuperadas apresentaram
uma 6tima estabilidade e foram obtidas conversdes maiores que 70% para as trés rodadas de

reuso.



31

Aimobilizag8o é uma estatégia bastante utilizada para reutilizagdo enzimatica, DING et
al., (2016) realizaram a imobilizacdo da enzima celulase, que foi covalentemente ligada a um
polimero termo-responsivo (PNMN), esse polimero foi sintetizado através da polimerizacao de
N-ispropilmetacrilamida com acrilato de metilo e a N-(hidroximetil) acrilamida. A enzima foi
reutilzada por cinco ciclos sucessivos de hidrolise. Os resultados obtidos mostraram que o
bioconjugado de polimero-celulase manteve 85,2% de sua atividade inicial apos os ciclos de
hidrolise, e constatou-se também que o polimero utilizado é um transportador promissor para
imobilizar a enzima. Na Tabela 4, esta representado um breve resumo de estratégias que foram

utilizadas por alguns autores para reutilizagdo da enzima celulase.

Tabela 4- Estratégias utilizadas para reutilizacdo da enzima celulase.

Estratégia de reutilizacdo enzimadtica Referéncias
PIHLAJANIEMI et al., 2014,
Adsorciio Qletal,2011;
TU et al., 2007
Eletrultrafiltracao CHEN et al., 2013
Elui¢do alcalina RODRIGUES et al., 2012
Imobilizagao DING et al., 2016

Fonte: elaborado pelo autor

Os estudos mencionados anteriormente e representados na Tabela 4, apresentaram
resultados satisfatorios quanto a recuperagdo e reutilizagdo enzimatica durante a hidrolise de
substratos celuldsicos. No entanto, melhorar o desempenho da enzima e tentar reutiliza-la com
o intuito de baratear os custos para producao de carboidratos fermentaveis continua a ser um
desafio pertinente. Na Figura 5 pode ser observado o diagrama com algumas possibilidades de
reuso das enzimas celuloliticas apds o processo de hidrélise. Dessa maneira, este trabalho surge
com o intuito de reutilizar o complexo enzimatico da celulase usando a fibra de caju pré-tratada
usando trés métodos diferentes, sdo elas: Pré-tratamento com acido diluido, acido seguido de

alcali, e o pré-tratamento utilizando o peroxido de hidrogénio.
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Figura 5 - Representacdo esquematica das possibilidades de reuso das enzimas celuloliticas apos
a hidrdlise enzimatica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Substrato lignocelulosico

Nesta pesquisa utilizou-se a fibra de caju como substrato lignocelulésico, que foi
gentilmente cedida pela Industria de Processamento de Sucos Jandaia, localizada no estado do
Ceara, Brasil. O procedimento inicial foi realizado de acordo com a metodologia citada por
ROCHA et al. (2009), no qual a fibra de caju foi lavada trés vezes com agua, seca a 60 °C
durante um periodo de 24 horas em estufa com circulacdo de ar (Tecnal, TE-394/1). Em seguida,
foi triturada com o moinho de bolas (Tecnal, R-TE-250) e peneirada. As particulas com
diametro entre 0,25 mm e 0,84 mm foram selecionadas e utilizadas nos experimentos. O

material resultante desse procedimento foi nomeado como FC.
3.1.2 Enzimas

No presente estudo, os complexos enzimaticos utilizados foram celulase de
Trichoderma reesei ATCC 26921, adquirido da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO),
e o complexo de celobiases NS 50010, doado pela empresa Novozymes (Novozyme, Bagsvaerd,

Denmark).

3.2 Pré - tratamentos do material lignoceluldsico

Apbs o procedimento inicial realizado no material lignocelulésico, conforme (descrito
no item 3.1.1), realizaram-se diferentes pré-tratamentos da matéria-prima: pré-tratamento acido,
pré-tratamento acido seguido de alcali e pré-tratamento utilizando perdxido de hidrogénio

alcalino, descritos a seguir.
3.2.1 Pré — tratamento dcido diluido (H2S0y)

Para realizacdo do pré-tratamento acido, a fibra de caju seca foi imersa em solucdo de
acido sulfurico (H2SO4) a 0,6 M, com uma concentragdo de solido de 30% (m/v), em frascos
Erlenmeyers de 250 mL. Posteriormente, o material sofreu um tratamento térmico em autoclave
a 121°C durante 15 minutos (ROCHA et al., 2011). Apés o pré-tratamento, foram feitas
lavagens com agua destilada (H20) até atingir pH adequado para hidrdlise enzimatica. Logo

em seguida, o material foi seco a 50 °C durante 24 horas, triturado e as particulas que ficaram
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retidas entre os Mesh 20-80 (correspondendo a 0,25-0,84 mm), foram selecionadas e estocadas
a temperatura ambiente (27 °C). O material submetido a este pré-tratamento foi denominado

como FC-H.
3.2.2 Pré — tratamento dcido seguido de dlcali

A realizacdo desse pré-tratamento foi realizada em dois estadgios, ambos seguindo a
metodologia de ROCHA et al., (2009). O primeiro estagio estd descrito no item 3.2.1. Porém,
para realizacdo do segundo estagio o material foi pesado ainda imido, levando em consideragdo
o teor de umidade e uma concentracdo de solidos 30% (m/v). E entdo, a FC-H foi imersa em
solugdo de NaOH 1 M, em frascos Erlenmeyers de 250 mL. Em seguida, realizou-se o
tratamento térmico a 121 °C em autoclave por 30 minutos. O material pré-tratado foi lavado
com agua destilada (H20) até neutralizagdo do pH, seco a 50 °C por 24 horas, triturado e as
particulas que ficaram retidas entre os Mesh 20-80 (correspondendo a 0,25-0,84 mm) foram

selecionadas e estocadas. Esse material foi nomeado como FC-HOH.

3.2.3 Pré — tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino

O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio foi realizado segundo a metodologia
descrita por CORREIA et al. (2013), que consistiu da imersdo da fibra de caju em solugdo de
perdxido de hidrogénio alcalino (H202) na concentracdo de 4,3% v/v a pH 11,5 sendo ajustado
usando o hidroxido de s6dio (NaOH). O pré-tratamento foi conduzido em agitador orbital a
35 °C, 250 rpm durante 6 horas, em frasco Erlenmeyer de 250 mL com 150 mL de volume
reacional e uma porcentagem de solidos de 5% m/v. Posteriormente, o liquido e o solido foram
separados por filtragdo a vacuo. A fragdo solida foi lavada até atingir um pH igual a 7, e seca
em estufa a 50 °C por 24 h, triturado e os graos foram padronizados por peneiramento (Mesh
20-80 correspondendo a 0,25-0,84 mm), e foram estocados até realizacdo dos experimentos. O

material foi nomeado como FC-PHA.

3.3 Determinacao da concentraciao de proteinas e da atividade enzimatica nos complexos

enzimaticos

A concentragdo de proteinas totais nos complexos enzimaticos comerciais foi
quantificada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A atividade enzimatica de cada

enzima utilizada ao longo dos experimentos encontra-se descrita a seguir.
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3.3.1 Atividade da celulase

Para determinacdo da atividade de celulases, expressa em unidades de papel filtro (FPU)
por mL do complexo, foi utilizada a metodologia proposta por GHOSE (1987). Em tubos de
ensaio, foram adicionadas tiras de 1 cm x 6 cm (aproximadamente 50 mg) de papel de filtro
Whatman namero 1 e 1,0 mL de tamp&o citrato de sédio 50 mM para pré-incubacéo a 50 °C. A
reacdo de hidrolise foi iniciada pela adigdo de 0,5 mL de distintas dilui¢des enzimaticas. Usando
as mesmas condigdes experimentais, realizou-se a reacdo do branco das diluicbes (meio
reacional sem a presenca do substrato) e o branco do substrato (sem utilizacdo da enzima). Apos
o tempo de 60 minutos, as reacBes foram interrompidas pela adi¢cdo do reagente acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). A leitura das amostras foi realizada a 600 nm sendo posteriormente
determinadas as concentracGes de glicose obtidas utilizando uma curva de calibracdo. Em
sequida, a atividade foi expressa em unidades de papel filtro (FPU) por mL do complexo

enzimatico e calculada pela Equacéo 2.

Car X Vg

3
Ve X, tH)X 5,5.10 2)

Atppymi = (

Sendo,

C,,: concentracdo de glicose (g/L);

Vg: O volume reacional (L);

Vsg: O volume da solug¢do enzimatica (mL);
ty : O tempo de hidrolise (min);

5,5 .10°. Fator para conversio em pmol de aglicar redutor.

3.3.2 Atividade de celobiase no complexo de celobiases NS 50010.

Para medir a atividade da celobiase, utilizou-se uma solucéo de celobiose a 15 mM como
substrato para a hidrolise. Adicionou-se aos tubos de ensaio, 1,0 mL da solucédo de celobiose,
sendo pré-incubados a 50 °C. Posteriormente, foi adicionado 1,0 mL de diferentes dilui¢cGes
enzimaticas (com capacidade de produzir 1,0 mg de glicose), foram incubados a 50 °C durante
30 minutos de reacdo. Apos o tempo reacional, os tubos foram colocados em agua fervente por
um periodo de 5 min para interromper a reagdo. O material foi centrifugado a 6000 rpm durante
15 minutos, em seguida filtrado. A concentragcdo de glicose produzida foi realizada por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Para o célculo da atividade de celobioase, foi determinado a massa de glicose (mg)
presente no meio reacional. Através de um gréafico semilog da concentracdo do extrato
enzimatico versus massa de glicose gerada, estimou-se a concentracdo enzimatica necessaria
para liberar exatamente 1,0 mg de glicose (C Enzima) e com esta concentracdo determinou-se

a atividade enzimatica utilizando a Equacdo 3 (GHOSE, 1987):

CBU  0,0926
= €)

ml CEnZima

Sendo, Cgn.ima @ cCONcentracdo enzimatica necessaria para liberar exatamente 1,0 mg

de glicose, e 0,0926 € utilizado para conversao das unidades.
3.4 Hidrdlise enzimatica
3.4.1 Hidrolise enzimdtica padrio I e 11

A hidrdlise enzimatica padrao I da biomassa in natura e pré-tratada foi realizada em
frascos Erlenmeyers de 250 mL num agitador orbital (Tecnal — TE 422, SP, Brazil) a 45 °C,
agitacdo de 150 rpm por um periodo de 72 horas. Tal experimento foi conduzido segundo a
metodologia de CORREIA et al.,(2013). Nos ensaios, foi obedecido a propor¢ao 1% (m/v) de
celulose para cada substrato (FC in natura, FC-H, FC-HOH e FC-PHA), em tampao citrato de
sodio 50 mM para manutencao do pH de 4,8, usando uma carga enzimdatica do complexo
celulase de 15 FPU/ g celulose. Com o objetivo de inibir o crescimento microbiano foi
adicionado na mistura de hidrolise, 80 uL (10 mg/mL em 70% etanol) de tetraciclina para cada
volume reacional de 10 mL. Foram retiradas amostras (1 mL) durante intervalos de tempo
distintos e foram centrifugadas a 6000 rpm durante 5 min. O sobrenadante foi entdo analisado
quanto ao teor de proteinas e agucares (glicose e celobiose).

Em seguida, ap6s a determinacdo da concentragdo de carboidratos calculou-se o
rendimento de glicose e celobiose (g/g de material lignoceluldsico) segundo a Equagdo 4, na
qual o valor de 0,9 ¢ o fator para corrigir a molécula de 4gua que ¢ adicionada apos a hidrélise

da celulose € V é o volume reacional.

(Concentragao(glicose+celobiose) (%)) *0,9* V(L)

Rendi to = 4
enamento g celulose inicial S
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A hidroélise padrdo II foi conduzida seguindo um procedimento semelhante a hidrdlise
padrdo I, porém, para essa hidrolise além da adi¢do do complexo celulase de Trichoderma reesei
26921 na carga de 15 FPU/ g celulose, foi adicionado o extrato enzimatico celobiase (NS 50010)

numa carga de 60 CBU/ g celulose. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.5 Adsor¢io da enzima na biomassa lignocelulésica

O processo de adsorcdo enzimatica é fundamental para o processo de hidrolise
enzimatica. Diante disso, foi estudado a cinética de adsorcdo das enzimas celulasicas e

posteriormente avaliou-se 0 modelo de isoterma que se ajustou aos dados experimentais.

3.5.1 Cinética de Adsorcdo da celulase

A cinética de adsor¢do da celulase (7richoderma reesei ATCC 26921) foi realizada
utilizando a fibra de caju (FC) submetida a diferentes pré-tratamentos (FC-HOH, FC-PHA e
FC-H). Inicialmente, o material pré-tratado foi adicionado a 100 mL de tampao citrato de sodio
(50 mM, pH=4,8), a uma concentracao de celulose de 1% m/v e carga enzimatica utilizada foi
15 FPU/ g de celulose. As cinéticas foram realizadas em um agitador orbital (Tecnal - TE 422,
SP, Brasil) a 45 °C sob agitacdo de 150 rpm. Foram retiradas aliquotas de 1 mL em diferentes
intervalos de tempo e foram centrifugadas a 6000 rpm por 5 min, € entdo o sobrenadante de
cada amostra foi recolhido. Em seguida, analisou-se a concentragao de proteinas e determinou-

se a atividade enzimatica da celulase. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.5.2 Isoterma de Adsorcdo da celulase

A isoterma de adsorcdo da celulase foi feita utilizando a fibra de caju pré-tratada por
diferentes métodos (FC-H, FC-HOH, FC-PHA), variando-se a quantidade de proteina do
extrato enzimatico de 0,01 a 1,00 mg/mL. Adicionou-se a concentracdo de celulose de 1% m/v
e tampdo citrato de sodio (50 mM, pH 4,8) a 45 °C até atingir o tempo de equilibrio. O teor de
proteina no sobrenadante foi determinado como celulase livre em solucdo. A quantidade de
celulase ligada ao substrato foi calculada como a diferenca entre a proteina livre em solucdo e
a proteina total inicialmente adicionada ao meio de reacéo. E entdo foi verificado se o0 modelo

de Langmuir (Equacéo 5) se ajustava aos dados experimentais.
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EmaxKpEr

T (1t KyE) ®)

Ead
E,q : concentracdo de celulase adsorvida no substrato (mg/g de substrato);
Emax: teor méximo de celulase adsorvido (mg/g de substrato);
Kp : constante de equilibrio de Langmuir (mL/mg de celulase)

Ef : concentragdo de celulase livre na solugdo (mg/mL).

3.5.3 Estudo da cinética de adsorcdo da enzima celobiase (NS 50010)

A cinética de adsor¢do da celobiase (NS 50010) foi realizada utilizando a fibra de caju
submetida a diferentes pré-tratamentos, como o acido diluido (FC- H), acido seguido de alcali
(FC-HOR) e perdxido de hidrogénio alcalino (FC-PHA). O material pré-tratado foi adicionado
a 100 mL de tampao citrato de sodio (50 mM, pH=4,8), a uma concentracio de substrato de 1%
m/v (tomando como base a quantidade de celulose) e a carga enzimatica utilizada foi 60 CBU/
g celulose do complexo celobiase. As cinéticas foram realizadas em um agitador orbital (Tecnal
- TE 422, SP, Brasil) a 45 °C sob agitacdo de 150 rpm. Foram retiradas aliquotas de 1 mL em
diferentes intervalos de tempo e foram centrifugadas a 6000 rpm por 5 min, € entdo o
sobrenadante de cada amostra foi recolhido, ¢ em seguida foi analisado a concentracao de

proteinas. O procedimento experimental foi realizado em triplicata.

3.6 Diferentes estratégias de recuperacio e reuso enzimatico

Apos a realizagdo das hidrolises enzimaticas padrao I e II, foram desenvolvidas cinco

estratégias de reuso das enzimas celuldsicas, que sdo descritas detalhadamente a seguir.

3.6.1 Recuperacio e reuso da celulase adsorvida ao solido residual, variando-se o solido

residual, sem suplementagdo enzimdtica (Estratégia 1)

De posse dos materiais hidrolisados obtidos da hidrolise padréo | (método 3.5.1) de cada
pré-tratamento, com rendimentos e quantidades de proteinas livres conhecidos, quantificou-se
a massa necessaria destes para que combinado com o substrato fresco (SF), fosse obtido 1 g de
celulose para um volume reacional de 100 mL (1% m/v). Para analisar a eficiéncia da adsorcéo
enzimatica, foram utilizados quatro pontos distintos de estudo, 30, 50, 80 e 100% de

concentragdo do sélido residual na mistura. Foram realizados dois ciclos sucessivos de hidrélise
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enziméatica em um agitador orbital (Tecnal - TE 422, SP, Brasil) a 45 °C sob agitagdo de 150
rpm e 72 horas. Este procedimento foi feito em triplicata. Na Figura 6 € apresentado um
diagrama que ilustra esta estratégia.

Figura 6 - Diagrama esquematico da estratégia de reuso I: variagao do percentual do substrato
fresco e hidrolisado.

Hidrélise padrao I
Fibra de caju 1% m/v (de acordo com a celulose)
Tampdo citrato de sédio (100 ml)
Celulase (15 FPU/g celulose)
Condic¢des: 45°C, 150 RPM e 72h.

A > ' Filtracdo 1
! Sélido residual Liquido
N | \l/
g1 Vo o
=N Subsequente hidrolise: ' Armazenado a-4°C |

Sélido residual (30, 50, 80 e 100%) bbb !

O substrato fresco foi adicionado até se | Total de 1 g de celulose !
obter 1 g de celulose nos ensaios. , para 100 mL de tampio
Tampdo citrato de sodio 100 mL (pH 4,8) | citrato desédio (pH48)
Condicdes: 45 °C. 150 RPM e 72 h. S

Fonte: elaborado pelo autor

3.6.2 Reuso das enzimas celuldsicas (celulase e celobiase) presentes no liquido hidrolisado,

sem suplementagdo enzimdtica (Estratégia II).

Ap0s a realiza¢do do processo de hidrélise padrdo II, o material foi filtrado a vacuo e
separou-se as fases solida e liquida. De posse do material, foi calculado o quanto de enzima
ainda se encontrava livre em solu¢do e a quantidade de aglicares resultantes. Para essa estratégia
foi reutilizado a fase liquida da hidrolise enzimatica, que ap0s filtragao a vacuo foi centrifugada
por 10 minutos, a 5000 rpm e em seguida filtrada novamente em membrana de 0,45 um. Neste
reuso foi mantida a proporcdo 1% m/v, e o percentual méassico corresponde a quantidade de

celulose adicionada ao liquido hidrolisado. O experimento foi conduzido a 45 °C, 150 rpm e 72
horas.
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3.6.3 Reuso da celulase adsorvida ao solido residual, com adi¢do do substrato fresco e da

enzima celobiase (Estratégia I11).

A partir da quantidade de celulase medida na fase liquida, determinou-se o quanto de
enzima ficou adsorvida na fase solida. Nao houve suplementacao usando a enzima celulase.
Posteriormente, foi adicionado substrato fresco 1% m/v (calculado de acordo com a quantidade
de celulose) a 100% do soélido residual, em tampao citrato de sédio (pH 4,8) e adicionado 60
CBU/ g celulose do complexo celobiase (NS 50010), pois foi levado em consideragdo que a
celobiase nao se adsorveu ao substrato lignocelulosico e permaneceu na fase liquida. O
experimento foi incubado por 72 horas nas condi¢des de 45 °C e 150 rpm, o fluxograma da

Figura 7 ilustra o processo de reuso da estratégia II e 111, respectivamente.

Figura 7 - Diagrama esquematico das estratégias de reuso: reutilizagdo das enzimas celulasicas
(celulase e celobiase) presentes no liquido hidrolisado, sem suplementacdo enzimatica

(estratégia II) e reuso da celulase adsorvida ao sélido residual (Estratégia III).

Hidroélise padrao I1
Fibra de caju 1% m/v (com base na celulose)
Tampao citrato de sodio (100 ml)
Celulase (15 FPU/g celulose)
Celobiase (60 CBU/g celulose)
Condigdes: 45°C, 150 RPM e 72h.

[ S6lido residual ]

1
|: Quantificagdo v
1! deproteinas
1

: [ Centrifugagdo por 10 min ]

Subsequente hidroélise:
Solido residual (100 %)
Substrato fresco para atingir 1%
m/v (com base na celulose)
Tampao citrato de sodio (pH 4,8)
Adicao da celobiase (60 CBU/g
celulose)

Filtracdo a vacuo 0,45 um

1

1

1

1

! v

1

1 Subsequente hidrdlise:
' Liquido hidrolisado
1

1

1

1

1

1

1

1

1

Substrato fresco 1% m/v (com base
na celulose)

A Estratégia I11
L Estrategia Il [ Condigdes: 45 °C, 150 rpm e 72 h. ]_ J

1°R
Fonte: elaborado pelo autor euso
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3.6.4 Reuso da celulase e celobiase presente no liquido hidrolisado com suplementacio da

celulase (Estratégia IV).

Na hidroélise padrao II foi realizada a filtragdo a vacuo para separagao da fase liquida e
solida. Na quarta estratégia reutilizou as enzimas presentes no liquido hidrolisado, que apds a
quantificagdo de proteinas conforme realizado pelos autores QI et al.,(2011) e ZHENG et al.,
(2016), usou-se uma correlagdo entre o teor proteico e FPU/ g de celulose por meio de uma
curva de calibracdao. Depois foi determinado o volume de extrato enzimatico necessario para
que atingisse o valor de 15 FPU/ g celulose, que foi adicionado ao meio reacional. Foi respeitada
a proporcdo 1% m/v, onde o percentual massico corresponde a celulose fresca adicionada ao
liquido hidrolisado. O experimento foi conduzido a 45 °C, 150 rpm por um periodo de hidrélise
de 72 horas.

3.6.5 Reuso da celulase adsorvida ao solido residual, utilizando suplementacdio da enzima

celulase e adi¢do da celobiase (Estratégia V)

A estratégia V reutilizou as enzimas adsorvidas ao solido residual da hidrolise padrao II,
e apos a quantidade de celulase medida na fase liquida determinou-se o quanto de proteinas
ficou adsorvida na fase solida. Posteriormente, foi adicionado fibra fresca 1% m/v (pesado de
acordo com a quantidade de celulose) ao solido residual em tampao citrato de sddio (pH 4,8) e
acrescentado a este uma suplementacdo da celulase até¢ que atingisse o valor de 15 FPU/g
celulose e adicionado 60 CBU/ g celulose do complexo celobiase (NS 50010), considerou-se
que ndo houve adsor¢ao da celobiase ao substrato lignoceluldsico, e a enzima permaneceu no
liquido hidrolisado. O experimento foi incubado por 72 horas nas condi¢des de 45 °C e 150

rpm, o fluxograma da Figura 8 ilustra o procedimento realizado para as estratégias [V e V.
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Figura 8 - Diagrama esquematico das estratégias de reuso: reutilizagdo das enzimas celuloliticas
presentes no liquido hidrolisado, com suplementacdo enzimética do complexo celulase
(Estratégia IV) e reuso da celulase adsorvida ao sélido residual com adicdo do complexo

celobiase e suplementacdo da enzima celulase (Estratégia V).

Hidroélise padrao I1
Fibra de caju 1% m/v (com base na celulose)
Tampao citrato de sodio (100 ml)
Celulase (15 FPU/g celulose)
Celobiase (60 CBU/g celulose)
Condigdes: 45°C, 150 RPM e 72h.

\ [ Liquido hidrolisado ] [ Sdlido residual ]

| Quantificagio |

| de proteinas

/ Subsequente hidrolise: \
Solido residual (100 %)
Substrato fresco 1% m/v (com base na
celulose)
Tampao citrato de sodio (pH 4,8)
Adig8o da celobiase (60 CBU/g

Centrifugacdo por 10 min
Filtracdo a vacuo 0,45 um

Subsequente hidrolise:

Liquido hidrolisado celulose)
Substrato fresco 1% m/v (base na Suplementaciio da enzima celulase
celulose) k /

Suplementac¢ao da enzima celulase

Estratégia IV [ Condices: 45 °C, 150 rpme 72 h. ] Estratégia V

Fonte: elaborado pelo autor 1° Reuso

Na Tabela 5, ¢ apresentado um resumo das quatro estratégias de reuso enzimatico que
foram desenvolvidas utilizando o liquido hidrolisado e o s6lido residual resultante da hidrdlise
padrao II (método 3.4.1). Essas estratégias foram usadas para dois ciclos consecutivos de
hidrdlise. Ao final de cada reuso, foi calculado a eficiéncia da hidrdlise enzimatica e o quanto

se recuperou da enzima.
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Tabela 5- Reutilizacdo das enzimas celuloliticas presentes no sélido residual e liquido

hidrolisado, resultantes da hidrdlise padréo I, estratégias Il, I11, IV e V. CondigGes: 45 °C, 150
rpme 72 h.
Estratégias Fase Recuperada Suplementacdo da Adi¢do da Enzima
Enzima Celulase Celobiase
II Liquido hidrolisado Nao Nao
11 Solido residual Nao Sim
v Liquido hidrolisado Sim Nao
\Y Soélido residual Sim Sim

Fonte: elaborado pelo autor

3.7 Métodos analiticos

3.7.1 Determinacado dos acucares

Os acgtcares (glicose e celobiose) foram analisados por cromatografia de alta
performance (CLAE), usando um sistema CLAE Waters (Waters, Milford, MA, EUA) equipado
com um indice detector de refracdo Waters 2414. As concentracdes dos agucares foram
analisadas utilizando a coluna Aminex HPX-87H, o eluente usado foi H>SO4 a 5 mmol em agua

deionizada a um fluxo volumétrico de 0,5 mL/min sob uma temperatura de 65 °C.
3.7.2 Determinacdo do teor de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada segundo o método de Bradford (1976).
Utilizou-se curva de calibragdo com padrao soro albumina bovina (BSA), adquirida da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO), valida numa faixa de concentracao de 0 mg/mL a 1
mg/mL. Os resultados foram calculados através da curva padrdo do reagente de Bradford e

obtidos em mg/mL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Composi¢cao quimica dos substratos utilizados

As composic¢des centesimais da fibra de caju in natura (FC in natura) e submetida a
diferentes tipos de pré-tratamento estdo representadas na Tabela 6. A fibra de caju ¢ um material
lignocelulosico que vem sendo fonte de pesquisa em varios projetos do Grupo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Bioprocessos — GPBio (DEQ — UFC), incluindo o estudo de diferentes
pré-tratamentos que foram selecionados para o desenvolvimento deste trabalho. Logo, os
resultados das caracterizagdes representadas na Tabela 6 foram baseados em analises

experimentais desenvolvidas pelo GPBio.

Tabela 6 - Composicdo centesimal da fibra de caju in natura e apos diferentes pré-tratamentos.
Material Celulose (%)  Hemicelulose  Lignina (%) Cinzas (%) Referéncias
(%)

FC in natura | 20,91 £2,19 10,17 £ 0,89 35,26+ 0,9 1,62 +0,07 CORREIA,

2017
FC-H 19,01 £0,15  540+0,09 62,18+1,36 2,78+0,01 SERPA,2016
FC-HOH | 74,72+1,16  5,58+0,04  11,01+0,08 0,99+0,11 BARROS et
al., 2017
FC-PHA | 44,16+029  18,24+0,07 291+0,07 587+0,86 CORREIA,
2017

Fonte: elaborada pelo autor

Observa-se que o pré-tratamento acido (FC-H) solubilizou parte da hemicelulose
existente na fibra de caju in natura. Segundo AGBOGBO e WENGER (2007) com a remogao
de hemicelulose ha um aumento da area superficial e do volume de poros do substrato,
ocasionando um aumento do rendimento e da taxa de hidrolise enzimatica.

Com a realizagdo do pré-tratamento acido seguido de alcali (FC-HOH) aumentou-se a
propor¢ao de celulose com base nos outros constituintes, a porcentagem de celulose foi de
20,91% para 74,72%. O aumento da proporcao de celulose por sua vez, deve-se a redugao no
percentual de lignina em comparacdo a porcentagem inicial da fibra in natura. Foi verificado
que o tratamento utilizando o NaOH diluido em materiais lignoceluldsicos causa um inchago,
aumenta a area interna, diminui o grau de polimerizacdo e cristalinidade, rompe as ligacdes
entre a lignina e carboidratos, para que assim possa remover a lignina (ALVIRA ef al., 2010;

RABEMANOLONTSOA; SAKA, 2016).
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Na Tabela 6 pode ser observado também a composi¢cdo da FC-PHA. O pré-tratamento
da fibra de caju utilizando o perdxido de hidrogénio alcalino resultou num aumento no
percentual de celulose que passou de 20,91 % para 44,16 %. O percentual de lignina na fibra in
natura era de 35,26% e ap6s o pré-tratamento resultou em 2,91%, uma extragao de 91,7%. Ja a
quantidade de hemicelulose teve um percentual de aumento de 10,17% para 18,24%. A remog¢ao
da lignina se deve a agdo oxidante do perdxido de hidrogénio, quebrando as ligacdes dessa
molécula em partes menores, tendo como alguns produtos da reacdo de oxirredugdo, o gas
oxigénio e a dgua (SELIG et al., 2009; CORREIA et al., 2013).

O intuito de realizar diferentes pré-tratamentos na fibra de caju, foi obter o mesmo
substrato possuindo diferentes composigdes, para verificar as interferéncias da composi¢ao no

processo de hidrolise enzimatica e na reutilizacao da enzima.
4.2 Caracterizacao dos complexos enzimaticos

Na Tabela 7 encontra-se a caracterizacdo dos complexos enzimaticos em termos de
concentragdo de proteinas e atividade enzimatica. Os mesmos serdo usados ao longo desse

estudo para a hidrolise enzimatica da fibra de caju.

Tabela 7 - Caracterizacdo dos complexos enzimaticos utilizados para hidrdlise enzimatica.

Enzimas Proteinas Atividade Atividade
(mg/mL) Celulase Celobiase
(FPU/mL) (UCB/mL)
Celulase de Trichoderma reesei 32,41 97,8 ND*
ATCC (26921)
Celobiase (NS 50010) 30,10 - 384,28

*Nao determinado
As caracterizagdes enzimaticas dos complexos (vide Tabela 7) foram determinadas com

o0 objetivo de conhecer a atividade enzimatica das enzimas presentes nos extratos enzimaticos
utilizados, que posteriormente foi utilizado para quantificar o volume do complexo enzimatico

que seria usado ao longo dos experimentos.

4.3 Estudo de Adsorcao das enzimas celulase e celobiase na fibra de caju in natura e pré-

tratada.
4.3.1 Cinéticas de Adsor¢do do complexo enzimadtico celulase

A hidrolise enzimatica da biomassa € um processo biocatalitico heterogéneo, em que a
adsorcdo enzimética em substratos e a formagcdo de complexos enzima-substrato sdo pré-

requisitos para hidrolise da celulose. Como resultado, é essencial descrever com precisao o
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comportamento de adsor¢do enzimética (ZHENG et al,. 2016). A cinética de adsor¢do foi
realizada utilizando o complexo enzimatico celulase de Tricoderma reesei ATCC 26921 na
carga de (15 FPU/ g celulose), o equivalente a 0,07 mg/ mL de proteinas, que foi incubada sob
agitacdo de 150 rpm e 45 °C. As condi¢des foram as mesmas que posteriormente foram
empregadas na hidrélise enzimatica, para que a partir dos resultados obtidos fosse possivel
analisar o comportamento da enzima na hidrélise enzimatica dos diferentes materiais estudados
(acido, acido seguido de alcali e peroxido de hidrogénio alcalino).

Na Figura 9, observa-se a variagdo da quantidade de celulase adsorvida por grama de
substrato em fun¢do do tempo. Nota-se que o substrato pré-tratado com o acido diluido (FC-H)
teve uma rapida adsor¢do nos primeiros 40 minutos, seguido por um periodo de diminui¢ao da
taxa de adsor¢do, e finalmente atingiu o equilibrio de adsor¢ao apds um periodo de 120 minutos.
Por outro lado, a adsor¢ao da enzima na fibra de caju pré-tratada com o peroxido de hidrogénio
e com o acido seguido de alcali, foi mais lenta para atingir o equilibrio, resultou em 360 e 480
minutos, respectivamente. E essa variagdo no tempo de equilibrio pode ser explicada devido a
diferen¢a na composi¢@o dos substratos, as quais possuem uma menor quantidade de lignina e

um maior percentual de celulose.

Figura 9 - Cinética de adsor¢@o da celulase sobre o substrato lignoceluldsico submetido a
diferentes pré-tratamentos (FC-H, FC-HOH e FC-PHA), conduzida a 45 °C e 150 rpm, com
uma carga enzimatica de 15 FPU / g celulose e concentragio de 1% m/v (com base no contetido
de celulose) em tampao citrato 50 mM a pH 4,8. (m) FC-HOH; (e) FC-PHA; (A) FC-H.
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Fonte: elaborada pelo autor

A lignina afeta significativamente o perfil de adsor¢do das celulases devido as suas

propriedades de ligagdao ndo produtivas com a celulase, que dificultam o acesso da celulase com
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a celulose (TU et al., 2009; Ql et al., 2011; BARROS et al., 2017). Outro problema gerado pela
lignina ¢ a perda de atividade da celulase, segundo ZHENG et al. (2016), essa perda de atividade
no processo de hidrolise ¢ principalmente causada pela adsor¢do da celulase na lignina que
ocorre de forma nao produtiva e irreversivel.

A fibra de caju submetida a diferentes pré-tratamentos continha diferentes teores de
lignina (62,2% para substrato tratado com &cido; 11,0% para substrato tratado com acido
seguido de alcali e 2,9 % para o substrato tratado com peroxido de hidrogénio alcalino);
portanto, diferentes caracteristicas de adsor¢do e dessor¢ao seria esperado durante a hidrolise.
Entdo, por a fibra de caju pré-tratada com 4cido apresentar um menor teor de celulose e maior
quantidade de lignina, adsorveu-se de maneira mais rapida a celulase a este material, porém a
quantidade de celulase adsorvida por grama de substrato (Qt) é menor, por ser necessario uma
quantidade maior de FC-H para obter a quantidade de celulose necessario para realizar os
experimentos na mesma concentragdo de celulose.

OUYANG et al., (2013) investigaram a eficiéncia da hidrdlise, adsorcéo da celulase e
reciclagem das enzimas durante a hidrolise do bagaco da polpa de sulfite (BSP), e constataram
gue uma menor concentracdo de substrato precisa de mais tempo para atingir o equilibrio, do
que altas concentracdes de substrato. Além disso, constataram que utilizando uma menor
concentracgéo de substrato ocorreu uma maior adsorcao da celulase, indicando que a propriedade
de adsor¢édo pode diminuir com o aumento da concentracdo do substrato. O que condiz com 0s
resultados apresentados na Figura 9, em que o substrato FC-H que possui 0 menor teor de
celulose (necessitando de maior quantidade de substrato para padronizacdo dos experimentos),
conseguiu adsorver mais rapidamente a enzima celulase, e o substrato FC-HOH com maior teor
de celulose (necessitando de menor quantidade de substrato) adsorveu uma maior quantidade
de celulase.

Apbs o conhecimento do tempo de equilibrio de adsor¢do, a isoterma de adsor¢do da
celulase foi obtida para saber o teor de proteina adsorvida no substrato fresco quando misturado

com suspensao de reagao.
4.3.2 Isoterma de Adsorcdo da celulase

Na Figura 10 pode ser observado a isoterma de adsor¢do da enzima celulase nos
diferentes substratos lignocelulosicos (FC-H; FC-HOH e FC-PHA), foi usado uma carga
enzimatica de 15 FPU/ g celulose (0,07 mg/ mL de proteinas). Posteriormente, o modelo de
Langmuir foi ajustado aos dados experimentais, os valores dos parametros obtidos podem ser

observados na Tabela 8.
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Figura 10 - Isoterma de Adsor¢do da enzima celulase na fibra de caju submetida aos diferentes
tipos de pré- tratamento (FC-HOH; FC-PHA; FC-H), realizada a 45 °C ¢ 150 rpm. (m) FC-HOH;
(o) FC-PHA; (A) FC-H;

5 T T T T T T T T

Qt (mg/g de substrato)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Celulase livre em solucdo (mg.ml'l)

Fonte: elaborada pelo autor

Tabela 8 - Parametros do modelo de Langmuir para as isotermas de
adsorcdo da celulase nos substratos lignocelulésicos avaliados.

Substrato E max (Mg/g) Kp (mL/mg) R?

FC-HOH 4,67 8,15 0,9834

FC-PHA 2,67 31,82 0,9966
FC-H 1,86 18,58 0,8541

Fonte: elaborada pelo autor

Os valores dos coeficientes de correlagéo resultantes do ajuste da isoterma de Langmuir
indicam a qualidade do ajuste do modelo matematico aos dados experimentais de adsorcdo da
celulase em todos os substratos avaliados.

Os parametros encontrados na Tabela 8 sdo Uteis para investigar 0s mecanismos de
interacdo entre enzimas e substratos. Para o substrato tratado com o acido (FC-H) a constante
de Langmuir que € usada como uma estimativa da afinidade das enzimas para os substratos, foi
relativamente maior (K, = 18,58 mL/mg), do que para o substrato tratado por acido seguido de
alcali (FC-HOH), com um valor de K, = 8,15 mL/mg, 0 que aponta uma maior afinidade da
celulase pelo substrato pré-tratado com acido do que o substrato tratado com acido seguido de
alcali. O FC-H tem 19,01% de celulose e 0 FC-HOH possui 74,72%, porém, uma afinidade
menor foi verificada no tratamento FC-HOH do que o tratamento FC-H. Esse fato pode ser

justificado pela diferenca no teor de lignina nos dois substratos. Sabe-se que a lignina ndo pode
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ser hidrolisada, no entanto, ocorre a adsorgéo de forma ndo produtiva entre celulase e lignina,
devido interagdes hidrofébicas com os grupos hidrofébicos presentes nos dominios de ligagcdo
da celulase (PALONEN et al., 2004; Ql et al., 2011). O valor do Ky encontrado para o substrato
FC-PHA foi de 31,82 mL/mg, que pode ser atribuido ao maior teor de hemicelulose presente
no material (vide Tabela 7), que pode auxiliar no processo de adsor¢do da enzima celulase.

O valor de Emax encontrado para o substrato FC-H foi de 1,86 mg/g, para o FC-PHA foi
de 2,67 mg/g e para o FC-HOH foi igual a 4,67 mg/g, que indicam a capacidade maxima de
adsorcdo da enzima celulase para cada substrato lignocelulésico. Com os resultados
apresentados, é observado que o substrato FC-HOH que possui 74% de celulose em sua
composigdo, obteve o maior valor de Emax, indicando que a enzima celulase consegue se
adsorver em maior quantidade no substrato que possui 0 maior teor de celulose, que é o principal
alvo da enzima celulase.

Um perfil semelhante a isoterma de adsor¢ao obtida, foi encontrado por (Ql et al., 2011).
Eles estudaram a adsor¢do da celulase derivada de Trichoderma reesei, na palha de trigo pré-
tratada com écido (20,5% de lignina) e com alcali (3,6% de lignina) no qual, o substrato que
possuia o menor percentual de lignina em sua composi¢do, conseguiu adsorver a maior

quantidade de celulase.

4.3.3 Estudo da cinética de adsor¢do da enzima celobiase (NS 50010)

Avaliou-se também a cinética de adsorcdo da enzima celobiase (NS 50010) nos
diferentes substratos lignocelulésicos (FC-HOH; FC-H e FC-PHA), usando uma carga
enzimatica igual a 60 CBUY/ g celulose (0,08 mg/ mL de proteinas), que pode ser observado na
Figura 11. Além da celulase, a celobiase € outra enzima celulasica que esta envolvida na
hidrolise da biomassa lignocelulésica (CASTRO, 2010). A celobiase tem como funcéo
converter as celobioses e oligossacarideos sollveis em glicose, para que a celobiase efetue essa
convers&o, ao contrario da celulase, ndo ha necessidade da adsorcéo da enzima a celulose, pois
os dimeros de celobiose encontram-se sollveis na mistura ao longo da hidrdélise enzimatica. No
entanto, essa adsorcdo pode ocorrer ao longo da reagdo, assunto que diverge na literatura. De
acordo com TU et al. (2007) a B-glicosidase normalmente nao se liga ao substrato celuldsico o
que dificultaria sua reutilizacdo. No entanto, YANG ¢ WYMAN (2006) realizaram um estudo
utilizando a farinha de milho e foi constatado que houve adsor¢do da B — glicosidase no

substrato lignocelulosico.
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Figura 11- Estudo cinético da adsor¢dao do complexo enzimatico celobiase na fibra de caju
submetida a diferentes pré-tratamentos, conduzida a 45 °C e 150 rpm, com uma carga
enzimdtica de 60 CBU/ g celulose e concentracdo de 1% m/v (com base no contetido de

celulose). (w) FC-HOH; (o) FC-PHA; (A ) FC-H.
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Fonte: elaborada pelo autor

Na Figura 11 pode ser observado que houve adsor¢do da enzima celobiase na fibra de
caju submetida aos diferentes tipos de pré-tratamentos (FC-HOH; FC-PHA e FC-H). O tempo
de equilibrio encontrado foi o0 mesmo para todos os substratos estudados (FC-H; FC-HOH e
FC-PHA), sendo igual a 250 min. No entanto, foi observado que a composi¢dao do material
interferiu na quantidade de enzima adsorvida, o substrato pré-tratado com acido seguido de
alcali, que apresenta uma quantidade de celulose de 74% obteve uma quantidade adsorvida de
1,8 mg de proteina por grama de fibra de caju pré-tratada, e a celulase em 600 minutos obteve
uma adsorcao de 2,4 mg de proteina por grama de fibra pré-tratada. O FC-H por sua vez obteve
uma quantidade adsorvida de 0,7 mg/g de celobiase e 0,9 mg/g de celulase. E observado que a

quantidade adsorvida de celobiase para os substratos ¢ inferior a adsorvida de celulase.

4.4 Hidrolises Enzimaticas (Hidrolise padrao I e IT)

A Figura 12 mostra os resultados obtidos da hidrolise enzimatica padrdao I usando os
quatro substratos (FC, FC-H, FC-HOH e FC-PHA), que foi conduzida sem a suplementagdo da
celobiase, sob uma temperatura de 45 °C com agitacao de 150 rpm. Na Figura 12, ¢ apresentado

os resultados da concentragdo de actcares (glicose e celobiose) em funcao do tempo de hidrdlise.
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Figura 12 - Perfil das concentragdes de glicose ¢ celobiose durante a hidrolise enzimatica padrao
I da fibra de caju submetida a diferentes pré-tratamentos, utilizando o complexo enzimatico
celulase (15 FPU/g celulose) a 45 °C sob agitagcdo de 150 rpm. (m) FC-HOH; (o) FC-PHA; (A)
FC H;(V) FC in natura. (A) Concentracédo de glicose; (B) Concentracao de celobiose.
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Fonte: elaborada pelo autor

E observado na Figura 12, que a concentragio dos aglicares aumentou com o passar do
tempo, indicando que no inicio da hidrolise, existem dificuldades no acesso das enzimas ao
substrato, e no decorrer da quebra das ligagdes B-1,4-glicosidica das moléculas de celulose, o
grau de polimerizac¢do diminui facilitando o acesso das enzimas. Na literatura, comportamentos
semelhantes foram encontrados para o0 mesmo material (BARROS ez al., 2017; RODRIGUES
et al., 2011), e para diferentes tipos de materiais como o bagaco da cana-de-agtcar (TIZAZU;
MOHOLKAR, 2017) e palha de trigo (SMIT; HUIJGEN, 2017). Para o FC in natura as maiores
concentracoes de glicose e celobiose obtidas foram de 0,45 + 0,03 g/L e 0,19+ 0,01 g/L em 72
h, respectivamente. Valores relativamente baixos, isso devido aos percentuais elevados da
composicao de hemicelulose e lignina presentes no FC in natura (ver composi¢ao na Tabela 5),
o que dificulta o acesso da enzima celulase ao polimero celulose, além do mais, as altas
concentragdes de solidos dificultam a transferéncia de massa, diminuindo o rendimento de
hidrolise.

Ap6s 72 horas de hidrolise, os solidos pré-tratados que apresentaram os maiores valores
de concentragdo de glicose foi o FC-HOH (7,55 + 0,34 g/L) e o FC-PHA (4,94 = 0,31 g/L).
Comprovando que a remogao da lignina, e a diminuicao da cristalinidade da celulose, favorece
o acesso da enzima celulase a celulose, aumentando a eficiéncia da hidrolise enzimatica
(ALVIRA et al., 2010; BARROS et al., 2017; CORREIA et al., 2013; REIS et al., 2017; SUN
etal., 2016).
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A celobiose ¢ um produto resultante da quebra da cadeia de celulose, assim como a
glicose, no entanto, sua presenga no hidrolisado pode acarretar inibi¢do enzimatica da celulase
(CORREIA et al, 2015). Na Figura 12B ¢ observado que os hidrolisados de FC-HOH e FC-
PHA possuem os maiores valores de concentracao de celobiose de (2,70 £ 0,10 g/L) e o FC-
PHA (0,40 g/L + 0,06), respectivamente. Essas concentracdes de celobiose podem
possivelmente ter contribuido para as baixas concentragdes de glicose. Nesse ensaio, o Unico
complexo adicionado foi o da celulase de Trichoderma reesei ATCC 26921, que apesar de
possuir a B-glicosidase, apresenta-se em quantidade muito baixa, que pelos ensaios realizados
nao foi possivel detectar. Alguns estudos relataram esse fato (CORREIA et al., 2013; BARROS
et al., 2017). Por isso, a suplementacdo com a celobiase ¢ importante para o aumento da
conversdo enzimatica.

Na Figura 13 é mostrado os rendimentos da hidrolise enzimatica dos diferentes pré-

tratamentos, que foram calculados a partir das concentracdes de glicose e celobiose mostradas
na Figura 12A e 12B.

Figura 13 - Perfil de rendimento da hidrélise enzimatica da fibra de caju submetida a diferentes
pré-tratamentos, utilizando o complexo enzimatico celulase (15 FPU/gcelulose). Condicdo da
hidrolise: 45 °C, 150 rpm e 72 h. (m) FC-HOH; (o) FC-PHA; (A) FC-H; (V) FC in natura.
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Pode ser observado na Figura 13, que os percentuais de rendimento mais baixos foram
obtidos para a FC-H (7,4% + 0,24%) e a fibra in natura (5,83% + 0,24%) que apresentaram
perfis de hidrélise muito semelhantes.

Os maiores rendimentos foram obtidos para a fibra FC-HOH (93% + 2,83) e para a fibra
FC-PHA (49% =+ 2,55%). O baixo teor de rendimento apresentado para o FC-PHA apesar de
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possuir a menor quantidade de lignina deve-se também ao aumento no teor de hemicelulose,
que assim como a lignina dificulta o contato da enzima celulase a celulose, como jéa foi citado
por alguns autores (CARVALHEIRO et al., 2008; CASTRO, 2010). Além disso, esse pré-
tratamento apresenta um menor percentual de celulose em sua composi¢do quando comparado
ao FC-HOH, fazendo com que seja necessaria uma maior quantidade de sélidos para se obter o
teor de celulose padronizado para o ensaio, e uma elevada carga de solidos dificulta a
transferéncia de massa, diminuindo assim o rendimento do processo.

O complexo enzimaético celulase de Trichoderma reesei ATCC 26921 é composto por
algumas enzimas como, as endoglucanases, p-glicosidase e exoglucanases, e estas atuam de
maneira sinérgica para conversdo do polimero celulose em aglcares fermentaveis. No entanto,
muitas vezes a B-glicosidase presente no complexo néo é suficiente para converséao da celobiose
em glicose, gerando acumulo desse componente que funciona como inibidor e que desfavorece
o rendimento da hidrélise. Diante disso, para uma melhoria da hidrélise enzimatica se faz
necessario a suplementacdo do complexo enzimético celobiase (NS 50010). A partir dos
resultados obtidos (vide Figura 12) é notdrio que houve acimulo de celobiose, mostrando que
a B-glicosidase presente no complexo celulase ndo foi suficiente para conversdo da celobiase
em glicose. Logo, torna-se importante a suplementacdo do complexo celobiase na hidrélise
enzimatica dos substratos utilizados. O objetivo de estudar a hidrolise padréo | e 1l foi para
avaliar o desempenho da enzima celulase sem a interferéncia da celobiase, e com a presenca
desse complexo.

Na Figura 14 é representado as concentracdes de glicose e celobiose obtidas a partir da
hidrdlise padrdo 11, em que o ensaio experimental foi conduzido utilizando os dois complexos

celulasicos, a celulase a uma carga de 15 FPU/g celulose e a celobiase com 60 CBU/g celulose.
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Figura 14 - Perfil das concentragdes de glicose e celobiose durante a hidrolise enzimatica da
fibra de caju padrao II submetida a diferentes pré-tratamentos (FC, FC-H, FC-HOH e FC-PHA),
utilizando o complexo enzimatico Celulase (15 FPU/gcelulose) € @ celobiase (60 CBU/gcelulose) a
45 °C sob agitagao de 150 rpm e 72 horas de hidrolise. (m) FC-HOH; (o) FC-PHA; (A ) FC-H;

(V) FC in natura. (A) Concentracgdo de glicose; (B) Concentracao de celobiose.
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Na literatura, TENGBORG et al. (2001) enfatizaram que quantidades suficientes do
complexo enzimatico portador da enzima que converte celobiose em glicose, sdo de grande
importancia para o aumento nos rendimentos de glicose. Comportamento que pode ser
observado quando se compara os resultados mostrados referentes a hidrélise padrao I e II (vide
Figura 13 e Figura 14). E visto que ha uma diferenca significativa nas concentragdes. A
concentracao de glicose para o substrato FC-HOH obteve um aumento de 37% (passando de
7,55 g/Lpara 12 g/L), ja o FC-PHA obteve um aumento de 55% (passando de 4,94 g/L para 8,9
g/L). Pode-se notar que o FC in natura ap6s o periodo de 24 horas apresentou uma queda na
concentracao de glicose. Na Figura 14B ¢ visto que apos 24 h do processo de hidrélise ha um
aumento na concentragdo de celobiose, que funciona como inibidor no processo.

O substrato FC-H resultou em aumento na concentracdo de glicose com o passar do
tempo, obtendo uma concentracao igual a 0,47 g/L de glicose em 72 horas de hidrdlise, porém,
quando comparado aos demais substratos, foi o que apresentou uma das menores concentragdes
de glicose, isso se deve ao seu alto percentual de lignina em sua composi¢do (62,18%)
diminuindo o acesso da enzima celulase ao polimero celulose. Além disso, o alto teor de s6lidos
devido ao baixo percentual de celulose (19%), faz com que seja necessaria uma maior
quantidade de solidos para se obter a quantidade de celulose padronizado para o ensaio,
limitando a transferéncia de massa, devido as baixas quantidades de liquido no meio reacional,

reduzindo a capacidade de mistura e a mobilidade das enzimas.
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Na Figura 15, esta representado os rendimentos da hidrdlise enzimatica padréo 11 que
foram obtidos a partir das concentragdes de glicose e celobiose.

Figura 15 — Perfil de rendimento da hidrélise enzimatica padrao Il dos diferentes substratos (FC,
FC-H, FC-HOH, FC-PHA), utilizando o complexo enzimatico Celulase (15 FPU/g celulose) e
a celobiase (60 CBU/g celulose). Condi¢des: 45 °C, 150 rpm por 72 horas. (m) FC-HOH; (e)
FC-PHA; (A) FC-H; (V) FC in natura.
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Pode ser observado na Figura 15, que foram obtidos percentuais de rendimento
superiores aos encontrados sem a suplementacdo da celobiase. Os maiores rendimentos obtidos
foram para o FC-HOH e FC-PHA, como ja era de se esperar, pois possuem a menor quantidade
de lignina e o maior teor de celulose em sua composicéao (vide Tabela 7). Quando comparados
aos demais substratos, os valores de rendimento atingido pelo FC-HOH e FC-PHA foram 99%
e 90%, respectivamente. Os demais substratos apesar de apresentarem conversdes inferiores
aos apresentados acima, também obtiveram um aumento consideravel para o FC-H que foi 22%
e para o FC in natura resultou num aumento de 47%, comparando-se 0s rendimentos com as
hidrolises padrdes 1 e II.

Os resultados apresentados e discutidos acima, referente a hidrolise padréo I e 11, ja
foram fonte de estudo no Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos Biotecnoldgicos
(GPBIo), utilizando a fibra de caju como material lignoceluldsico por alguns autores, dentre
estes BARROS et al.,(2017); CORREIA et al., (2015) e ROCHA et al., (2009). No entanto,
uma andlise foi necessaria para o desenvolvimento do presente estudo, pois a partir dos

resultados obtidos e do material hidrolisado resultante das hidrélises enzimaticas (padrdo | e
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I1), foram realizadas diferentes estratégias de reutilizacdo das enzimas celuloliticas presentes

na hidrélise.

4.5 Estratégias de Reuso Enzimatico

Como mostrado na Figura 13, apos 72 horas de hidrolise (padrdo I), boa parte da
celulose presente nos substratos foi hidrolisada. Para o FC-HOH o rendimento obtido foi de 93%
+ 2,8%, para o FC-PHA 49% =+ 2,5%, ja o rendimento obtido para o FC-H foi de 7,4% =+ 0,24%

e para o FC in natura foi de 5,83% = 0,23%. De acordo, com os estudos de adsorcao realizados
(vide Figura 9 e 10) & observado que uma parte da celulase se adsorve ao substrato
lignoceluldsico e que muito dessa enzima também se mantém livre em solugdo. Com o intuito
de maximizar o uso da celulase ligada/adsorvida ao substrato residual e soluvel na suspensao,

realizou-se estratégias de reuso enzimatico.

4.5.1 Reuso da celulase adsorvida ao solido de hidrdlise, variando-se a quantidade do

solido residual.

A estratégia de reuso I foi realizada com o sélido residual da hidrolise padrao I (método
3.4.1), variando-se a quantidade deste material na hidrdlise subsequente em diferentes
propor¢des. Apos a hidrolise inicial, foi obtido a partir da quantificacdo de proteinas a
quantidade de enzimas retida no solido residual, para o substrato FC-H, 9,74 FPU/ g celulose
ficou retida no solido residual, para o FC-HOH ficou retido 13,10 FPU/ g celulose, e para o FC-
PHA 10,57 FPU/ g celulose, essas cargas enzimaticas retidas foram as reutilizadas para as
hidrélises subsequentes. Pode ser observado que os resultados mostraram economias
interessantes, o que pode tornar esse tipo de estratégia atraente a nivel industrial.

Na Tabela 9 pode ser observado o quanto da enzima celulase se adsorveu ao sélido apos
a primeira hidrolise enzimatica (hidrolise padrao I), esse solido residual, resultante da hidrolise

inicial foi utilizado para o primeiro reuso de hidrdlise.



57

Tabela 9- Carga enzimatica aderida ao sélido residual apds a hidrdlise padrédo | e valores

economizados por tonelada de celulose hidrolisada.

FC-H 15 2.200.000 9,74 1.420.000
FC-HOH 15 2.200.000 13,10 2.000.000
FC-PHA 15 2.200.000 10,57 1.560.000

Fonte: elaborada pelo autor

Na Tabela 9 ¢ apresentado o quanto de carga enzimatica ficou adsorvido ao sélido
residual ap6s a primeira hidrélise enzimatica (padrdo I), ou seja, o quanto de carga enzimatica
foi levado para a primeira reutilizagdo enzimatica (R1). Assim como mostrado nos resultados
obtidos a partir dos estudos de adsorcao, (topico 4.3.1 e 4.3.2) € visto que o substrato FC-HOH
conseguiu reter uma maior quantidade de enzimas, quando comparado aos demais substratos,
conseguindo reter 87,33% da carga adicionada inicialmente (15 FPU/ g celulose), tendo uma
economia por tonelada de celulose hidrolisada igual a R$ 2.000.000,000, cerca de 91% do valor
gasto inicialmente (vide Tabela 9). J4 o FC-PHA e FC-H conseguiram reter 74,46% e 64,93%
respectivamente de enzimas celulases, obtendo economias inferiores ao FC-HOH, no entanto,
ainda muito vantajosas.

Na Figura 16 pode ser observado os rendimentos de hidrolise, que foram obtidos a partir
da reutilizag¢do do sdlido hidrolisado dos diferentes substratos (FC-HOH; FC-PHA e FC-H) em

contato com o substrato fresco adicionado a reagdo de hidrdlise.
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Figura 16 - Reuso da celulase adsorvida ao solido residual utilizando fibra de caju submetida a
diferentes pré-tratamentos. Condigdes: 45 °C, 150 rpm por 72 horas. (A) FC-HOH; (B) FC-
PHA,; (C) FC-H.

A 100 T T T T B 100 T T T T
90 EIE R1 R2 90 | R1 R2
80{ (1] |=m==————— B 80 - _
-0 []--q Hidrolise inicial :
~ L T I
S — 2 70
~ 604 | 1 < 604 i
o 1 o
S s04 [T 2 s0{[7] 1-------
é 404 [ | "E’ 40 1 :Iid_ré[seri(ial_: |
i) ] o
30 -
g . g 307
x 204 [ - o 20 4
pelEE % B el ﬂ%@
0 - T T T T T T T '_"_" T 0 T T T T 1 T '7_“7_”7_| T
0 100%80% 50% 30% -- 100%80% 50% 30% 0 100%80% 50% 30% -- 100%80% 50% 30%
Solido residual Sélido residual
C 100 T T T T
90 - R1 R2
80 - g
~ 704
S
= 60+ 4
S
— 50
[«5)
E -
-8 30 - .'“>: Hidrélise inicial !
(5] 1 o o - - - - -
@ 20 1
I e I

0 100%80% 50%30% - 100%80% 50% 30%
S6lido residual
Fonte: elaborado pelo autor

Os resultados apresentados na Figura 16, mostram que quanto maior o percentual do
solido residual for utilizado na hidrdlise subsequente, mais altos sdo os rendimentos de hidrdlise.
No primeiro reuso, utilizando 100% do substrato FC-HOH em contato com o substrato fresco,
foi obtido 32,06% =+ 1,22 % de rendimento, tendo uma recuperagdo de 87,33% da enzima
adicionada inicialmente no processo (15 FPU/ g celulose); para 80% do sélido residual, o
rendimento foi de 29,73% =+ 1,24; usando 50%, o rendimento foi igual a 25,58% + 0,31%, e
com apenas 30% de substrato fresco, o resultado obtido foi de 20,81% = 0,35%. Pelos valores
apresentados € notdério que quanto maior a quantidade de so6lido residual presente na mistura,
mais enzimas estdo sendo adicionadas na suspensao da hidrolise subsequente, implicando num
maior rendimento de hidrdlise enzimética.

Para o segundo reuso (vide Figura 16A), houve uma diminui¢do na capacidade de
recuperar a celulase para prosseguir a hidrolise. Por exemplo, o rendimento do primeiro reuso

foi de 32,06% = 1,22%; para o segundo reuso o valor encontrado foi igual a 18,20% + 0,33%,
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para 100% de solido residual presente em solugdo, ou seja, uma diminuicdo no percentual de
43,23% foi observada. Quando foi utilizado 30% do so6lido residual para o segundo reuso o
rendimento observado foi de 3,08% =+ 0,11%, havendo uma queda de 90,4%.

A adsor¢ao da celulase no substrato € o primeiro passo para que ocorra a hidrolise do
material (Ql et al., 2011). De acordo com os resultados apresentados, observa-se que as enzimas
adsorvidas ao s6lido residual, podem ser recuperadas por simples contato desse s6lido com o
substrato fresco, pois ndo foi adicionado novo extrato enzimatico ao longo dos ciclos de
hidrélise (R1 e R2).

O substrato pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino, representados na Figura
16B, resultou em um comportamento semelhante ao substrato acido seguido de alcali (FC-
HOH), em que quanto maior o percentual de substrato ndo hidrolisado presente na mistura,
maior foi o rendimento encontrado, e a cada novo reuso, menores os rendimentos obtidos. No
entanto, observa-se que para o substrato FC-PHA foram encontrados rendimentos menores, e
uma menor recuperagdo enzimatica quando comparado ao FC-HOH.

No primeiro reuso, utilizando o FC-PHA o maior rendimento foi para o ensaio utilizando
100% do solido residual com um valor de 25,27% + 0,92%, quando comparado a hidrolise
inicial ocorreu uma queda de 46% no rendimento, € houve uma recuperagdo enzimatica de
70,47%. J4 no segundo reuso, esse valor de rendimento passou para 23,07% =+ 2,56 %,
apresentando um valor semelhante ao encontrado no primeiro reuso. Os demais mostraram
valores bem inferiores, com quedas maiores no percentual de rendimento, como ¢ o caso do
ensaio com 30% do solido residual, que passou de 18,25% para 1,87% mostrando uma queda
de 89% de um reuso para o outro.

Na Figura 16¢ tem-se os valores encontrados para o substrato pré-tratado com acido
diluido, o qual apresentou baixos valores de rendimento. Isso pode ser atribuido a quantidade
de lignina apresentada em sua composicdo, pela interferéncia que este constituinte tem na
hidrélise enzimatica ja citado anteriormente. Superior ao valor da primeira hidrolise, no
primeiro reuso, o maior rendimento encontrado foi para 100% do substrato nao hidrolisado em
contato com o substrato fresco, resultando em 16,89% + 1,47% de rendimento, e para o segundo
reuso foi obtido um valor de 9,32% + 0,44%, uma diminuicdo de 45,18% entre os ciclos de
hidrolise. Esse comportamento pode ser explicado pelos ataques enzimaticos sofridos pelo
substrato na primeira hidrolise, que podem ter realizado modificagdes na estrutura do material,
auxiliando assim a acessibilidade das enzimas a celulose para o proximo processo de hidrolise,

e consequentemente ter aumentado os rendimentos.
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Comparando-se os substratos pré-tratados mostrados anteriormente, foi observado que
quanto maior o percentual de substrato ndo hidrolisado, maior o rendimento obtido nas
hidrolises enzimaticas. O substrato FC-H foi 0 que apresentou 0s menores percentuais de
rendimento, quando comparado aos demais substratos. Para o primeiro reuso, o valor
encontrado foi de 16,89% + 1,47% e no segundo reuso o valor encontrado foi de 9,32% =+ 0,44%,
quando utilizado 100% do sélido residual nos ensaios.

Pelos resultados apresentados ¢ constatado que as enzimas celuldsicas permanecem
relativamente ativas para um reuso de hidrélise embora ocorra uma diminui¢ao para o segundo
reuso. Contudo, ainda assim reduz a necessidade de adigdo de enzima fresca durante os
processos de bioconversdo. O acimulo de lignina no processo resulta numa diminui¢do dos
percentuais quando comparado ao reuso anterior, dificultando o contato da enzima com a
celulase. Além disso, pode ter ocorrido inibi¢do por produtos gerados durante a reacao, como a
celobiose, e a enzima pode ter se desnaturado devido aos ciclos sucessivos de hidrélise e pelas
condi¢des operacionais. Comportamentos semelhantes foram encontrados por QI et al. (2011)
e TU et al. (2007). A partir da Figura 16 também pode ser constatado que a quantidade de
enzima recuperada esta atrelada ao rendimento de hidrolise obtido, o substrato (FC-HOH) que
conseguiu uma maior recuperacao de enzimas, foi 0 que obteve o maior rendimento de hidrélise
enzimatica.

De acordo com os valores obtidos, para todos 0s pré-tratamentos estudados, conclui-se
gue as maiores taxas de rendimento encontradas foi quando se utilizou 100% do sélido residual,
que foram utilizados nas hidrélises subsequentes, pois quanto maior o percentual de residuo da
hidrélise anterior presente em solugdo, maior a quantidade de enzima que esta sendo levada
para 0 meio reacional. Diante disso, esse percentual de solido residual foi utilizado para as

estratégias 11l e V.

4.5.2 Diferentes estratégias de recuperagdo e reuso enzimdtico (IL II1, IV e V)

Como foi mostrado ao longo dos resultados ja mencionados, apos o periodo de 72 horas
de hidrdlise, uma quantidade da enzima permanece livre em solu¢do enquanto o maior
percentual se adsorve ao substrato lignoceluldsico. Para maximizar a recuperacao da celulase,
ambas as enzimas, presentes em solucdo e ligadas ao solido residual foram reaproveitados na
hidrélise subsequente por meio das estratégias (11 a V). Para realizacdo das estratégias foi

utilizada a hidrolise padrdo Il descrita no item 3.5.1.
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Na Tabela 10, pode ser observado o quanto de carga enzimatica ficou adsorvida na fibra
de caju e o quanto se manteve livre em solucdo submetida aos diferentes pré-tratamentos (FC-
HOH; FC-H e FC-PHA), apds a primeira hidrolise (padréo 1), essas cargas adsorvidas na fibra

foram as utilizadas para o primeiro reuso de hidrolise nas estratégias que se seguem (11 a V).

Tabela 10- Enzimas retidas ao sélido residual e livres em solucdo apds a hidrdlise padrao Il e
valores economizados para cada tonelada de celulose hidrolisada referente ao primeiro reuso

enzimatico das estratégias 11, 11, IV e V.

Substrato | Carga usada RS por Adsorvida R$ por Livreem  R$ por
inicialmente  toneladade afibrade tonelada  solucdo tonelada
(FPU/ g celulose caju de (FPU/g referente

celulose) hidrolisada  (FPU/ g celulose  celulose) aenzima

(15 FPU/g  celulose) adsorvida livre
celulose) na fibra
FC-H 15 2.200.000 12,41 1.840.000 2,59 367.000
FC-HOH 15 2.200.000 14,89 2.140.000 0,14 14.000
FC-PHA 15 2.200.000 14,25 1.980.000 0,75 113.000

Fonte: elaborada pelo autor

A partir dos resultados apresentados na Tabela 10, foi possivel observar que a maior
parte da carga enzimatica fica retida ao solido residual, para todos os substratos estudados,
porém, o FC-HOH adsorveu a maior quantidade dentre os substratos estudados, a carga de 14,89
FPU/ g celulose ficou associada ao sélido residual, comprovando os resultados obtidos no
estudo de adsorc¢do (vide Figuras 9 e 10), em que foi visto que o material pré-tratado com acido
seguido de alcali (FC-HOH) conseguia adsorver uma maior quantidade de celulase por massa
de substrato.

Na Figura 17 é exposto os resultados da segunda estratégia de reuso, em que foi
reutilizado o liquido hidrolisado, sem suplementagdo enzimatica, levando em consideracéo que
a celobiase adicionada inicialmente continuaria em solucao apos o periodo de 72 horas. A partir
dos resultados obtidos no estudo de adsorcdo (vide Figura 10) constatou-se que pouca
quantidade da enzima celobiase se adsorve ao substrato lignoceluldsico. Em seguida, o
substrato fresco foi adicionado, o primeiro reuso foi realizado por um periodo de 72 horas e em

seguida o segundo reuso.
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Figura 17 - Reuso da celulase e celobiase presente no liquido hidrolisado com adi¢do do
substrato fresco, sem suplementacdo enzimatica. (Estratégia II). Condig¢des: 45 °C, 150 rpm e

72 h. (w) FC-HOH; (m) FC-PHA; (m) FC-H.
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Fonte: elaborado pelo autor

Na Figura 17, é observado que as enzimas presentes no liquido foram capazes de
hidrolisar o substrato fresco, mesmo que a maior quantidade de enzimas tenha sido adsorvida
ao sélido hidrolisado, como pode ser visto na Tabela 10. Os maiores rendimentos encontrados,
foram para o substrato FC-HOH, tendo rendimentos no primeiro reuso igual a 37,7% =+ 2,54%,
no segundo reuso um valor de 22% =+ 0,50%.

Para o FC-PHA os valores de rendimento foram de 8,6% +1,34% e 6,2% + 1,99% para
o primeiro e segundo reuso, respectivamente e houve uma recuperagao enzimatica de 0,75 FPU/
g celulose para o primeiro reuso. Esses baixos valores de rendimento de hidrolise podem ser
explicados devido ao baixo teor de celulase que se mantem livre em solugdo. Além disso, o teor
de hemicelulose presente nesse substrato (FC-PHA) influéncia de maneira negativa no acesso
da enzima a celulase, o que também contribui para os baixos valores de rendimento. Outro
ponto a destacar ¢ a producdo do agucar xilose e alguns oligdmeros que sdo liberados pela
hemicelulose, QING et al., (2010) realizaram um estudo e foi constatado que esses oligdmeros
inibem fortemente a agdo das enzimas celulases durante o processo de hidrélise enzimatica.
Essa acdo de inibicdo da enzima celulase afeta diretamente o rendimento de hidrélise do
substrato pré-tratado com FC-PHA pois ¢ o que possui a maior quantidade de hemicelulose em
sua composicao.

Para o FC-H os rendimentos foram os mais baixos, sendo iguais a 2,78% = 1,08% para

o primeiro reuso e 1,50% =+ 0,65% no segundo reuso, assim como tem sido mostrado em todas
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as hidroélises realizadas. Para esse substrato, em média 20% da enzima adicionada inicialmente
se mantém livre em solu¢do. Além disso, esse material possui o maior teor de lignina (62%
m/m) dificultando ainda mais a conversao da celulose em agucares.

Com o intuito de melhorar os rendimentos mostrados na estratégia 11, foi realizada uma
suplementacdo apenas com a enzima celulase baseando-se na quantidade de proteinas que ainda
estava presente no liquido, em seguida o substrato fresco foi adicionado e o primeiro reuso foi
realizado, e apds 72 horas o segundo reuso, a estratégia ficou definida como estratégia IV. Os

resultados podem ser vistos na Figura 18.

Figura 18 - Reuso da celulase e celobiase presente no liquido hidrolisado com adicdo do
substrato fresco e suplementacéo enzimatica da celulase (Estratégia 1V). Condigdes: 45 °C, 150
rpme 72 h. (m) FC-HOH; (m) FC-PHA; (m) FC-H.
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Fonte: elaborado pelo autor

Na Figura 18, pode ser observado que 0s maiores percentuais de rendimento foram para
0 substrato acido seguido de alcali (FC-HOH), que pode ser explicado pelo maior teor de
celulose presente nesse substrato, fazendo com que seja necessaria uma menor quantidade de
solidos para se obter a quantidade de celulose padronizada para os ensaios, tendo assim uma
baixa quantidade de soOlidos o que provoca uma transferéncia de massa mais eficiente,
aumentando o rendimento do processo.

RAMOS et al. (1993) realizou um estudo do reuso enzimdtico da celulase de
Trichoderma utilizando como matéria prima Eucalyptus viminalis pré-tratado com peroxido de
hidrogénio alcalino e analisou a influéncia da acumulacdo de agucar nos rendimentos de
hidrolise. A partir dos resultados obtidos as taxas mais baixas de hidrolise foram observadas

quando altas concentracdes de agucar estavam acumuladas na mistura de reac¢ao de hidrolise.
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Comparando-se as estratégias Il e IV, resultados mostrados nas Figuras 17 e 18, ¢
observado que os maiores rendimentos foram obtidos quando houve a suplementagdo da
celulase no liquido hidrolisado, o que era esperado, pois no meio reacional teria uma maior
quantidade de enzimas, quando comparado ao que ndo foi efetuada a suplementagdo.
Analisando a Figura 17 ¢ visto que o rendimento alcangado no primeiro reuso pelo FC-HOH
foi de 37,7 % e quando ha suplementacdo (Figura 18) o resultado obtido foi de 84,6 % houve
um aumento de 55 % na eficiéncia entre as estratégias.

Para o substrato FC-PHA o valor do rendimento de hidrolise sem a suplementacao da
enzima celulase foi de 8,6 % (vide Figura 17), no primeiro reuso ¢ quando o meio foi
suplementado o rendimento obtido foi de 16,17 %, um aumento na eficiéncia da hidrélise
superior a 46 %. Para esse substrato a economia no percentual de enzima foi de 5 %, pois livre
em solugdo havia 0,75 FPU/ g de celulose, sendo a carga inicial de 15 FPU/ g celulose.

Ja para o substrato acido (FC-H) o rendimento encontrado para o primeiro reuso de
hidrolise (com suplementacao) foi de 12,7 % e quando ndo houve suplementagdo o valor
encontrado foi de 2,7 %, uma queda no rendimento igual a 78 %. Para esse substrato houve
uma economia de 17 % na quantidade de enzima necessaria para o ensaio (15 FPU/g celulose).

Como pode ser observado na Tabela 9, a maior quantidade das enzimas se adsorve ao
solido residual, ficando uma menor quantidade livre em solucgdo, diante disso foi realizado as
estratégias de reuso 11l e V, que foram conduzidas usando a melhor condigdo obtida na estratégia
I, em que 100% do sdélido residual presente na mistura de reagcdo obteve o maior rendimento de
hidrolise. Para essa estratégia III, o reuso enzimatico foi realizado a partir da hidrélise padrao
II, e foi adicionado apenas o extrato celobiase usando uma carga de 60 CBU/ g celulose,
considerando que toda a celobiase fica livre em solugdo apds o processo de hidrolise.

Na Tabela 11 pode-se observar as cargas enzimaticas presentes no solido residual antes da

realizagdo do segundo reuso enzimatico.
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Tabela 11- Cargas enzimaticas utilizadas para o segundo reuso e valores economizados no reuso

enzimatico realizados na estratégia I11.

Substrato Carga inicial RS por tonelada  Carga presente  RS$ tonelada
presente no solido de celulose no solido de celulose
residual R1 (FPU/g hidrolisada residual R2 hidrolisada

celulose) (FPU/g celulose) no R2
FC-H 12,41 1.840.000 3,46 560.000
FC- HOH 14,86 2.140.000 13,02 1.880.000
FC-PHA 14,25 1.980.000 12,39 1.840.000

Fonte: elaborada pelo autor

Na Tabela 11 nota-se que a carga associada a fibra de caju para o segundo reuso foi
menor que a utilizada no primeiro, uma causa possivel dessa menor carga enzimdtica no
segundo reuso deve ter ocorrido devido a desnaturacdo enzimdtica ao longo dos ciclos de
hidrolise. Na Figura 19 ¢é visto que essa diminui¢do da carga enzimatica resultou num menor
rendimento de hidrélise para o segundo reuso. Outro fator para esse menor rendimento ¢ devido
ao acumulo de lignina e hemicelulose, como citado na Tabela 12, a cada novo reuso ¢ observado
que foi alcangado um menor rendimento, que pode ser explicado pela alta concentragcdo de
solidos e acumulo de lignina e hemicelulose que impedem processo difusivo. Além disso, em
cada novo reuso pode ter ocorrido desnaturacdo da enzima celulase, impactando na hidrolise
do material.
Figura 19 - Reuso da celulase adsorvida ao sélido residual, adicionando o substrato fresco e

celobiase (60 CBU/ g celulose) (Estratégia I11). Condicdes: 45 °C, 150 rpm e 72 h. (m) FC-OH,;
(w) FC-PHA; (m) FC-H.
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Fonte: elaborado pelo autor
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A Tabela 12 mostra as quantidades em gramas, de celulose, hemicelulose e lignina em

cada ciclo de hidrdlise enzimética.

Tabela 12- Quantidades de celulose, hemicelulose e lignina obtidos no reuso do substrato

hidrolisado com adicéo da celobiase (Estratégia Il1).

Substrat | Reuso  Celulose =~ Hemicelulose Lignina Rendimento hidrolise
0 s Q) (9) (9) (%)
0 1,00 0,28 3,26 9
FC-H 1 1,90 0,56 6,52 11
2 4,23 0,84 9,78 2,7
0 1,00 0,08 0,12 99
FC-HOH 1 1,01 0,16 0,24 38
2 1,63 0,23 0,36 9
0 1,00 0,41 0,07 90
FC-PHA 1 1,10 0,82 0,13 15
2 1,95 1,23 0,19 5

Fonte: elaborada pelo autor

Na Tabela 12 nota-se que o teor de lignina e hemicelulose em cada ciclo de hidrolise
aumenta com o aumento da concentracdo do substrato, e que a acumulacdo de lignina no
substrato foi maior para o pré-tratamento acido do que para os demais pré-tratamentos, pois em
sua composicdo 0 maior percentual existente € o de lignina, polimero que ndo é hidrolisado
durante a hidrélise enzimatica, e consequentemente se acumula, o que explica a diferenga
substancial nos rendimentos de hidrélise. E visto também que o maior teor de hemicelulose esta
presente no FC-PHA que apesar de possuir um teor de lignina inferior ao FC-HOH alcancou
valores mais baixos de rendimento quando comparado ao substrato tratado com &cido — alcali
(FC-HOH), evidenciando assim que o acimulo de hemicelulose, e dos oligdmeros como a
xilose que sdo liberados pela hemicelulose durante o processo de hidrélise, inibem a celulase,
diminuindo portanto o rendimento de hidrolise.

A Figura 20 apresenta os resultados obtidos a partir da estratégia V, na qual houve adi¢do
da celobiase (60 CBU/ g celulose) e suplementacao da celulase, que foi calculada a partir dos
resultados apresentados na Tabela 9, visando uma melhoria nos rendimentos do reuso

enzimatico da estratégia III.
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Figura 20 - Reuso da celulase adsorvida ao so6lido residual, utilizando suplementagao da enzima
celulase e adi¢do da celobiase 60 CBU/ g celulose (Estratégia V). Condigdes: 45 °C, 150 rpm e
72 h. (m) FC-HOH; (m) FC-PHA; (m) FC-H.

Rendimentos (%6)

RO R1 R2
Reusos
Fonte: elaborado pelo autor

Sabe-se que a maior parte da enzima fica retida no solido hidrolisado, durante o primeiro
reuso da hidrolise foi calculado que para o substrato FC-HOH mais de 98,6% (14,8 FPU/ g
celulose) da enzima ficou retida ao substrato hidrolisado, para o FC-PHA o percentual de
enzima retida no substrato hidrolisado foi igual a 95% (14,25 FPU/g celulose) e para o FC-H
cerca de 83% (12,41 FPU/ g celulose) da enzima se manteve adsorvida ao substrato s6lido. Em
todos os substratos hidrolisados houve a necessidade de uma pequena quantidade de
suplementagdo enzimatica da enzima celulase para se obter a carga enzimatica de 15 FPU/ g
celulose em todos os substratos pré-tratados.

Na Figura 20 pode ser visto que hd um aumento do rendimento do segundo reuso em
relagdo ao primeiro o que pode estar associado a suplementacdo da enzima celulase. Segundo
XUE et al. (2012) e ERIKSSON et al. (2002) adicionar celulases frescas pode “reiniciar” a
hidrélise retardada devido a falta de enzimas ativas disponiveis. Para reutiliza¢do da enzima
com o substrato solido, estratégias III e V, foi analisado que o substrato que apresentou a maior
recuperacdo enzimatica foi o FC-HOH pois possuia a maior quantidade de enzima retida no
substrato com os maiores valores de rendimento de hidrolise nas duas estratégias de reuso, além
do mais, quando houve suplementacdo da enzima celulase os rendimentos foram bem
superiores.

A Tabela 13 mostra os valores em gramas de celulose, hemicelulose e lignina para cada

reuso feito para a estratégia V.
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Tabela 13- Quantidades de celulose, hemicelulose e lignina obtidos no reuso do substrato
hidrolisado com suplementacéo da celulase e adi¢do da celobiase.

Substrato Reusos  Celulose Hemicelulose Lignina Rendimento
(@) (@) (@) hidrolise (%)
0 1 0,28 3,26 9
FC-H 1 19 0,56 6,52 8
2 3,6 0,84 9,78 27
0 1,00 0,08 0,12 99
FC-HOH 1 1,01 0,16 0,24 58
2 1,43 0,23 0,36 81
0 1,00 0,41 0,07 90
FC-PHA 1 1,10 0,82 0,13 28
2 1,9 1,23 0,193 34

Fonte: elaborada pelo autor

Quando se compara a estratégia Il com a estratégia I11 (Figura 17 e 19, respectivamente)
é observado que maiores rendimentos foram alcancados no reuso do soélido hidrolisado do que
do liquido, isso por que a maior quantidade de celulase fica retida no sélido, no entanto para a
estratégia 11 ndo é possivel a reutilizacdo da enzima celobiase, ja que o maior percentual da
enzima se mantém livre em solucao, como foi observado no estudo cinético da enzima celobiase
(vide Figura 11). Na estratégia 11 foi possivel reutilizar um baixo percentual da enzima celulase,
porém foi reutilizada toda a celobiase presento no liquido hidrolisado, mas menores
rendimentos de hidrolise enzimatica foram encontrados, o que pode ser explicados devido as
altas concentracdes de acticares da hidrélise anterior, inibindo o novo ciclo de hidrolise (XUE
et al., 2012). Referente as economias realizadas, com o substrato que apresentou os melhores
rendimentos de hidrolise, na estratégia Il para o FC-HOH foi economizado com a reutilizacao
da celobiase um valor igual a R$ 1.660.000,000 utilizando como base de calculos 60 CBU/ g
celulose (carga adicionada inicialmente), e para a enzima celulase o valor economizado foi de
R$ 14.000,000, utilizando os valores tabelados (vide Tabela 10), ja na estratégia III o valor
economizado foi de 2.140.000,000 de acordo com a carga de enzima celulase que se manteve
adsorvida a fibra apds o processo de hidrdlise. O que torna a estratégia III mais viavel
economicamente e foi a que obteve os melhores rendimentos, tornando-se uma estratégia mais
atrativa quando se compara essas duas estratégias.

Na Tabela 13 encontra-se a composi¢éo dos substratos usados na estratégia V em que
houve suplementacdo da celulase durante o reuso, € visto que os valores de rendimento
alcancados foram inferiores aos obtidos quando ocorre a suplementacéo da celulase, 0 mesmo

comportamento ocorrido na estratégia Il ocorreu na estratégia V, em que quanto maior as
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concentracdes do substrato maior a quantidade de hemicelulose e lignina presentes na reagao
de hidrolise.

De acordo com as estratégias mostradas, foi visto que as estratégias 111 e VV conseguiram
recuperar uma maior quantidade de enzimas, obtiveram os maiores rendimentos quando

comparadas as estratégias Il e 1V, além disso, conseguiram obter uma maior economia.
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram que o tipo de pré-tratamento € a composicao
quimica do material lignocelulésico sdo fatores criticos para o desempenho da hidrdlise
enzimatica. Além disso, foi possivel reutilizar uma quantidade substancial de celulase durante
a hidrolise enzimatica da fibra de caju submetida aos diferentes pré-tratamentos, foi possivel
também a reutiliza¢do da enzima celobiase. Além disso, foi constatado que utilizando 100% do
solido residual na mistura, foram obtidos maiores valores de rendimento da hidrolise enzimatica.

O substrato que apresentou a melhor recuperacdo enzimatica e as melhores taxas de
rendimento foi o 4cido seguido de élcali (FC-HOH) em todas as estratégias de reuso. As
estratégias que reutilizaram o sélido residual conseguiram obter maiores taxas de recuperagao
enzimatica, € menores custos no processo. Porém, os rendimentos no processo de reuso tornam-
se mais atrativos quando ha suplementa¢do enzimatica. Logo, conclui-se que as estratégias
desempenhadas ao longo dessa pesquisa podem ser uteis para reducdo dos custos no processo

de hidroélise enzimatica.
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