Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Hidrélise do bagaco de cana-de-acucar pré-tratadooen acido e alcali
utilizando enzimas microbianas comerciais

Vivian Cristina Pietrobon

Dissertagdo apresentada para a obtencéo do téWNedtre em
.Agronomia. Area de concentracdo: Microbiologia &gt

Piracicaba
2008



Vivian Cristina Pietrobon
Engenheira Agronoma

Hidrdlise do bagaco de cana-de-acucar pré-tratadooen acido e alcali utilizando enzimas
microbianas comerciais

Orientadora:
Prof2. DraREGINA TERESA ROSIM MONTEIRO

Dissertacéo apresentada para a obtencédo do téWNedtre em
.Agronomia. Area de concentracéo: Microbiologia &gla

Piracicaba
2008



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacgdo (CIP)
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - ESALQ/USP

Pietrobon, Vivian Cristina
Hidrélise do bagaco de cana-de-acucar pré-tratado com acido e éalcali utilizando

enzimas microbianas comerciais / Vivian Cristina Pietrobon. - - Piracicaba, 2008.
66 p. :il.

Dissertacéo (Mestrado) - - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, 2008.
Bibliografia.

1. Aclcares 2. Bagagos 3. Cana-de-acucar 4. Enzimas celuloliticas 5. Hidrélise I. Titulo

CDD 576.119254
P626h

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”



Oferego:

U Deus e ac meu mentor espiritual por sempre estarem ao meu ladae nes mementos

de aleguias e dificuldades.

Dedice:

Uas meus pais Valdin e Clewsa,
ac meu ivmac Redrigo e a minha cunfiada Flavia
pele amex, carinfio e paciéncia durante tades esses anos.



AGRADECIMENTOS

A Universidade de S&o Paulo e a Escola Superidwgieultura “Luiz de Queiroz”, pela

oportunidade de participar do curso de pos-graduagéAgronomia.

A coordenacéo do programa de pés-graduacéo dabitibogia Agricola.

A minha orientadora, Prof2. Dra. Regina TeresarRdgonteiro, pela grande amizade,
orientacdo, estimulo e incentivo a conclusdo déstbalho, compreensdo e agradavel
convivéncia durante esses dois anos.

A CAPES, pela concesséo da bolsa de estudo.

A empresa AB enzymes, pela doacio das enzimasadtb nesse projeto.

A empresa Fermentec Assisténcia Técnica em Feag@mtAlcoolica Ltda. e ao Dr.
Henrique Vianna de Amorim, pelo auxilio finance&rdécnico desse projeto de pesquisa e pela

confianga.

Ao pesquisador Dr. Eduardo Poggi e Borges, e awdeoador cientifico Dr. Mario
Lucio Lopes, pelo auxilio na conducdo dos expertogrsugestdes, conhecimentos transmitidos

e amizade.

A técnica Maria Eliete Ramos de Moraes, pelo #@mxdonhecimentos transmitidos e

amizade.

A Profa. Dra. Sandra Helena da Cruz, pelos contatios transmitidos e pela ajuda nos

experimentos.

A Profa. Dra. Maria Cristina Nogueira Stolf e aofPDr. Décio Barbin, pela ajuda com

as andlises estatisticas dos experimentos.



Ao Dr. Lydio de Nascimento Dutra, por toda ajudanécida a mim e a toda minha
familia durante esses anos de tratamento. Obrigaldaamizade e por me mostrar uma nova

forma de viver!

Aos meus pais Valdir e Cleusa, ao meu irmado Rodeig minha cunhada Flavia, pelo

amor, carinho e por tudo que fizeram e continuararfdo por mim.

A Deus, pela minha vida.

Aos amigos do laboratério: Laise, Tamara, MariajsLFernando, Cristiane, Milena,
Nuno, Gabriela, Maria Alice, Maria Julia, Rosangel&eorgia, por toda ajuda oferecida durante

0 mestrado.

Aos amigos: Laise e Laurisa Wadt, Tamara Messfilena Falqueto, Raphaelle Dalla
Vale, Maristela Minatel, Cristina Lourenco, FlaWuaino, Cristiano Silva, Luana Erlo, Paula
Porrelli, Dinailson Campos, Vanessa Costa, Martardds, Claudio Rafael Alves, Valmir
Loyola, Denise Machado, Ligia Domingos, Katia Canalnna Carolina de Luca, André
Signoretti, Edinéia Gomes, Vivian e Viviane PanderfFelipe Assarisse, pela convivéncia,

conhecimento e amizade durante esses Ultimos anos.

A um amigo, com o qual tive a oportunidade de o@rve aprender a ser uma pessoa

mais forte, a dar o rumo para minha vida e a lpdé@a conquistar meus sonhos.

A todos que contribuiram de forma direta ou irtdimente ao desenvolvimento do
trabalho.



“Quando se semeia um pensamento, colhe-se uma acéo.
Quando se colhe uma ac¢dao, planta-se um hébito.
Quando se planta um habito, colhe-se um caréater.

Quando se planta um carater, colhe-se o destino.”

(Yogi Raman — O Monge que vendeu sua Ferrari)



SUMARIO

RESUMO ..ottt rmeeent e+ e skttt e e e ettt e e e sttt e e e an st e et e mee e e e bbb e e e e e anbbeeeeeenrraeeeeans 9
FN =S I Y AN O PRSPPI 10
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e e e ettt e e e e e e e e et e e e s e nbaeeeeeennees 11
LISTA DE TABELAS ...ttt mmm ettt e et e e e et be e et e e e e e nbb e e e e ennnes 12
LR 200510 07X @ T 13
2 REVISAO DE BIBLIOGRAFIA ......ooovieeeeeeee ettt enesneae e nanes 15

2.1 ENZIMAS MICTODIANAS .....coiiiiiiiitii ottt ettt e e e e e e s bbb eeee e s 15
2.2 Extragao e PUrifiCacao d€ ENZIMAS ......cceerrrriiiiiiiiiiiiiiie et e e e 17

2.3 Transformacao genética de fungos para obtag&0zimas.............ccceevvvvvvvveevreers e 19

2.4 FUNQOS lIgNOCEIUIOITICOS. .....eiiie e sttt e e e e e s e e e e e s e e aereeeeens 20
2.5 Composicao da biomassa lignoCelulolitiCa cuue...vvveeiieieeeei e 21
2.6 Biodegradacao da CEIUIOSE ..........oiiicomceeiieeee et 22
2.7 Complexo celulolitico dErichOdermMa rEESEI.......cccuuviiieiieiee e e e 25
2.8 Hidrolise de materiais lIgNOCEIUIOITICOS weaaareeeeiiiiiiiiieee e 26
2.9 Caracteristicas do bagago de cana-de-aGUCAr.............ccuvviieiiiiieieiiiiiiee e 30
2.10 ODLENGEAO U8 AGUCAIES ......eeiiiiueiieieemmrntteeee e ettt e e e aasbe et e e ettt e e e s sme e e e s sb b e e e e s aanbeeeeseenees 31
2.11 Etanol € MeI0 @amMDIENTE .........uuiiiiii e 33
3 MATERIAL E METODOS ... .ottt ettt ettt sttt eneae e ea e e e ens 34
3.1 ENZIMAS COMEBITIAUS ...ceveiieeiiiiiiitt s e e e e s ettt et e e e e e e s e bbbt e s e e e e e easbbbebe e e e e ee e e e snnneanes 34
3.2 Determinacdo da atividade ENZIMALICA ... ceeeeeaerrrrrrrurnmniiiiiiiiiiiiaaaneeeeseeeenrnnene 35
3.3 REAJENTIES € SOIUGOES .. ..o 37
3.4 Pré-tratamento do bagaco de cana-de-aGUCALr.................uevvvvviiiiviiiiiiieiiiiiereeeeeeeeeeeeee 37
3.5 Determinacéo dos teores de lignina, celuldsen@celulose............uueeieiiiiiiiiiiiiieeeen. 37
3.6 SacarifiCaCao ENZIMALICA ..........iiiiieeeeeee ittt eeee e e e e e e e e e e e e aaeaaaeeaaes 38
3.7 Determinagd@o de agucares tOtaiS (DNS) ..ceccceeviriieiiiiiiee it 38
3.8 Determinacéo e identificacdo de acUcares ponatografia liquida........................c e 39
4 RESULTADO E DISCUSSAQ.......cuiuiuiiieieieiememecieseseieisiessieseie et snesessesesesesenes 39
4.1 Determinacao da atividade CelulolitiCa tOtal . ......veeiiiireiiiiiiiiee e 39

4.2 Andlise dos teores de lignina, celulose e helolicse do bagaco de cana-de-aclcar............ 41



4.3 Determinacado de acucares no hidrolisado decbatcana-de-agucar por DNS................. 42
4.4 Determinacado e identificacdo de acucares nmlisddo de bagaco de cana-de-agucar por
HP AR C e e et e et r e e e eaaans 46
4.5 Comparacao da quantificacdo de acucares pmkis metodologias HPAEC e DNS........... 51
5 CONCLUSAD ... ..ottt ee e sttt eanan st es b b n e e s s e 53
REFERENCIAS ..ottt ettt smmmmms sttt ettt s et s s snnne st se s s e s s s senens 54

ANEXOS . . 62



RESUMO

Hidrdélise do bagaco de cana-de-agucar pré-tratadaoen acido e alcali utilizando enzimas

microbianas comerciais

O Alcool, considerado um subproduto de grande ritdpcia da cultura de cana-de-
acucar, tem apresentado grande interesse nos siltmos devido a questbes econdmicas e
ambientais. A estimativa de producédo para a sdi¥-2008, de acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento (Conab), é de 251,59 Gedhde toneladas de alcool. Por ser
considerada uma fonte de energia alternativa (ebstitwicdo aos combustiveis fosseis) e
renovavel, muitos estudos estdo sendo direcionadosltura da cana-de-agucar como, por
exemplo, o aproveitamento do bagaco consideradorasitiuo do setor sucroalcooleiro. O
intuito deste trabalho foi o de realizar a hid®lido bagaco de cana-de-aclcar por meio de
enzimas celuloliticas comerciais visando identifieaquantificar agucares fermentesciveis. Com
essa finalidade, primeiramente, foram selecionadaseguintes enzimas comerciais HPL1800,
CL3708, P1250 e P4500; as quais apresentaram @aratade celulolitica total em papel de
filtro. Posteriormente foram testados dois préatrantos do bagaco (acido ou alcalino) e
verificadas a atuagéo dessas enzimas em cadaapmsémnto do bagaco de cana-de-agucar pelas
metodologias do acido dinitrosalicilico (DNS) e @tamatografia liquida (HPAEC - PAD). Os
dados obtidos por ambas as metodologias foramsadak estatisticamente e concluiu-se que a
acado conjunta do pré-tratamento acido 0,5%, awecta 121°C por 30 minutos e a enzima

P4500 foram as melhores formas de tratamento palsteacédo de acucares.

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-acucar, Enzonasrciais, DNS, HPAEC-PAD, Acucares

totais
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ABSTRACT

Sugar cane bagasse hydrolysis with acid and alkglre-treatment using commercial

microbial enzymes

Ethanol is considered an important by-product fsargar cane culture. Nowadayas
been shown great importance in economics and emmieatal questions. The estimate ethanol
production 2007-2008 is about 251.59 millions dfigoaccording to Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab). Alcohol is considered aeradttive and renewable source of energy;
this has lead several nestudies on development of sugarcane culameb its derivatives, such as
bagasse which is considered a residue fsoigarcane industry. The aiof this research is the
enzymatic hydrolysis of sugarcane bagasse for spgaduction and itgjuantification and
identification. The first step consisted at theesBbn of higher cellulolytic activity commercial
enzymes in filter paper. The four enzymes seleateed: HPL1800, CL3708, P1250 and P4500.
After that, their performances were tested with tdifferent pre-treated (acid and alkali)
bagasse. The total sugars presents in the hydblywmere measured by dinitrosalicilic acid
(DNS) and liquid chromatography (HPAEC - PAD) metblmgies. The results were analyzed
with statistics program. The datelines showed jhiat action of 0.5% acid pre-treatment, 121°C

per 30 minutes and enzyme P4500 were the bestnieeato sugars attainment.

Key-words: Sugar cane bagasse, Commercial enzypins, HPAEC - PAD, Total sugars
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acUcar € considerada uma das principéisras produzidas no Brasil e, de
acordo com a Companhia Nacional de Abastecimentmndll), a estimativa da producédo
nacional destinada a industria para a safra 2008-20 de 475,07 milhdes de toneladas,
superando a producéo da safra passada em 10,6284taDa@l 7% (223,48 milhdes de toneladas)
sdo destinadas a fabricacéo de acucar e 53% (251l/%5®es de toneladas) a producéo de alcool
(BRASIL, 2007).

Dentre os subprodutos da producéo de agucar €l @lestmcam-se o bagaco, a vinhaga, a
torta de filtro e a levedura. Esses subprodutos s&mao reutilizados visando reduzir custos de
producdo ou até mesmo comercializados com outtosesandustriais.

O bagaco excedente das destilarias (cerca de 8@#sg usinas (cerca de 10%) € utilizado
como fonte energética em varias industrias de atifes setores. Uma tonelada de cana resulta
em: 560.000 kcal, provenientes de 250 kg de bagagdo; 392.000 kcal, provenientes dos 70
litros de alcool e 60.000 kcal dos 11.830 litroshilegds obtidos da biodigestdo da vinhaca.
Através desses dados pode-se dizer que hd magieenarcana-de-aclicar e seus derivados do
gue se pode conseguir com o alcool isoladament®EZ et al., 1992).

A cana-de-aguUcar € composta por: 12-18% de aci2dr4% de fibras (sem computar os
residuos de colheita); 0,1-0,3% de cera e 2-3%rd®s. Ja 0 bagaco é constituido por 32-48%
de celulose, 19-24% de hemicelulose, 23-32% denkgr3,22-5,5% de cinza, 0,10-0,15% de
enxofre, 0,73-0,97% de potassio (BANERJEE et aD22.

O bagaco, através de processos biotecnologico®éta pode ser utilizado para a
producdo do etanol e proteina enriquecida (utiizad formulacdo de racdes de gado). Para a
producdo de etanol é necessario utilizar grandetglaale de bagaco. As etapas envolvidas
nesse processo consistem em hidrélise seguidareherieacdo. Essa hidrolise é realizada por
sacarificacdo enzimatica.

Atualmente € de grande interesse de varios paBesil( Estados Unidos, Canada e
outros) o desenvolvimento da tecnologia de produagietanol a partir da palha e do bagaco de
cana-de-acucar, considerados hoje como residugetdo sucroalcooleiro. Através dessa nova
tecnologia sera possivel aumentar a producdo deleten até 30% sem promover um aumento
na area plantada de cana-de-acucar (OLIVEIRA; VANRCELOS, 2006).
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A hidrélise com &cido concentrado € um método @Agdem conhecido, no entanto,
para o desenvolvimento do processo, é necessarigilizacdo de materiais resistentes a
corrosao, 0s quais tendem a ter um custo elevaddjizacdo do acido, para tornar o projeto
economicamente viavel, neutralizar e retirar os pmstos fendlicos do hidrolisado. A
sacarificacdo enzimatica torna-se um procedimeato maiores vantagens sobre a hidrolise
acida, pois com a diminuicdo no consumo do &cigossivel ter beneficios tanto econdémicos,
quanto ambientais (MARTIN et al., 2007).

O presente trabalho teve como objetivo a selec&ndienas celuloliticas purificadas e
disponiveis no mercado por meio da determinacatidadade celulolitica total, utilizando como
substrato o papel de filtro. Posteriormente, ashareb enzimas selecionadas foram verificadas
guanto sua eficiéncia no processo de sacarifica@obagaco de cana-de-agucar, com
determinacgéo e identificacdo dos aguUcares totd&s peetodologias de acido dinitrosalicilico

(DNS) e cromatografia liquida (HPAEC), respectivatae
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2 REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

2.1 Enzimas microbianas

O crescimento da tecnologia de producdo de enziewsinicio em 1833 quando os
guimicos franceses Anselme Payen e Jean-Fran@szZdescreveram o complexo enziméatico
de amilase de cevada germinante, denominada diagtp®s varias pesquisas, novas enzimas
foram descobertas como: isolamento da pepsinaofiegpel pela digestdo da albumina) pelo
fisiologista alemdo Theodor Schwann (1836); a paidegdo das enzimas voltadas para uma
aplicacdo tecnolégica (producdo de queijo) por sTilan Hansen (1874); enzimas responsaveis
pela conversdo do amido em aclcar (1894); inicigpaaducdo comercial de koji que séo
utilizados na producéo de alguns géneros alimestieiaditivos aromatizantes (koji € produzido
a partir do fungdAspergillus oryzae(1894); extracdo da enzima zimase pelos irmaositde
Hans Buchner comprovando que um extrato livre daelas de leveduras poderia causar a
fermentacdo alcoolica (1897); proteinases pancasai(1907), enzimas proteoliticas utilizadas
na industria de cerveja (1911); enzimas bacteriatitmadas na industria téxtil (1917); tripsina e
pepsina (1950); malte e amilase (1900); papain&0(l9proteinase deBacillus (1950);
isomerase de glicose (1976); amilases de fungddjlpectinase (1950) e outros (GACESA,
HUBBLE, 1987; AMORIM, 2005).

No comeco de 1970 a tecnologia de enzimas passawagaoducdo em larga escala com
o desenvolvimento dos processos de producdo deaaiilos e glicose isomerase industrial. De
acordo com Gacesa e Hubble (1987), o mercado Euwrep&mericano eram dominados pela
producdo de proteinases utilizadas na industriadetergentes, no entanto o mercado de
producdo de enzimas voltado para a industria deealios mostrou ter um maior aumento.
Durante o ano de 1970 o mercado de producdo dmasapresentou um elevado crescimento,
com o desenvolvimento de grande volume de usudadsdustria de alimentos.

Os microrganismos produzem uma elevada gama denmasizde grande utilidade
industrial. Além de apresentarem uma rapidez didadie de crescimento em meios de cultivos
especificos, a tecnologia de produgcdo em grandeleegé se encontra bem estabelecida
(GACESA; HUBBLE, 1987).

A producdo de enzimas pode ser extracelular oadelular, no entanto a producdo
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extracelular apresenta como vantagens a nao ndadesde promover a quebra da célula,
técnica dificil de ser realizada na producdo emdgaescala. Outra vantagem seria que apenas
um numero limitado de proteina é secretado faodibao isolamento da enzima desejada. No
caso de enzimas intracelulares, o processo demisata torna-se mais oneroso devido a
presenca de proteinas e materiais contaminanteg) os acidos nucléicos. Também deve ser
ressaltado que as enzimas extracelulares apresemtanestrutura mais robusta em relacdo as
intracelulares, além de serem menos susceptivelesmturacdes (GACESA; HUBBLE, 1987,
HOLLAND et al., 1986).

De acordo com Priest (1983) as enzimas extracekilgsfodem ser induzidas,
parcialmente induzidas ou constitutivas (quandonzinga € produzida constantemente, sob
gualquer condicdo fisiologica). No caso das enzimdsacelulares, uma pequena quantidade
similar a enzima em questdo ja existe previamdessas enzimas promovem a hidrélise de
moléculas poliméricas, as quais sdo muito grandes gntrarem na célula diretamente gerando,
assim, compostos de baixo peso molecular. Essepostos sdo capazes de entrar na célula e
induzir a producdo da enzima. Como exemplo dessmm®no pode ser citado a sintese do
complexo enzimatico da celulase gaoichoderma virideo qual € induzido por celulose, porém
a celobiose e celobiopentaose sédo consideradogoiedupobres. JA& a soforosp-1(2
dissacarideo de glicose) apresenta uma hidrélise levdta e é considerado um efetivo indutor
do complexo enzimatico das celulases (MANDELS ¢t1862).

Gacesa e Hubble (1987) comentam que, indiferententanenzima ser constitutiva ou
induzida, existe um mecanismo de controle que opgyamindo a sintese de varias enzimas
caso, no meio de cultivo em que o microrganismersm®ntre, ocorram a presenca de fonte de
carbono prontamente assimilavel. Com isso o miamisgno pode utilizar o composto
necessario sem promover dispéndio de energia ga@dacao de enzimas que seriam utilizadas
para degradar fontes de carbono mais complexagpressdo catabdlica € uma caracteristica
comum dos microrganismos, e que € capaz de afeitasenzimas.

Outra forma de repressédo das enzimas é citadarpst P1L983), na qual a sintese de
enzimas biosintéticas endocelulares controla a yg@a de enzimas extracelulares. Como
exemplo, Priest (1983), comenta a secrecdo da arcomstitutiva protease sendo reprimida por

uma combinacado de aminoacidos.
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2.2 Extragéo e Purificagdo de enzimas

As enzimas apresentam um processo de isolamentoifegzdo diferenciado entre si,
mesmo assim sd8o0 poucas as técnicas disponiveisentémto, por meio da utilizacdo e
exploracdo dessas técnicas, tem sido possiver isalEmas puras ou quase puras. Algumas
técnicas utilizadas para o isolamento de proteit@sbém promovem uma purificacdo
satisfatoria de enzimas (GACESA; HUBBLE, 1987).

O processo de extracdo de algumas enzimas hidaglitde origem microbiana, envolve
apenas a centrifugacdo do meio de cultura parmag@ das células microbianas. Esse € 0 caso
de muitas bactérias Gram positivas e algumas Gegativas, devido a presenca da membrana
externa, a qual pode dificultar ou liberar apenas porcdo da enzima de interesse no meio de
cultivo (GACESA; HUBBLE, 1987).

No caso dos microrganismos eucariotos, a enzimalmgente localiza-se fora da
membrana celular, mas ndo no meio de cultura; pasua obtencdo torna-se necessario
promover a destruicdo (parcial ou total) da célolarobiana. Gacesa e Hubble (1987)
comentam que as extracdes de enzimas intraceluéardsm a ser um processo mais complexo
devido a necessidade de promover a lise da célotanmeio de técnicas de rompimento
mecanico, sonicacao, choque osmdtico e tratamentosletergentes.

Alguns parametros como pH (potencial hidrogenidpitmr¢a idbnica e a composi¢do do
meio que é utilizado para a extracdo de enzimasgndeser monitorados para se ter uma boa
extracdo e purificacdo das mesmas. Alguns tampéesxttacdo também sao utilizados para

evitar a desnaturacéo ou degradacdo da enziméaedesse (Tabela 1).
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Tabela 1 Tampdes de extracao

Exemplo de tampdes Usos
Ditiotreitol Protege o sitio ativo do grupo
sulfidril de oxidagao.
Quelatos de cations,
EDTA/ EGTA particularmente metais pesados.
EGTA é especifico para &a
Solubiliza¢&@o das proteinas da
Tween 20 membrana ou rompimento das
vesiculas.
Geralmente ajuda a estabilizar a
Substratos/ inibidores competitivos enzima contra inativacado por

temperatura ou extremos de pH.
S Compostos reativos utilizados para
Polivinilpirolidone . _
extracdo a partir de plantas.
Inibidores da degradacéo de
EDTA/ reagentes alcalinizantes enzimas como proteinases e certas

glicosidases.

Modificado a partir de Gacesa e Hubble 7398

Apés a extracdo de enzimas € necessario realiagusificacdo, pois a mesma encontra-
se contaminada com muitos outros componentes guostittem a célula microbiana, esses
componentes devem ser reconhecidos para sé em&io determinados 0s estagios da etapa de
purificacdo. Os estagios iniciais do processo ddigacao sao caracterizados por conseguirem
remover a maior quantidade de contaminantes poéssi@egorma facilitada e custo reduzido.
Gacesa e Hubble (1987) comentam alguns métodos udiicgcdo como: fracionacao,
cromatografia de troca i0nica, “cromatofocusingtomatografia de permeacdo em gel,
cromatografia de afinidade, cromatografia liquida alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia
gasosa (GC).

No caso de lipases, o processo de purificacdoohenvirés tipos de colunas
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cromatogréficas: coluna de troca idnica, coluninteracao hidrofébica, e coluna de permeacéo
em gel. Koblitz e Pastore (2004) relatam que cauwta bioafinidade e de adsorcéo especifica
também podem ser utilizadas.

A purificacdo em larga-escala pode ser realizadevés de adaptacdes da metodologia
utilizada em laboratorio; no entanto, problemasedgenharia extremamente importantes séo
observados como fluxo do liquido, transferénciantdessa e de calor (GACESA; HUBBLE,
1987).

De acordo com Kroner a metodologia apropriada pggroducdo em larga-escala seria o
sistema de extracdo liquida em fase aquosa. Egsaadossibilita a remocao de contaminantes
(proteinas, restos de célula, acido nucléico esgatiarideos) sem a necessidade de equipamentos
de centrifugacao e filtracdo. Em alguns casos gissema elimina a necessidade de diferentes
colunas na etapa da cromatografia, porém aindeaasmitlo necessario realizar a concentracao
da enzima (GACESA; HUBBLE, 1987).

2.3 Transformacao genética de fungos para obtencdo dazmas

A utilizagéo de fungos na biologia molecular iniciee em 1978, com a transformacéo de
levedura $accharomyces cerevisjaee, posteriormente, do fungdNeurospora crassa
Atualmente, nos processos de transformacdo, naatilsga mais o DNA isolado, mas sim
plasmideos com o DNA de fungos. De acordo com Adeet al. (2004) as etapas do processo
de transformacgédo compreendem a extracdo do DNAdiégacdoadora, construgdo de vetores e
plasmideos com o DNA de interesse, clonagem dgdassideos e a preparacdo das células
receptoras. Para que a transformacéo apresenttadesuesperados € necessario que a célula
receptora se encontre em um estado de competéngaal pode ser conseguido atraves de
determinadas substancias quimicas como acetaftialpdra leveduras, com esporos de alguns
fungos filamentosos ou protoplastizando as céldiesungos filamentosos. A utilizagdo do
plasmideo Ti (tumor induzido) da bactérgrobacterium tumefaciensambém pode ser
utilizada na transformacéo de fungos. Essa formaatsformacao ja foi utilizada no cogumelo
comestivelAgaricus bisporus

Azevedo et al. (2004) também mencionam a biobedistiu biolistica como um método

de transformacéo de fungos. Essa técnica consistetmoducdo do DNA exdgeno, o qual se
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encontra adsorvido as microparticulas de ouro ngsténio, sob alta velocidade. Uma vez que o
DNA exdgeno se encontre dentro da célula alvopetie ser incorporado ao material genético
do hospedeiro.

O DNA exoOgeno, ao penetrar na célula hospedepeesanta trés destinos: pode ser
integrado ao cromossomo do fungo em local de haogilgintegracdo homéloga); pode
substituir o gene homologo no fungo por permutaGidbstituicdo) ou pode ser inserido em
outro local do genoma sem ser a regido homolodagfiacdo heteréloga) (AZEVEDO et al.,
2004).

Na Unido Européia ja existem alguns microrganisgerseticamente modificados, cuja
comercializacdo ja foi aprovada por 6rgdos compesecomo: virus geneticamente modificado
da pseudo-raiva (estirpe Begonia) - contra a doehggszky em suinosStreptococcus
thermophilus geneticamente modificado exprimindo o codéat para a resisténcia ao
clorofenicol e possuindo os gerieg Aelux B(FERNANDES, 2001).

Duarte et al. (2003) também cita alguns exemples aplicacdes industriais de
microrganismos geneticamente modificados comosdéiggproduzidas pelo fungo modificado
Aspergillus oyizaeclonagem do gene da quimosina de vitelos na leedduyveromyces lactis;
utilizacdo de um biosensor (microrganismos detestde um determinado composto ou grupo
de compostos quimicos) através da estirpe modéi€atherichia coliAW101; linhagem de
Saccharomyces cerevisiapie sofreu uma modificacdo visando destruir o E@prio DNA

guando o substrato é esgotado e outros.

2.4 Fungos lignoceluloliticos

Dentre 0s microrganismos mais efetivos na bioteeinmsacdo de materiais
lignoceluldésicos podemos encontrar os fungos deordposicdo branca (responséaveis pela
degradacdo dos componentes da madeira) e os daplesigdo parda (promovem a degradagéo
de polissacarideos principalmente). A grande neideisses microrganismos pertence a classe
Basidiomycota, sendo que ascomicetos e fungos pdit@®s normalmente sdo classificados
como fungos de decomposicdo branda, ou seja, pemmoa degradacdo da lignina e
polissacarideos em velocidades muito baixas (KIRKILLEN, 1998; RODRIGUEZ et al.,
1997; FERRAZ et al., 1991).
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De acordo com a literatura, os fungos de decom@osparda geram um residuo
enriguecido em lignina, pois sdo responsaveis, cijpamente, pela degradacdo de
polissacarideos. Ja os de decomposicdo branca ypeom@ degradacdo de compostos
lignocelulésicos ou pela remocao simultdnea desadocomponentes, ou pela remocéo seletiva
de lignina e polioses, mantendo a celulose pragcaenintacta (AGOSIN et al., 1990; FERRAZ
et al., 2000).

Ferraz (2004) relata que a biodegradacdo dos matdrgnoceluldsicos por fungos
ocorre devido a uma série de enzimas e compostdmisa massa molar extracelulares. No
inicio do processo de degradacdo os lignocelulésisofrem uma despolimerizacdo e
transformam-se em compostos menores; sendo eSEPOKIOS susceptiveis ao transporte pela
parede celular e ao metabolismo intracelular dogda envolvidos.

Para iniciar a degradacdo dos materiais lignocgitdd, os fungos promovem a
penetracdo de suas hifas no limem das célulasaiegéissas hifas tém por finalidade a
producdo de grande diversidade de metabdlitosaitdares, os quais atuam na degradacéo da
parede celular vegetal (FERRAZ, 2004).

2.5 Composicao da biomassa lignocelulolitica

Os materiais lignocelulésicos sdo compostos, basnte, de celulose, hemicelulose e
lignina. No caso do bagaco de cana-de-acUcar eacoos 32-48% de celulose, 19-24% de
hemicelulose e 23-32% de lignina (BANERJEE; PANDE®0?2).

A lignina é uma macromolécula constituida de uredade fenilpropano, apresentando
uma conformacédo tridimensional e amorfa, represdotade 20% a 30% do total dos
lignoceluldsicos. Devido ao mecanismo de biosséndieslignina, o acoplamento das unidades de
fenilpropano ocorre de maneira irregular e néo tiyee Varios tipos de ligacdo entre as
unidades de fenilpropano séo observados c@@:4 ea-O-4 (50-65%),3-5 (6-15%),B-1(9-
15%), 5-5(2-9%) @-B (2-5%) (AZEVEDO, 2004).

A hemicelulose é formada por cadeias de acUcarefmsculineares e altamente
ramificada. Em contraste a celulose (polimero falongor apenas glicose), a hemicelulose é um
polimero heterogéneo formado por D-xilose, D-galset D-glicose, D-manose e L-arabinose
(CHANDEL et al., 2007).
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2.6 Biodegradacédo da celulose

A celulose (um polissacarideo estrutural) é o wadc componente das plantas
superiores; sua funcéo é dar protecdo, forma erteups células vegetais. Smith et al. (1983) e
Lehninger (1991) comentam, de forma simplificadasoaversdo enzimatica da celulose para
glicose. Primeiramente a celulose sofre a acédoetidase resultando em um dissacarideo, a
celobiose. A celulase € uma enzima composta fpglicosidase(celobiase); 1,4 glican
celobiohidrolase (celobiohidrolase) e BPBq4ylican glicanohidrolase (endoglicanase). A
endoglicanase age sobre a celobiose resultandm, &8 glicose.

Algumas caracteristicas estruturais da celulose ocoanistalinidade, grau de
polimerizacéo e acessibilidade podem interferiag@ do complexo de enzimas celuloliticas. A
cristalinidade esta relacionada com a reatividawlsubstrato e, de acordo com Zhang e Lynd
(2004), ela tende a aumentar apés um determinadodpeem contato com a agua devido a
recristalizacdo. Estudos demonstraram que as lsdsanediadas por celulases fungicas séo de 3
a 30 vezes mais eficientes em celulose amorfa, dguanmparadas com celulose altamente
cristalinizada. Devido a isso é de se esperar qurestalinidade aumente durante o processo de
hidrélise, como resultado da reacdo preferencial gelulose amorfa; no entanto muitos estudos
provaram que a cristalinidade ndo aumenta. Maisdest sdo necessarios para verificar a
importancia da cristalinidade sobre a hidrolisearth e Lynd (2004) ainda relatam que a
acessibilidade a celulose & um fator mais impogtawat determinacéo da taxa de hidrolise em
relacdo a cristalinidade.

A quantidade relativa de pontggylicosidicas (terminais e internas) e o substpai@ a
acao de exo e endo enzimas, respectivamente, simadedos pelo grau de polimerizacdo. Para
realizar a sua medida, a dissolucdo da celuloses@ngdes como complexos metalicos e
solventes organicos, deve ocorrer de modo a némald comprimento das cadeias. Zhang e
Lynd (2004) observaram um decréscimo drastico tésinlade da celulose com o aumento do
grau de polimerizacdo, da mesma, devido as pometésddogénio presentes entre as moléculas.
O grau de polimerizacdo dos substratos celulégiods variar entre: menor que 100 a maior que
15.000, essa grande variacdo estd em funcdo dwatolie origem e de sua preparacao.

Outros fatores ligados ao grau de polimerizac&ardea a hidrélise seriam a proporcao

entre exo-endo enzimas e as propriedades da eelefosquestdo. Enquanto as exoglucanases
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agem no final das cadeias as endoglucanases ageporgao interior; ambas as acdes
contribuem para diminuir o grau de polimerizacaorelo mais lento e rapido, respectivamente
(ZHANG; LYND, 2004).

A acessibilidade ao substrato também € uma caistatarimportante da estrutura de
celulose, pois, antes de iniciar a hidrolise dalosk insoluvel, as celulases necessitam ligar-se a
superficie das particulas do substrato. O formato3® dessas particulas juntamente com o
tamanho e formato das celulases, em determinadakcées, sdo condicionadores do acesso ou
ndo as ponteg-glicosidicas pelas enzimas. As particulas de estulsdo compostas por
superficie interna e externa, sendo a primeira rigrge de estruturas capilares, poros
intraparticulados (1-10 nm), e vacuos interparidos (>5 um). A superficie externa é
dependente do formato e tamanho da particula; seradtsorcdo da celulase e a reatividade da
celulose aumentada conforme o decréscimo do tandashparticulas (ZHANG; LYND, 2004).

Dentre os microrganismos utilizados na indUstria @aproducdo de enzimas destacam-
se os fungos (MENEZES, 1997). Entre os principaigbs celuloliticos produtores de celulases
e xilanases podem ser citadbschoderma reeseftambém denominaddrichoderma viridg,
Trichoderma koningii, Trichoderma lignorum, Sporoum pulverulentum (também
denominaddChrysosporum lignorujnPenicillium funiculosum, Penicillium iriensis, Asg#lus
sp, Schizophyllunsp, Chaetomiunsp, (BISARIA; GHOSE, 1984) Humicolasp (DA SILVA et
al., 1994). Em bactérias dos géneBaxillus sp, Bacteroidessp, Ruminococcusp, Clostridium
sp (BISARIA; GHOSE, 1984) e em fungos dos géndvbsotheciumsp, Humicola sp e
Penicillium sp (DA SILVA et al., 1994) sdo encontradas xilasas®nsideradas as principais
hemicelulases estudadas (AGUIAR; MENEZES, 2000jnd&m podemos verificar a producéo
dessa enzima em algumas leveduras do gémdomosporium sp; elevados niveis dp-
glicosidase podem ser produzidos por diversas espdeAspergillus

Para a obtencdo de grandes quantidades de enziehasliticas podemos utilizar
diversos substratos (VITTI, 1988; SILVA; DILLON, 88) como, por exemplo, residuos
agricolas que ao serem moidos ou triturados secaemo fonte de nutrientes, principalmente
carbono, em fermentacdo submersa (DA SILVA et.1894). Porém, para poder utilizar esses
compostos é necessario promover o seu enriqueansent fontes de nitrogénio e minerais ou
vitaminas (BISARIA; GHOSE, 1984; ELISASHVILI, 1993)

Segundo a literatura, tém sido obtidas enzimasdai#icas e xilanoliticas, produzida por
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Neocalimastix frontalisutilizando-se papel de filtro e celulose micraiima como substrato
(LOWE et al., 1987). Também foi verificado que agé&és como sacarose, glicose, maltose e
arabinose ndo conseguiram induzir a producdo ddasel pelo microrganisméspergillus
fumigatos (VITTI, 1988); porém quando a celulose insoluvel filizada, como fontes de
carbono, foram produzidos teores elevados da enztoéolitica.

Smith (1983) comenta que o mecanismo de inducgwathucao de celulase consiste na
reacdo da celulose, o qual é insolivel em solugéosa, com pequenas quantidades de celulase
(produzidos mesmo sem a presenca de um indutor) acdmalidade de fornecer celobiose
(soluvel em &gua) para uma posterior inducdo. Cemstudos promovidos por Gong, Ladisch e
Tsao (1979) ficou evidenciado que o microrganismchoderma reeseproduz pequenas
guantidades (tracos) da enzima em questdo. O nsevame inducdo funciona com o transporte
do indutor para o interior do microrganismo ativandssim, a biossintese da celulase. A
biossintese dessa enzima pode ser reprimida pedargra de glicose e outros agucares simples,
mesmo com a presenca do indutor no meio de cMMINDELS, 1975).

Segundo Vitti (1988) a utilizacdo de substratane@@lgodao, papel de filtro, bagaco de
cana e carboximetil celulose propiciaram um pequdasenvolvimento e baixa atividade
celulolitica do fungoPenicillium funiculosumUV-49. No entanto, Vitti (1988) relata que
substratos como Avicel, algodao, celulose em p@rboximetil celulose ndo sao facilmente
hidrolisados pelas celulases; mas, mesmo assiecgrarser os melhores substratos para induzir
a formacao de celulase. De acordo com Gong e T€¥b) a celulose, derivados de celulose,
celobiose, soforose e lactose sdo consideradakesteindutores da sintese de celulase.

Abd-El-Nasser et al. (1997) realizaram testes ebstsatos de residuos agricolas como
bagaco de cana tratado e ndo-tratado, palha de é&$gigas de milho, cascas de arroz e celulose
em po, com os fungosPhanerochaete chrysosporiunNRRL 6359, Phanerochaete
chrysosporiumNRRL 6361 eCoriolus versicolorNRRL 6102; verificaram que correu uma
maior inducdo de xilanase e celulase em espigawilth®, palha de trigo e bagaco de cana
tratado.

Gutierrez-Correa e Tengerdy (1997) realizaram uwtud® com cultura mista de
Trichoderma reeseLM-UC 4 e Aspergillus phoeniciem substrato de bagago de cana, como
indutor da producdo de celulase total, atingindeidetde enzimatica de 13,4 Ul'@pds 120

horas de incubacéo a 30°C.
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A literatura relata a produtividade de enzimasTparthoderma reesépM9414 em casca
de semente de soja (material lignocelulolitico)8deFPU [* h*. Em experimentos realizados
com madeira verificou-se que a linhagemTdaeeseiRut C30 apresentou uma produtividade
enzimatica de 36 FPULh"! (PERSSON et al., 1991).

De acordo com Fernandes-Salomao et al. (1996tensa de fermentacado submersa é o
método utilizado para a producdo de grande pardeedaimas comerciais, pois esse sistema
garante um maior controle e adaptacdo da metodgloghior rendimento e menores custos e

riscos de contaminacao.

2.7 Complexo celulolitico deTrichoderma reesel

Geralmente as celulases provenientes de géhecbodermacostumam ser as mais
citadas, devido aos elevados niveis de celulasgstadas. A espéciErichoderma reesefoi
desenvolvida a partir de um isolado (QM6a) pelapesador Elwin Reese. Dentre as celulases
comerciais, a maioria é obtida atravésTd@hodermaspp., com uma pequena por¢cao sendo
obtida através do fungsspergillus nige(ZHANG; LYND, 2004).

Dentre o complexo celulolitico, produzido por ds@s microrganismos, o secretado pelo
Trichoderma reeseé o mais estudado em toda a literatura. Esse mamsmo possui pelo
menos cinco endoglucanases (EG I, Il, 1, IV eséhdo que, cerca de 5% do total de proteinas
liberadas no meio de cultura correspondem a EGOI580 a EG Il; ja as producbes das
endoglucanases restantes chegam a ser minimas (M&SRZ005).

Com relacao as celobiohidrolases, as quais sdaugdas em maior quantidade quando
comparadas com as outras enzimas do complexorgénfeelatadas dois tipos (CBH | e CBH
I). Do total de proteinas liberadas no meio déutala CBH | e a CBH Il respondem por 60% e
20%, respectivamente (MARTINS, 2005). Também jaddentificado, por meio da eletroforese
em 2D, a producao drglicosidases e hemicelulases (ZHANG; LYND, 2004).

A atuagdo em conjunto dessas enzimas sobre mategiaidsicos caracterizam um efeito
de sinergismo. A literatura descreve os sinergismas-endo pelo fato de endoglucanases
promoverem a quebra da superficie da celulose @wiasamenores e livres para a acdo das
celobiohidrolases. Dentro do processo de degradagibém € verificado o sinergismo endo-
endo e exo-exo (LEMOS et al., 2003).



26

Com o intuito de se obter glicose, a partir dadlide da celulose, é necessario que o

microrganismo apresente o complexo enzimatico lgases abaixo (ANGELO, 2004):

Endoglicanase ou carboximetil celulase (Endogt[#-glicana glicanahidrolase, EC
3.2.1.4.): responsavel pela endohidrélise randérdes ligacbes glicosidicgs1,4 da
celulose.

Exoglicanase (4-celobiohidrolase, EC 3.2.1.91): promove a hidsdlide ligacdes
glicosidica$3-1,4 da celulose e de celutetraoses acarretanderagao de celobiose.
B-glicosidase [{-D-glicosideo glicohidrolase ou celobiase, EC 321) promove a
hidrolise de residuos terminais [BD-glicose ou oligossacarideos.

Exo-glicosidase (glicana-1,8-glicohidrolase, EC 3.2.1.74): realiza remocgdes
sucessivas de unidades de D-glicose enpI)Mglicanas.

A eficiente e completa hidrolise da celulose estafuncédo da proporcado certa entre as

enzimas endoglicanase, exoglicanafegicosidase (CHAHAL, 1991).

A adsor¢do das enzimas em substratos solidos @ fatbr importante a ser considerado,

sendo 0 mesmo o0 passo inicial para a hidrolisemportancia da adsorcdo esta refletida no

dominio estrutural da celulase, sendo que a maiela é formada por um dominio ativo

catalitico e um dominio de ligacédo da celulose (CBHEDVE et al., 1998).

Zhang e Lynd (2004) relatam que de acordo com saslkstruturais, ficou evidenciado

gue a celobiose é o primeiro produto a ser forngguis a hidrolise, mediada por CBH | e CBH

II; além disso, as acbes dessas duas celobiohsgolacarretaram uma diminuicdo gradual no

grau de polimerizacdo da celulose. Enquanto aglaties de exoglucanases podem ser medidas

através da quantificacéo de agucares redutoredagegaando reagem com o substrato Avicel; a

atividade das endoglucanases sdo medidas em cintaxdade mudanca da viscosidade da

celulose soluvel carboximetilcelulose (CMC).

2.8 Hidrdlise de materiais lignoceluloliticos

Por serem considerados fontes renovaveis de etamaltros produtos utilizados em

diversas industrias farmacéuticas e quimicas, oerias lignocelulésicos provenientes de

atividades agricolas (madeira, bagacgo de canattggestos da cultura do milho, palha, entre

outros) tém sido objeto de varios estudos nos aftiemos. Atualmente o interesse nesse tipo de
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material deve-se ao aumento da demanda de eneggficada nos udltimos 100 anos em
consequéncia do crescimento populacional e da tinalimacdo dos paises. Um outro fator
favoravel a procura de novas tecnologias para dugém de energia a partir da biomassa é
devido a reducédo das reservas petroliferas mundéisisnativas demonstram que a producéo do
petréleo tende a declinar de 25 bilhdes de barrizdicdo anual global) para aproximadamente
5 bilhdes de barris em 2050 (SUN; CHENG, 2002).

Sun e Cheng (2002) comentam as extensas pesquisgs fpram realizadas nas ultimas
duas décadas visando converter o material lignliseto em etanol. Através das mesmas pode-
se verificar a necessidade de duas etapas paespo: a hidrélise acida ou enzimatica desse
material em acgulcares redutores fermentesciveifeementacdo desses acgucares. O fundamento
da hidrdlise acida é o de realizar a quebra dagaoulds de celulose (presentes nas fibras do
bagaco e da palha) por meio da adigdo de acideestuos. No caso da hidrélise enzimética
utilizam-se enzimas secretadas por microrganismagnodeluloliticos (OLIVEIRA,
VASCONCELOS, 2006).

A diferenca entre as duas tecnologias ocorre dewichidrolise acida envolver um
catalisador &cido, o qual é mais rapido na coneeggdor isso a rea¢do deve ser controlada para
evitar reacfes paralelas indesejaveis ou inconveaNa hidrélise enzimética o catalisador
além de ser de origem bioldgica, realiza reacOog@eofficas causando menores impactos
ambientais, porém, para maximizar o seu processeceéssario controlar diversos parametros
como temperatura e meio especifico; também deviessto em conta o maior tempo requerido
para completar o processo (OLIVEIRA; VASCONCELOB0®).

Durante a hidrdlise enzimatica alguns fatores podesrferir como: acesso a area de
superficie devido a porosidade do material; preselecfibras cristalinas na celulose; e presenca
de lignina e hemicelulose, as quais dificultam esao da enzima a celulose resultando em
reducao da eficiéncia do processo de hidrolise (STHENG, 2002).

De acordo com Baudel (2006) o obstaculo encontpada viabilizar, economicamente, a
producdo do bioetanol proveniente da biomassadegjntbsica € disponibilizar a glicose a partir
da hidrdlise da celulose em termos de custo globatiimento glicosidico e fermentabilidade do
hidrolisado. No bagaco s&o encontradas celuloséengiceluloses apresentando diferencas
acentuadas tanto em suas propriedades estruguaisto fisico-quimicas (composi¢éo quimica,

morfologia, orientacdo molecular, resisténcia qoém@ mecanica).
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Alguns parametros relacionados com a eco-eficiédaigrocesso hidrolitico devem ser
considerados durante a selecdo das diferentes ©pedeologicas para a disponibilizacdo de
carboidratos do bagaco de cana-de-acuUcar. Densies gmrametros destacam-se rendimento
hidrolitico, seletividade, fermentabilidade dos rbidados, geracdo de efluentes, reuso de
materiais e insumos, consumo de agua e energ@j2zjao de residuos e operacdes auxiliares.
Outros fatores como custo operacional, capitale@sg associados a facilidade e flexibilidade
dos sistemas operacionais a implementacéo de tegad processos eficientes, também devem
ser considerados antes de selecionar a melhor¢gtaa ser adotada (BAUDEL, 2006).

O pré-tratamento de biomassa lignocelulésica € etapa operacional importante em
termos de custo direto, também apresenta granti&mafa nos custos das etapas anteriores e
subsequentes do processo. Baudel (2006) enfateza gue-tratamento deve ser muito eficiente
em termos de rendimento, seletividade, funciondédpara garantir acessibilidade a celulose,
simplicidade operacional, seguranca e higiene induse atributos ambientais, consumo
reduzido de insumos quimicos e energia, e aindantmiadequada recuperacdo das pentoses e
evite ou minimize a geracao de compostos inibidaossmicrorganismos usados na fermentacao
e as enzimas.

A literatura relata a utilizacdo de alcalis ou ésidpara extracdes seletivas de
componentes ndo-celuldsicos (lignina e hemicelllasristos relativamente razoaveis; dentre as
opcOes de pré-tratamento a utilizacdo de vaporudagcido sulfurico diluido, amobnia e
hidroxido de calcio tem se revelado serem os maisigsores. Além do pré-tratamento da
biomassa com alcalis ou acidos utiliza-se tambédratamento com vapor (explosdo a vapor), o
gual consiste no aquecimento do material a tempaskelevadas com vapor saturado seguido
de uma subita descompressdo do equipamento prddyzssim, uma mistura denominada de
“slurry” de cor marrom resultante da fragmentacaddtmassa. No pré-tratamento com vapor
utilizam-se temperaturas de 160-240°C por um peréedtempo de 1-15 minutos, promovendo
transformacdes quimicas e fisicas na estruturadignldsica do bagaco (BAUDEL, 2006).

No processo de pré-tratamento com acido diluidopocéL,SO, na concentracdo de
0,05% a 0,07% e temperaturas entre 140 a 200°@reoacidrélise de 80% a 95% da fracdo
hemicelulose (recuperadas principalmente na forenaan6meros) e a extracdo de 30 a 50% da
lignina. Esse tratamento permite uma elevada tidatie da fibra apresentando cerca de 90% de

digestibilidade enzimética; porém além de demandafiguragdes de equipamentos complexas,
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demanda elevado consumo de agua e energia (BAURIHIG).

Martin et al. (2007) relatam que apesar da hidroéisida ser um método bastante
conhecido e rapido, torna-se necessério utilizanipagnentos caros que sejam resistentes a
corrosao. Além disso, a recuperacédo do acido et@atieacao do hidrolisado também devem ser
realizados.

Em conjunto com a solugdo &acida no pré-tratamerttliza-se a explosdo a vapor, no
entanto a literatura relata a formacéo de algubpredutos que interferem, posteriormente, no
processo de fermentacdo do hidrolisado. Martirl. 2807) relatam a producédo dos seguintes
inibidores da fermentacdo: acido acético, formadma idrélise do grupo acetil presente na
fracdo hemicelulose; &cidos formicos e levulinicpspdutos de degradacdo do acucar;
compostos fendlicos, formados principalmente pedgratlacdo parcial da fracdo lignina; e
furaldeidos como furfurol e 5-hidroximetilfurfurqfHMF), formados pela degradacdo de
pentoses e hexoses, respectivamente.

A utilizacdo do pré-tratamento alcalino requer terafuras e pressfes moderadas
(quando comparadas com o tratamento &cido) e ¢tensisremocdo da lignina de biomassa
promovendo maior reatividade da fibra; geralmerilizarse soda ou cal como alcalis e, para
garantir economia, torna-se necessario a recupgetigimesmos. Por promoverem uma intensa
deslignificacdo da biomassa, os alcalis sdo utitigano tratamento de matérias com reduzido
teor de lignina como, por exemplo, residuos agustréhis. O alcali hidroxido de calcio
apresenta vantagens em termos de custo, seguranaaksso e possibilidade de recuperacéo
sob a forma de carbonato de célcio (BAUDEL, 2006).

O pré-tratamento tem por objetivo aumentar a deesugerficie da biomassa e reduzir a
cristalinidade da celulose. Enquanto o tratamemidodpromove a hidrélise da camada de
hemicelulose, o tratamento alcalino promove a rémate parte da camada de lignina deixando
a hemicelulose intacta, a qual necessita de enzierasceluloliticas para serem degradadas. O
pré-tratamento do bagaco é de extrema importararia @ posterior acdo das enzimas, tanto
expondo as fibras de celulose quanto tornandowdosel mais acessivel ao ataque das mesmas
(HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

Estudos realizados por Martin et al. (2007) companaa eficiéncia do pré-tratamento
em diferentes condicdes (temperaturas de 205°G¥21empo de 5 e 10 minutos, impregnagao

com diéxido de enxofre e acido sulfurico) e postehidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-



30

acucar. Os parametros quantificados foram a praddedcompostos inibidores do processo de
fermentacdo como acido acético, acido formico,ufatf fenol e 5-hidroximetilfurfurol; e a
producéo de acUcares totais. Entre os experimesatizados verificou-se que a fermentacao do
bagaco hidrolisado pré-tratado a 205°C por 10 roggsultou na maior producdo de etanol por
grama de bagaco, o dobro da obtida com o hidraisatado a 215°C por 10 minutos. Também
foi observado que o bagaco impregnado com dioxalerkofre, antes do tratamento térmico,
levou a producédo elevada de acucar; no entantoae$s0 de fermentacéo desse hidrolisado foi
realizado apés o tratamento de detoxificacdo cof@Bx até pH 10 por 1 hora e reducdo do
pH, com HSO,, para 5,5 seguido de filtracao.

Hahn-Hagerdal et al. (2006) comentam os testegopileealizados em equipamentos
voltados para a producdo de acuUcar a partir dedsisa Nos testes utilizam-se a explosédo a
vapor em conjunto com catalisadores da hidrélisando aumentar a digestibilidade enzimatica.
Esse modelo é o mais viavel a ser comercializagfo é possivel verificar testes nas plantas

pilotos da logen (Canada), Souston (Franga), Otdskiik (Suécia) e Abengoa (Espanha).

2.9 Caracteristicas do bagaco de cana-de-agucar

O bagaco, por apresentar uma baixa densidade edgraompactacdo, apresenta certa
dificuldade com relacéo a alimentacédo do reatorceralucdo do pré-tratamento quando o teor
de cargas de solidos é elevado (acima de 50%)nEBucaprocesso de moagem da cana ocorre a
deposicdo de impurezas como cinzas e silica conferiassim, uma capacidade “tamponante”
ao mesmo, resultando em um elevado consumo desapata a obtencdo de pH adequado e,
posterior, processo de pré-tratamento (BAUDEL, 20@&ndelius (2005) verificou, em seus
experimentos, um incremento, proximo de 40% no wmoesde S@ e 30% de acido sulfurico,
devido a capacidade “tamponante” do bagaco.

Um parametro operacional importante para o préfrahto da biomassa lignoceluldsica
refere-se a impregnacgéo adequada a substanciacquarseer utilizada. A elevada capacidade de
absorcdo de liquidos, a reduzida dureza e a elavadtade do bagaco proveniente da moenda
(cerca de 50%) séo caracteristicas da biomasstaglita a impregnacao com solucdes acidas e
alcalinas. O tratamento com solucdes acidas, visaeltvada eficiéncia, necessita de
quantidades adequadas de agua; na qual o acideidis® formando o ion hidroxénio4Bf) e,
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também, promove o transporte desse ion para @ntker biomassa.

Experimentos realizados em Lund (Suécia) demonstjaencargas de sélido entre 25-
40% (em peso seco de bagaco de cana-de-acucarjdadenentre 50-70% resultaram em
extracOes seletivas de xilose e com reduzida paedglicose, gerando fibras com reatividade
entre 85-95%.

Entre os diversos métodos empregados para realipeg-tratamento € necessario estar
atento com o grau de severidade do procedimentonemmos devem ser conduzidos sob
condicbes moderadas visando promoverem elevadaidede das fibras celulésicas, elevada
recuperacdo de hemiceluloses, minima perda desglino hidrolisado e minima geracdo de

compostos inibidores as etapas posteriores delisglgfermentacdo (BAUDEL, 2006).

2.10 Obtencéo de acucares

De acordo com Maris et al. (2006), ao analisausicc efetivo de producéo de etanol a
partir de materiais lignoceluloliticos, deve-sealeem consideracdo a taxa de fermentacdo dos
acucares presentes no material hidrolisado. Duramteocesso de hidrélise sdo gerados dois
tipos de aclcares: as pentoses provenientes daisedda fracdo hemicelulose, e as hexoses
geradas na degradacado de parte das hemiceluledel@se. O xarope acucarado obtido apés a
hidrolise da celulose é usado para a fermentagémdlala. A maioria dos microrganismos
utilizados nos processo de fermentacdo alcodliextdpcentes a espécl®accharomyces
cerevisia@ sO sdo capazes de converter hexoses (acUcarpsstosipor 6 carbonos) em etanol.
De acordo com Chandel et al. (2007) as leveduras pnamissoras capazes de fermentarem nao
sé as hexoses, como também as pentoses (aclUcarpsstos por 5 carbonos), seri@ithia
stipitis, Candida chehatae e Pachysolan tannophiiistro fator importante a ser considerado
no custo de producao refere-se aos compostos themro crescimento dos microrganismos,
formados pela hidrélise do material em questao,ccommentado anteriormente.

Nos experimentos realizados por Pessoa Jr. €t1997) foi determinado o teor de
acucares redutores pela metodologia de SomogybNetmquanto xilose, glicose, &cido acético,
furfurol e hidroximetilfurfurol foram quantificadgsor cromatografia liquida (HPLC). Ambas as
metodologias utilizadas visavam caracterizar o dfiggado de bagaco de cana-de-acucar. A

hidrolise acida foi realizada com uma concentrat®d 00 mg de acido sulfarico por grama de



32

massa seca a 140°C por 20 minutos. Os teores daras(redutores, xilose, glicose, furfurol,
hidroximetilfurfurol e &cido acético foram, respeatmente, 25,4 gt: 18,5 g L%, 5,1 g L':; 2,0
gL%0,08gl'e3,7¢glh.

Em outro estudo realizado por Gamez et al. (20@#g hidrolise acida com diferentes
concentracdes do acido fosférico (2, 4 e 6%) erpgngiio de oito gramas de soluc¢do por grama
de bagaco seco a 100°C e tempo de 0-300 minuiosbservado maior quantidade de xilose,
17,7 g !, no experimento com 6% de &cido fosférico por B00utos. Foi verificado também
gue a concentracdo de xilose crescia de acordoa@wncentracdo de acido e o tempo de
tratamento. Sob o mesmo periodo de tratamento esaman concentracdo do &cido, foram
obtidos 1,60 g L de glicose e 2,1 g't.de arabinose e, com relacdo aos compostos inésidier
microrganismos, foram quantificados 3,61 4de &cido acético e 0,35 ¢ lde furfurol.

Também foram realizados experimentos comparandetrgiamento de bagaco por
oxidacdo em &gua (suprimento de 12 bares de ogigéamperatura de 195°C e tempo de 15
minutos) em diferentes pH (10; 6,1 e 3). Ao analEa cromatografia o hidrolisado alcalino (o
qgual apresentou a menor formacdo de bioprodutbglores da fermentagéo), foi observada a
presenca de dois tipos de aclcares: glicose (29,8) @ xilose (7,8 g ') (MARTIN et al.;
2006).

Sendelius (2005) realizou experimentos com pté&franto de bagaco de cana-de-
acucar, primeiramente, com temperaturas de 180, eL2W5°C (por 5 ou 10 minutos) e,
posteriormente, impregnado com o géas dioxido sabite 2% ou &cido sulfdrico diluido (0,25 g
de &cido por 100 g de bagaco seco). Apos realidadlise com enzimas comerciais, verificou-
se que a amostra pré-tratada a 190°C por 5 minatpsegnada com 2% de $© hidrolisada
apresentou a maior producdo de glicose (96,3%)amqg a amostra pré-tratada a 180°C por 5
minutos, impregnada com 2% de SO hidrolisada apresentou a maior producdo de exilos
(66,6%).

Chandel et al. (2006) ao realizar a hidrolise dgago a 140°C por 30 minutos com
diferentes concentragbes do &cido cloridrico (@%; 2,5 e 3,5%), verificaram que na
concentracdo de 2,5% foi quantificado a maior pgadwle aclcares totais (30,29 9, Lxilose
(21,5 g LY, arabinose (2,95 g 1) e glicose (5,84 g't). No entanto também foi a concentracéo
de acido em que ocorreu a maior producdo de coogpasibidores da fermentacdo como

furanos (1,89 g 1), compostos fendlicos (2,75 ¢')Le acido acético (5,45 gl
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Chong et al. (2004) ao realizar a caracterizagibidrolisado proveniente de bagaco de
cana-de-acucar tratado com concentracfes de attiito rde 2, 4 e 6%; nas temperaturas de
100, 122 e 128°C verificaram a presenca dos a@igdose, glicose e arabinose. Nas melhores
condi¢cbes de tratamento (122°C, &cido nitrico ae638 minutos) foram obtidas as seguintes
concentracdes de aclcares: xilose (18,6)gdrabinose (2,04 g1) e glucose (2,87 g1).

Corredor et al. (2006) desenvolveram uma combmdedprocessos para fibras de sorgo
(degradacédo do amido — pré-tratamento com aguaeajuenidrélise enzimatica) visando obter
uma producdo maxima de 75% de acucares totaisréNtgiamento utilizaram temperaturas de
130°C por 20 minutos e na hidrolise enzimaticanaptratura foi de 50°C por 60 horas. Com

esse processo foi possivel obter uma producdo%edéchexoses e 63% de pentoses.

2.11 Etanol e meio ambiente

De acordo com Chandel et al. (2007) o diéxido atbano liberado durante a queima do
etanol acaba sendo reutilizado pelas plantas pasintese de celulose no processo de
fotossintese; devido a isso pode-se dizer quermletapresenta um ciclo de didxido de carbono
fechado. As vantagens de se utilizar o etanol ctonte de energia sdo: para a producdo de
etanol utilizam-se fontes energéticas renovavéis,actorrendo emissdes para a atmosfera do gas
diéxido de carbono e, consequentemente, tornardanml uma fonte de energia benéfica para o
ambiente; a emissdo de gases toxicos provenientesadol € menor em relacdo as fontes de
energia advindas do petrdleo; etanol derivado deéssa € o Unico combustivel liquido que ndo
contribui para o efeito estufa.

Com o aumento da demanda global de energia pentende combustiveis fosseis,
verificou-se um aumento tanto nos problemas dees&imnana, como na emissado de gases
prejudiciais ao efeito estufa. Devido a isso, #izaitdo do etanol advindo de biomassa como
fonte de energia é uma das alternativas na reddgaefeito estufa no planeta, pois o etanol
contém 35% de oxigénio, o qual favorece a comgletabustdo e reduz a emisséo de particulas
que expde em risco a saude humana (CHANDEL e2G@07).

Em estudos realizados com a combustao de comebisstivsturados (diesel + etanol) foi
demonstrado que a adicao simultanea de etanoleseldliminui o nUmero de cetonas, aumenta

o valor de aquecimento, aumenta as fracfes arasatammenta a viscosidade, e modifica
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temperaturas de destilagdo. O bioetanol pode premmducdes na ordem de 20-30% dos
precursores da camada de 0zo6nio e reduzir os gegjediciais a saude humana nas estacoes de
metro dos grandes centros urbanos. A mistura dmlete diesel € responsavel pela reducéo de
41% na matéria particulada e de 5% na emissao do EOntudo, o uso do etanol também
provoca danos ao meio ambiente como uma maior a@mise aldeidos (principalmente
acetaldeido) quando comparado com a gasolina; posésanos causados a saude humana pelos
aldeidos sdo bem menores em relacdo aos formatdeishitidos pelos motores a gasolina
(CHANDEL et al., 2007).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Enzimas comerciais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizatesmas purificadas, comerciais,
provenientes da empresa “AB enzymes”. As enzimas enicrorganismos dos quais foram
extraidos encontram-se detalhados na Tabela 2.

De acordo com as especificacbes fornecidas pelaesmptodas as enzimas apresentam
uma faixa de pH, temperatura e tempo de tratamemtgue sua atividade é otimizada. Com o
intuito de facilitar o procedimento durante o expento, as mesmas foram ajustadas em dois
pH diferentes (4,5 e 7,0), a temperatura de 60%@netempo de tratamento de 50 minutos,
(Tabela 2).
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Tabela 2 Enzimas comerciais utilizadas, microrganismos dgear e pH 6timo de atividade

Enzima Comercial Microrganismo de origem pH
Ecostone HPL1800 _ , 4.5
Linhagem geneticamente
Ecostone P4500 » ) ) 45
modificada delrichoderma reesei.

Ecostone P1250 4,5
Rohament CL3708 Linhagem deichoderma reesei. 4,5
Ecostone NP400 Linhagem geneticamente 7,0
Ecostone C9 modificada de um fungo néo 7,0
Ecostone C10 patogénico. 7,0

3.2 Determinagéo da atividade enzimatica

Para a determinag&o da atividade celulolitica tdalenzimas, utilizou-se a metodologia
de determinacdo de acguUcares totais, por acidoraBaitcilico (DNS), em papel de filtro de
acordo com o protocolo de Adney e Baker (1996).

Em tubo de ensaio foi adicionado 1 mL de tamp&atoite 0,5 mL da enzima diluida. No
tempo zero adicionou-se uma tira de papel Whatrfiah (i x 6 cm) em cada tudo, tomando o
cuidado para que o papel estivesse totalmente ssbma solucdo. Os frascos foram colocados
em banho-maria a 60°C por 50 minutos. Apos o peri incubacdo, adicionou-se 3 mL de
reagente DNS, os tubos foram misturados e coloceanagua fervente no banho-maria por 5
minutos. Quando os tubos foram resfriados a terperambiente e, quando a polpa ja estava
assentada, foi realizada uma diluicdo na propodgh6,2 mL da reacdo para 2,5 mL de agua
destilada; os tubos foram misturados e a leituraefdlizada em espectrofotdmefifeemto-432)

a 540 nandémetros.

As amostras que representam o Branco e a Curva@gdadmbém foram ajustadas a
temperatura de 60°C e tempo de tratamento de 5Qtasinporém o pH foi de 4,8, como
recomenda o protocolo analitico de atividade enzomaem papel de filtro. O mesmo
procedimento citado acima foi adotado para detexmés leituras da curva padrdo (Figura 1).

Com o auxilio da curva padrdo, determinou-se odeacucares liberados (mg 0,5%nlle cada
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enzima diluida.

Foram entdo selecionadas duas diluicbes de cadaanzma liberando acima e outra
abaixo de 2 mg de acucar por 0,5 mL (de acordo asnespecificacdes do protocolo). Ao
identificar as diluicbes necessarias para cadamenzfoi construido um grafico de glicose
liberada (mg de actcares por 0,5 mL de solucddjuicio da enzima (g mt) permitindo,
assim, estimar a diluicdo da enzima que libera 2leng¢ucar por 0,5 mL de solucéo para entdo
poder realizar os calculos de determinacdo dedatid enzimética, em papel de filtro de acordo
com as equacdes (1) e (2) (ADNEY; BAKER, 1996).

(2 mg/0,18016 mg/umol) &44 pmol mift mL* 1)

(0,5 mL de enzima diluida x 50 minu)

0,44 = FPU AiL 2)
Concentracéo da enzima que libera 2 mg de a
Curva padrao y = 0,1214x - 0,004
R? = 0,9996

0,5
T 04 -
o
g 03
O
8 0,2
3
S 01-
o
§ 0 T T T T T T T 1

019 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Acucares (mg/0,5mL)

Figura 1 - Quantidade de acUcares liberados delacam as absorbéancias obtidas a partir da
solugéo padréo de glicose 1%
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3.3 Reagentes e solucdes

Reagente DNSDissolver 10 g de 3,5-acido dinitrosalicilico ed.6le NaOH em agua destilada;
acrescentar 300 g de sodio-potassio tartarato eumepas porcdes e sob agitacdo; completar o
volume para 1 litro e filtrar se necessario. Arnmazea solu¢cao em vidro escuro em temperatura
ambiente.

Tampado citrato: preparar solu¢des 0,05 M de &cido citrico e 0,08eMitrato de sédio; ajustar

0 pH da solucdo de citrato de sédio com a solugddaaido citrico. Armazenar a solugdo em

temperatura ambiente.

3.4 Preé-tratamento do bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana-de-acucar utilizado nos experosdat fornecido pela usina Cosan
(Unidade Costa Pinto) durante a safra 2006/200mesemo foi seco ao ar livre, na sombra e
estocado em saco plastico até o uso. Visando téaci acesso das enzimas celuloliticas as
fracOes de celulose e hemicelulose do bagacoedtizado um pré-tratamento do mesmo.

O bagacgo foi peneirado e a fracdo entre 5,6 mner(ti4) e 1,19 mm (tyler 3,5) foi
utilizada na conducédo dos experimentos.

Foram pesados 3 g de bagaco seco em frascos Eylenenadicionados solucéo de 0,5%
de &acido sulfarico, para o tratamento acido; saugé 3% de hidroxido de calcio, para o
tratamento alcalino, e agua destilada, para ontetéo tido como controle, na proporcao de 1:5
(peso/volume). O material foi homogeneizado e @docem autoclave a 121°C por 30 minutos.
Apoés o término do pré-tratamento o bagaco tevepseajustado para 4,5, visando otimizar a

acao das enzimas selecionadas para a posteridlisedenzimatica do material.

3.5 Determinagéo dos teores de lignina, celulose e hewlulose

Com o intuito de verificar a eficiéncia da hidsalido material, foram determinados os
teores de lignina, celulose e hemicelulose preserae seguintes amostras:

» Bagaco seco natura(controle);
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» Bagaco seco pré-tratado com 0,5% de solugcédo de &auitlirico e neutralizado a pH
4.5;
* Bagaco seco pré-tratado com 3% de solucéo de lidrée calcio e neutralizado a pH
4.5;
As analises foram realizadas no Instituto de Zoutedocalizado na cidade de Nova
Odessa, Séo Paulo, de acordo com as metodologipestas por Goering e Van Soest (1970),
Silva (1998) e Van Soest (1963).

3.6 Sacarificagdo enziméatica

Para realizar a hidrélise enzimética do materiaitpatado, foram adicionado 75 mL de
tampéao citrato (0,05 M), 1,125 mL do antibioticotilona (100 ppm) e 37,5 mL de enzima
diluida (cada enzima apresentando uma concentdifggente). Os frascos foram incubados em
mesa com agitacao lateral e temperatura contr@at*C por 65 horas. Ao término da reacao,
as amostras foram filtradas a vacuo e, posteridenégrvidas em banho-maria por 30 minutos,
visando inativar a acdo das enzimas. Antes deamiideterminacdo de acUcares totais, as
amostras foram filtradas novamente em membrands2#micrometros. Apos isso, aliquotas
das amostras foram estocadas em tubos eppendioefezer a -20°C para, posteriormente, serem

realizadas as analises de acgucares por cromatogoaiida (HPAEC).

3.7 Determinacdo de acucares totais (DNS)

Ao término da sacarificacdo enzimética, realizowsgeterminacdo de agucares totais
pela metodologia de DNS de acordo com Adney e B@l@96), como descrito no item 3.2. Os

resultados obtidos, em trés repeticdes, foramsaus pelo programa estatistico SAS.
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3.8 Determinacédo e identificagdo de acgucares por cromagrafia liquida

As amostras sacarificadas como descritas no iténfadam congeladas em tubos de
Eppendorf a -20°C.

As analises por cromatografia liquida de alta @ficia de troca anibnica com deteccdo
por amperometria pulsada (HPAEC-PAD) foram reab®ado aparelho da marca Dionex,
modelo BioLC pertencente a empresa Fermentec Assist Téchica em Fermentacdo Alcodlica
Ltda., situada em Piracicaba - S&o Paulo. Para &s8lise foi utilizada a coluna de troca
anibnica Dionex modelo PA-1 e uma solu¢do de hidmxde so6dio 20 mM isenta de
carbonato. Em relacdo a deteccdo amperométrica cdosoidratos, foram utilizados os
parametros recomendados pelo fabricante paraipstdd determinacdo. Os resultados obtidos
foram analisados pelo programa estatistico SAS.

4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Determinagdo da atividade celulolitica total

As concentra¢gfes de enzimas que promoveram adderde aculcares totais acima e
abaixo de 2 mg 0,5 nilL.foram avaliadas, em trés repeticdes, pelo métdds B os valores das
repeticdbes se encontram no Anexo A. As duas digigla concentracdo de enzimas foram
realizadas para, posteriormente, identificar a entracdo que libera aproximadamente 2 mg 0,5
mL™ de acucares totais.

Dentre as enzimas analisadas, foi possivel ajustaespecificagcbes do protocolo de
analise para seis delas (HPL1800, CL3708, P125380®R4C9 e C10). Para a enzima NP400 nao
foi possivel encontrar uma diluicdo maior, visaadiberacdo de agucares em torno de 2 mg 0,5
mL™ pois esta mostrou ser insoliivel nestas condidtase(a 3).

Através dos valores presentes na Tabela 3 readie@uinterpolagdo dos dados, para cada
enzima, em gréfico de glicose liberada (mg de aedcpor 0,5 mL de solucéo) por diluicdo da
enzima (g m[*) permitindo, assim, estimar a concentracdo davengjue libera 2 mg de aclcar

por 0,5 mL de solucdo. Os gréficos encontram-s&nexo B.
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Com o auxilio das equacdes (1) e (2), citadasemo 8.2, verificou-se que a atividade das
enzimas HPL1800, CL3708, P1250, P4500, C9 e CHirfprespectivamente, 92,5; 52,24; 185;
444; 854 e 11,68 FPU riL(Tabela 3). As enzimas que apresentaram maioreslagtes
(HPL1800, CL3708, P1250 e P4500) foram utilizadassteriormente, nos experimentos de

hidrolise enzimatica no bagaco de cana-de-acucar.

Tabela 3 Concentracdo das enzimas e concentracdo médiaidares totais liberados nas duas
diluicbes de cada enzima visando obter a conceéitiragcessaria para a liberacao

de, aproximadamente, 2 mg de acucares por 0,5 rsbldeéo

Concentracao das enzimas Concentracdo meédia dos agucares

Enzimas (g mL'l) (mg 0,5mL'1)
0,005 2,08 +0,14*

HPL1800 0,0022 1,27 +0,11*
0,01 2,31 +0,07*

CL3708 0,007 1,73 +0,05*
0,003 2,31 +0,19*

FL230 0,0015 1,59 +0,06*
0,0016 2,53 +0,06*

F4S00 0,001 1,95 +0,08*
co 0,07 2,32 +0,08*
0,025 1,53 +0,02*

0,045 2,21 +0,13*

C10 0,023 1,59 +0,11*

* +Desvio Padrao
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Tabela 4- Concentracdo das enzimas necessaria para a libatacZ mg 0,5mtt de acglcares
totais e atividade de cada enzima (FPU)

Enzimas Concentracdo da enzima Atividade
(g mL™) (FPU mL™)
HPL1800 0,0048 92,5
CL3708 0,0085 52,24
P1250 0,0024 185
P4500 0,0010 444
C9 0,0520 8,54
C10 0,0380 11,68

FPU = Filter Paper Unit

4.2 Andlise dos teores de lignina, celulose e hemicalsé do bagaco de cana-de-agucar

Com o intuito de verificar os teores de celuloggiha e hemicelulose foram realizadas
andlises de amostras de bagaco de cana-de-acéematpdas e ndo pré-tratadas com solugdes
alcalinas e acidasomparadas com o controle nao trata@s. resultados apontam que o pré-
tratamento do bagaco com &cido sulftrico 0,5%,tectavea 121°C por 30 minutos ocasionou
uma diminuicdo de 12 vezas teor da fragcdo hemicelulose, enquanto que asesmtas fracdes
de lignina e celulose aumentaram 1,7 e 1,3 veaspectivamente, em relagcdo a amostra
considerada como controle (bagagonaturg (Tabela 5). Essa elevacdo ocorreu porque ao
promover o rompimento das fibras a lignina e alosk) que se localizavam na parte interna do
bagaco, acabaram por ser liberadas. De acordo dibenadura, a alteracdo no valor da fragdo de
hemicelulose ocorre por o tratamento acido promaveuptura das fibras de hemicelulose,
gerando outros tipos de agucares como xilose anassh em maiores quantidades. (HAHN-
HAGERDAL et al., 2006).

No pré-tratamento do bagaco com o hidroxido deic@%o e autoclave a 121°C por 30
minutos ocorreu uma reducao de 2,14 vezes no tefraddo hemicelulose. A porcentagem de

lignina permaneceu praticamente a mesma em relag®agacon natura e o teor de celulose
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apresentou um aumento de 0@mbela 5). Apesar de nao ter ocorrido reducioeoo tle
lignina o pré-tratamento € necesséario quando &altra com materiais lignocelulésicos, pois,
além de facilitar o acesso das enzimas as fibragelidose, promovem modificacbes na
cristalinidade das mesmas (HAHN-HAGERDAL et al.0@p

Tabela 5 -Caracterizacdo do bagaco de cana-de-acUcar sem @réetratamento, alcalino ou

acido em porcentagem da matéria seca

Celulose  Lignina Hemicelulose

Amostras
(%) (%) (%)
Bagaco sem pré-tratamento 54,55 10,44 26,75
Bagaco + Ca(OH) 62,38 9,96 12,50
Bagaco + HSO, 69,77 17,61 2,24

4.3 Determinacdo de acucares no hidrolisado de bagace dana-de-acucar por DNS

Nos testes de hidrolise enzimética do bagaco, fardlimadas apenas as quatro enzimas
gue apresentaram maior atividade celulolitica t¢48IL1800, CL3708, P1250 e P4500).

A quantificacdo de acucares totais foi determinpela metodologia do DNS em trés
repeticdes (Anexo C e D). Ao analisar apenas a dedmada enzima verificaram-se valores, em
mg de agucares por mL de hidrolisado, entre: 14,59,95 no tratamento alcalino; 7,38 e 10,60
no tratamento &cido; e 3,95 e 4,65 no tratamentodgua, considerado como controle (Tabela 6
e Figura 2). Por meio desses valores € verificagioagacdo isolada das enzimas € maior no pré-
tratamento basico, sendo da ordem de 3,6 - 4,8 €210 vezes em relacdo as suas atuacdes nos
pré-tratamentos controle e acido, respectivamente.

Esses mesmos resultados foram analisados pelapragrstatistico SAS e foi verificado
gue as enzimas néao diferem entre si ao nivel dad&%ignificancia. Também foi observado
nesse experimento, que as enzimas agem difererteemne os trés pré-tratamentos ao nivel de
5% de significAncia, sobressaindo uma maior acamwatamento com hidroxido de célcio a 3%

(121°C por 30 minutos)Observa-se que apenas as enzimas ndo sao sufcigata uma
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hidrolise completa.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica entcpiaso enzimas, a enzima P4500 foi a
mais eficiente no processo de conversao da celelbgenicelulose em acucares, pois necessitou
de uma menor concentracdo (0,0010 g'jnpara atingir valores estatisticamente idéntic®s a
demais enzimas. Ja a enzima CL3708 apresentou uemerneficiéncia no processo de
sacarificacdo do bagaco, pois necessitou de unar e@centracéo (0,0085 g M) para atingir
0s mesmos valores de agUcares totais. Pode sevatsetambém, que a enzima que apresenta
maior atividade ndo necessariamente é a que proorogemaior liberacdo de aclcares, pois as
guatro enzimas apresentaram atividades celulditiean distintas entre si e todas promoveram

uma mesma liberagdo de acucares totais.

Tabela 6 -Concentragfes e atividades das enzimas; concemtraéédia de agucares e desvio
padréo, liberados de acordo com o pré-tratameniao aou basico, seguido de

autoclave 121°C por 30 minutos

Enzimas Concentracdo Atividade Pré- Concentracdo média dos
gmL* (FPU mLY -tratamentos acucares (mg mLY)
Acido 7,85 +1,90
HPL1800 0,0048 92,5 Base 14,58 £1,73
Controle 3,95 +0,44
Acido 10,60 16,68
CL3708 0,0085 52,24 Base 14,55 0,76
Controle 4,46 +0,28
Acido 8,21 +1,08
P1250 0,0024 185 Base 19,03 £2,33
Controle 4,33 +0,45
Acido 7,38 +1,38
P4500 0,0010 444 Base 19,95 +1,33

Controle 4,65 +1,19
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m Hidréxido
de calcio
+

autoclave

@ Acido
sulfarico
+

autoclave

AgUcares totais (mg/mL)

m Agua +
autoclave

HPL1800 CL3708 P1250 P4500

Figura 2 - Acdo de diferentes enzimas sobre ogratémentos do bagaco de cana-de-acucar
(letras iguais nao diferem pelo teste de Tukeyiael e 5% de significancia)

No entanto, ao analisar a acdo conjunta das gea#tionas com os trés pré-tratamentos,
verificam-se valores, em mg de acUcares por mL ideolisado, entre: 25,88 e 29,11 no
tratamento acido; 13,81 e 19,22 no tratamentoiattaé 3,95 e 4,65 no controle (Tabela 7 e
Figura 3). Por meio desses valores verifica-se aj@uacdo conjunta das enzimas com pre-
tratamento é superior no conjunto enzimas e ptarsrento acido na ordem de 6,3 -6,5¢e 1,5 -
1,9 vezes em relacdo aos conjuntos enzimas egieénento controle e enzimas e pré-tratamento
basico, respectivamente.

Os dados também foram analisados pelo programa@®é&ndo ser observado que os
pré-tratamentos diferem entre si ao nivel de 5%igleificancia, sobressaindo uma maior acao
do pré-tratamento com acido sulfdrico 0,5% (121% B0 minutos) dentre as enzimas
utilizadas. Verificou-se, também, que ndo ocorrerdinca estatistica, ao nivel de 5% de
significancia, entre as enzimas dentro dos présrantos utilizados.
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Tabela 7 -Concentragfes e atividades das enzimas; concemtraéédia de acucares e desvio
padrédo, liberados de acordo com a agéo conjuntardasas e pré-tratamento acido
ou basico, seguido de autoclave 121°C por 30 nsnuto

Enzimas Concentr?géo Atividade1 Pré- Concentracao médizla dos
(g mL™) (FPUmML™)  -tratamentos acucares (mg mL")
Acido 26,35 +1,62
HPL1800 0,0048 92,5 Base 13,84 +1,82
Controle 3,95 +0,44
Acido 29,11 +6,19
CL3708 0,0085 52,24 Base 13,81 +0,72
Controle 4,46 +0,28
Acido 26,71 +1,07
P1250 0,0024 185 Base 18,29 +2,30
Controle 4,33 £0,45
Acido 25,88 +1,76
P4500 0,0010 444 Base 19,22 +1,40
Controle 4,65 +1,19

m Acido
30,00+ sulflrico
+

25,00 autoclave
-
% 20,00 IHidré,Xi(.jO
£ de calcio
2 15,00 +
<! autoclave
[72] .
% 10,00 B Agua +
3 autoclave
< 5,00

0,00+

HPL1800 CL3708 P1250 P4500

Figura 3 - Acdo conjunta das enzimas e dos difesepté-tratamentos sobre o bagac¢o de cana-
de-acucar (letras iguais ndo diferem pelo testeTdkey ao nivel de 5% de
significancia)
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4.4 Determinacao e identificacdo de agucares no hidredo de bagaco de cana-de-agucar
por HPAEC

As amostras foram analisadas por cromatografiaidéggyHPAEC - PAD) em trés
repeticbes (Anexo E), visando ndo s6 comparar seltaelos obtidos pela quantificacdo de
acucares totais por DNS como, também, identifisaipms de agucares presentes.

Com o auxilio da cromatografia liquida verificouegge a quantidade de acucares totais
liberados na amostra que apenas recebeu o préwnatia 4cido (branco acido) foi de 4,19 mg de
acucar mL* de hidrolisado, enquanto que nas amostras tratamasenzima e acido os valores
de acucares totais se encontram entre 5,743 e M§a7L". Para o tratamento alcalino o valor
da amostra considerada como branco (tratada apermabase) foi de 0,023 mg de acgtcar’mL
de hidrolisado, enquanto que nas amostras tratamasenzima e base os valores de agucares
totais se encontram entre 2,103 e 4,363 md- .nilsses resultados demonstram a eficiéncia do
pré-tratamento com &cido sulfarico, temperaturastguior hidrélise enzimética para a obtencao
de acuUcares, sendo de 2,7 — 1,5 vezes supericglagiio ao conjunto pré-tratamento alcalino e
enzimas (Tabela 8 e Figura 4).

Os dados foram analisados pelo programa estati€i8) com relagdo a producado de
acucares totais, e foi observado que os pré-tratmseliferem estatisticamente ao nivel de 5%
de probabilidade, sobressaindo o pré-tratamentboadio aplicar o teste de Tukey entre as
enzimas, observou-se que as enzimas P1250 e P4&Odiferem estatisticamente entre si;
porém ambas séo diferentes, ao nivel de 5% defis@nia, das enzimas HPL1800 e CL3708.
As enzimas HPL1800 e CL3708 ndo diferem estatisirae entre si. Apesar de o teste ter
indicado uma melhor acédo das enzimas P1250 e P450fima continua sendo a mais eficiente
no processo devido a necessidade de uma menomtag@® para atingir valores praticamente
idénticos em relacdo as outras enzimas.

Devido o teste F ter sido significativo ao analiganteracdo pré-tratamentos e enzimas,
realizou-se uma analise de comparacdo multipla ergtrdois fatores. Através dos resultados é
possivel verificar que dentro do tratamento (bassnzima) sobressaiu tanto o conjunto preé-
tratado com alcali e a enzima P1250, quanto oiakah enzima P4500. Nenhum dado
significativo foi verificado no conjunto pré-tratamto acido e enzimas.

Através da analise por cromatografia liquida fasgdweel comprovar que apenas com o
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pré-tratamento ja é possivel determinar pequenastigades de acucares, predominando a
xilose (3,507 mg mt) e, posteriormente, arabinose (0,330 mg'nglicose (0,270 mg mit) e
galactose (0,083 mg r) no pré-tratamento &cido. No caso do pré-tratamexitalino,
predominou glicose (0,013 mg M) e xilose (0,010 mg ml); no entanto, ndo foram
guantificados a presenca de arabinose e galaddseomparar os valores do branco acido e
branco base com a amostra pré-tratada com aguad°& Jidr 30 minutos, considerada como
branco, observa-se que o valor de acgucares tataisizidos € idéntico ao do branco base (0,023
mg de acucar nit), diferenciando-se apenas pela presenca do agéleatose.

Na identificacdo dos agucares presentes nas awosatrificou-se a predominancia das
pentoses (aglcares compostos por cinco carbonlosg» arabinose, e das hexoses (agUcares
compostos por seis carbonos) glicose e galactose te tratamento acido, como no alcalino.
Os valores de pentoses obtidas no tratamento &oiloenzimas estiveram entre 3,950 - 4,623
mg mL*; enquanto que no tratamento alcalino com enzirssessevalores variaram entre 0,437 -
2,410 mg m[*. No caso das hexoses essas variacdes foram d&-117903 mg mL* e 1,210 -
1,953 mg m[* nos tratamentos &cido com enzimas e alcalino ammas, respectivamente
(Tabela 8 e Figura 4).
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Tabela 8 -Média e desvio padrdo dos agucares arabinose tagdaglicose e xilose; hexoses
(C6); pentoses (C5) e acUcares totais presentb&rmisado de bagaco de cana-de-

acucar determinado por cromatografia liquida

Amostras _ Média (mg m_L'l) _ A(;L’Jcares_lCG Agﬂcares_lCS Agl]cares .
Arabinose Galactose Glicose Xilose mg mL mg mL~  totais mg mL
TN B AR AR wve aw e
RS NS NN AR m am e
el A L I
(Zi%oo(; J_r%,%ojo i%%9107 J_rlci,?ngS i%f)?icll 1,837 paad oA
E’\gggo i%,%3107 i%%8036 i%,207206 136,510177 0.353 3837 4190
H(ITJ:lSBeC))O i%,109404 0,000 i]a,231308 ild,loozgl 1,210 1,293 2,503
bas)  so017 000 gh03 shozs 1667 a3t 2108
I(Dt34z;1550e(; i%,zo%?s 0,000 i:L(i?15339 i26,1£4235 1.953 2410 4,368
o> 0000 0000 SO B0 0013 0,010 0,023
Branco 0,000 010 00100003 =4 55 0,003 0,023

+0,017 0,017 =+0,006
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Figura 4 - Porcentagem de aguUcares totais, penmdesxoses presentes no hidrolisado de
bagaco de cana-de-acucar em cada tratamento cda) hase e enzima

Verificou-se que o tratamento acido com enzimasritmniu para uma maior formacgéo de
pentoses (C5), provenientes da degradacdo da freg@aelulose do bagacgo, em relagédo ao
tratamento alcalino com enzimas. Ja as hexoses gi&)se e galactose, apresentaram valores
préximos entre si tanto no tratamento acido conngas como no alcalino com enzimas (Tabela
8).

Como pode ser observado pela Figura 4, dentre(osegs totais quantificados em todos
os hidrolisados, houve predominio de pentoses i(ersd e xilose). Leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisia@o conseguem fermentar esses dois tipos de aglegano entanto,
seria necessario utilizar outros tipos de microlggaos ou, entdo, empregar técnicas de
transformacdes genéticas visando encontrar lintsagggmazes de fermentarem xilose e arabinose
para a obtencao de etanol.

Através da quantificacdo de hexoses e pentosadasigor HPAEC, foi possivel realizar
uma avaliacdo para cada acgucar. No tratamento aoiticenzima (considerados a melhor forma
de tratamento) € possivel obter por Kg de bagagmde 64 a 71 g de aclcares C6 e 148 a 173 g
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de agucares C5, aproximadamente. Ja no tratamleatma com enzima € possivel obter de 45
a 73 g de acucares C6, e 16 a 90 g de acucarepr@xjmadamente, (Figura 5). De acordo com
estudos, € esperada a obtencdo de cerca de 4@ aé@licose por Kg de bagaco, quando se
utiliza enzimas celuloliticas para a hidrolise rda celulose presente no bagaco de cana-de-
acucar (AMORIM, 2005).

200

180
160
140

120
@C5

mC6

100
80
60 -

g de acucar/kg de bagaco

40 -
20 +

HPL1800
HPL1800

Figura 5 -Pentoses e hexoses (gkaos diferentes tratamentos com &cido, base eneszno
bagaco
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4.5 Comparacdo da quantificacdo de aglcares totais palanetodologias HPAEC e DNS

Ao comparar as duas metodologias de quantificalgiaaclcares observa-se que as
médias obtidas pela metodologia por DNS apresentdares maiores (da ordem de 4,1 a 6,6
vezes) em relacdo a metodologia por HPAEC — PADU(Ei 6). Observa-se que a metodologia
de quantificacdo por cromatografia liqguida (HPAE@AD) apresenta melhor exatiddo quando
comparada com a metodologia por DNS, pois a glicesaltante do processo de hidrélise é
guantificada separadamente dos outros carboidmatasnbém porque o detector amperométrico
foi programado de forma a determinar especificamearboidratos. Para comparar as duas
metodologias de forma mais precisa seria necessétay tratando o hidrolisado visando a
retirada de compostos que possam estar sendo deduzisem serem acUcares) e,
consequentemente, interferindo na metodologia icoftrica. Rivers et al. (1983) relatam que
subprodutos do processo de pré-tratamento do bagagw 5-hidroximetilfurfurol e furfurol,
sdo capazes de fornecerem grupos redutores reaivaesnsequentemente, interferirem na
coloracdo do hidrolisado. Outros interferentes gadem ser encontrados no hidrolisado séo
aldeidos de baixo peso molecular que também formep@ipos redutores reativos causando
erros quantitativos significativos.

Materiais lignoceluloliticos hidrolisados por substias quimicas liquidas sdo mais
complexos de serem analisados quando comparadosn@isriais celulésicos purificados,
devido a presenca de taninos e tintas liberadas comseqiiéncia da hidrélise resultando, assim,
em interferentes na metodologia colorimétrica (RR&E=t al., 1983).

Schwald et al. (1988) relatam que os métodos enéidricos, utilizados na quantificacéo
de acUcares redutores, mesmo sendo rapidos e cemes) ndo sdo capazes de determinar a
composicdo ou o grau de polimerizacdo dos acudarezados durante o curso da reacdo
enzimatica. Na maioria das vezes, o0s produtos teedes da reacdo sdo estimados em
equivalentes de glicose; no entanto os coeficiettesbsor¢cao da glicose, celobiose e dextrinas
com elevado grau de polimerizacdo ndo sao idéntjoasdo os valores sdao determinados na
base do mesmo peso. Esse fato também pode cawsa qerantitativos significativos na

metodologia por DNS.
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5 CONCLUSAO

* Os resultados permitem concluir que as enzimas BEQ,1CL3708, P1250 e P4500 sao
viaveis para a sacarificacdo do bagaco de cangtt=mya Apesar de ndo haver diferenca
estatistica entre as quatro enzimas, a enzima &e$R4500 foi a mais eficiente no
processo de conversdo da celulose e hemicelulosg;@oares, pois necessitou de uma
menor diluicdo (0,0010 g mil) para atingir valores estatisticamente idénticsl@mais
enzimas.

* A enzima que apresenta maior atividade ndo nec¢assarte € a que promove uma
maior liberacdo de agucares, pois as quatro enaprasentaram atividades celuloliticas
bem distintas e, mesmo assim, todas promoveram an@sanacao de agucares totais.

* A atuacado conjunta do pré-tratamento com acidaigatf e enzimas (de acordo com a
metodologia do DNS) é em torno de 1,5 a 1,9 veapsrres em relacdo ao conjunto
enzimas e pré-tratamento com hidroxido de calci6é,3ea 6,5 vezes maiores quando
comparado com o conjunto enzimas e pré-tratameodrate. Verifica-se, assim, a
importancia do pré-tratamento do bagaco de caregdear antes da sacarificacdo
enzimatica.

¢ O pré-tratamento do bagaco com &cido sulfarico Ogh8atoclave a 121°C durante 30
minutos contribui para uma maior eficiéncia do psso de hidrélise pelas enzimas.

» Dentre os agucares totais quantificados por HPA&Gidrolisado, houve predominio de
pentoses (arabinose e xilose). No tratamento caohoe &cenzimas (considerados a melhor
forma de tratamento) € possivel obter, em Kg dadmgeco, de: 64 a 71 g de aglcares
C6 e 148 a 173 g de agucares C5.
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ANEXO A - Concentracdo de enzimas (g MLem duas diluicbes; repeticdes das absorbancias
e acucares liberados (mg 0,5MLde cada diluicdo; média de aclcares e desvio

padrédo (mg 0,5mL) das duas diluicbes de cada enzima

Diluicao Agucar

Enzimas g mL'l) Repeticoes Leituras (mg 0,5mL‘1) Média
12 0,264 2,21
12 (0,005) 2a 0,252 2,11 2,08 +0,14
S
22 (0,0022) 28 0,162 1,37 1,27 0,11
32 0,154 1,30
12 0,268 2,24
12 (0,01) 28 0,278 2,32 2,31 +0,07
a
A
22 (0,007) 28 0,203 1,71 1,73 £0,05
32 0,213 1,79
12 0,267 2,23
12 (0,003) 22 0,302 2,52 2,31 +0,19
a
1 o 15
22 (0,0015) 28 0,193 1,62 1,59 +0,06
32 0,194 1,63
12 0,295 2,46
12 (0,0016) 22 0,310 2,59 2,53 +0,06
a
A R
22 (0,001) 22 0,229 1,92 1,95 +0,08
32 0,226 1,89
12 0,275 2,30
12 (0,07) 22 0,289 2,41 2,32 +0,08
co 32 0,270 2,26
12 0,183 1,54
22 (0,025) 22 0,179 1,51 1,53 +0,02
32 0,184 1,55
12 0,249 2,08
12 (0,045) 22 0,280 2,34 2,21 +0,13
32 0,264 2,21
C10 12 0,176 1,48
22 (0,023) 22 0,188 1,58 1,59 +0,11

32 0,203 1,71
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ANEXO B - Interpolacéo das duas diluicdes da concentrac@adie enzima (g mt) para obter
a concentracdo necessaria visando a liberacdo pdeximadamente, 2 mg de

acucares por 0,5 mL de solucdo



65

ANEXO C - Concentracdo da enzima e avaliacdo dos acUcare®mesl (em trés repeticdes)
considerando apenas a acdo das enzimas, em difemgttratamentos (acido ou

bésico), seguido de autoclave 121°C por 30 minutos

Acucares totais (mg mL")

. Concentracao Pre-

Enzimas gmL* -tratamentos 12 2 3
Repeticao Repeticdo Repeticao

Acido 6,33 9,98 7,24

HPL1800 0,0048 Base 15,74 15,40 12,59

Controle 3,54 4,42 3,88

Acido 5,64 7,96 18,21

CL3708 0,0085 Base 14,45 13,84 15,36

Controle 4,39 4,77 4,23

Acido 7,64 9,45 7,54

P1250 0,0024 Base 17,47 21,70 17,90

Controle 4,70 4,46 3,82

Acido 7,80 8,50 5,84

P4500 0,0010 Base 20,54 20,88 18,43

Controle 5,02 5,60 3,32

ANEXO D - Concentracdo da enzima e avaliagcdo dos acuUcareonmes! (em trés repeticdes)
considerando a acdo conjunta dos pré-tratamentao(du base) com enzimas,

seguido de autoclave 121°C por 30 minutos

Acucares totais (mg mL’)

. Concentracao Pre-
Enzimas gmL™ -tratamentos 1 22 3
Repeticao Repeticao Repeticao
Acido 25,58 28,21 25,26
HPL1800 0,0048 Base 15,13 14,64 11,76
Controle 3,54 4,42 3,88
Acido 24,91 26,19 36,23
CL3708 0,0085 Base 13,83 13,08 14,53
Controle 4,39 4,77 4,23
Acido 26,90 27,68 25,56
P1250 0,0024 Base 16,86 20,94 17,07
Controle 4,70 4,46 3,82
Acido 27,06 26,73 23,86
P4500 0,001 Base 19,92 20,12 17,60

Controle 5,02 5,60 3,32
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ANEXO E - Aclcares presentes no hidrolisado de bagaco cigadiif (mg mf) em HPAEC

(trés repeticdes)

Amostras Repeticio Arabinose Galactose Glicose Xilose
petc mg mL™? mg mL™? mg mL™? mg mL™
18 0.3 0.10 144 2.1
H(Ztild%(;o 2a 0,33 0,09 1,78 4,2
32 0,35 0,09 1.64 3.92
1a 0,31 0,09 1,56 3.63
%g;gf 2a 0,37 0,09 1,72 3,55
32 0,33 0,08 1,84 3.66
1a 0,29 0,09 1,73 411
('21(13353 2a 0.35 0,09 1.9 4,28
32 0,36 0,00 1.9 4.48
1a 0.3 0,08 1,75 4.14
(Zf:%%(; 2a 0,35 0,11 1,94 4,34
32 0,27 0,08 1,55 3.67
Branco 1a 0,31 0,08 0.3 3.64
e 2a 0,34 0,08 0,25 3,42
32 0,34 0,09 0.26 3.46
12 0,24 0,00 1,52 1,08
H(Pb';ilssec)’o 2a 0.17 0,00 1,26 111
32 0,16 0,00 0,85 112
18 0,25 0,00 1,64 0,24
Cztgzgf 2a 0.22 0.00 158 017
32 0,22 0,00 1,78 0,21
18 0,29 0,00 1,61 1,88
I(DblaZsSec; 2a 027 0.00 209 22
32 0,24 0,00 1,85 1,96
18 0,31 0,00 2.07 2,27
'(°b4a58%(; 2a 025 0,00 1.99 214
32 0,24 0,00 1.8 2.02
18 0 0,00 0,04 0,03
Branco 2a 0 0.00 0 0
base 32 0 0,00 0 0
1a 0 0,00 0 0
Branco 22 0 0,00 0 0
32 0 0,03 0,03 0,01




