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RESUMO

A casca de soja, sendo um residuo lignoceluldsico, contém celulose (38-51%) que pode ser
convertida a etanol. Além disso, contém 9-14% de proteinas, que uma vez hidrolisadas por
endoproteases podem liberar de forma especifica oligopeptideos com aplicagdes
nutricionais. Ligagdes glicosidicas e peptidicas podem ser rompidas por hidrélise acida,
sendo hemicelulose mais susceptivel a que celulose. O ataque acido ao material permitiria
assim reduzir o contetdo de hemicelulose da biomassa, tornando a celulose que permanece
na fragdo solida insoluvel mais acessivel as enzimas hidroliticas. Neste trabalho, foram
estudadas diferentes rotas de solubilizagao de proteinas, hemicelulose lignina presentes na
casca de soja, visando obtencdo de etanol da fragdo sdlida e oligopeptideos na fragéo
liquida. A recuperacdo de proteinas na forma de peptideos foi feita hidrolisando-se a
biomassa inicialmente com extrato comercial de endoprotease Novo-ProD® , a 60°C, pH 9,
por 5h, nas concentracdes enzimaticas de 1, 2 e 4% (m/m). Foi também testada, na
sequéncia da hidrolise com Novo-ProD®1%, nova hidrélise com quimotripsina 1% (m/m). Os
resultados mostraram que a hidrdlise proteolitica com 1% de Novo-ProD® permitiu remogéao
de 56,9% da proteina presente na casca. Contudo, foi também verificado que é possivel
remover 45,6% das proteinas nas mesmas condi¢gdes, na auséncia de enzima, a pH9,0,
possivelmente devido a liberagdo de unidades agregadas apenas fisicamente. Um aumento
da concentragdo de endoproteases de 1% para 2% elevou a remogédo para 74% de
proteinas, ndo se observando aumento significativo na extragdo de proteinas aumentando-
se de 2 para 4%.. Com uso da enzima mais especifica, a quimotripsina, que opera em
condigdes mais brandas, foi possivel remover 44% das proteinas, com uma maior remogéao
de lignina do material, comparando-se com Novo-ProD®. Hidrdlise acida de casca in natura
ou sequencial a hidrélise com Novo-ProD® 1% sequencial permitiu atingir uma remogao
total de aproximadamente 90%de proteinas O material solido remanescente e a casca in
natura foram submetidos a hidrélise acida com H,SO, 3% (v/v), razéo 1:4 (sdlido/liquido),
120°C, 20 min. Em todos os casos, as andlises de carboidratos mostraram que foi possivel
remover aproximadamente 46,7% de hemicelulose, maior parte na forma de xilose. Durante
o tratamento acido ocorreu a remogao de quase toda a proteina da casca de soja, sem
perda expressiva de celulose, o que se observou ocorrer na hidrélise acida da casca in
natura. Assim, seja para obter-se um hidrolisado protéico de composi¢do controlada, seja
para producdo de etanol da fragdo solida remanescente é recomendavel a remocgao
enzimatica prévia de proteinas. A composi¢do quimica do material sélido apds hidrolises
proteolitica e acida sequenciais mostrou teores de celulose similares para todas as amostras
(aproximadamente 49 %). Assim, o solido pré-tratado com 1% de Novo Pro-D, foi utilizado
para a obtencado dos agucares fermentesciveis usando o complexo enzimatico Acellerase
1500 a 50°C, pH 4,8 e razdo enzima/substrato de 7 FPU/g celulose durante 72 h. Nestas
mesmas condi¢cdes foram hidrolisadas as amostras de casca in natura pré-tratada com
acido, a casca in natura e a casca apos hidrolise proteolitica. A conversdo enzimatica de
celulose em glicose foi em torno de 40%, tanto para as amostras pré-tratadas com Novo-
ProD como para a amostra submetida sé a hidrolise acida. Com um aumento de carga
enzimatica para 20 FPU/g celulose foi possivel atingir uma conversdo de 55% para
amostras pré-tratadas com 1% de Novo-ProD® e hidrolise acida sequenciais. A
suplementagao do complexo enzimatico Acellerase 1500 com 120 Ul de B-glicosidase e
1%(m/m) de pectinase ndo produziu aumento na conversdo enzimatica. A hidrdlise da
celulose proveniente de pré-tratado por organossolve usando etanol 50% a 170°C por 1
hora resultou em 52% de conversao com uma menor remogao de hemicelulose mostrando
que a lignina estava causando o maior impedimento para o ataque enzimatico. A conversao
de glicose em etanol foi similar para as amostras pré-tratadas por hidrolise acida e com as
hidrélises proteoliticas (1% Novo-ProD®) e acidas sequenciais chegando a uma
concentragdo aproximada de 13 g/L.

Palavras chaves: Casca de soja, hidrolisados proteicos, etanol lignoceluldsico.



ABSTRACT

Soybean hull is a lignocellulosic biomass that contains 38-51% of cellulose, which could be
converted to ethanol. In addition, contains 9-14% of protein that can be hydrolyzed by
endoproteases, releasing oligopeptides with nutritional applications. Although glycoside and
peptide linkages can be hydrolyzed by acids, the cellulose molecules are more resistant than
the protein and hemicellulose molecules. In this way, the acid treatment of the biomass
would reduce its hemicellulose content, and the remnant cellulose into solid fraction would be
more susceptible to hydrolytic enzymes. In this work, different routes of protein,
hemicellulose, and lignin solubilization were evaluated, intending to obtain ethanol and
soluble oligopeptides from the soybean hull. The protein was recovered as oligopeptides by
hydrolysis of the lignocellulosic biomass using the commercial endoprotease Novo-Pro D® at
60°C, pH 9.0, 5 h, and different enzyme concentrations (1, 2, and 4%, m/m). A sequential
hydrolysis using chymotrypsin and Novo-Pro D®, both at 1% (m/m) enzyme concentration,
was also evaluated. The results showed that hydrolysis with 1% Novo-Pro D® allowed
solubilization of 56.9% of protein from the soybean hulls. Nonetheless, at same temperature
and pH, in absence of enzyme, was possible to solubilized 45.6% of the proteins. This
solubilization is probably due to liberation of the physically aggregated units. The increase of
endoprotease concentration from 1 to 2% increased the protein removal to 74%. However,
the increase from 2 to 4% not increased significantly the protein solubilization. The use of
chymotrypsin, an enzyme with high specificity and that work at mild conditions, allowed a
solubilization of 44% protein. Nonetheless, the removal of lignin using chymotrypsin was
higher than that using Novo-Pro D®. When in-nature soybean hull was hydrolyzed by acid or
protease (1% Novo-Pro D®) followed by acid, the protein removal was around of 90%. The
lignocellulosic biomass was hydrolyzed with 3% (v/v) H2SO,, solid:liquid ratio of 1:4, 120°C,
and 20 min. 20 min. Carbohydrate analyses showed that the acid treatment allowed to
hemicellulose removal around of 46.7% in the xylose form. The protein content of the
soybean hull was almost totally solubilized during the acid hydrolysis, without significant loss
of cellulose. On the contrary, large cellulose loss was observed during the acid hydrolysis of
in-nature soybean hull. In this way, if it is intended to produce a protein hydrolysate
containing controlled composition or ethanol from remnant solid fraction, is strongly
recommended the previous enzymatic solubilization of the proteins. The chemical
composition of the solid biomass after sequential hydrolyses with protease and acid showed
cellulose content around of 49% for all samples. So, the biomass treated with 1% (m/m)
Novo-Pro D® was saccharified with Acellerase 1500 at 50°C, pH 4.8, and enzyme/substrate
ratio of 7 FPU/g of cellulose for 72 h. Under the same conditions, soybean hull in-nature,
pretreated with acid, and pretreated with protease were submitted to cellulolytic hydrolyses.
The cellulose-to-glucose conversion was around of 40% for the last two biomass. The
increase of the enzymatic load to 20 FPU/g of cellulose allowed a cellulose conversion of
55% for biomass pretreated with 1% (m/m) Novo-Pro D®, followed by acid hydrolysis. The
supplementation of the Acellarase 1500 with 120 IU of B-glucosidase and 1% (m/m) of
pectinase not produced any increased in the cellulose conversion. The biomass was
pretreated by organossolv method (50% ethanol, 170°C, and 1h) and saccharified with
Acellerase 1500 under the same conditions described above. This procedure yielded a
cellulose conversion of 52%, with less removal of hemicellulose. This result showed that
lignin was causing greater steric hindrances to the enzymatic attack. The biomass pretreated
with acid and with protease (1% Novo-Pro D) followed by acid yielded the same glucose-to-
ethanol conversion, reaching an ethanol concentration around of 13 g/L.

Keywords: Soybean hull, protein hydrolysate, lignocellulosic ethanol.
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1 INTRODUGAO

A biomassa lignocelulésica € formada principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina. A celulose € um polimero de glicose constituido por regides
amorfas e cristalinas de dificil acesso as enzimas. Por outro lado, a hemicelulose se
caracteriza por ser um heteropolimero amorfo constituido por diferentes acucares de
cinco e seis carbonos sendo mais facilmente hidrolisavel em pH acidos. A lignina é
uma macromolécula apolar que tem como fungdo proteger os outros materiais da
degradacado (ZHANG et al.,, 2011). Sao fontes de biomassa os residuos florestais
como madeira, residuos de cultivos como bagac¢o de cana, sabugo e palha de milho,
palha de trigo e co-produtos agricolas como a casca de soja e o farelo de trigo
(YOO, 2007). Dentre os residuos lignocelulésicos mais abundantes da agroindustria
brasileira, destaca-se a casca de soja, uma vez que o Brasil € o segundo maior
produtor mundial do grao. Na safra 2010/2011, a producéao brasileira ficou em torno
de 69,2 milhdes de toneladas (CONAB, 2012), gerando aproximadamente 5,54
milhdes de toneladas de casca.

A composi¢cdo quimica da casca da soja (CS) varia em fungédo da
eficiéncia no processo da sua extracido. Por exemplo, durante a produgao de farelo
com maior concentragado de proteina, a retirada da casca da soja é feita com maior
intensidade, ndo havendo contaminagéo desta por pedagos do grao ou pelo farelo.
Assim, a CS pode conter, 29-51% de celulose, 10-20% de hemicelulose, 1-4% de
lignina e 9-14% de proteinas (MIELENZ, et al., 2009; YOO, et al., 2011).

Devido ao baixo conteudo de lignina e alto conteudo de celulose, a
casca de soja representa uma fonte atrativa de acucares fermentaveis para
producao de etanol de segunda geracdo. O etanol é hoje o combustivel renovavel
mais importante em termos de volume e valor de mercado. Atualmente, a maior
parte é produzida a partir de agucar e de amido, usando como matérias primas a
cana de agucar e o milho (TAHERZADEH; KARIMI, 2008). O Brasil ocupa a
segunda posicdo mundial na produg¢do, com 28 milhdes de m?® de etanol na safra
2010/2011. Nesse cenario, a produgcdo de etanol a partir de residuos
lignoceluldsicos agroindustriais vem despertando grande interesse devido a
possibilidade de elevar a producao sem aumento da area de cana plantada. Os
residuos lignoceluldsicos sao atrativos para essa aplicagao devido ao baixo custo,

abundancia e alto conteudo de carboidratos presentes na matriz (MIELENZ, 2001)
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Devido a recalcitrancia desse substrato, sua bioconversdo a etanol requer um pré-
tratamento termoquimico prévio para facilitar a hidrélise enzimatica
dos complexos de carboidratos a acucares simples que podem ser fermentados
a etanol. As investigagdes atuais indicam que os processos de pré-tratamento e
outros aspectos da producido de etanol celuldsico elevam os custos de producgao
dificultando a concorréncia no mercado (GALBE et al., 2007; MIELENZ, 2001;
MIELENZ, et al., 2009). Porém, a casca da soja apresenta um atrativo adicional para
utilizacdo como matéria-prima industrial: seu teor de proteinas. Essa caracteristica
tem proporcionado a comercializagao fins de nutricdo como ragao animal. Ademais,
a recuperacao de proteinas da casca na forma de hidrolisados ricos em peptideos
pode contribuir para a valorizagdo desse subproduto. Tais proteinas podem ser
hidrolisadas via rota quimica ou enzimatica, destacando-se a segunda por ser mais
especifica e evitar a degradagdo de aminoacidos diminuindo o valor nutricional do
produto final. A hidrélise enzimatica de proteinas tem sido utilizada na industria de
alimentos e ragado por promover melhorias nas propriedades antialergénicas e
funcionais como aumento de solubilidade, poder emulsificante e valor nutritivo
(BIASUTTI, 2006).

O grupo de pesquisa em Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSCar vem
desenvolvendo trabalhos em parceria com a empresa IMCOPA (Araraucaria, PR)
visando o aproveitamento de subprodutos do processamento da soja. Nesse
contexto, tem sido recuperadas lecitina e isoflavonas a partir do melago de soja e
peptideos a partir da hidrolise enzimatica de proteinas do farelo de soja. O atual
trabalho faz parte da cooperagédo IMCOPA-DEQ/UFSCar e engloba duas vertentes
que conduzem ao melhor aproveitamento da casca de soja: o estudo da rota
enzimatica para producéo de etanol celuldsico e recuperagio de proteinas presentes

no material.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideragoes gerais sobre a soja

A soja é considerada uma leguminosa originaria da China, cultivada ha
mais de cinco mil anos. No inicio do século XX, comegou a produgéo de soja nas
Ameéricas, sendo atualmente cultivada nos Estados Unidos, Brasil e Argentina, que
juntos produzem aproximadamente 85% da soja do mundo ( CHAVEZ et al., 2010;
BULHOES, 2007;).

Em 1882, a soja chegou ao Brasil via Estados Unidos. No final de
1960, sofreu uma grande expansao gragas as vantagens e os créditos (reducao de
precos para o plantio e a conservagao da soja) oferecidos pelo governo brasileiro
para os produtores. O crescimento dos rebanhos bovinos na Europa Ocidental e
Estados Unidos, no inicio de 1970 produziu um aumento na demanda por soja,
sendo utilizada inclusive para a fabricacao de ragcdes. Assim, no decorrer de 1970,
os plantios da soja e da cana-de-agucar sofreram rapidas e profundas
transformacdes, por se tratarem de culturas de tipo exportacdo. No ano de 1987 a
producao brasileira de soja era de 14 mil tonelada anuais, e para o ano 2003, o
Brasil figura como o segundo produtor mundial, responsavel por 52 das 194 milhdes
de toneladas produzidas em nivel global ou que equivale a 26,8% da safra mundial
(CNPSO, EMBRAPA).

Na safra 2010/11, a cultura ocupou uma area de 24,2 milhdes de
hectares, o que totalizou uma producao de 75,0 milhdes de toneladas. Os Estados
Unidos, maior produtor mundial do grédo, responderam pela producéo de 90,6milhdes
de toneladas de soja. A produtividade média da soja brasileira € de 3.106 Kg por
hectares, chegando alcancgar cerca de 3.190 Kg/ha no estado de Mato Grosso, o
maior produtor brasileiro de soja (CONAB).

Entre as espécies de leguminosas, a soja destaca-se por conter o mais
alto teor de proteinas (acima de 40%). Outras leguminosas, por exemplo, canola,
tém teores de proteinas entre 20% e 30%. Neste grdao também sdo encontrados
outros componentes fundamentais que incluem fosfolipidios, vitaminas, saponinas e
isoflavonas; por isso, a soja se torna atualmente um alimento funcional, ja que

contribui na melhoria da saude e na qualidade de vida (FISHER, 2006). No entanto,
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os derivados da soja também sao amplamente utilizados para a alimentagao animal,
principalmente como fonte de fibras e proteinas.

Além dessas multiplas utilidades, o grao da soja é atualmente usado
como fonte de bioenergia para a produgao de biocombustiveis (biodiesel e etanol),
pois reduz a emissao poluente e constitui uma fonte de produgcédo renovavel
(BULHOES, 2007).

2.2 Processamento industrial da soja

O gréao de soja é usualmente utilizado para a obtengao do 6leo e farelo
de soja, numa proporgao de 20 e 80%, respectivamente, num processo de extragéo
por solvente (ERICKSON et al, 1992).

O farelo de soja € usado em sua maioria como fonte de proteinas na
ragao animal, principalmente para alimentagdo de suinos e aves. Esse farelo é
torrado/aquecido ao ponto de inativar os fatores antinutricionais naturalmente
presentes na soja (inibidor de tripsina, estaquiose, rafinose, fitato) (OTTO, 2009).

O processamento industrial da soja se inicia basicamente com a
descarga e armazenagem dos graos, onde a soja recebida € removida dos
caminhdes mediante um tombador e armazenada em uma moega de recepgao.
Posteriormente, os grdos da soja sao transferidos para um silo pulmao, onde sao
conduzidos a uma secao de pré-limpeza, para remover as impurezas graudas e
medias para evitar que se queimem no processo de secagem, onde as maquinas
classificam granulometricamente os materiais através da diferenca de tamanhos,
efeito vibratorio e aspiracao pneumatica.

Depois, os graos isentos de impurezas passam por uma etapa de
secagem antes de serem transferidos aos silos de estocagem, onde os grdos sao
armazenados em condi¢cbes de temperatura ambiente e com umidade controlada.
Assim, a soja vinda dos silos pode ser: a) seca e aquecida e seguidamente
descascada para obter-se farelo de alto teor de proteina,ou b) diretamente enviada
a preparagao. Nesta secdo, a soja é pesada e limpa usando separadores
gravimétricos e peneiras. A remocao das particulas metalicas é feita através de
separador magnético (DORSA, 2000).

No processo de extragdo, o Oleo é extraido do grédo da soja

previamente laminado em um extrator continuo, usando como solvente o hexano. A
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mistura de 6leo e solvente é conduzida a um sistema de evaporagao e condensacgao
para se retornar o solvente novamente ao processo, deixando o 6leo totalmente livre
do mesmo. A fracdo solida (farelo) com solvente passa por uma etapa de
dessolventizagdo na qual o solvente € removido do farelo. Durante a etapa de
tostagem, € dispensavel controlar o indice de proteina, pois é nela onde se
desativam, mediante temperaturas controladas, as enzimas que n&o sao
assimilaveis pelos animais.

Posteriormente, o farelo dessolventizado é submetido a um processo
de secagem e resfriamento e conduzido para a se¢cdo de moagem, Finalmente, o
farelo é estocado em silos onde é ensacado.

O dleo bruto proveniente da extracdo passa por uma etapa de
degomagem que é feita misturado o 6leo com agua quente para flocular os
fosfatideos (lecitina), que sdo seguidamente retirados em uma centrifuga; o 6leo é
transferido a uma segéo de secagem e resfriado, e por ultimo enviado ao tanque de
estocagem (OTTO, 2009; DORSA, 2000,). A Figura 2.1 mostra o diagrama do

processo de extragcdo do dleo de soja.

Figura 2.1 - Diagrama do processo de extragéo do dleo de soja

Soja
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Secagem

Hexano ‘ Degomagem \

Quebra _ T

Descascamento

Oleo

[ Laminagéo ]7‘{ Ex-_ragﬁo ]7 Brutg
Farelo

Fonte: Adaptado de CAVALETT, 2008

Casca

2.3 A Casca de Soja

A casca de soja (CS) é o principal subproduto da industria

processadora de soja, principalmente da produgéo de d6leo de soja, lecitina e outros
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produtos de alto teor proteico. A CS corresponde a cerca de 8 a 10% do peso do
grao inteiro (GNANASAMBANDAM; PROCTOR, 1999), sendo obtida em uma das
primeiras etapas do processamento, quando os graos sdo quebrados e as cascas
retiradas por aspiragao (SANTOS, 2008)

O processo de separacado da casca de soja € feito basicamente para
aumentar a porcentagem de proteinas no farelo, obtendo um teor de 48 a 50% de
proteina bruta (PB) neste produto, ao invés de farelos com 42 a 45% de PB,
(TURINO, 2003; FERREIRA, 2008).

A composi¢cado quimica da casca da soja varia em fungéo da eficiéncia
do processo de extracdo, pois quando se necessita de farelo com maior
concentragao de proteina, a retirada da casca da soja é feita com maior intensidade,
nao havendo entdao contaminagcdo desta por pedagos do grao ou pelo farelo. A
Tabela 1 apresenta a composigado da casca de soja publicada por Cassales et al,
(2011) e Mielenz et al (2009).

Tabela 2.1 - Composigédo quimica da casca da soja

Concentracdo(% m/m, base seca)

Componente Mielenzet al, (2009) Cassales et al, (2011)
Celulose 29-51% 31%
Hemicelulose 10-20% 26 %

Lignina soluvel em acido 2,8% 5,7%

Lignina insoluvel ND 3,4%
Extrativos ND 3,2%

Cinzas 1-4% 0,6%
Proteinas 9-14% 13,1%
Pectinas 6-15% -

Adaptada de CASSALES et al, (2011) ; MIELENZet al (2009).

Atualmente, a casca de soja € considerada um suplemento energético,
pois seu fornecimento aos ruminantes permite desempenho comparavel ao do milho,
devido a alta digestibilidade da parede celular, composta basicamente por celulose
(SANTOS, 2008).

Devido ao seu baixo conteudo de lignina e seu alto conteudo de
celulose, a casca de soja € uma fonte atrativa de agucares fermentesciveis para
producao de etanol de segunda geragao. A bioconversdo dessa biomassa a etanol
requer pré-tratamento termoquimico para facilitar a hidrélise enzimatica dos
complexos de carboidratos a agucares simples que podem ser fermentados a etanol
(MIELENZ, 2001; MIELENZ, et al., 2009)
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2.3.1 Processamento industrial da casca de soja

Para comercializagdo, a casca de soja passa previamente por um
processamento industrial que se inicia com uma etapa de pré-limpeza (esta etapa é
feita por peneiramento para separar as particulas finas e o material estranho) e
quebra dos graos para a obtengcdo do subproduto. Apos a separagao da casca do
grao, este residuo e parte das particulas passam por outro separador, cuja fungao &
dividir-as em trés categorias: cascas grandes e com pedagos de graos, pequenas
com pedacos de graos e particulas finas. Essas ultimas sao retornadas a etapa
inicial de pré-limpeza, enquanto as fragdes restantes de cascas e pedacos de graos
continuam para uma segunda etapa de descascamento que permite a separagao
total dos graos, sendo encaminhadas posteriormente para um processo de tostagem
para eliminar a atividade de urease, e por ultimo, as cascas sao moidas até o
tamanho de particulas desejado, o que permite sua comercializagdo em forma solta

ou peletizadas para ser usada como ragao animal (BLASI et al, 2000).

2.4 Complexo lignocelulésico

Os materiais lignocelulésicos sdo o0s recursos renovaveis mais
amplamente disponiveis e de baixo custo do mundo que constituem uma fonte
atrativa para a producao de etanol e outros compostos quimicos. Entre as principais
fontes desta biomassa encontramos: residuos de floresta, como madeira, residuos
agricolas, como bagacgo de cana, sabugo de milho e palha de cana, sorgo, trigo e
arroz, e subprodutos agricolas, como casca de soja e farelo de trigo (YOO, 2011).

A biomassa lignocelul6sica € constituida basicamente de 40 a 50% de
celulose, 25 a 30% de hemicelulose, 15 a 20% de lignina, 5% de extrativos e varios
compostos organicos, entre os quais se encontram as proteinas e pectinas
(LIMAYEM; RICKE, 2012). A Tabela 2.2 lista as composi¢gbes quimicas de varios

materiais lignoceluldsicos.



Tabela 2.2 - Composi¢ao quimica de materiais lignoceluldsicos representativos

Composigao quimica (base seca)

Material
Lignocelulésico %Celulose %Hemicelulose %Lignina
Madeiras duras 40-55 24-40 18-25
Sementes de algodao 80-95 5-20 0
Bagaco de cana 25-45 28-32 15-25
Casca de arroz 29-36 12-29 15-20
Polpa do café 34-37 44-48 16-19
Palha de cevada 36-43 24-34 3-10
Sabugo de milho 32-46 ~ 40 7-14
29-51 10-20 2-8

Casca de soja

Fonte: MENON et al, 2012.
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No complexo lignocelulésico a estrutura da celulose permite a

formacgao de ligagcdes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares, gerando

regides cristalinas rigidas e organizadas, chamadas "microfibrilas elementares".

Estas fibrilas estdo ligadas umas a outras por uma matriz de hemicelulose (polimero

amorfo de acgucares diferentes), bem como outros polimeros, tais como a pectina e

cobertas por lignina, formando uma estrutura complexa, resistente aos tratamentos

biologicos e quimicos (HA et al., 1998; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).A Figura 2.2

apresenta a distribuicao destes componentes na parede vegetal.

Figura 2.2 - Distribuicdo dos carboidratos, lignina e prote
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Fonte: MENON et al, 2012

inas na parede vegetal
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Para maior esclarecimento, na sequencia serao descritas as fungdes e
estruturas detalhadas de cada um dos componentes que constituem o complexo

lignoceluldsico.

2.4.1 Celulose

A celulose ((CgH1005)n) € o principal componente encontrado na
parede celular vegetal, sendo um homopolissacarideo linear constituido por uma
cadeia longa de mondmeros de glicose unidas mediante ligagdes glicosidicas 3
(1—4), sendo a celobiose(dimero de glicose) sua unidade repetitiva (HA, et al., 1998;
TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Os grupos funcionais na cadeia de celulose sao os grupos hidroxilas (-
OH). Estes grupos tornam a superficie da celulose altamente hidrofilica. A cadeia de
celulose possui grupos— OH em ambas as extremidades, assim o C; tem

propriedades redutoras (HETTI, 2004), como se mostra na Figura 2.3.

Figura 2.3 - Representagdo da molécula de celulose.
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Fonte: FENGEL; WENEGER, 1989.

Sua estrutura completamente linear possui uma forte tendéncia para
formar ligagées de hidrogénio intramoleculares (entre grupos hidroxila da mesma
molécula) e intermoleculares (entre grupos hidroxilas de cadeias adjacentes),
levando a formagao de uma estrutura cristalina resistente (microfibrilas), como se
mostra na Figura 2.4. (HA, et al., 1998; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).
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Figura 2.4 - (A) Microfibrila de celulose, (B) Arranjo da fibrila elementar de celulose, (C) Rede
conformada pelas ligagdes intra e intermoleculares.

A Microfibrila de celulose
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Fonte: HIMMEL et al, 2007.

Na figura 2.4b é mostrada a constituicdo da fibra elementar de celulose
constituida por cadeias de celulose contendo trés grupos de: (vermelho) seis cadeias
totalmente cristalinas, (verde) 12 cadeias subcristalinas que apresentam um
pequeno grau de desordem e grupo C3 é constituido por 18 cadeias de celulose que
apresentam um maior grau de desordem. A figura 2.4c representa as cores
vermelhas representam as ligagcdes de hidrogénio intra e intermoleculares.

Como resultado do arranjo das cadeias de celulose nas microfibrilas,
estas possuem regides cristalinas e amorfas, sendo que a maior parte da celulose
estda na forma cristalina. Consequentemente, as celulases (enzimas hidroliticas)

7

hidrolisam mais facilmente a por¢ao amorfa de celulose que é mais acessivel,
enquanto que a regido cristalina € mais resistente a hidrélise enzimatica
(TAHERZADEH; KARIMI 2008).

A celulose esta disponivel em correntes de residuos na forma de
lignocelulésicos, ou parcialmente purificada na forma de papéis ou celulose pura,
tais como algodao, ou misturado com outros materiais, por exemplo, nos residuos

citricos.
2.4.2 Hemicelulose

Hemicelulose, segundo polissacarideo mais comum na natureza, € um
heteropolimero formado por uma estrutura amorfa e variavel de hexoses (D-glucose,
D-galactose e D-manose), pentoses (D-xilose e L-arabinose) e &acidos urdnicos

(acido  D-glucurénico, acido D-galacturénicoe acido metil galacturdnico)
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(MENON;RAO, 2012). Na Figura 2.5 sdo mostradas as estruturas quimicas destes
componentes.

Sua cadeia linear principal (espinha dorsal) € composta principalmente
de xilana, constituida pela condensacao de 90% de D-xilose e aproximadamente
10% de L-arabinose, unidas entre si mediante ligagbes B (1—4)-.Suas ramificagdes
podem variar dependendo da natureza e da fonte de matérias-primas(LIMAYEM,;
RICKE, 2012).

Estes polissacarideos estdo ligados entre si através de ligagcdes
covalentes e ligacbes de hidrogénio, como também podem estar associados
guimicamente a lignina ou as proteinas mediante ligagcdes cruzadas(VAN ZYL, et al.,
2011).

Figura 2.5 - Estruturas quimicas dos componentes da hemicelulose
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Fonte: FENGEL; WENEGER, 1989

Em contraste com a celulose, que possui uma estrutura cristalina e
resistente, a hemicelulose tem uma forma aleatdria, amorfa e estrutura ramificada
pouco resisténcia a hidrdlise, sendo mais facilmente hidrolisadas a seus
componentes monoméricos na presencia de acidos(TAHERZADEH; KARIMI, 2008).
2.4.3 Lignina
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A lignina é um dos principais componentes da biomassa vegetal;
possui natureza aromatica, hidrofébica e muito complexa, formada por unidades de
fenilpropano, as quais sao derivadas da polimerizagdo oxidativa de trés alcodis
precursores (Figura 2.6):alcool trans-coniferilico, alcool trans-p-cumarilico e alcool
trans-sinapilico (CURVELO 1992, HETTI 2004).

Esta macromolécula aromatica possui um peso molecular de 10.000
Da e se encontra ligado através de ligagdes covalentes as xilanas (polimeros de
hemicelulose), atribuindo um alto grau de rigidez e compactacado a parede celular
vegetal (LIMAYEM; RICKE, 2012).

Figura 2.6 - Estrutura dos alcodis precursores da lignina

CHEDH (3|-|2th CHQDH
Vs Y P
CH.0 QCH
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Alcool p-cumaril Alcool coniferil Alcool sinapil

Fonte: THEANDER et al 1993.

A lignina é o componente mais recalcitrante da parede celular vegetal,
e quanto maior a proporgao de lignina, maior a resisténcia a degradacéo quimica e
enzimatica. Sua fungcdo na parede celular vegetal é servir como o principal sistema
de defesa da planta a microrganismos patdogenos e insetos (TAHERZADEH;
KARIMI, 2008; LIMAYEM; RICKE, 2012).

2.4.4 Extrativos e Cinzas

Junto aos componentes da parede celular encontram-se numerosas
substancias de baixo peso molecular que possuem diferentes composicdes
quimicas, chamadas extrativos, ja que podem ser extraidos em agua ou em

solventes organicos.
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Os extrativos mais comuns encontrados nos vegetais sdo: acidos
graxos, ceras, terpenos, 6leos essenciais, compostos aromaticos (aldeidos, acidos,
alcoois, flavonoides, quinonas e taninos) e sacarose residual (WOLF, 2011).

As cinzas sao compostos inorganicos que desempenham um
importante papel no metabolismo das plantas. Sdo constituidas basicamente por
célcio, potassio, manganés, sulfatos, carbonatos e silicatos (CURVELO, 1992).

Estes componentes representam aproximadamente entre 5-20% de
todo o material lignocelulésico,e varia dependendo de cada espécie (FENGEL;
WEGENER, 1989).

2.4.5 Proteinas

A parede celular vegetal contém proteinas estruturais que realizam um
papel importante na arquitetura da parede por meio de ligagbdes cruzadas com outros
componentes. Dentre elas, a proteina melhor descrita é a extensina, que constitui
aproximadamente 5% da camada primaria dos vegetais dicotiledénios. E uma
glicoproteina constituida de cerca de 40% de hidroxiprolina e outros aminodacidos,
lisina, serina e tirosina. Este ultimo esta envolvido em ligagdes cruzadas com
compostos fendlicos, contribuindo para a insolubilidade da proteina na parede (DA-
SILVA et al, 1997; WALDRON et al, 2003).

As proteinas encontradas na parede celular podem ser divididas em
trés classes estruturais. Na primeira classe encontram-se as extensinas,
glicoproteinas basicas ricas em hidroxiprolina, serina, tirosina e lisina.Na segunda
classe estdo as proteinas ricas em glicinas que s&o caracterizadas pela
repetitividade Gly-X, em que X frequentemente é glicina. E por ultimo encontram-
seas proteinas ricas em prolina e hidroxiprolina que contém unidades repetidas de
Pro-Pro-Val-X-Lys, em que X frequentemente é histidina, tirosina ou glicina(SEIBEL
e BELEIA, 2008)

A proteina da casca da soja, assim como a do farelo de soja, € uma
fonte rica de lisina (0,71 a 0,72% em base seca).No entanto, esta apresenta baixas
concentragdes de metionina e cistina (0,30 a 0,33%, base seca) (CUNNINGHAM, et
al., 1993)
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2.4.6 Pectinas

As pectinas sédo os principais componentes da lamela média e um dos
principais polimeros da parede celular vegetal. Sdo constituidas basicamente de
acido D-galacturdnico, arabinose, ramnose e galactose. Este carboidrato complexo
pode ser divido em trés grandes grupos: homogalacturonanos (Figura 2.7),
ramnogalacturonanos e xilogalacturonanos.O primeiro deles possui uma espinha
dorsal constituida por acidos galacturénicos unidos entre si por ligagdes glicosidicas
o—1-4.. A massa molecular das pectinas pode variar de 50.000 a 150.000 Da,
dependendo do tipo de extracdo e do material de origem (MONSOOR; PROCTOR,
2001; SEIBEL, 2008; GUILLOTIN, 2005).

Figura 2.7 - Estructura dos homogalacturonanos

CDOCH3 CDOCH3 COOCHa EOOH

C‘.DUH
o) o, i
Fonte: GUILLOTIN, 2005

As pectinas estdo ligadas as hemiceluloses mediante ligagdes
cruzadas,formando uma rede tridimensional (gel hidratado) que une em conjunto
aos componentes da parede celular, proporcionando rigidez a estrutura primaria dos
vegetais. Esta formacdo de gel € causado por ligagdes de hidrogénio entre grupos
carboxilas livres das moléculas de pectina com os outros grupos hidroxilas das
moléculas adjacentes (GUILLOTIN, 2005).

2.5 Enzimas

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos, constituidos por longas
cadeias de moléculas pequenas chamadas aminoacidos que se encontram unidos
por ligacdes peptidicas covalentes. Portanto, quimicamente, a maioria das enzimas
sdo proteinas com atividade catalitica, com excecdo de um grupo de moléculas de
RNA que possuem propriedades cataliticas. Sua atividade catalitica depende das

caracteristicas estruturais das proteinas (LENINGHER et al., 1995).
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A estrutura tridimensional (estrutura terciaria) das enzimas determina
seu elevado grau de especificidade ao substrato, sendo capazes de distinguir
moléculas com estruturas muito semelhantes.

Estes biocatalisadores sdo produzidos por células vivas (animal, planta
e microrganismos), e geralmente atuam em condicbes moderadas de pH,
temperatura € na auséncia de substancias quimicas que possam causar sua
desnaturagao (LENINGHER et al., 1995).

As enzimas podem estar associadas a lipidios e/ou carboidratos e
podem conter componentes nao protéicos cataliticamente ativos, chamados
coenzimas ou cofatores. Muitas delas, para serem cataliticamente ativas, necessitam
de ions metalicos, atuando como ativadores e estando diretamente envolvidos na
catélise (KENNEDY, 1987).

De acordo com o tipo de reacao que catalisam as enzimas podem ser
divididas em seis grandes grupos: 1-oxidorredutases (reag¢des de oxido-redugao), 2-
transferases (reagdes de transferéncia de grupos entre moléculas, que ndo sejam
catalisadas pelas oxidorredutases ou pelas hidrolases), 3-hidrolases (reagdes de
hidrélise, onde a agua é o receptor dos grupos transferidos), 4- liases (reagdes de
eliminagdo e adigdo de grupos, formando ou desfazendo ligagbes duplas), 5-
isomerases (reagcdoes de isomerizagdo) e 6-ligases (catalise da ligagdo de duas
moléculas com hidrélise simultanea de ATP) (KENNEDY, 1987).

2.5.1 Hidrolases

A reacado de hidrolise € caracterizada pela clivagem de uma ligacdo
quimica de uma molécula, acompanhada pela adicdo dos elementos da agua. Estas
reacdes de hidrolise acontecem no processo de despolimerizacdo enzimatica de
proteinas, carboidratos e acidos nucleicos e as enzimas que catalisam este tipo de
reacdes sao chamadas hidrolases (LENINGHER et al., 1995).

Dentre as principais hidrolases encontram-se as peptidases e as
enzimas celuloliticas que serdo usadas neste trabalho como catalisadores para a
obtencao dos hidrolisados proteicos e agucares fermentesciveis para a produgéo de

etanol.
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2.5.1.1 Proteases

Proteases sao as enzimas industriais mais importantes e representam
quase 60% do total da venda de enzimas em todo o mundo (PARAWIRA; ZVAUYA,
2012). Sao produzidas por microrganismos, plantas e animais superiores. Diferem
entre si por sua especificidade pelo substrato, sitio ativo e mecanismo catalitico,
perfis de estabilidade e atividade quanto a temperatura e ao pH (WARD, 1985).

Este grupo de enzimas comumente catalisa a hidrélise de ligagdes
peptidicas de uma proteina (Figura 2.8), mas também sdo capazes de hidrolisar
ligacoes ésteres (-COOR), tiol-ésteres (-COSR) e amidas (-CONR). A natureza do

grupo R1 ou R2 (Figura 2.8) é o maior fator diferenciador das enzimas proteoliticas.

Figura 2.8- Reacao de hidrdlise da ligacado peptidica.
ligacdo peptidica
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Fonte: TARDIOLI, 2003

A natureza dos constituintes X e Y (Figura 2.8) permite separar as
enzimas proteoliticas em endopeptidases e exopeptidases. As endopeptidases (por
exemplo, tripsina, quimotripsina e pepsina) hidrolisam randomicamente ligagbes
peptidicas no interior da cadeia polipeptidica com maxima atividade quando X e Y
sdo derivatizados (por exemplo, residuos de aminoacidos). As exopeptidases
(carboxipeptidases, aminopeptidases, dipeptidases e tripeptidases) hidrolisam
ligacbes peptidicas amino ou carboxiterminais. As aminopeptidases requerem que X
seja um grupo H e preferencialmente que Y nao seja um grupo OH. As
carboxipeptidases requerem que Y seja um grupo OH e preferencialmente que X
nao seja um grupo H. As dipeptidases e tripeptidases requerem que X e Y sejam
grupos H e OH, respectivamente (WHITAKER, 1994).

As proteases também podem ser divididas de acordo com seu

mecanismo catalitico de agdo em seis grupos: proteases de serina, proteases de
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cisteina, proteases de acido aspartico, proteases de treonina, proteases de acido
glutdmico e metaloproteases(WHITAKER, 1994).

Duas proteases comerciais foram selecionadas para a realizacao deste
trabalho: Novo Pro-D® (Novozymes) e quimotripsina (Sigma).

A Novo Pro-D® é uma preparacdo enzimatica de serina endoprotease
comercializada pela Novozymes na forma liquida, estabilizada em agua, glicerol e
acido férmico. Seu componente enzimatico principal € uma subtilisina produzida pela
bactéria Bacillus licheniformis. Esta enzima opera em condi¢cbes o6timas no pH
alcalino na faixa de 8-10 a temperaturas de 55°C-65°C (NOVOZYMES, 2011).

A quimotripsina é uma serina endoprotease obtida a partir do pancreas
de animais. Caracteriza-se por ter especificidade por residuos de aminoacidos
aromaticos, como triptofano (Trp), fenilanina (Phe) e tirosina (Tyr)(WHITAKER,
1994). Possui uma massa molecular de 23800 Da. E utilizada amplamente para
melhorar as propriedades antialergenicas em hidrolisados de proteinas do leite. As
serina proteases geralmente catalisam as hidrolises em dois passos, no qual é
formado um intermediario enzima-peptideo (ligacao covalente) gerando uma perda
de um aminoacido ou peptideo. O pH 6timo de atuacao desta enzima esta entre 7,5-
8,0. A temperatura esta entre 50-55°C (SIGMA, 2011)

2.5.1.1 Enzimas Celuloliticas

As enzimas celuloliticas, ou celulases, sédo classificadas em trés grandes
grupos, de acordo com o local de atuagdo no substrato celulésico, a saber:
endoglicanases (EnG), que clivam ligacbes internas da fibra celuldsica;
exoglicanases (ExG), que atuam na regido externa da celulose; e B-glicosidases
(BG), que hidrolisam oligossacarideos soluveis em glicose.Estas enzimas atuam de
forma sinérgica na degradacgao da celulose (KUMAR et al., 2008)

As endoglicanases (EnG |, I, Ill e V; EC 3.2.1.4) clivam aleatoriamente as
ligagdes internas da regido amorfa, liberando oligossacarideos com extremidades
livres redutoras e nao redutoras. As endoglicanases sdo também conhecidas como
carboximetilcelulases ou endocelulases. Possuem especificidades por celulose,
xiloglicanas, celulose microcristalina (Avicel) e carboximetilcelulose (CMC)(BHAT;
BHAT, 1997).
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As exoglicanases ou celobiohidrolases (CBH | e Il; EC 3.2.1.91) clivam os
segmentos expostos pela agcdo das endoglucanases, atuando na remogao das
unidades de celobiose da extremidade nao redutora da cadeia de celulose(BHAT,;
BHAT, 1997).

As B—glicosidases (EC 3.2.1.21), também conhecidas como celobiases,
catalisam a hidrdlise de residuos -D-glicose terminais ndo redutores, liberando B-D-
glicose. Apresentam ampla especificidade por B-D-glicosideos, podendo hidrolisar
também [(-galactosideos, a-L-arabinosideos e B-D-xilanosideos (BAYER, et al,
2010).

As enzimas celuloliticas sdo produzidas por uma ampla variedade de
bactérias, fungos aerébios e anaerdbios, mesdfilos e termofilos (BHAT; BHAT,
1997). Entretanto, celulases de fungos aerdébios, particularmente de Trichoderma
reesei, sao as mais estudadas em relagado as produzidas por qualquer outro grupo
fisioldgico.T.reesei produz pelo menos duas exoglicanases (CBHI e CBHII), seis
endoglicanases (EGI, EGII, EGIII, EGIV, EGV e EGVI) e duas B-glicosidases (BGLI e
BGLII) (KUMAR, et al., 2008).

Nos ultimos anos, as celulases tém atraido consideravel atencao, devido ao
seu grande potencial industrial de aplicagao, tais como, em industrias de alimentos,

téxtil, papel, combustiveis e produtos quimicos (KUMAR, et al., 2009).

2.6 Hidrdlise Enzimatica de Proteinas

Os tratamentos quimicos, mecanicos, térmicos ou enzimaticos
permitem manipular as propriedades fisico-quimicas de carboidratos e
macromoléculas, tais como as proteinas. Estas modificagdes permitem melhorar a
funcionalidade e a disponibilidade dos nutrientes, produzir hidrolisados compostos
por peptideos de tamanho definido, isolar peptideos fisiologicamente ativos e
remover sabores ou odores, assim como compostos toxicos (LAHL; BRAUN, 1994;
SGARBIERI, 1996).

Nos ultimos anos, o interesse pela hidrdlise enzimatica de proteinas e
carboidratos, alternativamente a hidrélise acida, aumentou significativamente, devido
ao fato da primeira ser conduzida em condigdes mais brandas e seguras, permitindo
a obtencdo de hidrolisados proteicos sem a formagao de produtos indesejaveis
(SARMADI; ISMAIL, 2010).
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A hidrélise de proteinas gera peptideos de tamanhos variados.
Dependendo do grau de hidrolise estes peptideos podem conter de 2 a 20
aminodacidos e massa molecular menor que 6.000 Da .O grau de hidrdlise (GH) é a
medida da extensdo da degradagao hidrolitica de proteinas e é considerado o meio
mais pratico e conveniente para controlar o processo de hidrolise (NISSEN, 1986).

A composicao e a sequéncia de aminoacidos podem afetar a atividade
dos biopeptideos. Assim, certos peptideos podem desempenhar varias fungées no
organismo, tais como, opiaceos, adsor¢cdo de minerais, atividade antimicrobiana,
antioxidante, antitrombotica, hipocolesterolémico e fungbes anti-hipertensivas. Além
disso, em varios peptideos tém sido encontrada propriedades multifuncionais
(SARMADI; ISMAIL, 2010).

A disponibilidade de proteases industriais, produzidas principalmente
por bactérias e fungos, permitiu a producado de hidrolisados de proteinas em larga
escala. A maioria destes hidrolisados sdo obtidos a partir de proteinas do leite e da
soja, embora outras fontes, como carne, peixe, ovos, cereais e proteinas vegetais
tém sido utilizadas (VILLANUEVA et al, 1999).

Villanueva et al., (1999) estudaram a hidrolise enzimatica das proteinas
das sementes de girassol e caracterizaram o hidrolisado produzido pela agao
sequéncial de uma endopeptidase (Alcalase®) e de uma exopeptidase
(Flavourzyme®). A utilizagdo combinada destas proteases rendeu um grau de
hidrélise de 54,2% em 3 h de reagao, e um aumento na solubilidade das proteinas,
aproximadamente 90% em uma faixa de pH de 2,5 a 7,0.

Por seu alto teor de proteina, a soja é o vegetal mais utilizado para a
obtencao de proteinas isoladas. As principais proteinas da soja (acima de 85%, base
massica) sao a [-conglicinina e a glicinina. Outras proteinas secundarias ou
glicoproteinas incluem lipoxigenases, lectinas, inibidores de tripsina e amilases. A
glicinina ndo contém nenhum carboidrato associado, enquanto a conglicinina € uma
glicoproteina contendo aproximadamente 4% de carboidratos (principalmente
porcdes de manose) (GIBBS, et al., 2004).

Recentemente, Miranda (2012) estudou a possibilidade de utilizagdo do
processo de hidrolise proteica no desenvolvimento de um produto proteico de soja
de alto valor agregado e baixo custo de obtengédo para aplicagdo em dietas para
animais nobres. Para a producado dos hidrolisados protéicos foram testadas dois

complexos enzimaticos comerciais Alcalase e Novo-ProD®. O melhor grau de
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hidrolise (19%) foi obtido usando uma concentragéo de 1% de Novo-ProD® a uma
temperatura de 60°C e pH 9,0 por 3h. No entanto, em experimentos realizados em
escala piloto a uma temperatura de 55°C, pH 9,0 com o mesmo tempo de hidrolise
foi obtido um grau de hidrolise de 15%, com 70% de peptideos menores que 5.732
Da.

Muitos estudos tém demonstrado que a hidrélise enzimatica de proteinas de soja
melhora as suas propriedades funcionais e nutricionais em produtos alimentares.
Esses estudos motivaram modificacbes genéticas das proteases para melhorar
ainda mais as propriedades funcionais das proteinas isoladas da soja, como a
solubilidade, capacidade de emulsificacdo e capacidade de formagao de gel
(NIELSEN, 1997).

Tratamentos mecanicos e térmicos causam desnaturagdo em
proteinas, resultando em menor solubilidade, perda da atividade biolégica e aumento
de interagdes proteina-proteina ou interagdes de proteina com outras substancias,
tais como, lipidios, carboidratos e minerais.

As proteinas de soja, dlicinina e [-conglicinina podem ser
seletivamente hidrolisadas usando SPI in natura como substrato, aproveitando as
condicbes de desnaturacdo de cada proteina. Uma possivel hipotese (Figura 2.9)
para explicar esta protedlise seletiva foi feita por Tsumura (2009). Quando SPI in
natura, constituido de glicinina e B-conglicinina nativas, é submetido a uma condi¢ao
especifica, tal como, pH acido (1,5 a 2,5) ou temperatura elevada (cerca de
70°C),ocorre a desnaturagdo seletiva de de glicinina ou [p-conglicinina,
respectivamente. Assim, enquanto a fragdo desnaturada pode ser facilmente
hidrolisada por alguma protease, a outra fragdo pode ser resistente a essa hidrdlise,
resultando em uma protedlise seletiva. Desta forma, a desnaturagéo de glicinina ou
B-conglicinina pode desempenhar um importante papel na protedlise seletiva.
Resultados obtidos por estes pesquisadores confirmaram que a presenga deSPI in
natura é necessaria para a protedlise seletiva, enquanto que a especificidade das

proteases utilizadas ndo é necessariamente importante
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Figura 2.9 - Representagdo esquematica da protedlise seletiva do SPI nativo.
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Hidrélise de proteinas da soja, seja no seu estado natural ou
processada na forma de farelo, € amplamente reportada na literatura (MIRANDA,
2012; FISCHER 2006; SUN, 2011). Entretanto, vale destacar que até onde se
sabe, ndo ha trabalhos reportados sobre recuperacdo de proteinas da casca de

soja por meio de hidrélise enzimatica.

2.7 Pré-tratamentos

A producédo de etanol a partir da biomassa lignocelulésica compreende
quatro etapas principais: pré-tratamento, hidrolise enzimatica e/ou acida da celulose
ou hemicelulose, fermentagdo por microrganismos dos acgucares liberados, e
finalmente, recuperacao e purificacdo do etanol para atender as especificagdes do
combustivel.

A tarefa de hidrolisar o material lignoceluldésico aos monossacarideos
fermentesciveis é ainda um problema tecnoldgico porque a degradagdo enzimatica
da celulose é dificultada por varios fatores relacionados a estrutura do complexo
lignoceluldsico, tais como, cristalinidade, porosidade e revestimento da celulose por
lignina. Devido a estas caracteristicas estruturais, o pré-tratamento é uma etapa

essencial para a obtencdo de acgucares monoméricos durante a hidrdlise da
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celulose. Neste contexto, o objetivo do pré-tratamento é quebrar a barreira protetora

de lignina e romper a estrutura cristalina da celulose, tornando assim os carboidratos

mais acessiveis as enzimas a fim de aumentar o rendimento de acucares

fermentesciveis(MOSIER, et al., 2005; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

De acordo com Yang e Wyman (2008), um pré-tratamento eficiente e
econdmico deve atender aos seguintes requisitos:

e Minima necessidade de produtos quimicos nas etapas subsequentes de
neutralizagao e condicionamento de pré-fermentacéao;

e Evitar a moagem da biomassa, ja que este processo implica em um alto custo de
energia;

e Alcangar altos rendimentos de acgucares fermentesciveis sem nenhuma
degradacéo de carboidratos;

e A concentracdo de agucares das operagdes combinadas de pré-tratamento e
hidrdlise enzimatica deve estar acima de 10% para assegurar que as
concentragdes de etanol sejam adequadas;

¢ Uso de reatores de pré-tratamento de baixo custo, com condi¢gdes moderadas de
operacgao;

e Recuperagdo da lignina e outros componentes a fim de serem utilizados na
produgao de subprodutos de alto valor agregado;

¢ Minimizar a demanda de calor e energia ou permitir que a energia utilizada seja
integrada termicamente com o resto do processo;

e Evitar a formacédo de produtos de degradacdo de acgucares e lignina que sao
inibitérios para a hidrélise e fermentacgao;

e Obtengao de celulose altamente digestivel com rendimentos superiores a 90% na
hidrélise enzimatica em um tempo de trés dias e com baixas cargas de celulase
(inferior a 10 FPU / grama de celulose).

Um pré-tratamento universal € dificil imaginar, devido a diversidade de
matérias-primas (biomassas diferentes).Portanto, se faz necessario adotar uma
adequada tecnologia para o pré-tratamento de um determinado material
lignoceluldsico. De acordo com as forgas que atuam ou com o tipo de energia
consumida no processo, os pré-tratamentos podem ser classificados basicamente

em bioldgicos, fisicos, quimicos ou combinados.
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2.7.1 Pré-tratamentos fisicos

Pré-tratamento fisico consiste basicamente na redugdo do tamanho
das particulas e da cristalinidade do complexo lignocelulésico, a fim de aumentar a
superficie especifica e reduzir o grau de polimerizacdo, de modo que as celulases
possam ter acesso aos materiais da parede celular com menor interferéncia da
lignina e da hemicelulose. Um exemplo, € a moagem da biomassa seca que implica
um gasto intensivo de energia e n&o se torna pratico em grande escala.Neste pré-
tratamento, a maior parte da lignina, xilana e celulose permanecem na fase
solida(TAHERZADEH e KARIMI, 2008; ZHU, 2008).

2.7.2 Pré-tratamentos biolégicos

O pré-tratamento biolégico utiliza enzimas ou microrganismos para
produzir agucares simples dos polimeros de carboidratos com minima moagem
mecanica da biomassa. No entanto, o inconveniente principal de aplicar o pré-
tratamento bioldgico é a baixa velocidade de hidrélise em comparagdo com os pré-
tratamentos térmicos ou quimicos (SUN e CHENG, 2002).

A degradacéao da lignina pela agédo de fungos brancos € considerada o
pré-tratamento biolégico mais eficaz para materiais lignocelulésicos. Essa
degradacédo ocorre através da acao de enzimas que degradam a lignina, tais como
peroxidases e lacases(KUMAR, et al., 2009).

Estudos recentes tém demonstrado a viabilidade do pré-tratamento por
fungos para melhorar a digestibilidade enzimatica em diversas fontes de biomassa,
tais como, palha de milho (XU, et al., 2010), palha de trigo(DIAS, et al., 2010), palha
de arroz (BAK, et al., 2009), e biomassa lenhosa (YU, et al., 2009).

2.7.3 Pré-tratamentos quimicos

Pré-tratamento quimico € o método mais utilizado na atualidade. A
biomassa é pré-tratada por meio de acido ou base, geralmente em combinagdo com
calor e/ou pressdo. Muitos catalisadores tém sido utilizados na conversdao da
biomassa, incluindo acidos concentrados e diluidos, liquidos ibnicos, explosao a

vapor, alcalis, solventes organicos e amoénia.
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Hidroxidos de soédio, potassio, calcio e amébnio sdo os catalisadores
mais comuns usando nos pré-tratamentos alcalinos. NaOH produz um aumento da
superficie interna da celulose, diminuindo o grau de polimerizagéo e cristalinidade, o
que provoca a desestruturagao da lignina. No entanto, o principal objetivo dos pré-
tratamentos acidos € solubilizar a fragdo hemiceluldésica da biomassa para tornar a
celulose mais acessivel as enzimas. A hidrélise com acido diluido é provavelmente o
metodo mais comumente aplicado entre os métodos de pré-tratamentos quimicos.
Este pode ser usado tanto como um pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos
prévio a hidrolise enzimatica, ou como hidrolise para a obtencdo dos agucares
fermentesciveis (MOSIER, et al., 2005; TAHERZADEH; KARIMI, 2008). A Figura
2.10 ilustra o efeito do pH (pré-tratamento acido ou alcalino) sobre os componentes

principais do material lignocelulésico.

Figura 2.10 - Modelo da parede celular que mostra o efeito geral do pH sobre a solubilizagdo de
hemicelulose e lignina.
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Fonte: Adaptacdo de GARLOCK et al, 2011.
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Dentre os tratamentos acidos, o pré-tratamento com acido sulfurico
diluido € o mais amplamente usado em diversas biomassas lignoceluldsicas, tais
como, residuos de milho e arroz (TORGET, et al., 1991; SUMPHANWANICH, et al.,
2008 ,), palha de cevada (PANAGIOTOPOULOS et al, 2012), madeiras (NGUYEN,
et al., 2000) residuos de mango, de pino e bagago de cana (HERNANDEZ, et al.,
2012) Em 2005, Fogel et al, estudaram a otimizagao de hidrélise acida de Bagaco
de cana para a produgéo de xilitol por Candida guilliermondii, eles encontraram que

para uma relacéo 1:4 (solido-liquido) foi possivel atingir uma concentragdo maxima
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de 57.25 g/L de xilose, usando acido sulfurico 3%, temperatura de 120°C, 40
minutos e pressao de 1 atmosfera.

Recentemente, Chen et al. (2012) estudaram as carateristicas da
hidrélise do bagagco de cana pré-tratado por uma solugéo diluida de acido em um
ambiente irradiado por microondas. A biomassa foi submersa em uma solugao
diluida de acido sulfurico a 180°C durante 30 min, variando a concentracdo de 0 a
0,02 molL™ Eles encontraram que cerca de 40-44% em peso de bagaco é
degradado a partir do pré-tratamento e aproximadamente de 80-98% da
hemicelulose é hidrolisada. No entanto, a celulose cristalina e lignina nao foram
afectados pelo pré-tratamento. Os resultados indicaram que usando uma
concentracédo de acido de 0,005 molL™ foi possivel obter rendimentos maximos de
xilose e glicose, com minima selectividade furfural.

O pré-tratamento acido para a remocao da hemicelulose da casca de
soja tem sido estudado por diversos autores (CORREDOR, et al., 2008; CASSALES,
et al., 2011). Recentemente, Casales et al (2011) estudaram a otimizagdo da
hidrolise acida da casca de soja. A cinética de hidrdlise mostrou que a melhor
condigédo para a recuperagao dos agucares foi 153°C, H.SO4 1,7% (m/m) e 60min,
atingindo uma eficiéncia de 87%. Usando 118°C, H,SO4 2,7% (m/m) e 40min,
obtiveram 59% de hidrdlise, com uma concentragdo baixa de compostos toxicos (< 4
g/L), mantendo constante a razdo sélido/liquido (1:10). No entanto, uma diversidade
de pré-tratamentos tem sido empregada para a produgédo de etanol a partir de esta
biomassa lignoceluldésica. A Tabela 2.3 resume o0s principais pré-tratamentos da

casca de soja reportados na literatura, visando a obtencéo de etanol.

Tabela 2.3 - Pré-tratamentos realizados para a obtengéo de etanol da casca de soja

Autores Karuppuchamy et Lamsal et al, Yoo et al, Mielezet al, Casales et
al, 2009 2010 2011 2009 al, 2011
Pré-tratamento Extrusdo Extrusdo Acido SSF sem Acido
Micro-ondas Alcalino Pré-tratar
Extrusédo

SSF = Sacarificagédo e fermentacao simultanea

Dentre os varios pré-tratamentos quimicos utilizados, o pré-tratamento
por organossolve se destaca como uma estratégia promisséria na produgédo de
etanol a partir de materiais lignocelulésicos. Neste processo, o material
lignoceluldsico é suspenso e aquecido com uma mistura de solvente orgéanico e

agua, para dissolver a lignina e parte da hemicelulose, deixando a celulose
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disponivel para o ataque enzimatico. Dentre os varios solventes organicos
utilizados,destacam-se metanol, etanol, acetona, etilenglicol e alcool tetra-
hidrofurfurilico. Além dos solventes, um catalisador pode ser adicionado para reduzir
a temperatura de operagdo ou para reforgar o processo de deslignificagao.
Comparado a outros pré-tratamentos quimicos, a principal vantagem do processo
organossolve é a recuperagdo de lignina com uma pureza relativamente alta
(PAPATHEOFANOUS, et al., 1995; TAHERZADEH; KARIMI, 2008; ALVIRA, et al.,
2010).

O etanol é o solvente mais usado no processo organossolve, embora
ele cause inibicdo das enzimas celuloliticas. Portanto, este deve ser removido da
fracdo solida antes da hidrolise enzimatica. Um estudo recente (WOLF, 2011)
avaliou diferentes condi¢cdes operacionais de pré-tratamento organossolve do
bagaco de cana, seguido ou nao de deslignificagao alcalina, catalisado ou ndo com
acido, visando a aplicacdo da celulose para produgdo de etanol e da xilana para
producdo de xilooligossacarideos (XOS). A melhor condicdo encontrada para a
recuperagcao da xilana foi 170°C/60min/50% etanol o que representou um
rendimento de 75% com relagéo a xilana inicial do bagago. As analises deste licor
negro indicaram a presencia de 54,5% de xilooligbmeros e apenas 2% de xilose. No
entanto, nesta condicao também foi possivel recuperar 67% da lignina .

De acordo com o exposto anteriorente existe uma ampla gama de pré-
tratamentos que podem ser aplicados a extensa variedade de material

lignocélulosico para a produg¢do de etanol de segunda geracéo,.

2.8 Hidrodlise de celulose

O processo de producédo de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos
requer uma etapa de hidrolise da celulose e hemicelulose, expostas apos a etapa de
pré-tratamento, para a obtencéo dos acucares fermentesciveis xilose e glicose.

A celulose pode ser decomposta hidroliticamente em glicose na
presenca de catalisadores enzimaticos ou acidos. A hidrdlise com acidos diluidos é
altamente eficiente, no entanto, requer temperaturas elevadas (200-240°C) para
alterar a estrutura dos cristais de celulose. Além disso, é sabido que este tipo de
hidrolise também causa degradagcdo das pentoses e hexoses, resultando em

elevadas concentragées de compostos toxicos (HMF e fendlicos) que inibem os
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microrganismos usados na fermentagdo (ALMEIDA et al., 2007; SUN; CHENG,
2002). Outras desvantagens que podem ser citadas para este processo é a
recuperagao do acido, a neutralizagao do hidrolisado e a utilizagado de equipamentos
caros que sejam resistentes a corrosdo. Neste contexto, a hidrélise enzimatica é
uma alternativa atraente por ser conduzida em condi¢bes brandas (45-50°C, pH 4,8),
evitando problemas de corrosdo e formacdo de compostos inibidores (DUFF,;
MURRAY, 1996; MOSIER, et al., 2005; LIMAYEM; RICKE, 2012)).

A sacarificagdo enzimatica da celulose é geralmente descrita como um
sistema de reacdo heterogénea em que celulases em um ambiente aquoso reagem
com a celulose insoluvel, que contem regides cristalinas e amorfas (ARANTES;
SADDLER, 2010).

Em 1985, Coughlan utilizou o termo 'amorphogenesis' para sugerir um
possivel mecanismo (Figura 2.11)que descreve a dispersdao, ou delaminagdo do
substrato celuldsico, resultado numa reducédo no grau de cristalinidade e na criagdo
de uma maior area superficial através do aumento da superficie reativa interna,
enquanto estas fibrilas permanecem molecularmente inalteradas (amorphogenesis).
Neste sentido, a hidrdlise enzimatica de celulose estaria constituida por trés etapas:
adsorgdo das enzimas celuloliticas a superficie da celulose, biodegradagcéo da
celulose a acucares fermentesciveis e,finalmente,dessor¢cao das celulases. Assim,
para que as celulases possam hidrolisar de forma eficiente os substratos celuldsicos,
elas devem primeiramente ser capazes de acessar as cadeias de celulose que estao
firmemente empacotadas na forma de microfibrilas insolivel e recobertas de
hemicelulose e lignina. Uma vez que a rede de celulose esta acessivel as enzimas, a
acao sinérgica de endo e exoglucanases promovem a fragmentagcao das moléculas
acessiveis de celulose a celo-oligossacarideos (moléculas de celulose com um grau
de polimerizagcao de menos de 6 unidades) (Figura 2.11b), que sédo rapidamente
hidrolisadas em sua maior parte em celobiose (Figura 2.11c)(SUN; CHENG, 2002;
ARANTES; SADDLER, 2010).
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Figura 2.11 - Mecanismo proposto para amorfogenesisda celulose / despolimerizagédo por celulases

ideos soluveis

GP- Grau de polimerizacao

Fonte: ARANTES et al, 2010

Embora a hidrélise enzimatica seja conduzida nas condigbes 6timas de
operagéao (pH, temperatura, carga enzimatica, relagéo sélido-liquido), esta pode ser
afetada por diversos fatores. Os principais fatores que limitam a hidrdlise enzimatica
da celulose podem ser divididos em trés categorias gerais (Figura 2.12):

1. Caracteristicas do substrato, como barreira da lignina e area superficial
acessivel;
Adsorcao e sinergismo de enzimas;
Presenca de compostos inibidores, tais como, acucares e acidos organicos.

A Figura 2.12 apresenta um resumo com as principais estratégias
sugeridas por Huang, et al. (2011) para minimizar a influéncia dos fatores limitantes

na hidrolise enzimatica da celulose.
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Figura 2.12 - Os principais fatores que limitam a hidrélise da celulose e correspondentes estratégias
ou métodos para minimizar suas influéncias
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- Cristalinidade - Adsorgdo
-Accesabilidade -Sinergismo

Complexos multi-enzimaticos
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Engenharia genética
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Fonte: HUANG et al, 2011

2.9 Fermentacgao alcodlica de glicose

A biomassa sacarificada é utilizada para a fermentagéo por
varios microrganismos. No entanto, a utilizagédo industrial para produgéo de bioetanol
a partir de materiais lignocelulésicos é dificultada pela falta de microrganismos que
possam fermentar eficientemente tanto pentoses e hexoses. A fermentagcdo é
promovida por microrganismos aerobiamente cultivados em meio composto de
glicose e nutrientes inorganicos (MADHAVAN, et al., 2012; TALEBNIA et al., 2010 ).

Figura 2.13 - Processo de fermentacéo ao nivel celular
ADP ADP JavE]

Glicose

; 2 Piruvato
NAD* co,
MNAD* o,

"= 2 Acetaldeido

2 Etanol

Fonte: Estrella Mountain

O objetivo primordial da levedura, ao metabolizar aerobiamente o

acucar é gerar uma forma de energia (ATP, adenosina trifosfato) que sera
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empregada na realizagdo dos diversos trabalhos fisiolégicos e biossinteses,

necessarios a manutencado da vida, crescimento e multiplicacdo, para perpetuar a

espécie. O etanol e o0 CO; resultantes se constituem tao somente produto de

excrecao sem utilidade metabdlica para a célula em anaerobiose (Figura 2.13).

A transformacgédo do acucar (glicose) em etanol e CO, envolvem 12
reacdes em sequéncia ordenada, cada qual catalisada por uma enzima especifica. A
levedura Saccharomyces cerevisiae um microrganismo aerobio facultativo, ou seja,
tem a habilidade de se ajustar metabolicamente tanto em condi¢cdes aerdbicas e
anaerobicas. Assim, quando uma porgcao do agucar € transformada em biomassa,
CO, e H,O em aerobiose, a maior parte & convertida em etanol e COzem
anaerobiose, processo denominado fermentagao alcodlica (LIMA, BASSO;AMORIN,
2001).

No processo de fermentacdo alcodlica dos acucares hidrolisados a
partir de materiais lignoceluldsicos, os microrganismos podem ser inibidos por uma
série de compostos quimicos, produtos da degradagcdo dos componentes do
complexo lignoceluldsico gerados nas etapas de pré-tratamento e hidrolise acida.
Estes produtos inibidores (Figura 2.14) se agrupam em trés categorias principais
(ALMEIDA, et al., 2007):

(i) Derivados de furano: compreende basicamente os compostos de furano 5-
hidroximetil-2-furaldeido (HMF) e 2-furaldeido (furfural) que sao formados pela
desidratacao de hexoses e pentoses, respectivamente.

(i) Acidos alifaticos de baixa massa molecular: acido acético, féormico e levulinico
sdo os acidos fracos mais comumente encontrados nos hidrolisados
lignocelulésicos. O acido acético € formado pela desacetilacdo
dahemicelulose, enquanto os acidos formico e levulinico sdo produtos de
degradacdo do HMF. No entanto, o acido férmico pode ser adicionalmente
formado a partir de furfural sob condigdes acidas e temperaturas elevadas.

(i)  Compostos fendlicos: este grupo de inibidores inclui uma vasta gama de
compostos aromaticos e poliaromaticos,originados a partir da degradacéo da

lignina e dos carboidratos durante a hidrolise acida.
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Figura 2.14 - Composicdo média da biomassa lignoceluldsica e os principais produtos de hidrolise e
compostos inibidores derivados dos pré-tratamentos
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Fonte: ALMEIDA et al, 2007.

Além dos compostos citados acima, os produtos provenientes do
processo de fermentacgéo, tais como etanol, acido acético, glicerol e acido lactico,
também podem inibir a agdo do microrganismo (OLSSON; HAHNHAGERDAL,
1996).

Os processos geralmente utilizados na fermentagdo do hidrolisado
lignocelulésico sao sacarificagcdo e fermentagcdo simultdnea (SSF) e hidrdlise
separada e fermentacao (SHF). Convencionalmente, na produgao de etanol tem sido
empregado o processo SHF, no entanto, a SSF resultaria ser um método mais
eficiente, ja que este pode melhorar a produgcdo de alcool devido a redugado da
inibicdo pelo produto final e eliminar a necessidade de reatores separados. Na
tabela 2.4 se resume as principais caracteristicas e vantagens dos processos SSF e
SHF.

Tabela 2.4 - Comparacao entre os principais processos de fermentagao

Processo de Fermentagao Carateristicas e vantagens LimitagGes

Sacarificagao e fermentagao -Baixo custo -Condigdes otimas distintas de
temperatura para a hidrélise

-Altos rendimentos de etanol N <
enzimatica e fermentagéo.

devido a remogao dos produtos
inibidores formados na
sacarificagao

-Reducéo do numero de reatores.

simultanea

Hidrolise e fermentagao -Cada etapa pode ser processada

nas condigdes 6timas de operagao

-Os produtos finais da hidrélise
causam inibicdo das enzimas,
reduzindo o rendimento de etanol.

-Possibilidade de contaminagao
devido ao extenso tempo do
processamento.

separadas

Fonte: SARKAR et al, 2012
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material
A Casca de soja (CS) foi doada pela IMCOPA Imp. Exp. Ind. De Oleo
S.A (Araucaria, PR); Novo-ProD®(protease Subtilisina de Bacillus licheniformis, com
atividade declarada de 16 KNPU-S/g) foi doada pela Novozymes Latin America Ltda
(Araucaria, PR); Acellerase® 1500 de Trichoderma reesei foi doada pela Genencor®
(Palo Alto, CA); quimotripsina (SIGMA); levedura Saccharomyces cerevisiae
(fermento de panificacdo Fleischmann) foi adquirida no comércio local. Os reagentes
e padrdes utilizados foram:
e Acido acético (Quemis )
e Acido férmico (Quemis)
¢ Acido glucurénico (Sigma)
e Acido galacturdnico (Sigma)
¢ Acido sulfurico (Quemis )
e Celobiose (Fluka)
e Arabinose (Sigma)
e Furfural (Sigma-Aldrich)
e Glicose (Synth)
e HMF (Sigma)
e Sulfato de Cobre (Quemis)
e Sulfato de Potasio (Quemis)
e Hidréxido de sédio (Quemis)
e Extrato de levedura (Acumedia )
e Acido Bérico (Quemis)
e Sulfato de Magnésio (Synth)
e Uréia (Synth)
e Xilose (Synth)

Os equipamentos utilizados para a determinacao experimental foram:
e pH Stat Titrino modelo 718;
¢ Balanca analitica da marca Denver Instrument com precisédo de = 0,001 g;

¢ Autoclave vertical modelo 103 da marca Fabbe-Primar;
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e Balanga da marca Gehaka precisdo de + 0,01 g;

¢ Banho termostatizado modelo MA-184 da marca Marconi com precisao de + 0,01
°C:

e Centrifuga 5810R da marca Eppendorf;

e Cromatdgrafo Shimadzu LC-10AD;

e Espectrofotdmetro UV-Visivel Ultrospec 200 da marca Pharmacia Biotech;

e Estufa de secagem da Nova Etica;

¢ Incubadora Refrigerada MA-830 da marca Marconi;

e Balanga determinadora de umidade ID-50 versao 1.8 da marca Marte;

¢ Medidor de pH 7102 da marca Orion.

3.2 Métodos

3.2.1 Determinacgao do teor de Umidade

O teor de umidade da casca de soja foi determinado usando uma
balanga de secagem automatica da marca Marte — modelo ID50 a partir de 1 g de
solido aquecido com uma fonte de calor infravermelho até atingir uma temperatura
constante de 105°C. Para realizar a caracterizagdo do material lignocelulésico foi
necessario secar previamente as amostras até uma umidade de aproximadamente
10%.

3.2.2 - Caracterizagdo Quimica da Biomassa Lignocelulésica

Foram realizadas analises para determinar a composi¢cdo quimica em
base seca (cinzas, extrativos, analise de carboidratos, lignina soltuvel e insoluvel) da
casca da soja (CS) in natura, ap6s hidrélises das proteinas e pré-tratamentos
quimicos (todos secos até aproximadamente 10% de umidade), seguindo a
metodologia de Rocha et al. (1997), validada para o bagago de cana por Gouveia et

al. (2009). Os protocolos padrées utilizados sdo descritos a seguir.
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3.2.2.1 Determinacao do teor de extrativo

A casca de soja in natura foi submetida a um processo de extragao
alcodlica dos componentes soluveis.

Para determinar o conteudo de extrativos, pesaram-se 4 g de casca de
soja in natura em um cartucho de celulose e colocaram-se em um aparelho de
extracdo Soxhlet. Um volume de 400 mL de etanol 95% foi colocado num baldo de
500 mL, que foi posteriormente aquecido usando uma manta térmica.O sistema foi
deixado a temperatura de ebulicdo do alcool etilico por um periodo de 8 horas. Em
seguida foram retirados os cartuchos com as amostras e secos em uma estufa a 105
°C até atingir peso constante. A porcentagem de extrativos presentes no material foi

calculada usando a equacgéo (3.1):

. Mg — Mg
% Extrativos = (M—) x 100 (3.1)
ci

onde,
M_.; = Massa de casca inicial (g)

M., = Massa de casca ap0s extragéo alcoolica (g)

3.2.2.2 Hidrolise Acida

Pesou-se 1 g de amostra (no caso da casca de soja de soja in natura
esta hidrolise foi realizada apds remocgao dos extrativos) em base seca em um
béquer de 100 mL, adicionou-se 10 mL de uma solu¢cdo concentrada de acido
sulfarico 72% (m/m) pré-aquecida a 45°C e colocou-se esta mistura em um banho
termostatico (Marconi, MA-184) a mesma temperatura do acido por 7 min sob
vigorosa agitagao usando um bast&o de vidro.

A hidrdlise foi interrompida com a adicdo de 50 mL de agua e um
volume adicional de agua (225 mL) foi usado para retirar toda a massa sélida do
béquer, transferindo-a para um erlenmeyer de 500 mL.

O erlenmeyer foi tampado e colocado em uma autoclave por 30 min
para continuar a hidrolise dos oligbmeros. Apds autoclavagem, a amostra era

esfriada a temperatura ambiente e filtrada em um funil de vidro contendo filtro
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qualitativo previamente pesado e seco em uma estufa a 105°C. A fracao liquida foi
recolhida em um baldo volumétrico de 500 mL e seu volume foi completado com
agua de lavagem do sélido remanescente no filtro.

A fracao liquida da hidrdlise foi usada para as analises posteriores de
carboidratos, acidos organicos, lignina soluvel, e produtos de degradacdo de
hexoses (5-hidroximetil-2-furaldeido, HMF) e pentoses (2-furaldeido, MF). A fragéo
sélida retida no papel de filtro foi usada para determinagao da lignina insoluvel e

cinzas.

3.2.2.3 Determinacgao de lignina soluvel

A lignina soluvel em meio acido foi quantificada por espectrofotometria
a 280 nm em espectrofotometro UV-visivel (Ultrospec-2000, Pharmacia Biotech).
Uma aliquota de 5 mL da fragao liquida foi transferida para um baldo volumétrico de
100 mL com a adigdo de 1,5 mL de NaOH 6,5molL™" até pH final proximo de 12.
Apds homogeneizagdo, o volume foi completado usando agua destilada e esta nova
solucao foi usada para determinar a leitura da absorbancia no espectrofotémetro,
utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6tico.

A concentragao de lignina soluvel no hidrolisado acido foi determinada
usando a equacao (3.2) que subtrai os produtos de degradagéo dos agucares (HMF
e MF) determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), descrita na
secdo 3.2.2.5.

Ciignina(g/L) = 4,187 - 1072(A, — Apq) — 3,297 - 107* (3.2)

Onde:

A= absorbancia do hidrolisado acido em 280 nm,;
Apq= absorbancia de HMF e MF em 280 nm, calculada pela equagéo
(3.3).

Apg = (G- &) + (G5 &2) (3.3)

Sendo:
C; =concentragdo de MF no hidrolisado em (g/L), determinada por CLAE;

C, =concentragao de HMF no hidrolisado em (g/L), determinada por CLAE;
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&, = labsortividade do MF (146,85 L.g™");
&, =absortividade do HMF (114 L.g™).

3.2.2.4 Analise dos carboidratos

Os produtos da hidrolise acida (glicose, xilose, arabinose, acido
acético, etc.) foram quantificados por CLAE em um cromatégrafo Shimadzu SCL-
10A, equipado com detector de indice de refragdo RID 10-A. A separacido dos
compostos era realizada em uma coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) da Bio-
Rad, utilizando como fase mével acido sulfirico 5mM a uma vazao de 0,6 mL.min™" e
temperatura do forno a 45°C. As amostras de hidrolisado eram previamente filtradas
em cartuchos de extracao Sep-Pack® C-18 Waters para a remogao dos compostos
fendlicos.

Para quantificar os carboidratos e acidos carboxilicos,foram
construidas curvas de calibracdo a partir de padrées de glicose, xilose, arabinose,
celobiose, acido glucorbnico, acido acético,acido férmico e acido galacturénico

(unidade monomeérica de pectinas presentes na casca de soja).

3.2.2.5 Determinag¢ao de MF e HMF

Os produtos da degradagao de pentoses e hexoses (MF e HMF) foram
analisados por CLAE, usando uma coluna Bondapack C-18 (5um) de 125 x 4 mm
(Hewlett-Packard), com fase movel acetonitrila/agua 1:8 (v/v) e 1% de acido acético,
a uma vazao de 0,8 mL. min™', & temperatura de 25 °C.

Uma aliquota da fracdo liquida da hidrdlise acida foi filtrada em
membranas de 0,45 ym (Sartorius, StedimBiotech) para total remoc¢ao das particulas
solidas. Os compostos foram detectados a 274 nm, usando um detector UV-visivel
Shimadzu SPD-10. As concentragdes de HMF e MF foram determinadas a partir de

curvas de calibrag&o construidos a partir dos componentes puros.

3.2.2.6 Determinagéo da lignina insoluvel

! Os valores de absortividades de HMF e MF foram tomados de Rocha et al, 2007
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O material sélido retido no filtro apds hidrélise acida foi usado para a
quantificagao da lignina insoluvel em meio acido. Entéo, o papel de filtro, contendo o
material residual (lignina e cinzas), foi lavado com 2 litros de agua destilada para
remocgao total de H,SO, e seco em estufa a temperatura de 105°C até massa
constante. A porcentagem de lignina (m/m) foi calculada com relagcdo a massa de
amostra inicial descontando-se a quantidade de cinzas presentes no material

hidrolisado usando a equacéo (3.4).

Mfiltros - Mcinzas

% Lignina;,so; = x 100 (3.4)

Miniciai

3.2.2 7 Determinacgéao de cinzas

As analises de determinacado de cinzas foram feitas para amostras de
casca de soja in natura e material sélido usado na quantificagao de lignina insoluvel.

O material solido resultante da determinagc&o da lignina insoluvel foi
colocado cuidadosamente em um cadinho com tampa, previamente calcinado e
tarado. Posteriormente, este cadinho foi pré-calcinado por 1 hora em uma mufla
(7000, EDG equipamentos) a temperatura de 400°C. Apds 1 hora, retirou-se a tampa
do cadinho e calcinou-se o material por mais 2 horas.

O cadinho contendo as cinzas foi retirado da mufla, mantido em
dessecador até resfriamento a temperatura ambiente e pesado. A massa de cinzas
(diferenga entre cadinho+amostra— cadinho vazio) foi usada no calculo da lignina
insoluvel.

Para a determinagado de cinzas totais na casca in natura usou-se uma
massa de 2 g, seguindo o procedimento descrito anteriormente. A porcentagem de
cinzas do material lignocelulésico foi determinada em relagdo a massa inicial (base

seca).
3.2.3 Determinacgao do teor de proteinas
O teor de proteinas na casca de soja (pré-tratadas e in natura) foi

determinado pelo método de Kjeldahl, (COTTA et al., 2007; LABCONCO,2010), cujo

procedimento consistiu, basicamente, nas seguintes etapas:
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Digestao da amostra: Adicionou-se ao tubo de digestdo 1 g de
catalisador (CuSO4: K,SO4, 1:10, m/m) e aproximadamente 200 mg de casca de
soja. Em seguida, foram adicionados 10 mL de acido sulfurico, e colocados
posteriormente no bloco digestor por 2,5 h a uma temperatura aproximada de 250°C.
No caso de amostras liquidas (hidrolisado proteico, acido, ) foram usadas aliquotas
de 3mL de hidrolisado.Apés a digestdo, as amostras foram esfriadas até
temperatura ambiente .

Destilagao: Os tubos contendo as amostras digeridas foram colocados
em um destilador (BUCHI 323), e em seguida adicionou-se uma solugdo de NaOH
10 molL™" até surgimento de cor preta.Posteriormente, as amostras foram destiladas
por um tempo de 6 min e a amoénia liberada foi absorvida em um erlenmeyer de 500
mL contendo 100 mL de acido bdrico 20 g/L e 3 gotas de indicador misto.

Titulagdo: A amoénia recolhida nos erlenmeyer foi titulada com uma
solucao padronizada de HCI 0,01 molL™ e o volume gasto foi utilizado no calculo do
nitrogénio total das amostras.

Quantificagdo do teor de proteinas nas amostras: O teor de
proteinas total nas amostras liquidas foi calculado utilizando-se as equagdes 3.5 e
3.6:

VHCl X CHCl X 14

Cu(g/1) =L (3.5)
amostra
Proteina(g/L) = Cy(g/L) * 6,25 (3.6)
Onde:

Cy= Concentragao de nitrogénio total (g/L)

Vyci= Volume de acido gasto na titulagao(mL)

Cyci=Concentracao de acido cloridrico usado na titulagao (mol/L)

14= massa molecular do nitrogénio

Vamostra= VOlume da amostra em mL

6,25= Fator de conversdo de nitrogénio total para nitrogénio proteico

para proteinas de soja

Para a quantificagdo do teor de proteinas nas amostras solidas

utilizaram-se as equacoes (3.7) e (3.8).
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Mamostra % 1000

Cv(g/9) =

%Proteina(m/m) = Cy(g/g) X 6,25 x 100 (3.8)

Onde:
Cy = Concentragao de nitrogénio total na amostra (g/g)
Mgmostrq= Massa seca de amostra (g)

%Proteina = Porcentagem de proteinas na amostra (base seca)

3.2.4 — Determinagdo do tamanho dos peptideos

A composicdo por faixa molecular das proteinas hidrolisadas foi
determinada usando cromatografia liquida por exclusdo de tamanho. As analises
foram feitas em um cromatégrafo Shimadzu LC-6A equipado com detector UV-
Visivel (Shimadzu SPD-10AV) e coluna Superdex 75 (3000-70000 Da) da
Amersham Biosciences. A fase moével utilizada foi tampao fosfato de sédio 50 mM-
NaCl 0,15 M, pH 7, com um fluxo de 0,5 mLmin™, e os peptideos foram detectados
em 214 nm.

As amostras foram previamente filtradas em membranas de diametro
de poro de 0,45 uym (Milipore). Os padrées de massa molecular utilizados estao
mostrados na Tabela 3.1. Todos os padrdes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO).

Tabela 3.1 - Padrbes utilizados para a determinagao do perfil peptidico das proteinas hidrolisadas em
casca de soja.

Padrao Massa Molecular (Da)
Albumina 66.000
Anidrase carbbnica de Eritrécitos bovino 29.000
Aprotina 6.512
Gastrina 2.859
Amida 1.314

Para a quantificagdo das composicbes por faixa molecular das
proteinas hidrolisadas usou-se o método descrito por Gupta (1983) e sugerido por
Isaac Ashie (PhD da Novozymes, EUA), que consiste em considerar a area do

cromatograma diretamente proporcional a concentracdo de proteinas e peptideos
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presentes na amostra. Assim, foi necessario conhecer o tempo de retencdo dos
padroes citados na Tabela 3.1 para estabelecer a faixa de tamanho molecular de
cada fragdo no cromatograma da amostra. Conhecendo-se a concentragao total de
proteinas na amostra, supde-se que o percentual em area é equivalente ao

percentual em massa de proteinas e/ou peptideos.

3.2.5 Tratamento da casca de soja — Hidrolise proteolitica, remogao de

hemicelulose, hidrélise celulolitica e fermentacao alcodlica

Neste trabalho, foram avaliadas diferentes condigcbes de hidrélises
proteoliticas e pré-tratamentos da casca de soja visando a producido de etanol e
oligopeptideos. A Figura 3.1 mostra um fluxograma com as principais etapas
envolvidas neste estudo, considerando os compostos e fracdes de interesse em

cada etapa.
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Figura 3.1 - Fluxograma da metodologia empregada para o estudo da casca de soja
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3.2.6.1 Hidrdlise Proteolitica

A hidrdlise das proteinas da casca de soja foi inicialmente realizada
nas condi¢des estabelecidas por Miranda (2012) para a hidrélise das proteinas do
farelo de soja, catalisada pela endoprotease comercial Novo-Pro D®(Novozyme).

Uma massa de 40 g de casca in natura (base seca) foi suspensa em

450 mL de agua destilada. A suspensdo foi mecanicamente agitada (830 rpm) e
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termostatizada a 60°C. Deixou-se estabilizar o pH (em torno de 5,6) e a temperatura
do meio reacional por 30 min, e retirou-se uma aliquota de 5 mL para determinar as
proteinas soluveis e o perfil peptidico das mesmas. Seguidamente, ajustou-se o pH
para 9,0 usando uma solugdo de NaOH 5 molL™" e outra aliquota da frac&o liquida
era coletada para quantificagdo de proteinas. Protease NOVO PRO-D® era
adicionada a suspenséo (1%, m/m, massa de enzima/massa de proteina) e o pH era
monitorado e controlado em um titulador automatico StatTitrino modelo 718
(Metrohm Ltda, Suiga) por 5 h usando solugado de NaOH 1molL™,

Ao final da hidrdlise, a fragédo solida era recuperada por filtragao, lavada
com aproximadamente 400 mL de agua e seca por 24 h a 60°C. Em seguida, a
fracdo sodlida remanescente era pesada para se determinar o rendimento massico
(equacao 3.9 a seguir) e a sua composi¢ao quimica (lignina, celulose, hemicelulose,
proteinas). A fragéo liquida era usada para determinar o teor de proteinas soluveis e
o perfil peptidico.

Hidrélises enzimaticas também foram realizadas com 2 e 4% (m/m,
massa de enzima / massa de proteina presente na casca de soja) de Novo-Pro D®
(nas condigbes descritas acima) e sequencialmente com quimotripsina (55°C e pH 8,
de acordo com Tardioli, 2003) e Novo-Pro D® (60°C e pH 9,0), ambas a 1%
(m/m).Foi realizado um ensaio nas condigdes descritas acima sem a adicdo da
enzima (branco), afim de se determinar eventual solubilizagdo de proteinas por

hidrélise quimica.

3.2.6.2 - Extracado de hemicelulose por hidrélise acida suave

A extracao de hemicelulose foi realizada por hidrélise acida branda de
acordo com metodologia descrita por Fogel et al. (2005) para o bagaco de cana.

Amostras de 20 g de casca de soja in natura e hidrolisadas por
proteases eram colocadas em erlenmeyers de 500 mL e suspensas (razdo 1:4, m/v)
em 80 mL de acido sulfurico 3% (v/v).

Em seguida, o erlenmeyer contendo a mistura era tampado e
autoclavado por 40 min a 120°C. Apds a hidrdlise, o material solido era esfriado a
temperatura ambiente, recuperado por filtragdo e lavado com agua destilada até pH
neutro. O volume do hidrolisado e da solugdo de lavagem eram medidos usando

uma proveta de 1L,0 material sélido era seco a uma temperatura de 60°C por 12 h e
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posteriormente pesado para se determinar o rendimento massico (Equacao 3.9) do
pré-tratamento acido.

A fracao sélida foi caracterizada quanto a composigéo lignoceluldsica,
proteica e umidade. O filtrado era analisado quanto a concentragéo de proteinas
soluveis, hemicelulose (xilose, arabinose e glicose) e acidos organicos.

O rendimento da extracido de hemicelulose foi calculado usando a
equacéo (3.9):

R = ]i\l/[x x100 (3.9)

xT

Onde M, representa a massa de xilose obtida no hidrolisado e M, a

massa de xilose presente no material antes da extragéo..
3.2.6.3 Extracao de hemicelulose por organossolve

Casca de soja hidrolisada com Novo-Pro D® (1%, 60°C, pH 9,0) foi
pré-tratada pelo método organossolve, o qual permite a remogao de xilose (na forma
de xilooligomeros) e lignina, nas condigdes estabelecidas para o bagaco de cana por
Wolf (2011).

Uma massa de 50 g de casca de soja hidrolisada (massa seca) e 500
mL de uma solugéo etanol-agua 50% (v/v) foram adicionados em um reator de alta
pressdo (PARR 4848) com capacidade de 5L. O pré-tratamento foi realizado a uma
temperatura de 170°C por 60 min. Apdés o fechamento do reator e das valvulas de
pressao, o reator foi ligado e o tempo de aquecimento monitorado até atingir-se a
temperatura programada. A partir desse momento, iniciou-se a contagem do tempo
de reacédo (60 min).

Apds o tempo de reacdo desejado, a fragdo sdlida foi separada do
sobrenadante por filtragdo a vacuo, licor negro (filtrado) foi guardado e
posteriormente analisado para determinar o teor de proteinas soluveis. O solido pré-
tratado foi lavado duas vezes com 500 mL da solugdo etanol-agua (50%, v/v) a
60°C. Em seguida, lavou-se o material sélido com solugdo de NaOH 200 mmolL™" &
temperatura ambiente. Para total remocédo da lignina solubilizada, a biomassa foi
transferida para um saco de tecido e lavada com agua destilada até pH neutro e

clarificagcao do liquido.
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A casca de soja pré-tratada e neutralizada foi filtrada a vacuo para
remog¢ao maxima do liquido. Determinada sua umidade, a biomassa foi pesada para
calculo do rendimento massico do pré-tratamento. Em seguida, o material foi

guardado e posteriormente analisado quanto a sua composigao quimica.
3.2.6.4 Calculo do Rendimento Massico

Os rendimentos massicos das etapas de hidrélise proteica e remocéao
de hemicelulose por pré-tratamento acido e organosolve foram calculados utilizando-
se a equacao (3.10).

_ mfinal

n=—2" % 100 (3.10)

Minicial

onde:
Miniciq-MAassa inicial seca de material lignocelulésico (g);

Mfing - Massa final seca de material lignocelulosico (g);

n: rendimento massico da etapa.
3.2.6.5 — Hidrdlise enzimatica da celulose

Em um erlenmeyer de 250 mL foram colocados 3,0 g de casca de soja
pré-tratada ou in natura (massa seca) e aproximadamente 30 mL de tampé&o citrato
de sédio 50mmolL™, pH 4,8, mantendo fixa a relagdo (sdlido-liquido) 1:10. As
hidrolises foram realizadas sob agitagédo de 200 rpm em uma incubadora (MA 832 —
Marconi) com temperatura controlada em 50°C (CARVALHO, 2011).

Para calculo da conversao de celulose em glicose, aliquotas de 300 uL
do meio reacional eram coletadas nos tempos 0, 3, 6, 24, 48 e 72 h. As amostras
eram coletadas em tubos tipo Ependorf contendo 200 pL de NaOH 200mmolL™" para
inativacdo das enzimas, sendo posteriormente diluidas e filtradas em membranas de
0,45um. A concentragcdo de glicose era determinada por CLAE nas condigcbes
descritas anteriormente. Ao final das hidrélises, o meio reacional era centrifugado a
2500 rpm, 4°C,por 10 min.A fragédo liquida sobrenadante, contendo glicose,era

utilizada posteriormente para a fermentagao alcodlica.
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A conversao enzimatica e a produtividade da celulose foram calculadas

pelas seguintes equagdes (3.11):

_Mg'fh

x, = — x 100 3.11
9 M-y (3.11)
C
== (3.12)
Onde

x4 = Converséo de glicose ;

M, = massa de glicose presente no hidrolisado;

f, = fator de hidrdlise da celulose (0,9);

y,; = teor de celulose no material lignocelulosico;
M; = massa seca inicial de material lignocelulésico;
C4 = concentragdo de glicose (g/L)

P, = Produtividade de glicose (g/L.h).

Diferentes parametros foram avaliados na hidrélise enzimatica da

celulose, a saber:

(i)

(ii)

(iii)

Carga enzimatica: casca de soja in natura e pré-tratadas foram hidrolisadas
com duas concentragdes de celulases, 7 e 20 FPU por grama de celulose no
material lignocelulésico, mantendo-se constante as outras condicbes da
reacao.

Suplementacdo com f-glicosidase e pectinase: hidrélises com celulases
(melhor condicdo obtida em i) foram suplementadas com 20 Ul de B-
glicosidase por grama de celulose e/ou 1% (m/m) de pectinase. As demais
condicdes reacionais foram mantidas constantes;

Umidade da casca de soja pré-tratada: foram avaliadas as conversdes de
celulose em glicose utilizando-se casca de soja pré-tratada com 8 e 72% de

umidade. As demais condi¢des reacionais foram mantidas constantes.

3.2.6.6—-Fermentacao alcoodlica

O licor sacarificado, resultante da hidrolise do residuo lignocelulésico

por celulases, foi submetido a um processo de fermentacdo alcodlica usando a

levedura Sacharomyces Cerevisiae(fermento fresco de panificagdo produzido pela

Fleischmann) seguindo a metodologia utilizada por Wolf (2011).
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Em um erlenmeyer de 500 mL foi preparado um inéculo da levedura
contendo 200 mL de meio de cultivo (pH 4,8) com a seguinte composigao: extrato de
levedura (2 g/L), NaxSO4 (1 g/L), MgS04.7H,0 (0,25 g/L), ureia (2g/L), CaCl,.2H,0
(0,5 g/L), KoHPO4 (0,5 g/L), Kamuran (4 g/L), glicose (20 g/L) e levedura (10 g/L,
base seca). O in6culo foi mantido em uma incubadora (MA 830-Marconi) com
agitacao de 250 rpm a 30°C por 2 h. Apds este periodo, o indculo foi filtrado a vacuo
e a massa de levedura foi usada para a fermentacgao do licor sacarificado.

Um volume de 15 mL do licor sacarificado (hidrolisado enzimatico de
casca de soja pré-tratada) foi utilizado na fermentagdo alcodlica, usando uma
concentracao de levedura 4 vezes inferior a concentragao de glicose, mantendo-se
constante as concentragdes dos nutrientes citados anteriormente. As condi¢cdes da
fermentagdo eram as mesmas citadas acima, exceto o tempo de fermentagdao que
era de 135 min. Para favorecer as condi¢gdes anaerdbicas na fermentacao alcodlica,
os experimentos foram realizados emerlenmeyers de 50 mL.

Aliquotas de 300 yL do meio de fermentagdo eram coletadas em
intervalos de 30 min para determinacdo do teor de etanol produzido e glicose
consumida pelo microrganismo. As amostras eram diluidas e imediatamente
filtradas em membranas de 0,45 um para posterior analise por CLAE.

O rendimento real (Ry), rendimento com relacdo ao tedrico e a

produtividade foram calculadas usando as equacgdes (3.13), (3.14) e (3.15).

_ Etanol produzido

r - glicose inicial * 100 (3.13)
R
Res = 0_51 x 100 (3.14)
C
P, == (3.15)

t
Onde:

R; =Rendimento real de etanol (%)
R.s =Rendimento com relag&o ao teorico (%)

P, =Produtividade de etanol (g/Lmin)



60

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao quimica da biomassa lignocelulésica

A composicdo quimica da casca de soja depende geralmente do
processamento do grdo, das caracteristicas do cultivo e da genética da soja. A
IMCOPA, empresa fornecedora do material lignocélulosico usado neste trabalho, se
dedica ao processamento de soja nao transgénica desde 1998. A Tabela 1 ilustra a
comparacdo de composi¢cdes quimica desta biomassa lignoceluldsica, obtidas no
atual estudo e por outros autores reportados na literatura (MIELENZ et al., 2009) e
(CASSALES et al., 2011).

Tabela 4.1 - Composigéo quimica percentual determinada para a casca de soja neste e em outros
trabalhos reportados na literatura (MIELENZ et al., 2009) e (CASSALES et al., 2011)

Concentragdao (% m/m em BS)

Componente Neste trabalho* Mielenz et al, Cassales et al,
(2009) (2011)

Celulose 35,8+ 0,6 29-51% 31%

Hemicelulose 23,1+04 10 — 20% 26 %

Lignina soltvel em 43+0,3 2,8% 5,7%

acido

Lignina insoluvel 4,8 £+1,0 Nd 3,4%

Extrativos 50+1,0 Nd 3,2%

Cinzas 40+0,3 1-4% 0,6%

Proteinas 15,4 £ 0,6 9-14% 13,1%

Pectinas 42+0,2 6-15% -

Total 96,6 +4,4

* O valor corresponde a media de 3 repeticoes * desvio padrao.

O valor encontrado de celulose em forma de glicose (35,8%) esta
dentro da faixa reportada na literatura pelos autores descritos anteriormente. As
percentagens de hemicelulose, outro principal carboidrato polimérico constituinte da
estrutura lignoceluldsica, que durante a hidrdlise acida € convertido em seus
acucares monoméricos na forma de xilose (16,1%) e arabinose (4,8%), também
foram proximos aos encontrados por Cassales et al. (2011). O teor de lignina (9,1%)
obtido neste trabalho refere-se a lignina soluvel (4,3%) e insoluvel (5,8%) estdo de
acordo com o valor reportado por Cassales et al.,, 2011. Os teores de acgulcares

presentes na casca de soja demonstram que esse material € uma boa alternativa
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para a produgdo de etanol de segunda geragcdo. O baixo conteudo de lignina
associado ao elevado teor de celulose em comparagdo a outros materiais
lignoceluldsicos, pode ser uma vantagem em termos de facilidade a hidrélise pelas
enzimas celulases para a liberacdo dos acgucares fermentaveis. Além disso, o
conteudo de lignina presente no material podera influenciar na etapa de fermentagao
dos agucares, uma vez que a degradacado deste composto aromatico a derivados
fendlicos conduzira a possivel inibicao da levedura (WOLF, 2011).

A porcentagem de pectinas (4,2%), o terceiro carboidrato mais
importante da parede vegetal, encontrada no material lignocelulésico estudado,
estava préximo do valor reportado por Mielenz et al, 2009. Devido a sua ampla gama
de usos industriais, o isolamento e caracterizagcdo deste composto presente na
casca da soja tem sido objeto de estudo de diversos grupos de pesquisa
(GNANASAMBANDAM; PROCTOR, 1999; MONSOOR; PROCTOR, 2001)

Outra importante caracteristica do residuo estudado, que o diferencia
de outros materiais como a madeira e o bagaco de cana de agucar, por exemplo, é o
alto teor de proteinas (15,4%). A recuperagédo dessas proteinas permitira diversas
aplicacdes, dentre elas a fabricacdo de racao animal e como substituinte de fontes
de nitrogénio usadas na preparagdo de meios de cultura (CASSALES et al., 2011).
Nesse contexto, a utilizacdo de endoproteases no processo de recuperacao das
proteinas da casca conduziria a redugcdo na massa molecular das proteinas
solubilizadas, gerando um hidrolisado protéico com composigdo controlada,
havendo, portanto uma ampliacdo nas possiveis aplicagdes do produto.

As porcentagens de compostos de diferentes naturezas, agrupadas
como extrativos e cinzas (5% e 4%, respectivamente), encontrados no material de
estudo sdo comparaveis com os valores reportados por Cassales et al 2011, ja que
estes podem depender por exemplo das condi¢cdes de extragao alcodlica, do cultivo

e da genética do material de estudo.

4.2. Remocgao enzimatica de proteinas da casca de soja

Para uma melhor compreensao da discussao dos resultados referentes
a remogao enzimatica de proteinas da casca de soja, esta sec¢éo foi dividida em trés
partes: andlise dos resultados da hidrélise enzimatica usando endoprotease Novo-

ProD®, seguindo melhores condi¢des obtidas por Miranda (2012) durante a hidrélise
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do farelo de soja; efeito da concentragdo de enzima sobre a hidrélise e por ultimo os

resultados obtidos usando uma endoprotease pura, quimotripsina, como catalisador.

4.2.1 Hidrolises alcalina e enzimatica com 1% Novo-ProD®.

Para avaliar a remogao das proteinas presentes na casca da soja,
foram realizados ensaios de solubilizacao da biomassa em diferentes condigdes. O
pH de méaxima atividade da endoprotease Novo-ProD® é alcalino. Visando separar o
efeito da condigéo alcalina da agao enzimatica, foram realizados trés conjuntos de
experimentos: um primeiro, onde se adicionava a casca a agua a 60°C, a seguir,
ajustava-se o pH para 9,0 com NaOH 5M e adicionava-se a enzima; um segundo,
onde se adicionava a casca a agua a 60°C, esperava-se atingir pH constante (5,6), a
seguir ajustava-se o pH para 9,0 com NaOH 5M e adicionava-se a enzima e, um
terceiro, nas mesmas condi¢cdes do segundo mas sem adi¢do de enzima (branco).
As Tabelas 4.2 e 4.3 ilustram os resultados da analise da fragao liquida, onde se
quantificou  asproteinas pelo método de Kejdahl e a composicdo massica

percentual em termos de faixa de massa molecular,

Tabela 4.2 — Percentuais massicos de proteina de casca de soja encontrada na fragédo liquida apos
contato da casca com agua a 60°C, com e sem adicdo de enzima (a pH 9,0) em
relagédo ao maximo tedrico (solubilizacdo de toda as proteinas presentes na casca).

% Massica de proteina % Aumento de proteina

soluvel solubilizada

Branco Enzima Branco Enzima
pH inicial 5,6 23,1 23,1
pH 9,0 t=0 43,5 43,4 20,4% 20,4%
Apds 5 horas 45,6 56,9 2,2% 13,5%
Ajuste imediato
a pH 9, com .
adicao de 56,9

enzima, 5h

Os resultados mostrados na Tabela 4.2 indicam que ocorre remogao de
proteinas soluveis pelo simples contato com agua a 60°C, situacado essa onde o pH
se estabiliza em 5,6. Possivelmente, essa proteina ja estava na forma soluvel, pois

nao se espera hidrolisar proteinas em condi¢des tdo brandas.
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A elevacédo do pH para 9, faixa ja alcalina, levou ao aumento no teor de
proteinas. Extracao alcalina € um dos métodos comumente usados para remocao de
proteinas (SAUNDERS et al.,1975; CONNOR et al., 1976). Contudo, essa extragao
ocorre a pH 12, com NaOH 3 M, com 1 hora de contato, condi¢ées portanto muito
mais drasticas que as utilizadas aqui. Possivelmente essa outra fragdo extraida
devia estar fisicamente agregada e/ou ligada ao material sdélido através de forgas
intermoleculares fracas (ligagcdes de hidrogénio, idnica, etc.), que foram rompidas

com o aumento do pH.

A hidrdlise proteolitica com 1% de Novo-ProD® somente elevou a
extragdo protéica em 10%, indicando dificuldade de acesso das proteases as
cadeias de proteinas da casca de soja. Contudo, uma vez extraido, seja pela agao
alcalina, seja pela agdo enzimatica, espera-se que a hidrolise enzimatica continue e
reduza em muito a massa molecular dessas proteinas, obtendo-se a maior parte
delas na faixa abaixo de 5 KDa.. A Tabela 4.3a e Figura 4.1. mostram distribui¢cdo de
tamanho das proteinas extraidas nas diferentes condi¢cbes testadas. A figura 4.1
apresenta um conjunto de cromatogramas obtidos nas analises de CLAE dos
hidrolisados de proteinas da casca de soja apos solubilizacdo da biomassa em pH
5,6, ap6s atingir pH 9 (t=0), apds 5 h com adicdo da endoprotease Novo-ProD®, um

branco (na auséncia de enzimas) nas mesmas condig¢oes.
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Figura 4.1 - Cromatogramas de separagdo dos peptideos da casca de soja hidrolisadas em
diferentes condigdes. (a) Hidrolisado pH 5.6, T=60°C, t=0h; (b) Hidrolisado T=60°C,
t = Oh; (c) Hidrolisado 1% Novo-ProD, 3,90 g/L, T=60°C, pH 9, t = 5h (d)
Hidrolisado sem enzima (Branco, 3,2g/L.T=60°C, pH 9, t=5h.
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Tabela 4.3a — Composigédo por faixa molecular das proteinas encontrada na fragdo liquida apos
contato da casca com agua a 60°C, pH 5,6 e a pH9,0, inicial e apés 5 horas com e
sem adigao de enzima (branco).

Composigao por faixa de massa molecular (%)

Faixa de tamanho H 5.6 pHY9, Branco 1% Novo-ProD t=5h

Molecular PH S, t=0 t=5h ajuste imediato pH apés atingir 5,6

mm> 67 Kda 0 7,0 10,7 1,9 1,9

67 KDa<mm<29KDa 2,3 34 3,8 15 1,5

29 KDa <mm<6,5 Kda 4> 7.8 104 10,4 10,4

6,5 KDa <mm< 2,9 Kda 174 368 46,9 60,7 60,7

2,9 KDa <mm< 1,3 Kda >4 9,9 9,4 9,0 9,0
70,2 35,0 18,9 16,5 16,5

mm< 1,3 Kda

A Tabela 4.3b mostra valores de massas extraidas em cada faixa de
massa molecular para os extratos analisados, uma vez que a concentracao total de

proteina em cada extrato submetido a analise CLAE era diferente.

Tabela 4.3b — Massas extraidas (g) nas diferentes faixas de massa molecular das proteinas
encontradas na fragéo liquida apds contato da casca com agua a 60°C, pH 5,6 e a
pH9,0, inicial e apds 5 horas com e sem adigéo de enzima (branco).

massa (g)

Faixa de tamanho pH9, Branco 1% Novo-ProD t=5h

Molecular PH 5,6 t=0 t=5h ajuste imediato pH apés atingir 5,6
mm> 67 Kda 0,00 0,19 0,30 0,11 0,11
67 KDa<mm<29KDa 0,03 0,09 0,11 0,08 0,08
29 KDa <mm<6,5 Kda 006 021 0,29 0,40 0,39
6,5 KDa <mm< 2,9 Kda 0,25 0,99 1,32 0,78 0,76
2,9 KDa <mm< 1,3 Kda 0,08 0,27 0,26 0,78 0,76
mm< 1,3 Kda 1,00 0,94 0,53 1,46 1,43
Total 1,43 2,69 2,82 3,60 3,52

Os resultados confirmam que as proteinas obtidas a pH 5,6 ja deviam
estar soluveis, pois se tem 93% delas abaixo de 6,5kDa. Uma outra explicagéo
possivel para a expressiva presenca de proteinas no liquido a pH 5,6 seria a
presenca de fertilizantes nitrogenados na casca de soja, que foram assumidos como
nitrogénio protéico na analise Kjedahl.

A pH 9,0, surge uma fragdo acima de 67KDa, que aumenta apds 5

horas. Por outro lado, ndo ha aumento na fracdo de proteinas de menores massas
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moleculares, o que somente ocorre apés adicdo da enzima, quando com certeza
ocorrera hidrélise de ligagbes peptidicas. Esses resultados corroboram a hipétese de
que fragdes protéicas agregadas fisicamente estdo se separando em unidades de
menor massa molecular, ja soluveis. A agdo da enzima no tamanho das proteinas
também fica clara, observando-se uma maior porcentagem massica de proteinas na
faixa abaixo de 6,5 KDa para o hidrolisado protéico (86%) do que para o hidrolisado
alcalino (75%). Além disso, observa-se diminuicdo da fragao entre 6,5 KDa <mm<
2,9 Kda e aumentos das fragcdes entre 2,9 KDa <mm< 1,3 Kda aumento das
fracbes1,3 e mm< 1,3 KDa, o que implica diminuicdo da alergenecidade das
proteinas e aumento na digestibilidade.

A Tabela 4.4 apresenta os resultados, para ensaios em triplicata, da
caracterizacido da casca de soja (fragcao solida) apds hidrolise, com e sem adigédo de
protease, comparando-se com os obtidos para casca in natura. Na Tabela 4.5 sao
mostrados os resultados dos rendimentos massicos, que permitem retornar 8 massa
inicial e se comparar as perdas massicas percentuais de cada componente. Os
resultados para proteina nas fracdes sdlidas confirmam os obtidos pelas andlises
das fragdes liquidas, com remocao de 58% da proteina inicial. Por outro lado, nota-
se que na hidrdlise enzimatica

A Tabela 4.5 indica ainda que os cerca de 35% de celulose e 23% de
hemicelulose presentes na casca de soja in natura , apenas cerca de 24% de
celulose e 11% de hemicelulose permanecem na fracdo sélida, apés 5 horas a pH
9,0 na auséncia (branco) e na presengca de enzima. No entanto, esta perda de
carboidratos € devida ao fato de deixar estabilizar o pH apds contato da casca da
soja em agua(atingindo pH 5.6 em 30 min), sendo observado que a celulose da
casca da soja possui uma fragao cristalina mais resistente a hidrolise e uma fragao
amorfa que é facilmente hidrolisada em pH acidos (TAHERZADE; KARIMI 2008).
Observa-se, contudo, que nao ha perda significativa de carboidratos no experimento
onde o ajuste de pH foi imediato a adicao da casca, seguido da adicao da enzima, o
que corrobora os resultados anteriormente explicados. Por tanto, se o produto
desejado for hidrolisados proteicos com maxima pureza o mais indicado seria um
ajuste inmediato de pH a condicédo alcalina sem estabilizagcado previa do pH (5.6),

pois nesta condicdo tem-se solubilizacdo de carboidratos.
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Tabela 4.4 — Teores percentuais de proteina, celulose, hemicelulose e lignina na casca de soja in
natura e nas fragoes soélidas apds extragdo com e sem adigédo de proteases.

%PROTEINA %CELULOSE %HEMICELULOSE %LIGNINA

In Natura 15,4+ 0,6 35,8+0,6 23,1+04 9,1+1,2
Estabilizagao
pH 5.6, 0,5h 12,5+0,5 33,09+1,8 17,2+1,9 15,6 £ 1,5

Apos Hidrélise

proteolitica pH 9, 5h 0702 33,1 0,3 20,0£ 0,5 7,9+1,7
Branco da hidrélise

pH 9, 5h 9,3£0,8 36,110, 1 22,2+0,03 16,21,2
Ajuste imediato a

pH 9, com adigdo de 8,7+0,2 43,2+0,7 23,1+0,6 9.6+1.3

enzima apos 5h

Tabela 4.5 - Rendimentos massicos’ (n) apos extracao de proteinas com e sem adigéo de proteases
e teores percentuais de cada componente, corrigidos levando-se em conta os
rendimentos (massa de solido apds extracao/massa inicial submetida a extragdo)

n PROTEINA CELULOSE HEMICELULOSE LIGNINA
(%) (%) (%) (%)

In Natura 1 154+06 358+06 231+06 91+12
Estabilizagao
oH 5.6, oar 079 99+05 261+18 136+19 1232 +15
Apos  Hidrdlise 0,75 54, g 225£0,3 13.6£05 54+ 17
proteolitica
Branco da 068 3,06 246£07 113£06 11,121,2
hidrélise
Ajuste imediato a
pH 9, com adigdo 0,75 5,9+0,8 324+ 0,3 17,3+0,3 7,2+ 1,2

de enzima apés 5h

4.2.2 Efeito do aumento da concentragcao de enzima na extragao de proteinas

Uma vez que a hidrdlise enzimatica ja vinha sendo realizada nas
condicbes 6timas de temperatura e pH (60°C, pH 9,0) (MIRANDA, 2012), decidiu-se
testar o efeito do aumento na concentragdo de enzima nos rendimentos de remocao
de proteinas. Foram, para isso, realizados ensaios com 2% e 4% de catalisador,
mantendo-se fixas as outras condigdes. Os valores de massa de proteinas
removidas da casca de soja e determinadas na fragao liquida apds hidrolise com 2 e
4% do catalisador foram 69,7 e 72%.
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A Tabela 4.6 apresenta a composicdo quimica da fracdo solida apés
hidrélise enzimatica com diferentes concentracdes de catalisador. Na Tabela 4.7 sédo
apresentadas as composi¢des corrigidas pelo rendimento massico da hidrélise
enzimatica. Nota-se que um aumento de enzima de 1% para 2% produziu um
aumento das proteinas totais removidas da casca de soja in natura para 74%, ao
invés de 56,9% de proteinas totais solubilizadas usando 1% de catalisador. No
entanto, ja com a adicao de 4% de catalisador a remogéao de proteinas ndo teve um
aumento significativo em comparacao com a hidrélise realizada usando 2% de Novo-
ProD®. Esses valores confirmam os determinados na fragdo liquida. Extracdo de
proteinas usando 2% de Novo-ProD® vé-se, pois, como uma boa estratégia para

remocgao de proteinas da casca de soja.

Tabela 4.6 - Composicdo quimica da casca de soja in natura e das fragbes solidas obtidas apds
extracdo de proteinas com diferentes concentragdes de catalisador Novo-ProD°.

PROTEINA CELULOSE HEMICELULOSE LIGNINA PECTINAS

(%) (%) (%) (%) (%)
In Natura 154+06  358+0,6 23,104 91+12 3701
1% Novo-ProD 8,7+0,2 33,1 0,3 20,0+ 0,5 79817  4,5:0,1
2% Novo-ProD 6,240,5 35,2+0,3 20,740, 1 10,8¢0,7 1.5%0.1
4% Novo-ProD 6,0£0,6 34,1 +1,1 20,2+0,5 10,1¢0,7 1.2%0.1

Tabela 4.7 - Rendimentos massicos (n) apos extragao de proteinas com e sem adigéo de proteases
e composicao quimicas percentuais calculadas relativas a massa inicial submetida a

extragéo
n PROTEINA CELULOSE HEMICELULOSE LIGNINA PECTINAS
(%) (%) (%) (%) (%)
In Natura 1 154:06 358406  231+06 91412 37401
1% Novo-ProD 0,75 5.9+ 0,8 225403 13,6+ 0,5 54+17  34+02
2% Novo-ProD 0,64 4,005 22.3+0,3 13.340.1 68407  10%0.1
4 % Novo-,q 37406 21.0 £1.1 12,5805 62407 07401

ProD

E importante, contudo, observar também que, conforme esperado, os
unicos componentes cujos percentuais na fragdo soélida apés remocgédo foram
significativamente sensiveis (considerando-se o erro experimental) ao aumento de
concentracdo da Novo-ProD® foram proteinas e pectinas (figura 4.2), devido ao

aumento da concentragdo das proteases e pectinases.
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Figura 4.2- Valores percentuais dos componentes do complexo lignocelulésico remanescentes nas
fragcOes solidas da casca de soja in natura e apos diferentes tratamentos: a)ln natura; b)
hidrolise proteolitica com 1% de Novo-ProD® com ajuste inmediato de pH c)pH 9,0, 5h
(branco); d) hidrolise proteolitica com 1% de Novo-ProD®; e) hidrdélise proteolitica com
2% de Novo-ProD® ; f) hidrélise proteolitica com 4% de Novo-ProD® .
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4.2.3 Hidrélise enzimatica usando Quimotripsina.

Endoproteases possuem diferentes especificidades. Quimotripsina é

uma endoprotease altamente especifica que hidrolisa ligagdes peptidicas contendo

residuos hidrofébicos no lado carboxilico da ligagcao, em especial os aromaticos, que

sdo os mais hidrofobicos. Foi reportado na literatura (Da-SILVA et al, 1997) que os

residuos aromaticos (tirosina, triptofano) das proteinas tém tendéncia a formar

ligagcbes cruzadas com os compostos fendlicos da parede celular. Decidiu-se por

isso estudar a acdo de 1% dessa enzima na remogao das proteinas da casca de

soja. A dosagem de proteinas sollveis presentes no hidrolisado protéico obtido

(usando o método de Kejdahl), mostrou que apesar da hidrdlise ser altamente

especifica em comparagcdo a hidrolise com Novo-ProD®, houve uma expressiva

solubilizacao; 44% das proteinas da casca in natura em 5 horas. Optou-se, por isso,

por realizar uma segunda hidrélise consecutiva a realizada com 1% de Novo-ProD®

para remogao maxima de proteinas. Essa estratégia permitiu solubilizar 77% da

proteina inicial, resultado semelhante ao obtido usando 2% de Novo-ProD® (74%)



70

para o mesmo tempo de hidrélise. Esse valor parece estar proximo do maximo que

se pode extrair de proteinas da casca.

Na figura 4.3 sdo comparadas as percentagens de remogédo de cada
um dos outros componentes quantificados na fragcao sélida, relativamente a presente
na casca in natura, para a hidrélise consecutiva com as duas enzimas e para
hidrolise com Novo-ProD® 2%..enzimatica Observa-se que as perdas dos
carboidratos (hemicelulose e celulose) foi semelhante em ambas as hidrélises, mas
que as duas hidrdlises consecutivas permitiram uma maior remogao da lignina. Esse
resultado confirma a existéncia de interacdo entre residuos de proteina e lignina,
pois deve ter ocorrido desestruturagdo da macromolécula da lignina permitindo uma
maior remocao desse componente. O uso conjunto das duas endoproteases, com
maior remocao de lignina da fragdo sdélida, pode ser interessante para melhorar a
etapa seguinte de hidrdlise enzimatica de celulose, visando producédo de etanol.
Conforme esperado, houve remogdo muito maior de pectinas com Novo-ProD® 2%,
ja que esse extrato enzimatico nao € puro e contém, além de endoprotease, também
pectinase.

Figura 4.3 — Valores percentuais dos componentes do complexo lignocelulésico remanescentes nas
fracdes solidas da casca de soja in natura e apos diferentes tratamentos: a)ln natura; b)
hidrolise proteolitica com 2% de Novo-ProD® c) as consecutivas usando 1% de
ﬂug];ogig)sina (65°C, 5 h, pH 8,0) seguida da hidrolise com 1% de Novo-ProD® (60°C, 5
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4.3. Efeito da hidrdlise acida branda na remog¢ao de componentes da casca de

soja

A acgédo catalitica de acidos em liga¢des glicosidicas e peptidicas ja é
amplamente conhecida. Também é sabido que, devido a presenca de ramificacbes
nos heteropolimeros que as compdem, hemiceluloses sdo mais sensiveis a hidrélise
acida que celulose. Assim, submeter o material lignoceluldésico a hidrdlise acida
branda, com o propdsito de remover apenas hemicelulose e tornar a celulose mais
accessivel ao ataque enzimatico € metodologia amplamente utilizada nos estudos
reportados na literatura para produgdo de etanol de lignoceluldsicos. Decidiu-se
assim testar também esse método para produgcao de etanol a partir da fragao solida
da casca de soja, apdés remocao de proteinas. Assim, as fragdes solidas resultantes
das hidrdlises enzimaticas realizadas com 1%, 2% e 4% de Novo-ProD® foram
submetidas a uma hidrodlise acida suave com H,SO4 3%, por 20 minutos tempo, a
120°C, para remogao da hemicelulose. Contudo, a remogdo concomitante de
proteinas na hidrolise acida deveria também ser investigada. Assim, casca in natura
foi também diretamente submetida a hidrélise acida nas mesmas condigdes
utilizadas anteriormente. As fracbes solidas remanescentes da remocdo da
hemicelulose foram submetidas a lavagem com agua destilada até atingir pH
proximo a 6.

As Tabelas 4.8 e 4.9 comparam resultados da caracterizagao da casca
de soja (fragdo sdlida) apds hidrolise acida realizada como etapa sequiencial a
extragdo de proteina com adicéo de protease (1%, 2% , 4%), com os obtidos para
hidrélise acida realizada na casca in natura, com composi¢bes percentuais e
levando-se em conta os rendimentos massicos, para permitir comparagcdo com
teores presentes inicialmente no sélido. Nota-se que a hidrélise acida sequencial as
enzimaticas (1%, 2% e 4%) removeu 65,6%, 56,9%, 59,8% de hemicelulose
respectivamente, principalmente na forma de xilose e arabinose cujo resultado
concorda com as analises de carboidratos realizados nas fragdes liquidas, cujos

resultados sdo mostrados na tabela 4.10.
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Tabela 4.8 - Composi¢cbes quimicas percentuais das fragdes solidas da casca de soja ap6s hidrolise
acida sequencial as hidrolises protéicas e diretamente da casca in natura

Proteina Celulose Hemicelulose Lignina Pectinas
(%) (%) (%) (%) (%)
In Natura 15,4 £ 0,6 35,8+0,6 23,1104 9,1+1,0 4,2+ 0,2
1% Novo Pro D 1,8 +£0,1 48,4 +0,5 9,4+0,2 11,1+1,1 1,8+0,1
2% Novo Pro D 3,2+0,5 49,1+0,6 12,9+0,2 23,0+0,3 0,5+0,1
4 % Novo-ProD 2,8+0,1 49,1 0,4 12,0+0,5 18,0+1,9 1,33+0,3
In Natura, apos 4 1, q6  61,8:0,6 9,1+ 0,4 205£12 0,3+0,2

hidrélise acida

Tabela 4.9 -.Rendimentos massicos (n) e composigdes percentuais corrigidos da casca de soja apds
hidrélise acida da biomassa in natura e de biomassas submetidas previamente a
hidrélise protéica com diferentes concentragbes de enzima. Composicbes quimicas
percentuais calculadas relativas 8 massa submetida a extragéo acida

PROTEINA CELULOSE HEMICELULOSE LIGNINA PECTINAS

(%) (%) (%) (%) (%)
0, -
1% Novo-Prob®* o 74+ 126101 35805 69402  82%11 1,5£0,1
2% Novo  Pro 068"
2 HA 21:05 334206 88:02  156:03 03:0,1
0, - *%
pre Novo-ProD® 0.68% 18401 334:04 82:05  122:¢19 09:03
In Natura 1 154+0,6 358+0,6 23,1+0,4 9,1+1,0 4,2£0,2
Rota 2: In Natura + 04* 16+03 248+28 37+0,6 8,2+ 1,1 0,1+ 0,1

hidrélise acida

*Em relagdo a casca in natura; ** Apos hidrélise protéica

Tabela 4.10 - Composi¢des quimicas das fragdes liquidas obtidas apos hidrolise acida de casca de
soja in natura e apds ser submetida a hidrdlise enzimatica com diferentes
concentragdes de Novo-ProD®.

Massa inicial Hidrolisado Xilose Arabinose HMF MF Proteinas
casca (L) (/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
BS (9)
9
1% Enzima+ HA 19,03 0, 2,62 1,13 0,006 0.065 0,88
19,11 0,9
2% Enzima+HA 1,65 1,25 0,016 0,075 0,96
4% Enzima+ HA 19,05 0,9 1,63 1,21 0,016 0,02 1,07
In Natura 19,99 0,9 2,82 1,0 0,01 0,12 2,47

Os resultados obtidos na hidrélise acida de casca in natura indicam que
nas condigdes de hidrdlise de ligagdes glicosidicas na hemicelulose, também sao
rompidas ligacbes peptidicas, ja que também houve expressiva remocdo de

proteinas nessas condi¢cbes. Observa-se que a hidrdlise acida apenas ja é suficiente
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para remocao de mais de 90% da proteina e mais que 80% da hemicelulose. Foram
entdo determinadas as concentragdes de aminoacidos livres no hidrolisado acido e
nas fragdes liquidas obtidas nas hidrdlises enzimaticas com 1%, 2%, 4% de Novo-
ProD®. Os resultados obtidos demonstraram que a hidrélise acida levou a maior
liberacdo de mondmeros, obtendo-se maiores concentracdes dos aminoacidos:
acido aspartico, acido glutamico, aspargina, glicina, prolina, confirmando que a
hidrdlise enzimatica com endoproteases gera hidrolisados com melhores
propriedades osmdéticas, uma vez que sao formados pequenos peptideos,
preferencialmente a monémeros.

Na hidrolise acida de casca in natura ocorre também perda expressiva
de celulose, a qual ndo é observada ao se fazer a hidrdlise acida do material
previamente submetido a extracdo enzimatica de proteinas. .Este comportamento
pode ser explicado pela remocao da fragao amorfa da celulose presente na casca de
soja na condicao de estabilizacdo do pH antes da hidrolise proteolitica (atingindo pH
acido de 5,6), permanecendo no material solido uma celulose cristalina de dificil
aceso ao ataque acido.. A remocao de hemicelulose também é mais alta na casca in
natura que apos a extragdo enzimatica de proteinas. Esses resultados indicam que
também para a producdo de etanol a melhor estratégia deve ser a remocgao
enzimatica de proteinas seguida de remog¢éo de hemicelulose, para evitar a perda
de celulose.

4.4. Hidrélise enzimatica da celulose e Fermentagao

Para a obtencdo dos acgucares fermentesciveis, a fragdo sodlida da
casca de soja in natura e pré-tratada com hidrélise enzimatica (1% Novo-ProD),
duas hidroélises consecutivas (enzimatica e acida suave) e hidrolise acida da casca in
natura foram submetidas a uma hidrélise enzimatica da celulose, usando uma carga
de 7FPU de Acellerase 1500® por grama de celulose presente no material pré-
tratado.

A figura 4.4 mostra os perfis de hidrélises das amostras pré-tratadas e
uma amostra de casca de soja in natura. Observou-se que, a partir de 48 horas de
hidrélises, a conversdo enzimatica se estabilizava. Notou-se também o mesmo
comportamento nas hidrdlises pré-tratadas pelas duas rotas, obtendo-se conversoes

similares de aproximadamente 40%.
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Figura 4.4 - Conversao de celulose em glicose em fungdo do tempo para casca de soja in natura e
submetida a diferentes pré-tratamentos, usando uma carga enzimatica de 7 FPU por
grama de celulose a 50°C, pH 4,8 por 72 horas.
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A amostra pré-tratada sé com a hidrdlise proteolitica atingiu uma
menor conversao (14,8%) devido ao alto teor de hemicelulose e lignina, que
possivelmente estdo impedindo acesso a celulose pelas enzimas. Ja para casca in
natura nota-se que atinge conversao similar a tratada enzimaticamente até 24h, com
diminuicdo da concentracdo de glicose apds esse tempo, 0 que deve estar sendo
causado possivelmente pela ocorréncia de reacao de Maillard devido a presenca de
alta concentracédo de proteina na casca de soja. Um aumento na carga enzimatica
aumentaria a velocidade da reacao diminuindo o tempo de hidrdlise, o que foi feito a
seguir.

Uma segunda etapa de hidrolise de celulose foi entdo estudada para a
amostra pré-tratada com as hidrolises enzimatica (1% Novo-ProD®) e acida
sequenciais, aumentando a carga enzimatica de 7FPU a 20FPU nas mesmas
condi¢des (pH 4.8, 50°C e uma relagao solido liquido 1:10). A figura 4.5 mostra uma
comparagao dos perfis das hidrolises em 72 duas horas de reacdo. Pode-se
observar que a partir de 6 horas de hidrélise a conversdo da celulose a glicose
usando 20 FPU foi maior, atingindo 55% de conversdo em 72 horas o que

representou um aumento de 16%..
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Figura 4.5 — Comparacao dos perfis da conversédo enzimatica da celulose (%) com diferentes cargas
de enzima 7 ou 20 FPU em relagéo ao tempo de hidrolise para amostras pré-tratadas
com 1% de Novo-ProD® seguidas de hidrolise acida suave.
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A hidrélise de celulose é realizada em trés etapas, requerendo no
minimo trés diferentes enzimas. Na primeira etapa, uma endoglicanase rompe
ligacbes Beta-glicosidicas internas da cadeia de celulose, gerando terminagdes. Na
sequéncia, uma exoglicanase encontrando uma terminacéo inicia a liberagdo de
duas unidades de glicose por vez (celobiose), sempre pela extremidade da cadeia.
Finalmente, Beta-glicosidase rompe a ligagao glicosidica de celobiose e gera duas
moléculas de glicose. Essa ultima etapa costuma ser a limitante. Por outro lado, a
presenca de pectina na casca pode estar dificultando o acesso das celulases a
celulose. Com o intuitivo de melhorar a conversao enzimatica da celulose foram
realizadas outras duas hidrolises suplementando a Acellerase 1500® com 120 Ul de
B-glicosidase e 1% de pectinase . A figura 4.6 mostra os perfis obtidos para as
hidrélises. Pode-se observar que a adi¢gdo de outras enzimas nao levou a aumento
na conversdo de celulose em glicose. Uma possivel explicacdo para esses
resultados seria que a hidrolise ndo estava limitada pela etapa de conversdo de
celobiose em glicose, devido a ja alta concentragcao de [-glicosidase no complexo
enzimatico Acellerase 1500®. A hidrélise parece assim estar limitada pelas duas
primeiras etapas, ou seja, a endo e/ou exoglicanase estao se inativando no meio
reacional, possivelmente se adsorvendo em lignina, uma vez que nenhum dos pré-
tratamentos utilizados visavam a extrair esse componente. A presenca de
hemicelulose remanescente também pode estar dificultando o acesso das enzimas a

celulose. Visando elucidar esse ponto, a casca de soja, apds remogao de proteinas,
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foi também submetida a tratamento organossolve com etanol, em condigcao
reportada como de melhor remogao para bagago de cana de agucar (170°C, Etanol
50%, 60 min). O tratamento organossolve visa principalmente remogéo de lignina,
uma vez que essa hidrofébica macromolécula € soluvel em solvente orgénico a
quente. As duas fragdes solidas obtidas apds os dois tratamentos foram a seguir

submetidas a hidrolise enzimatica com celulases (20 FPU/g celulose).

Figura 4.6 — Perfis da conversédo enzimatica da celulose (%) em relagdo ao tempo de hidrolise,
suplementando o complexo enzimatico Acellerase 1500 com B-glicosidade e pectinase
usando como substrato amostras pré-tratadas com 1% de Novo-ProD® seguidas de
hidrolise acida suave.
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A figura 4.7 mostra os perfis de hidrélise de casca de soja submetida
previamente a hidrdlise acida e a tratamento organossolve. Os resultados obtidos
indicam que nas primeiras 60 horas a hemicelulose parece ser o fator mais
importante, pois as conversdes sdo mais altas no material em que se removeu mais
hemicelulose do que para o material pré-tratado com agua-etanol a quente.
Contudo, a figura também mostra que enquanto a hidrélise do primeiro parece ja
estar cessando apos 60 horas, no segundo-organossolve, a reagdo continua a
ocorrer com alta velocidade indicando que a remocao de lignina talvez permita se
atingir conversdes maiores que no material tratado com acido. Esse ponto, contudo,

precisa ser melhor investigado.
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Figura 4.7 — Comparacao dos perfis da conversédo enzimatica da celulose (%) em relacado ao tempo
de hidrolise, das amostras pré-tratadas com 1% de Novo-ProD® seguidas de hidrolise
acida suave e organossolve.

—a&— Hidrolise Acida
®  Organossolve
60 T T T T T

50 |- e
40 | / - i

30 | e -

Conversao (%)

10 -/ -

0 i 1 1 L 1 1 1
0 12 24 36 48 60 72

Tempo (h)

O resultado da hidrdlise da celulose em 72 horas para a amostra pré-
tratada por organossolve (170°C, 60 min, etanol 50%) foi semelhante ao resultado
obtido nas mesmas condi¢cdes de hidrolise por Wolf 2011, (50°C, pH 4,8, 20 FPU
Acellerase 1500) para o bagaco de cana moido a 20 mesh (27,0 g/L), atingindo uma
concentracao de 27,5 g/L de glicose . No entanto, a concentragdao de glicose no
hidrolisado, poderia ser melhorada diminuindo o impedimento estérico causado pela
presenca da lignina e hemicelulose residual. Assim, diferentes estratégias poderiam
ser utilizadas para melhorar o rendimento da remocédo de hemicelulose e lignina
residual. O tratamento organossolve, por exemplo, pode remover lignina e parte de
hemicelulose. A adicdo de pequena concentracdo de acido no tratamento
organossolve permite aumentar ainda mais a remocdo desses componentes.A
extensdo da secagem do material apds pré-tratamento também pode afetar a
estrutura fisica e influenciar na conversao em glicose. Visando elucidar esse ponto,
a casca de soja pré-tratada (Organossolve) e seca ( aproximadamente 8% de
umidade) e a casca umida apds pré-tratamento (72% umidade) foram submetidas a
hidrélise mantendo-se constantes as outras condigdes (50°C, 20 FPU Acellerase
1500, 200 rpm, 1:10 sdlido-liquido).
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Figura 4.8 — Conversao enziméatica da celulose (%) em relagéo ao tempo de hidrolise, com diferentes
umidades iniciais das amostras pré-tratadas com 1% de Novo-ProD® seguidas de
hidrolise por organossolve.
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A figura 4.8 apresenta os perfis das hidrolises da celulose da casca de
soja seca e Umida apos pré-tratamento organossolve. O comportamento similar das
figuras mostra que nao ha influéncia da umidade inicial do material na sacarificacao
enzimatica, ndo sendo necessaria assim uma etapa de secagem antes da hidrolise
da celulose, a qual ocasionaria um maior consumo de energia no processo global.
No entanto, o perfil da conversao enzimatica se mostrava ainda crescente em 72
horas para as duas condicdes testadas, evidenciando possivelmente uma
necessidade de maior tempo de hidrélise.

Os hidrolisados enzimaticos obtidos a partir da hidrolise do material
lignoceluldsico pré-tratado com Novo Pro-D 1% e hidrolise acida suave foram
submetidos a etapa de fermentacao pela levedura Saccharomyces cerevisiae. As
Tabelas 4.11a e b mostram resultados obtidos na hidrélise e fermentacao,
respectivamente desses materiais em fungdo do tempo. A Tabela 4.12 compara
resultados obtidos para os diferentes materiais em 72 horas

A figura 4.9 mostra os perfis do consumo de glicose e produgéo de
etanol (g/L) em funcdo do tempo para casca de soja pré-tratada e sacarificada de
acordo com a numeracao da tabela 4.11 Nota-se que o processo fermentativo se
mostrou satisfatério em todos os casos obtendo-se rendimentos acima de 85% em
relacdo ao tedrico. A maxima concentracdo de etanol obtida para a casca pré-
tratada com 1% de Novo Pro-D® foi de 12,8 g/L, similar a obtida com casca in natura

submetida a hidrolise acida, que produziu uma concentragdo de 13,45 g/L. A
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remogao das proteinas para posterior aproveitamento nao influencia, portanto, no

desempenho da hidrolise e fermentagéo..

Tabela 4.11 — Concentragbes de glicose (Cg) e de etanol (Cet), conversdo, produtividade e
rendimento em etanol em 72 h no processo de hidrolise e fermentagdo por
S.cerevisiae, para diferentes condigdes de pré-tratamento da casca de soja..ocesso
fermentativo. X4 = conversédo celulose/glicose; Prg= produtividade em glicose; Xget =
conversao glicose/etanol; Pry= produtividade em etanol; N = rendimento em etano
em relagao ao tedrico

Pré-tratamentos e Cg,72h Xeg,72h  Cet, 72h Yet (%)
Hidrolisado condigcdes de (g/L) (%) (g/L)

sacarificagao
[a] 1% Novo Pro-D® 20,6 40,2 9,21 87,7

H. Acida (3% H,SO,),
Sacarificagao (7FPU
Acellerase, pH 4,8, 50°C)

[b] 1% Novo Pro-D® 29,1 55 12,8 86,2
H. Acida (3% H,SO,),
Sacarificagao (20 FPU
Acellerase, pH 4,8, 50°C)

[c] In natura 28,1 39,5 13,45 93,9
H. Acida (3% H,SO,),
Sacarificagao (7 FPU
Acellerase, pH 4,8, 50°C)

Figura 4.9 — Perfis da etapa de fermentacao para os hidrolisados contidos na tabela 4.11
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Tabela 4.12 — Conversdo de celulose a glicose e concentragdo de glicose no hidrolisado em fungéo

do tempo para os materiais pré-tratados com 1% Novo Pro-D® seguida de H. Acida
(3% H,SO,) e da casca de soja In Natura hidrolisadas com diferentes cargas
enzimaticas. X4 = converséo celulose/glicose; Prg= produtividade em glicose

HIDROLISADOS

[a] [b] [c]

1% Novo Pro-D® 1% Novo Pro-D® In natura

H. Acida (3% H,S0,), H. Acida (3% H,SO,), H. Acida (3% H,S0,),

Sacarificagao (7FPU Sacarificagéo (20 FPU Sacarificagéo (7 FPU
Tempo Acellerase, pH 4,8, 50°C) Acellerase, pH 4,8, 50°C) Acellerase, pH 4,8, 50°C)

Glicose Xerg Prqg Glicose Xeig Prqg Glicose Xeig Pryg

(g/L) (%) (g4/L-h) (glL) (%) (94/L-h) (g/L) (%) (94/L-h)

Oh 0 0,0 0 0 0 0 0 0 0
1h 3,74 7,3 3,74 3,8 7,1 3,75 3,2 4,5 3,20
3h 6,48 12,7 2,16 7,0 13,2 2,32 6,5 9,2 2,17
6h 8,24 16,1 1,37 10,6 20,1 1,77 9,6 13,6 1,61
24h 16,08 31,4 0,67 17,8 33,7 0,74 19,6 27,6 0,82
48h 19,42 37,9 0,40 28,1 53,2 0,59 27,4 38,6 0,57
72h 20,62 40,3 0,29 29,1 55,1 0,40 28,1 39,5 0,39

Tabela 4.13a — Concentragéo de glicose, de etanol, conversao glicose-etanol, rendimento em etanol

(Cetanoi/glicose consumida), produtividade em etanol (Ceano/tempo), rendimento em
relagdo ao tedrico (rend/0,511) e produtividade, em fungdo do tempo para o
hidrolisado [a]. Xyt = converséo glicose/etanol; Prg= produtividade em etanol

Tempo Glicose Etanol Xg/et (%) Pre (g/Lmin) Rendimento  Rendimento em

(g/L) (g/L) (%) relacéo ao

tedrico (%)
0 20,62 0 0,0 0,0 0,0 0,0
30 16,78 1,9 18,6 0,06 9,2 18,0
60 10,01 4.9 404 0,08 23,8 46,5
90 1,06 8,7 89,4 0,10 42,2 82,6
120 0,00 9,21 100,0 0,08 44,7 87,4

Tabela 4.13b — Concentragéo de glicose, de etanol, conversao glicose-etanol, rendimento em etanol

(Cetano/glicose consumida), produtividade em etanol (Cetano/tempo), rendimento em
relacdo ao tedrico (rend/0,511) e produtividade, em fungdo do tempo para o
hidrolisado [b]. Xgt = converséo glicose/etanol; Prg= produtividade em etanol

Tempo Glicose Etanol Xg/et Pre Rendimento  Rendimento em

(g/L) (g/L) (%) (g/Lmin) (%) relagéo ao

tedrico (%)
0 29,10 0 0,0 0,0 0,0 0,0
30 26,97 1,7 7,3 0,06 6,1 11,9
60 18,70 54 30,7 0,09 19,2 37,7
90 8,32 9,3 55,5 0,10 33,1 64,9
120 0,00 12,8 100,0 0,11 45,6 89,3
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Tabela 4.13c — Concentracéo de glicose, de etanol, conversao glicose-etanol, rendimento em etanol
(Cetano/glicose consumida), produtividade em etanol (Cetano/tempo), rendimento em
relagéo ao tedrico (rend/0,511) e produtividade, em fungdo do para o hidrolisado [c].
Xget = converséo glicose/etanol; Pre= produtividade em etanol

Tempo Glicose Etanol Xg/et Pre Rendimento  Rendimento em

(g/L) (g/L) (%) (g/Lmin) (%) relagdo ao

tedrico (%)
0 28,06 0 0,0 0,0 0,0 0,0
30 27,98 1,01 0,3 0,03 3,6 7,0
60 23,45 3,16 16,2 0,05 11,3 22,0
90 12,26 7,57 47,7 0,08 27,0 52,8
120 0,00 13,45 100,0 0,11 47,9 93,8

Tabela 4.13d — Concentracao de glicose, de etanol, converséao glicose-etanol, rendimento em etanol
(Cetanof/glicose consumida), produtividade em etanol (Cegano/tempo), rendimento em
relagéo ao tedrico (rend/0,511) e produtividade, em fungao do tempo para um meio de
cultivo controle com glicose (20 g/L) e demais nutrientes adicionados aos
hidrolisados. Xg. = conversao glicose/etanol; Prg= produtividade em etanol

Tempo Glicose Etanol Xg/et Pre Rendimento  Rendimento em
@L) (gl (%) (g/Lmin) (%) relagéo ao
tedrico (%)
0 20,06 0 0,0 0,0 0,0 0,0
30 15,40 2,22 23,2 0,07 11,1 21,7
60 3,52 7,69 771 0,13 38,3 75,0
120 0,00 8,84 100,0 0,07 44 1 86,2

Os resultados de hidrolise enzimatica de celulose e fermentacao
indicam desempenho similar do processo em termos de produtividade, conversao e
concentracao atingida de etanol, para material previamente submetido a extragao
protéica, seguido de hidrélise acida e para casca in natura submetida diretamente a
hidrélise acida, quando se utilizou a mesma concentragédo de celulases na hidrélise
da celulose presente na fragdo sodlida. Toda a glicose produzida foi convertida a
etanol com rendimentos acima de 80%, o que indica baixa concentracdo de sub-
produtos gerados no pré-tratamento, confirmando os resultados obtidos na analise
da fragao liquida. Contudo, utilizando apenas os tratamentos enzimaticos para
remocao de proteina seguido de hidrdlise acida para remocédo de hemicelulose, a
maxima conversdo em glicose foi de 55% , devido possivelmente a adsorgdo das
celulases em lignina. A remocéo de hemicelulose e proteinas implicam concentragao
de lignina, o que se reflete negativamente na performance das celulases. Por outro
lado, a Figura 4.7 mostra que a hidrolise do material submetido a tratamento
organossolve apdés remocdo enzimatica de proteinas pode atingir conversdes mais
altas. Além disso, embora ndo tenha sido caracterizada a fragcdo soélida apés

tratamento organossolve, resultados obtidos para bagago de cana de acgucar nas
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mesmas condigdes (WOLF, 2011) mostra que ndo ha perda de celulose nessas
condicbes. Esse tratamento talvez seja entdo mais indicado para se atingir uma
maior conversao na hidrolise de celulose e, consequentemente, mais alta

concentragao de etanol na fermentagéo.
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5 CONCLUSOES

A caracterizagdo quimica de casca de soja efetuada neste trabalho
mostrou que o material € composto de 35,8 £+ 0,6 % de celulose, 23,1 £ 0,4 % de
hemicelulose, 9,1 £ 1,0 % de lignina, 5 £ 1,0 % de extrativos, 4% * 0,3 % de cinzas,
15,4+ 0,6 % de proteinas e 4,2+ 0,2% de pectinas.

Estudos de remocao enzimatica de proteinas a pH 9,0, condicdo de
maxima atividade da protease comercial Novo-ProD®, mostra que j& ocorre remogao
de cerca de 45% de proteinas sem adicdo da enzima, devido possivelmente a
liberacao de proteinas ligadas fisicamente a estrutura do material lignoceluldsico.

A adigao de 1% Novo-ProD® por 5 horas eleva a remogao de proteinas
para cerca de 57%, resultando num hidrolisado protéico com mais de 90% com
massa molecular abaixo de 6,5KDa.

Aumento da concentragdo de Novo-ProD® para 2% eleva a extragdo
para 74%, mas apos novo aumento para 4% nao se observou incremento
significativo na remocé&o de proteinas.

Uso de uma segunda hidrélise consecutiva a realizada com 1% de
Novo-ProD®, usando com 1% de quimotripsina permitiu remover 77% de proteinas,
indicando que esse valor deve estar préximo do maximo teor percentual de
proteinas extraivel da casca de soja enzimaticamente. Hidrélise com quimotripsina
permitiu também maior remoc¢ao de lignina, o que indica haver interagdo entre esse
componente hidrofébico da casca de soja e residuos hidrofébicos das cadeias de
proteinas, para os quais quimotripsina tem alta afinidade.

Hidrolise acida branda de casca de soja in natura ou sequencial a
remogdo enzimatica de proteinas com 1%, 2% e 4% de Novo-ProD® indicou que o
ataque acido ocorre nas ligagdes glicosidicas e peptidicas, removendo cerca de 90%
das proteinas e 70% de hemicelulose dos quatro materiais testados. Houve
indicagdo também de que a establizagdo do pH em 5,6 na hidrolise enzimatica
removeu a fragcdo amorfa da celulose presente na casca de soja, permanecendo no
material pré-tratado uma celulose cristalina com dificil aceso ao ataque acido, uma
vez que apenas para casca de soja in natura se observou perda expressiva de

celulose na fragao soélida com o ataque acido. Os resultados indicam, portanto, que &
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recomendavel a remocao de hemicelulose por hidrélise acida de modo seqlencial a
remocgao proteolitica das proteinas da casca de soja.

Hidrélise enzimatica com celulases Acellerase 1500, 7 FPU/gmaterial
das quatro fragcdes sodlidas oriundas dos tratamentos proteoliticos/acidos mostrou
maximas conversdes (atingidas em 48 horas) em torno de 40% para as fragdes
solidas obtidas por hidrolise acida direta e sequencial a proteolitica. A conversao
maxima atingida em 72 horas de hidrolise da celulose da casca de soja tratada
apenas com hidrélise proteolitica (sem hidrolise acida) foi de 14,8% devido,
possivelmente, ao alto teor de hemicelulose e lignina, que devem estar impedindo
acesso a celulose pelas enzimas. Na hidrdlise da celulose da casca in natura
ocorreu reducdo na concentracédo de glicose com o tempo, devido, possivelmente a
degradacdo desse material por reagcdo com proteinas, presente em alto teor no
material in natura.

Aumento da concentragdo de celulases para 20 FPU/gmaterial para
hidréise de material tratado com 1% Novo-ProD® seguido de hidrélise acida permitiu
atingir conversdo de cerca de 53% em 50 horas, observando-se apenas um
pequeno aumento para 55% em 72 horas. Adigao simultédnea de B-glicosidase nao
aumentou a conversao, indicando ndo haver limitacdo do processo pela acao dessa
enzima. O teor de umidade do material também n&o afetou a conversao
celulose/glicose.

Comparacgao das hidrélises de celulose das fragdes solidas apos pré-
tratamento com 1% de Novo-ProD® seguida de hidrolise acida suave ou tratamento
organossolve mostrou conversdes similares em 72 horas, mas com velocidade de
reacdo estabilizada para a fracdo acida e ainda alta para a tratada com

organossolve, devido possivelmente a maior remogé&o de lignina da segunda.

Os resultados de hidrélise enzimatica de celulose e fermentagao das
fragdes sodlidas obtidas para casca de soja submetida a extragao protéica com 1%
Novo-ProD®, seguido de hidrdlise acida e para casca in natura submetida
diretamente a hidrélise acida, indicam desempenho similar do processo em termos
de produtividade, conversdo e concentracio atingida de etanol, quando se utilizou a
a mesma concentracdo de celulases na hidrdlise da celulose presente na fragao

sélida. Toda a glicose produzida foi convertida a etanol com rendimentos acima de
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80%, o que indica baixa concentragdo de sub-produtos gerados no pré-tratamento,

confirmando os resultados obtidos na analise da fragao liquida.
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