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RESUMO

O etanol celulésico, também chamado de alcool de segunda geracdo, tem sido
considerado uma alternativa para diminuir problemas ambientais e energéticos no
mundo em razdo da escassez, da alta dos precos dos combustiveis fésseis e da
poluicdo por eles causadas, tornando necessario investir no desenvolvimento de
tecnologias de energias renovaveis. Neste contexto de inovacdo, uma nova
oportunidade de aproveitamento de biomassa lignocelulésica se conjectura, em
especial na industria da cana, para producdo de etanol de 22 geracdo. Mediante
esse cenario, o0 objetivo do trabalho foi estudar a hidrélise enzimética do bagaco da
cana-de-agUcar para obtencdo de acglcares fermentesciveis para posterior obtencéo
de alcool de segunda geracdo. Contudo, é preciso que se faca um pré-tratamento
para reduzir a recalcitrancia da biomassa in natura e tornar a celulose mais
acessivel ao ataque enzimatico. Nesse trabalho foi realizado o tratamento com
solucdo acido e base e com peréxido de hidrogénio alcalino. Além do tratamento,
também foram estudadas as varidveis de processos, como a concentracdo
enzimatica de 10, 15 e 20 FPU/g, o tempo de hidrélise de 6, 24 e 48h e temperatura
de 40, 45 e 50°C, de acordo com um planejamento experimental do tipo 33 para
amostras de bagaco de cana in natura e pré-tratadas com as duas diferentes
metodologias. Ap6s analise estatistica foi possivel verificar que o pré-tratamento do
bagaco com acido e base foi determinante na liberacdo das fibras e remocédo da
lignina, apresentando resposta em acucar redutor total (ART) muito superior a
apresentada na hidrélise para o bagago in natura e no bagaco pré-tratado com
peréxido. Ainda foi possivel obter os valores que maximizam a producdo de ART
para o bagago pré-tratado com acido e base, os quais foram concentracdo

enzimatica de 20 FPU/g, tempo de 48h e temperatura de 50°C.

Palavras-chave: Hidrélise enzimatica. Bagaco da cana-de-acucar. Pré-tratamento.



ABSTRACT

Cellulosic ethanol, also called second generation ethanol, has been considered an
alternative to reduce environmental and energy problems in the world because of the
shortage and high prices of fossil fuels and pollution caused by them, making it
necessary to invest in developing renewable energy technologies. In this innovation
context, a new use opportunity of lignocellulosic biomass is conjectured, especially in
the sugarcane industry for second generation ethanol production. Under this
scenario, the objective was to study the enzymatic hydrolysis of bagasse from
sugarcane to obtain fermentable sugars for subsequent obtaining of second
generation ethanol. However, it is necessary to make a pretreatment to reduce the
recalcitrance of biomass in natura and make the cellulose more accessible to
enzymatic attack. In this work the treatment was carried out with acid and base
solution and alkaline hydrogen peroxide. Besides treatment were also studied the
process variables such as enzyme concentration of 10, 15 and 20 FPU/g, the
hydrolysis time of 6, 24 and 48 hours and a temperature of 40, 45 and 50°C
according to an experimental design type 33 for sugarcane bagasse samples in
natura and pretreated with two different methodologies. After statistical analysis it
found that pretreatment of bagasse with acid and base was instrumental in the
release of fibers and lignin removal, with response in total reducing sugar (ART) far
superior to that presented in the hydrolysis for bagasse in natura and for bagasse
pretreated with peroxide. Still it was possible to obtain values that maximize the
production of ART to bagasse pretreated with acid and base, which were enzyme
concentration of 20 FPU/g, 48 hours and 50°C.

Keywords: Enzymatic hydrolysis. Bagasse from sugarcane. Pretreatment.
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1. INTRODUCAO

Grande parte da energia consumida é proveniente da queima de combustiveis
fosseis. Esses combustiveis ndo renovaveis sdo responsaveis por grandes
guantidades de emissdes de gases que dao origem a chuva acida, smog
fotoquimico, aquecimento global e efeito estufa, além de danos a saude. N&o
obstante aos problemas ambientais, Oliveira et al. (2008) relatam a grande
necessidade de diminuir a dependéncia em relacdo ao petréleo devido aos seus
precos em constante crescimento e a possibilidade de esgotamento dessa fonte. A
previsdo mais otimista € de que as jazidas atuais existentes de petréleo sejam

suficientes para, pelo menos, mais 40 anos.

Devido a essas preocupacdes é necessario que se encontrem fontes alternativas
sustentaveis para suprir a demanda energética atual sem causar danos ambientais.
Nesse contexto surgem o0s biocombustiveis, que sdo combustiveis produzidos a
partir da biomassa. Dentre essas fontes tém-se a cana-de-agUcar para a producao
de etanol, o qual na oferta interna de energia representa 16,1% das energias
renovaveis (BEM, 2014). No estado do Espirito Santo, no primeiro levantamento da
safra de 2014/2015, a area destinada para a plantacdo da cana-de-acucar foi de
73,25 (mil.ha), com produtividade de 55,025 (Kg/ha), de acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2014).

Nos ultimos anos a producado de etanol tem aumentado significativamente devido a
este ser considerado o mais promissor bicombustivel de fonte renovavel (DIAS,
2012). No Brasil, a industria de etanol € bem expressiva ja que boa parte dos
automoveis € abastecida com etanol. Na safra 2013/2014 foram moidas 658,8
milhdes de toneladas de cana-de-acucar, sendo 360,9 milhGes de toneladas para a
producdo de etanol, apresentando um acréscimo de 11,9% quando comparada a

safra 2012/2013 (CONAB, 2013).

Dentre os subprodutos da producdo de etanol e acucar tém-se o0 bagaco da cana
gue possui a capacidade de agregar valor a producéo, pois € um subproduto rico em
celulose e pode ser utilizado na obtencéo de alcool de segunda geracao. A utilizacdo
desse bagaco permite o aumento da oferta de combustivel e possibilita o

aproveitamento integral da cana-de-acucar ja que fornece fonte de carboidratos
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fermentaveis para producédo de etanol. De acordo com Filho (2008), o bagaco € visto
como subproduto gerado nas usinas que desponta como solucédo para aumentar o
rendimento da producdo de &lcool em relacdo a matéria-prima sem que haja a
necessidade de se expandir a &rea de plantio, favorecendo assim toda a cadeia

produtiva e preservando o meio ambiente.

Uma empresa do estado do Espirito Santo demonstra que para produzir 450 mil
litros/d de etanol, a quantidade de bagaco da cana gerado por dia € de 2100 ton.
Para cogerar 7MW, a mesma empresa utiliza 960 ton/dia de bagaco. O bagaco
excedente fica depositado para uma eventual parada da industria e para no final da
safra dar continuidade a cogeracdo para venda da energia, até acabar o que ficou
estocado?.

Essa matéria prima apresenta uma composicdo meédia de 40 a 50% de celulose, 25
a 35% de hemicelulose e 7 a 29% de lignina (CASTRO et al., 2010) e um dos
grandes desafios € conseguir que a celulose esteja exposta favorecendo a acéo das
enzimas. De acordo com Rabelo (2010), € necessario que 0s constituintes da
biomassa vegetal passem por um pré-tratamento que resulta na ampliacdo da area
superficial interna das particulas do substrato, realizada através da solubilizacao
e/ou pela degradacdo parcial da hemicelulose e da lignina. Isto conduz ao
fracionamento dos trés componentes e leva a abertura da estrutura da celulose
(PANDEY et al., 2000).

A celulose, dentre os materiais naturais, € o biopolimero mais abundante do mundo
e pode ser hidrolisada pela enzima denominada celulase a qual se encontra como
um complexo multienzimatico (BAYER; LAMED, 1992). Sdo as celulases que
possuem capacidade de romper as ligacdes glicosidicas de microfibrilas da celulose.
Durante o processo de degradacao da celulose sdo produzidos acgucares que podem
ser fermentados por leveduras para a producdo de etanol (SUN; CHENG, 2002).
Assim, apés a fermentacdo, o acucar da celulose € convertido em alcool. Estudos

indicam que uma destilaria capaz de produzir 1 (um) milhdo de litros de etanol a

! Comunicac3o pessoal de Nerzy Dalla Bernardina — Diretor da empresa Alcon, em 30 de setembro de 2014,
recebida por correio eletrénico.
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partir do caldo podera ter um acréscimo inicial de 150 mil litros, podendo chegar até
400 mil litros em 2025 com o avancgo da tecnologia de aproveitamento da biomassa
que seria desperdicada (CEZAR, 2007).

A hidrolise enzimatica de materiais celulésicos tem sido um tema recorrente de
intensas pesquisas. Conforme Ryu e Mandels (1980) o desenvolvimento de um
processo industrial de bioconversdo ajudaria a reduzir os problemas urbanos da
dependéncia de combustiveis fosseis. Com o desenvolvimento dessa tecnologia,
todo o bagaco da cana-de-acucar atualmente utilizado na geracdo de energia

elétrica podera ser também destinado a producéo de alcool (LEE, 1997).

Diante deste contexto, este trabalho teve como objetivo estudar o processo de
hidrolise enzimatica do bagaco da cana utilizando enzimas comerciais. Melhores
rendimentos de hidrolise resultam em maiores quantidades de acucares

fermentesciveis e consequentemente em maior produc¢do de alcool.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é avaliar a influéncia de varidveis de processo no
rendimento da hidrélise enzimatica da celulose utilizando como matéria prima o

bagaco da cana-de-agucar para posterior producao de alcool de segunda geracgao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar o comportamento do bagaco in natura e a influéncia do bagaco pré-
tratamento com acido/base e com peroxido de hidrogénio alcalino na hidrélise da

celulose;

b) Estudar a influéncia das variaveis (tempo, temperatura e concentracao
enzimatica) no rendimento da hidrélise enzimética com o auxilio de um planejamento

experimental do tipo fatorial 33

c) Analisar os resultados obtidos na hidrélise enzimatica com o auxilio do Software
STATISTICA 7.0.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. ENERGIAS RENOVAVEIS

Energia renovavel é originaria de fontes naturais que possuem a capacidade de
renovacdo, ou seja, ndo se esgotam. Elas causam menores impactos ao meio
ambiente, sendo assim, sao Otimas alternativas para o sistema energético
tradicional, principalmente na situacdo do aumento do crescimento global. Em 2013,
a participacao de renovaveis na matriz energética brasileira foi de 41% e manteve-se
entre as mais elevadas do mundo, com apenas uma pequena reducdo se

comparada ao ano de 2012 devido a menor oferta de energia hidraulica (BEM,
2014).

No entanto, a maior parte das energias atualmente exploradas nao é renovavel e
estdo presentes na natureza. Todavia, sdo quantidades limitadas, ou seja, ndo
podem ser recuperadas caso venham a acabar e levam muitos anos para se
formarem novamente. Exemplos dessas fontes de energias nao renovaveis:

Petréleo, gas natural, carvdo mineral e combustiveis nucleares (MMA, 2014).

Material oleoso e inflaméavel, o petréleo é atualmente a principal fonte de energia.
Em setembro de 2014 a expansédo da producdo fez com que a extracdo diaria de
petréleo no mundo superasse em 2,8 milhdes de barris comparado aos niveis de
setembro de 2013. Os Estados Unidos e a China estdo entre os principais

responsaveis por este aumento (AIE, 2014).

As adverténcias ambientais devido a exploracao de fontes ndo renovaveis e grandes
concentracbes de emissdes de CO. impulsionaram e tornaram a busca por outras

fontes de energia cada vez mais imperiosa. Desta forma, Santos (2012) destaca que
no século XXI a industria quimica € obrigada a passar por uma grande

transformacdo recorrendo a biotecnologia para realizacdo de transformacoes

quimicas e ao uso de recursos renovaveis como matéria-prima basica.

by bY

Devido a crescente demanda mundial por energia, a limitagcdo dos recursos
petroliferos, aos impactos ambientais e a disputa de preco, ha um aumento no

interesse em combustiveis alternativos, especialmente os combustiveis liquidos. O



19

bioetanol é uma das alternativas a ser considerada importante devido a
adaptabilidade dos motores existentes a este combustivel e por este ser um
combustivel mais “limpo”, com maior octanagem que a gasolina (WHEALS et al.,
1999; GRAND, 2006).

A Tabela 1 demonstra a progressdo na producdo de etanol para os proximos anos,
indicando que no periodo de 2020/2021 ser&o produzidos 65,3 milhdes de toneladas
de etanol, sendo 49,6 milhdes de toneladas voltados para o consumo interno e 15,7

milhdes de toneladas a exportacdo (COGEN, 2009).

Tabela 1 - Perspectiva da producéo de etanol

2008/2009  2015/2016  2020/2021

Producéo de cana-de-acucar (milhdes de toneladas) 562 829 1.038
Etanol (bilhdes de litros) 27,0 46,9 65,3
Consumo interno 22,0 34,6 49,6
Excedente para exportacdo 4,8 12,3 15,7

Fonte: Cogen (2009).

Atualmente, tem-se ainda como alternativa de combustivel liquido o etanol a partir
da biomassa lignocelulésica. Esse etanol € particularmente promissor porque pode
capitalizar o poder da biotecnologia para reduzir drasticamente os custos. Ele é
derivado de matéria prima de baixo custo e abundante, podendo assim alcancar
altos rendimentos, alta octanagem e outras propriedades desejaveis de combustivel,
sendo ambientalmente favoravel (WYMAN, 2007). Nesse contexto, 0s materiais
lignoceluldsicos tém recebido atengdo como fonte alternativa de carboidratos para

producao de etanol.

A Presidente da Unido das Industrias de Cana-de-Acucar (UNICA), em 2014
constatou que a producao brasileira de etanol, reconhecida internacionalmente, n&o
compromete a de alimentos. Se por um lado cresceu a producdo de cana, a de

carnes e gréos também evoluiu. Um produto n&o limita o outro no Brasil?.

2 Elizabeth Farina, presidente da Unifo da Industria de Cana-de-Acucar (UNICA), durante participa¢do no “32
Sugar & Ethanol Summit — Brazil,” evento realizado no dia 18 de julho de 2014, em Londres.
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Conforme a UNICA (2014), o Brasil se destaca em 1° lugar como produtor mundial
de acucar, responsavel por 25% da producdo mundial e 50% das exportacdes
mundiais, e em 2° lugar como produtor mundial de etanol sendo responsavel por

20% da producéo mundial e 20% das exportacées mundiais.

3.2. CANA-DE-ACUCAR NO BRASIL

A cana-de-acUcar € uma das principais fontes de geracdo de energia em discussao
desde o Brasil Col6nia devido ao alto valor do agucar no mercado internacional.
Recentemente, o alcool favoreceu ainda mais a cultura devido a sua importancia

estratégica como nova matriz energeética.

Na safra 2014/2015 estdo sendo produzidas quase 38 milhdes de toneladas de
acucar e 28 milhdes de metros cubicos de etanol segundo o governo federal
(CONAB, 2014). Esse aumento no quadro produtivo € resultado de inovacdes
politicas, institucionais e cientifico-tecnolégicos implementadas pelos setores publico

e privado.

As principais inova¢fes aparecem com maior destaque a partir da década de 1970
através do Programa de Modernizacdo da Agroindustria Canavieira, do Instituto do
Acucar e do Alcool (IAA). A capacidade de producdo aumentou de 5,4 para 11,4
milhdes de toneladas de aclcar por safra, com foco no mercado internacional
(RIDESA, 2005).

O alcool era visto como um produto secundario dentro da cadeia produtiva da cana,
no entanto, se tornou estratégico apds a Crise do Petréleo, em 1973. Com a crise,
em 1975, o governo federal criou o Programa Nacional do Alcool (Proélcool) com o
objetivo de incentivar a producao de alcool a partir de varias matérias-primas, dentre
elas a cana-de-acucar. Essa foi, possivelmente, uma das maiores inovacdes visando

0 aumento da producédo da cana-de-acgucar na historia do pais.

O Proalcool pode ser dividido em trés fases: a implantacdo de destilarias de alcool
junto as usinas de acucar, que proporcionaram o crescimento da producéo do tipo

anidro; a implantacdo de destilarias autbnomas em novas areas de producdo de



21

alcool, iniciando a producdo do alcool hidratado para automoveis; e a eficiéncia

industrial e os aprimoramentos dos diversos aspectos do consumo (ITURRA, 2006).

O governo investiu no Proalcool cerca de US$ 7 bilhdes até 1989. Este investimento
foi feito em subsidios e pesquisas visando ajudar a equilibrar as contas externas, a
diminuicdo de desempregos, 0 aumento da arrecadacao fiscal, a diminuicdo da
poluicdo ambiental e o desenvolvimento de tecnologia nos setores agricola e
industrial (LIMA et al.,1995).

A partir de 1987, o setor sucroalcooleiro nacional é impactado negativamente por
meio das mudancas politicas como a desregulamentacdo do setor, a extincdo do
IAA, a liberacéo dos precos (da cana, do acUcar e do &lcool), a politica de combate a
inflacdo, que gerou novas crises, e no fechamento de aproximadamente 130 usinas
(IEL, 2005).

A saida do Estado do setor incentivou as empresas a adotarem diferentes
estratégias de concorréncia por meio do avanco tecnoldgico, por isso, nos anos 90,
os produtores deste setor decidiram se reorganizar em virtude da dificuldade com a
demanda de alcool no pais para buscar alternativas. O acréscimo da adi¢cdo de
alcool anidro na gasolina trouxe novas oportunidades de negécio para os produtores
rurais e industriais, e junto com as novas oportunidades houve também a

necessidade do aumento da producédo para atender a demanda.

O avanco de novas tecnologias empregadas no setor agricola desencadeou um
aumento na obtencdo de produtos. Pesquisas estdo sendo direcionadas para a
utilizacdo dos subprodutos como o bagaco da cana-de-agucar, que € gerado em
grande quantidade pela agroindustria brasileira como alternativa para producéao de
biocombustivel (RIDESA, 2005).

O Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), em S&o Paulo, e o Nucleo de Absorc¢éo e
Transferéncia de Tecnologia (NATT), em Maceio, sdo entidades que foram criadas
pela iniciativa privada a fim de gerar e transferir tecnologias para serem empregados

na cana e seus derivados.
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No campo das inovagdes institucionais, a busca pelo aumento de produtividade da
cana determinou, por exemplo, a criacdo de instituicbes como a Estacao
Experimental de Cana-de-AcUcar de Alagoas. Com a extin¢cdo do IAA, o seu acervo
e recursos humanos foram transferidos para as Universidades Federais em Alagoas
(Ufal), Pernambuco (UFRPE), Sergipe (UFS), Sao Paulo (UFSCar), Parana (UFPR),
Minas Gerais (UFV) e Rio de Janeiro (UFRRJ), que hoje formam a Rede
Interinstitucional de Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA).

Além disso, a competitividade na cadeia produtiva da cana-de-acucar esta
diretamente relacionada com as inovacgdes politicas e institucionais que levaram o
Brasil a ser o maior produtor mundial da cultura. A criacdo e a articulacdo de
instituicBes de pesquisa publicas e privadas contribuiram para a destacada producéo
atual de 387 milhdes de toneladas de cana (RIDESA, 2005).

Apo6s 30 anos desde 0 seu inicio, o setor comemorou o0 elevado aumento da
producdo atingindo a quantia de 410 milhdes de toneladas no mundo todo (esta
estimativa considera as varias matérias-primas utilizadas na producdo de etanol)
(WHEALS et al., 1999).

No Brasil, a cana-de-acucar utilizada principalmente na producéo de alcool e agucar,
€ uma das culturas agricolas mais importantes, gerando diversos recursos e
empregos diretos e contribuindo, dessa forma, para o desenvolvimento com

melhores fontes de renda.

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), na safra 2014/2015 a
previsado de area plantada por cana-de-acgucar no Brasil € de 9.098 mil hectares, na
regido sudeste 5.592 mil hectares e no estado do Espirito Santo 73 mil hectares. A

Figura 1 confirma o crescimento da area plantada entre o ano de 2012 a 2014.
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Figura 1 - Area plantada entre o ano de 2012 a
2014 (em mil.ha)

Fonte: Conab.

Conforme a Agéncia Nacional de Energia Elétrica (ANEEL), na producédo de etanol,
cerca de 28% da cana é transformada em bagaco. Em termos energéticos, o bagaco
equivale a 49,5%, o etanol a 43,2% e o vinhoto a 7,3%. Mesmo com esse alto valor
energético, o bagaco ainda € pouco explorado nas usinas. Neste contexto, o bagaco
da cana-de-acucar apresenta-se como um dos materiais com maior potencial para a

obtencéo de diversos produtos de interesse comercial.

3.3. BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR

Ao produzir o alcool e o agucar, sdo gerados varios residuos como o bagaco, a
palha, a vinhaca, a torta de filtro e as aguas residuarias. Esses residuos podem ser
aproveitados de modo a reduzir os impactos ambientais e proporcionarem beneficios

econdmicos.

Estima-se que para o ano de 2030, a producdo do bagaco da cana-de-agucar sera
de 153,9 milhdes de toneladas, como consta na Tabela 2. Esse residuo é um po fino
e claro, e boa parte dele, atualmente, € utilizado na cogeracéo de energia nas usinas
de etanol. O bagaco é considerado uma fonte energética e algumas usinas ja
possuem termoelétricas acopladas, o que as tornam autossuficientes em energia

elétrica e vapor (RABELO, 2010).
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Tabela 2 - Oferta da biomassa da cana-de-aclUcar (milhdes de toneladas)

2005 2010 2020 2030
Producéo de cana 431 516 849 1.140
Biomassa Produzida 117,8 141,9 2335 3135
Bagaco 57,8 69,7 114,6 153,9
Palha 60,0 72,2 118,9 159,6
Biomassa ofertada 57,8 73,3 132,3 185,8
Uso do bagacgo - % 100 100 100 100
Recuperacéo da palha - % 0 5,0 14,9 20,0
Destinacdo da biomassa
Produgéo de etanol 0,0 0,3 17,7 18,7
Producéo de eletricidade 57,8 73,0 114,6 167,1

Fonte: Mme (2007).

Ja as usinas que nao realizam a cogeracdo de energia acabam ficando com grande
quantidade de bagaco acumulado no pétio, gerando assim problemas como
incéndios, poluicdo e ocupacdo do espaco. A proposta € a utilizacdo desse bagaco

para geracao de combustiveis avancados.

A estrutura do bagaco é constituida por 65% de fibras e 35% de material ndo fibroso,
como mostra a Tabela 3. As fibras possuem um alto coeficiente de expanséo e
contracdo sob processos de umedecimento e secagem, e as células da medula sdo
de forma e tamanhos irregulares com a razdo diametro/crescimento de
aproximadamente 5. (RABELO, 2007).

Tabela 3 - Composicdao fisica média do bagacgo da cana-de-agucar

. Casca 50%
Fibras
Vasos e vasculares 15%
) ) Medula 30%
Material n&o fibroso ) o
Epiderme néo fibrosa 5%

Fonte: Caraschi (1997), apud Rabelo (2007).

A importancia de se discutir o aproveitamento do bagac¢o da cana-de-agUcar esta na
possibilidade da geracdo de receita e reducdo de custos para as usinas
sucroalcooleiras e, concomitantemente, a diminuicdo do impacto ambiental, uma vez

gue o residuo podera ser totalmente eliminado ao ser utilizado como combustivel.
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Oliveira (2012) ainda afirma que se todos os polissacarideos presentes nele fossem
convertidos em etanol, chegaria a 100% a mais, ou seja, dobraria a producao de
etanol com a mesma area plantada, considerando o uso de todo o bagaco gerado no
setor sucroalcooleiro. A Figura 2 demonstra o excedente de bagago em uma usina

sucroalcooleira.

Figura 2 - Bagaco da cana-de-agUcar

Fonte: Pereira (2006).

3.4. COMPOSICAO DA BIOMASSA

A lignocelulose € a principal componente da biomassa, incluindo cerca da metade do
material vegetal produzido pela fotossintese e que representa o mais abundante
recurso organico renovavel (ZAMPIERI, 2011). A Figura 3 demonstra a composi¢cao
da biomassa.

Os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos basicamente pelos compostos
estruturais, celulose, lignina e hemicelulose, no entanto, outros constituintes
menores também se mostram presentes. Dentre estes, incluem compostos
organicos chamados de extrativos (ésteres, alcoois, esteroides e outros) e
inorganicos (sulfatos, oxalatos, carbonatos e silicatos de calcio, potassio e
magnésio). A hemicelulose e celulose séo estruturas duras e fibrosas, entremeadas
por uma macromolécula composta por alcoois aromaticos, a lignina, que se encontra
unida por ligagdes covalentes e de hidrogénio (LEE, 1997).
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Figura 3 - Estrutura Lignoceluldsica e seus componentes

Fonte: Camassola (2011).

Segundo Lewin e Goldstein (1991), as propor¢cdes entre 0os constituintes dependem
do tipo de material. Por exemplo, a celulose e hemicelulose sdo os principais
polissacarideos existentes na parede celular das madeiras, palhas, gramineas e
outras plantas naturais na terra (ZHANG et al., 2014). A Tabela 4 indica a

composicao quimica basica de alguns dos principais residuos lignocelulésicos.

Tabela 4 - Composicéo quimica dos residuos agricolas (%)

Residuos Celulose Hemicelulose Lignina Proteinas Cinzas
Palha de arroz 32-47 19-27 5-24 - 12,4
Palha de trigo 35-47 20-30 8-15 31 10,1
Palha de milho 42,6 21,6 8,2 51 4,3

Bagaco de 33-36 28-30 18,4 3 2,4

cana-de-acucar

Fonte: Sarkar et al. (2012).

3.4.1. LIGNINA

A lignina € composta por uma estrutura complexa que proporciona resisténcia
mecanica as plantas. E bastante resistente a degradacdo quimica e enzimatica e,
por recobrir 0os outros polissacarideos, representa um obstaculo ao se tentar utilizar

0 bagaco da cana-de-acgucar para obtencéo de etanol.
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E uma macromolécula formada principalmente pela polimerizacdo radicalar de
unidades fenil-propano (alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico). A

Figura 4 demonstra os percussores da biossintese da lignina.

CHy OH CH,OH CH, OH

CH If'H I."H

1l [

CH CH H

OCH, HyC OCH;

OH OH OH

i 11 il

dlcool pcumarilico dlcool coniferilico dlcool sinapilico

Figura 4 - Precursores da Lignina

Fonte: Fengel; Wegener (1989).

A lignina envolve as microfibrilas celulésicas conferindo protecdo a degradacéo
quimica e/ou bioldgica, e pode formar ligacdes covalentes com a hemicelulose
(CANILHA et al., 2011).

3.4.2. HEMICELULOSE

As hemiceluloses sao heteropolissacarideos que, ao contrario da celulose, podem
ser formados por diversos agucares (pentoses e hexoses) dando origem a cadeias

moleculares mais curtas e com alto grau de substituicdo (MAYRINK, 2010).

Cada heteropolissacarideo geralmente apresenta uma cadeia principal formada por
uma unica unidade, podendo apresentar diversas outras unidades como
substituintes (D’ALMEIDA, 1988).

As hemiceluloses estdo presentes em todas as camadas da parede celular das
plantas, mas concentram-se, principalmente, nas camadas priméaria e secundaria

onde estdo ligadas covalentemente a celulose e lignina. Por causa do baixo grau de
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polimerizacdo e de sua natureza amorfa, as hemiceluloses sdo degradadas mais
facilmente que a celulose (MAYRINK, 2010).

3.4.3. CELULOSE

De acordo com Saad (2010), a celulose € um homopolimero linear composto por
moléculas de glicopiranose unidos por ligacées B-glicosidicas (1—4) de formula
geral (CeH100s)n. Em sua estrutura, as moléculas de glicose se ligam por meio dos
carbonos 1 e 4, formando a celobiose. Essa ligacéo (1-4) ocorre com a hidroxila na
posicdo B (posicao equatorial). Como se pode observar na Figura 5, a celulose é

uma cadeia polimérica no qual a unidade repetitiva é a celobiose.

CH,OH H OH CI-IZCH H OH
H e o HH o H
gH H HH H OH H H A
HH o HHA .4
H OH CHZC'.H H OH CHzCI-I
Unidade de Celobiose

Figura 5 - Estrutura de um fragmento de celulose

Fonte: Fengel; Wegener (1989).

Estudos indicam que a celulose possui um grau de polimerizacao médio de 9.000 -
10.000, podendo em alguns casos atingir nimeros muito maiores do que este. A
cadeia de celulose esta estruturalmente ligada a hemicelulose e a lignina, ndo sendo
um substrato facilmente acessivel. E formada por microfibrilas, que possuem regides
ordenadas (cristalinas), alternadas com regides menos ordenadas (amorfas), as
guais formam as fibrilas, que por sua vez coordenam-se para formar as sucessivas
paredes celulares (RAMOS, 2003).

A forma cristalina apresenta maior niamero de ligacdes intra e intermoleculares,
como as ligagbes de hidrogénio entre os grupamentos hidroxila. Estas tornam a
celulose insollvel e resistente ao ataque quimico e a degradacdo microbiana. Sob
condicbes normais, a celulose é extremamente insolivel em agua, o que €

necessario para sua propria funcdo como sustentacdo estrutural nas paredes
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celulares vegetais (CANILHA et al., 2011). Enquanto isso, a forma amorfa é mais
facilmente hidrolisada, possui menos interacdo de hidrogénio, sendo assim
primeiramente atacada e degradada por ser mais acessivel as enzimas
(D’ALMEIDA, 1988; RAMOS, 2003).

Dos trés polimeros estudados, a lignina € o Unico que nao apresenta interesse no
processo de producdo de etanol de segunda geracao (OLIVEIRA, 2014; SANTOS,
2013). J4& a celulose € a de maior interesse por gerar mondémeros de glicose,
passiveis de fermentacdo pelo mesmo processo ja empregado nas plantas
sucroalcooleiras nacionais (MONTANO, 2013).

3.5. PRODUCAO DO ETANOL DE SEGUNDA GERACAO A PARTIR DO BAGACO
DA CANA-DE-ACUCAR

O etanol de segunda geracao (etanol 2G) ou etanol celulésico pode ser considerado
uma inovacgao de ruptura no setor sucroenergético. Ele torna a cadeia produtiva do
alcool mais sustentavel com o aproveitamento do bagaco, que normalmente é

descartado.

Enquanto as tecnologias de primeira geracdo estdo baseadas na fermentacéo
alcodlica dos carboidratos presentes, como por exemplo, no caldo da cana-de-
acucar, a segunda geracdo consiste na producdo do etanol celuldsico a partir da
guebra dos polissacarideos presentes na parede celular vegetal dos residuos
lignoceluldsicos (PITARELO et al., 2012).

A viabilizagdo dessas novas tecnologias que empregam a biomassa para producgéo
do etanol de segunda geracéo representa uma importante alternativa a consolidagéo
de um modelo sustentavel. Por essa questao, € importante estimular o investimento
no desenvolvimento de rotas de producdo de baixo custo que produzam um
combustivel competitivo com o mercado (RAMOS, 2003; PITARELO et. al., 2012).

Hoje, o maior centro de pesquisa da cana-de-acucar do mundo é o Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC), situado em Piracicaba - Sao Paulo, que busca cada vez mais avancos

tecnoldgicos para produzir o etanol de segunda geracao.



30

Quem também estd na corrida para resultados no etanol de segunda geracdo € a
GRANBIO, empresa de biotecnologia que ja deu inicio a producdo de etanol de
segunda geracao (2G) desenvolvido a base de palha e bagaco da cana-de-agucar.
Trata-se da primeira unidade produtora em escala comercial do hemisfério sul. A
empresa em questéo esta investindo R$ 350 milhdes em uma unidade industrial em S&o
Miguel dos Campos, Alagoas. O projeto ainda prevé o desenvolvimento de uma “super-
cana”, com quatro vezes mais celulose que a convencional (FAPESP, 2014). Ainda
recentemente, o presidente da GRANBIO prometeu investimentos de R$ 4 bilhdes
Nnos anos seguintes para a instalacdo de dez novas plantas que produzirdo 1 bilhdo
de litros de etanol 2G até 20223,

A Petrobras S.A, igualmente, vem se destacando com uma das empresas
brasileiras que mais investem em biorrefinarias, em especial a partir de residuos da
cana-de-acucar (PETROBRAS, 2011). A estratégia da empresa € se tornar
competitiva e expandir a participacdo no mercado de biocombustiveis liderando a
producdo nacional de biodiesel e ampliando a participa¢do no negdcio de bioetanol.

Ja a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), possui grandes
reservas de plantas energéticas com grandes chances de serem utilizadas para a
producdo do etanol de segunda geracdo, sendo a cana-de-aglcar a espécie mais

pesquisada.

Recentemente também, foi criado o Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do
Bioetanol (CTBE) que investe em pesquisa basica e inovagao tecnologica para
viabilizacdo de fontes renovaveis de energia que aliem alta produtividade ao
aproveitamento maximo da biomassa lignocelulésica com sustentabilidade
(SANTOS, 2012).

No entanto, apesar de alguns estudos, investimentos e produ¢do, uma grande questao
para a producéo do etanol de segunda geracdo € a competitividade frente ao valor do
alcool de primeira geracdo. Sendo que os maiores desafios na producao do etanol de

3 Bernardo Grandi - Presidente da GranBio em depoimento no veiculo de comunicacdo online — Novacana.com
em 26 de setembro de 2014.
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segunda geracao estdo, principalmente, nos custos de cada etapa de producéo versus o

rendimento global do processo.

3.5.1. POTENCIAL DE TRANSFORMACAO DO BAGACO DA CANA EM ACUCARES
REDUTORES E ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

Além do desenvolvimento de tecnologias para a producdo do alcool de segunda
geracdo, um aspecto primordial para disponibilizacdo para a industria e para a
sociedade é a analise da viabilidade técnico-econdmica do processo. Grande parte
destes estudos, até o momento, foi realizada nos Estados Unidos, sobretudo pelo
National Renewable Energy Laboratory (NREL1), e na Europa. Apesar de o Brasil
ser um pais com destaque a nivel mundial para a producdo de etanol, ndo existem
muitos estudos de avaliacdo da aplicabilidade da tecnologia do etanol de segunda
geracédo considerando-se a disponibilidade de matéria-prima, viabilidade técnica e os

custos de producao.

Apresentados na reportagem exibida pela revista Nova Cana em 2015, a
transformacao estequiométrica do bagaco in natura e seu potencial maximo de
producdo de etanol estdo expostos na Figura 6. Para este calculo, foram
considerados somente 0s acuUcares redutores potencialmente recuperaveis da

hemicelulose e da celulose.

Base: 1 tonelada de bagago
«2°| ETANOL

et
CELULOSE: 200 K V-
: 9 123 L
HEMI \.

| HEXOSES
CELULOSE: 158 Kg Hidrolise e \ac{?@ ETANOL
Kg e
LIGNINA: 100 Kg ¢ 63L
PROTEINAS: 17 Kg
CINZAS: 25 Kg PENTOSES ETANOL TOTAL

AGUA: 500 Kg 126 Kg

186 L

Figura 6 - Conversao do bagaco da cana em etanol

Fonte: Revista Nova Cana (2015).
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Ainda segundo a EMBRAPA, € preciso investir em tecnologias que proporcionem a
reducdo dos custos, que evite formacdo de inibidores e que resulte no aumento da
exposi¢cao das fibras de celulose, sendo esses aspectos cruciais para a implantacao

em larga escala de producéo.

Segundo Santos (2013), para a obtencdo desse alcool de segunda geracdo €
necessario cumprir quatro etapas necessarias, sendo essas: pré-tratamento do
bagaco, hidrélise da celulose, fermentacdo e destilacdo. A fermentacdo e a
destilacdo sdo as mesmas do alcool de primeira geracdo, diferenciando apenas nas

duas primeiras etapas, que serdo descritas abaixo.

3.5.2. PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR

As biomassas vegetais possuem grandes quantidades de celulose além de outros
polissacarideos hidrolisaveis em glicose para fermentacdo a etanol combustivel ou
para a producdo de produtos de interesse. Na natureza, o0 processo de
biodegradacdo é bem mais lento, pois a lignina limita o acesso de enzimas
hidroliticas aos componentes dos polissacarideos. Sendo assim, é necessario um
pré-tratamento para aumentar a digestibilidade da biomassa e fazer com que a
celulose torne-se mais acessivel as enzimas que convertem os carboidratos em

acucares fermentesciveis (CHANG et al., 1998).

O pré-tratamento aumenta a area de superficie da biomassa da cana e a porosidade
dos materiais, além de reduzir a cristalinidade da celulose. Um pré-tratamento eficaz
€ caracterizado por diversos critérios: evitar a necessidade de reduzir o tamanho das
particulas da biomassa, limitar a formacao dos produtos da degradacéo que inibem
0 crescimento dos microrganismos fermentativos e minimizar a demanda de energia
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1999). Por isso, o pré-tratamento € visto como
uma das etapas do processo mais caras na conversdo da biomassa em acucares
fermentesciveis e, portanto, esta etapa apresenta um grande potencial para
melhorar a eficiéncia e baixar o custo no processo de pesquisa e desenvolvimento
(LEE et al., 1997; LYND et al., 2002)
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De acordo com Carli et al. (2011), diversos métodos de pré-tratamento vém sendo
estudados visto a necessidade de tornar a celulose mais disponivel para a etapa de
hidrélise e que ndo haja um acréscimo muito grande no investimento industrial.
Desse modo, sdo esperaveis as seguintes caracteristicas para a etapa de pré-

tratamento:

o Ter um material pré-tratado facilmente hidrolisavel;

o Nao degradar a celulose;

o Nao formar inibidores;

o Requerer nenhuma ou pouca reducao granulométrica do material;
o Gerar 0 minimo de residuos possivel,

o Trabalhar com equipamentos de baixo custo;

o Ser simples e eficaz.

Entre os pré-tratamentos, sdo destacados 0s pré-tratamentos acidos, alcalinos e
com explosdo a vapor. No entanto, o pré-tratamento quimico tém recebido uma
maior atencdo ja que os pré-tratamentos fisicos sdo relativamente ineficientes no
aumento da digestibilidade da biomassa (FAN et al., 1982) e os tratamentos
combinados raramente tém digestibilidade melhorada quando comparados aos
tratamentos simples (GHARPURAY et al., 1983).

Segundo Rabelo (2007), o pré-tratamento quimico remove a lignina e a hemicelulose
sem degradar a cadeia celulosica. Ele pode ser realizado com peroxido de
hidrogénio e acido/base. O pré-tratamento acido promove a hidrolise da fracao
hemicelulésica permitindo seu aproveitamento para fermentacdo de pentoses e
maior producgéo de etanol, contudo, o uso de acidos concentrados é pouco estudado
visto a necessidade de equipamentos especiais que permitam operar em condi¢coes
extremas de pH. Ja os acidos diluidos, apesar de amplamente estudados e
difundidos, apresentam o risco de formacgao de furfural, composto que inibi a etapa
de fermentacdo (OLIVEIRA et al, 2012; PEREIRA., et al, 2006; SANTOS et al.,
2011)

Ja o tratamento alcalino resulta na remocao de parte da fracdo da lignina expondo
as fibras de celulose tornando mais acessivel ao ataque enzimatico (HAHN-

HAGERDAL et al., 2006). Além disso, o tratamento alcalino esta associado ao
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menor custo. O gasto com reagentes e com equipamentos tende a ser muito menor
para a maioria dos materiais lignocelulosicos quando realizado por etapas basicas
(CARLI et al., 2011; NASCIMENTO, 2011).

Foram encontrados alguns trabalhos na literatura que destacam estudos sobre pré-

tratamento da biomassa.

Silva (2009) estudou o pré-tratamento e a sacarificacdo enzimética de residuos
agroindustriais como etapas no processo de obtencdo de acucar redutor. Um dos
objetivos foi verificar o efeito do pré-tratamento e da deslignificacdo no aumento da
conversdo enzimatica da celulose da biomassa da palha da cana, do bagaco da
cana e do pseudocaule da bananeira. Nos resultados foi verificado que ocorreu
alteracdo na estrutura quimica de cada biomassa estudada proporcionada pelo pré-
tratamento. O pré-tratamento com acido sulftrico 1,0% (m/v), seguido deslignificacéo
com NAOH 1,0% (m/v) promoveu solubilizacdo de 88,8% de hemicelulose e 77,9%
de lignina para a palha da cana e 79,3% de hemicelulose e 62,3% de lignina para o
pseudocaule da bananeira. Ja o pré-tratamento do bagaco foi realizado por meio do
pré-tratamento hidrotérmico em reator que proporcionou uma solubilizacédo de 95,8%
de hemicelulose e 80,9% de lignina. Os ensaios de conversdo enzimatica dos
materiais lignocelulésicos mostraram que a conversdo celulésica aumentou

consideravelmente para todos os materiais ap0s o pré-tratamento.

Rabelo (2007) avaliou o desempenho do pré-tratamento com peréxido de hidrogénio
alcalino para a hidrélise enzimatica do bagaco da cana-de-acucar. Planejamentos
fatoriais 32 foram realizados para avaliar a influéncia do tempo de pré-tratamento (h),
temperatura (°C) e concentracdo de peroxido de hidrogénio alcalino (H202 alcalino)
(%) no desempenho da hidrdlise, que foi medido pela liberacdo de glicose e
acucares redutores totais (ART). O autor chegou a conclusdo que as condi¢des
Otimas de pré-tratamento sdo de 1h de reacao, temperatura de 25°C e concentracao
de 7,355% de H202, e os resultados de massa de ART e glicose apds 48h de
hidrolise foram 0,4899 g/g biomassa bruta seca e 0,3740 g/g biomassa bruta seca,

respectivamente. O rendimento de glicose no ponto 6timo foi de 84,07%.

Nascimento (2011) estudou o pré-tratamento com hidroxido de sédio (NAOH) e

acido sulfarico (H2S04) diluido para a producgéo de etanol utilizando como matéria
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prima o bagaco da cana. O pré-tratamento foi realizado com o bagaco in natura e
avaliado a influéncia do tempo de pré-tratamento e concentracdo da base e do acido
na liberacdo de acucares apds a hidrélise. Como resultados foram obtidos 75,3% de
eficiéncia na etapa de hidrélise com uma méxima producao de glicose de 61,49/l e

eficiéncia de 90% de fermentacao.

Ramos (2003) estudou alguns dos métodos de pré-tratamento desenvolvidas para
aumentar a conversdo de lignocelulose os quais constatou a importancia do pré-
tratamento na eficiéncia da hidrolise. O autor afirma que o pré-tratamento de
materiais ligno-celulésicos € essencial para bioconversdo em virtude das varias
barreiras fisicas e quimicas que inibem consideravelmente a sua susceptibilidade a
bioprocessos tais como a hidrélise e a fermentagcédo. O objetivo do trabalho foi rever
alguns dos métodos de pré-tratamento mais importantes desenvolvidos até a data
para melhorar a conversdo de lignocelulose. O mesmo chegou a conclusdo que a
escolha do pré-tratamento precisa ser eficaz, e necessita que nao ocorra perda de
celulose que acometem no processo de hidrélise a formacéo de aclcares. Para isso,
no pré-tratamento varios parametros devem ser levados em consideracdo e
discutidos com detalhes, tal como a temperatura de pré-tratamento, susceptibilidade

da biomassa pré-tratada a bioconversao e concep¢do do processo.

Souza (2014) estudou diferentes sequéncias de tratamento do bagaco da cana para
a extracdo de acucares fermentaveis. Foi realizado o pré-tratamento alcalino com o
hidréxido de sddio (NaOH) e a hidrélise acida com acido sulftrico (H2S04) em
diferentes concentragcdes. O pré-tratamento alcalino adotado utilizou trés
concentracdes distintas: 1, 10 e 20% m/v. A hidrélise com acido foi realizada com
duas concentragfes distintas 0,07% m/v e 55,2% m/v. A hidrélise com acido
concentrado mostrou-se a mais promissora quando realizada em bagaco tratado
com NaOH 10%, apresentando 8,62% de glicose, 3,68% de xilose e 3,13% de
arabinose. A hidrélise com &cido diluido mostrou-se a mais promissora quando
realizada em bagaco tratado com NaOH 1%, resultando em 13,42% de glicose,

4,46% de xilose e 1,27% de arabinose.

Neste presente trabalho serd realizado o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio

alcalino e com o uso de solugéo acido/base, que serdo melhores descritos abaixo.



36

3.5.2.1. Pré-tratamento com acido/base

O pré-tratamento com acido sulfirico (H2SO4) diluido consiste em conseguir a
solubilizagcdo da hemicelulose e deixar a celulose mais acessivel. Esse pré-
tratamento pode alcancar elevadas taxas de reacdo, com isso atingir o objetivo de
melhorar a hidrdlise da celulose (SUN; CHENG, 2002).

Segundo Rabelo (2007), a temperatura interfere significativamente no processo.
Temperaturas abaixo de 160°C sdo consideradas baixas temperaturas e acima de
160°C altas temperaturas, sendo a temperatura menor que 160°C mais eficiente ao
tratamento. Outro fator a ser observado, conforme verifica Nascimento (2011), é que
utilizar acido concentrado ndo € uma condicdo atrativa para producdo de etanol ja
que geram risco de producdo de componentes inibidores pela degradacdo de

carboidratos e corroséo de equipamentos.

JA o pré-tratamento com hidroxido de sodio tem como efeito a diminuicdo da
cristalinidade e a ruptura da lignina através da quebra das ligacdes aril-éter
(NASCIMENTO, 2011).

Ainda conforme Nascimento (2011), a vantagem de se utilizar uma base no pré-
tratamento sdo as condigbes mais amenas, como temperaturas e pressdées mais
baixas e menos degradacéo de aclcares, além da remocao da fragdo de lignina sem
a degradacédo de outros componentes. A eficiéncia da base depende da quantidade

de lignina presente nos materiais (McMILLIAN, 1994).

Em concordata com o descrito acima, pode-se observar que para melhor resultado
no pré-tratamento do bagaco e para maior disposicdo da celulose e ao ataque das
celulases, é possivel associar o tratamento acido/base a fim de aprimorar 0s

resultados.



37

3.5.2.2. Pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino

O perdéxido de hidrogénio (H202) é colocado em contato com o bagago da cana com
0 objetivo de reagir com a estrutura vegetal de maneira a dissolver a lignina, que

posteriormente pode ser recuperada e utilizada para outros fins.

O processo de adi¢do do hidroxido de s6dio (NAOH) ao perdxido de hidrogénio torna
a solucdo efetiva na deslignificacdo e solubilizacdo da hemicelulose devido a
formacéo do anion hidroperéxido (HOO-), formado em pH alcalino, que se apresenta
como a principal espécie ativa no perdxido. Em contrapartida, o peroxido de
hidrogénio € instavel nas condi¢cfes alcalinas e se decompde em radical hidroxil
(OH) e superoéxido (0O2-) (RABELO, 2007).

Estes radicais sdo responsaveis pela oxidacdo da estrutura da lignina, a qual ataca
os grupos hidrofilicos quebrando algumas ligacbes e, eventualmente, levando a
dissolugéo da lignina e hemicelulose (PAN et al., 1988).

Conforme Gould (1984) e Rabelo (2007), o comeco da deslignificacdo pelo peréxido
de hidrogénio depende do valor do pH da solucdo, com méaxima deslignificacdo
ocorrendo a pH 11,5 para cima, com pH menor que 10 apresenta baixa
digestibilidade da biomassa. Nunes et al. (2011) também ressalta a importancia de
se observar o PH do meio. Os autores sugerem que o pH seja ajustado adicionando-
se hidroxido de sddio (5M) até atingir 11,5. Segundo eles, a eficiéncia da hidrélise
enzimatica na conversao de celulose a glicose depende do valor do pH no decorrer

do pré-tratamento.

3.5.3. HIDROLISE ENZIMATICA

Segundo Saad (2010), a hidrélise enzimatica da celulose ocorre pela absorcdo de
enzimas celulases sobre a superficie da celulose e em seguida pela biodegradacdo

de celulose em acucares fermentaveis.
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A reacdo quimica da hidrélise enzimética consiste na catalise provocada por uma
enzima que utiliza agua para quebrar uma molécula em outras menores. Um dos

produtos recebera um grupo de (OH-) e o outro o (H+).

De acordo com Zhang et al. (2014), o mecanismo de hidrélise enziméatica ndo € bem
compreendido devido a heterogeneidade estrutural e morfolégica do substrato que
necessita de um pré-tratamento. Nesta ordem, apds o pré-tratamento do bagaco
ocorrera a hidrolise enzimética. Nesta etapa, as enzimas digerem a parede celular
vegetal liberando os agucares Cs e Cs que serdo convertidos em etanol de 2G
durante o processo de fermentacdo. Diferentemente do produto convencional, o
etanol de segunda geracdo nao é extraido diretamente do agucar retirado da cana,
ele € gerado a partir da celulose e hemicelulose existentes nas fibras vegetais do
bagaco de cana (NOVA CANA, 2015).

A Figura 7 apresenta a reacao geral de hidrolise da celulose sendo destacado entre
colchetes a unidade de repeticao, celobiose.

+ 2n+1H,0——* 2n +mm\§:7\“
B H

Figura 7 - Reagdo geral de hidrolise da celulose

Fonte: Ribeiro et al. (2012).

O efeito do complexo de enzima-celulase na degradagédo da celulose conforme
demonstrado na Figura 8, é expresso pela acdo sinérgica das trés principais
enzimas, endoglicanases, celobiohidrolases (exoglicanases) e B — glicosidases, que
nesse sistema precisa ser mantido estavel com altas atividades celuloliticas para
eficiéncia da hidrdlise da celulose (LEE, 1997; LYND et al., 2002).

O desenvolvimento de tecnologias que empregam a via enzimatica tem ganhado
atencdo visto que a hidrélise &cida traz amplas desvantagens ambientais e altos
custos de processo. Quando comparadas, a hidrélise enzimatica se sobressai por

permitir a operacdo em condi¢cdes brandas de pH e temperaturas, rendimentos mais
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elevados, menores custos de implantacdo e manutencdo e a possibilidade de

executar a fermentacéo simultanea a sacarificacdo (TONON FILHO, 2013).
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Figura 8 - Representacdo da ac¢do catalitica do complexo
enzimatico (celulase) sobre a celulose

Fonte: Ogeda (2010).

Diversos estudos demonstram a obtencdo de hidrolisados por meio da hidrélise

enzimatica do material lignocelulésico.

Carli et al. (2011) estudaram a hidrélise das amostras de bagaco deslignificado até
atingir 64% de conversdo. Na fermentacédo, empregando os hidrolisados com 15% e
20% de solidos foram obtidos respectivamente 0,459 de etanol/g de glicose e 0,489
de etanol/g de glicose. O rendimento apds a fermentacdo corresponde a 88% e
93%, respectivamente. Uma observacao foi que apos a etapa de pré-tratamento o
bagaco teve uma reducao de 85% em hemicelulose e 80% em lignina. A perda de

celulose foi de 33%.

Nunes et al. (2011) ao fazerem a hidrélise perceberam que a concentracdo de
glicose liberada na etapa de hidrolise foi maior quando se utilizou concentracéo
enzimatica de 10 FPU/g de bagaco resultando em 0,413g de glicose/g de bagaco. O
pré-tratamento foi feito com peroxido de hidrogénio o que foi determinante na
liberacdo das fibras e remocdo da lignina. No bagaco sem pré-tratamento

praticamente ndo houve liberacdo de agucares.

Lima e Gouveia (2011) analisaram os efeitos de quatros fatores sobre a hidrdlise

enzimatica para simulagédo das condic¢des utilizadas na sacarificacdo e fermentacéo
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simultanea do bagaco da cana-de-acucar para a producdo de Etanol. Foi aplicado
planejamento fatorial 24 com os fatores e niveis: temperatura (50 e 37°), agitacdo (80
e 150 rpm), concentragcdo de etanol (0 e 1% (v/v)), e numeros de etapas de adicao
de enzimas (1 e 2). Apds os tratamentos estatisticos dos efeitos, apenas o nimero
de etapas de adicdo de enzimas celulases e B-glicosidase foram significativos para a

velocidade da hidrélise enzimatica.

Candido et al. (2011) estudaram a influéncia do pré-tratamento na etapa de hidrolise
enzimatica, no entanto, a matéria prima utilizada foi a palha da cana que se
comporta semelhante ao bagaco. A palha foi submetida a uma série de pré-
tratamentos em cadeia. Ap0s cada etapa, o material obtido foi caracterizado
quimicamente e realizado a etapa de hidrélise enzimética. Os autores notaram que
depois de cada etapa o teor de lignina foi diminuindo e a converséo de celulose em
glicose foi aumentando, além de perceberem que houve perda de celulose durante

os tratamentos.

3.5.3.1. Celulases

A celulase refere-se a uma classe de enzimas catalisadoras da hidrolise da celulose
em monomeros de glicose produzida por grandes variedades de microorganismos
como bactérias e fungos (GUTIERREZ-CORREA et al.,, 1999). Essas enzimas
apresentam diferentes especificidades para hidrolisar as ligagdes glicosidicas B -
(1—4) na celulose, no entanto, comumente, o mais estudado se baseia na
especificidade do substrato e nas semelhancgas estruturais da enzima, sendo assim
divididas em trés classes: endoglucanases (CBHSs), celobiohidrolases (EGs) e a
terceira classe de enzima que trabalha em conjunto com as CBHs e EGs que séo as
B-glicosidades (BG), formando um complexo enzimatico com acdo sinérgica para
hidrolisar a celulose (GUTIERREZ- CORREA et al., 1999).

ENDOGLUCANASES (EGS): A endoglucanase, ou endo-B-(1—4)-glicanase (EC
3.2.1.4), catalisa aleatoriamente a hidrélise das ligagBes nas regibes amorfas da
celulose e celulose modificada quimicamente, como a carboximetilcelulose (CMC) e

hidroxietilcelulose, por apresentarem maior presenca de regides amorfas. Estas
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enzimas sao responsaveis pela diminuicdo do grau de polimerizacdo das cadeias
celulésicas, consequentemente, produzindo novos lugares de ataque ocupados

pelas exo-glucanases (LYND et al., 2002).

CELOBIOHIDROLASES (CBHS): As exo-glucanases (ou CBHs) agridem
gradualmente as extremidades redutoras e nao redutoras da cadeia de celulose
dando origem a unidades de celobiose, além de glicose (ZANDONA, 2001). N&o
sdo muito intensas contra a celulose cristalina, contudo exibem acdo sinérgica
altamente cooperativa na presenca de endoglucanases. As EGs e as CBHs estéao
sujeitas a inibicdo pelo produto. A celobiose apresenta um efeito inibidor nas
enzimas maior que a glicose (HOLTZAPPLE et al., 1990).

B-GLICOSIDADES (BGS): As [-glicosidase tem um papel fundamental para
degradagdao de materiais lignocelulésicos. A celobiose, principal substrato pra (-
glicosidase, € um potente inibidor de exocelulases, e a inibicdo dessa enzima
diminui o potencial do processo de sacarificagcdo de biomassas. Portanto, as [3-
glicosidases ndo sdo apenas responsaveis pela producdo de glicose a partir de
celobiose, mas permitem também a acéao eficiente da endoglicanase e exoglicanase

(KAUR et al., 2007).

As B-Gliosidades hidrolisam a celobiose e celooligossacarideos sollveis a glicose
(SAAD, 2010). Ainda de acordo com o autor, atualmente o mercado oferece muitos
complexos de celulases que contem niveis baixos de B-glicosidase, conduzindo a
um aumento do acumulo de celobiose nos hidrolisados enzimaticos. Como a
celobiose apresenta um poder inibidor mais forte do que a glicose e sua hidrélise
ocorre através da agao das enzimas B-glicosidases, é indicado que se adicione no
meio racional uma pequena quantidade desta enzima pura. Isto, com o fim de que
haja uma diminuigdo na concentracdo de celobiose no meio reacional e um aumento
na eficiéncia da hidrélise enzimatica (SUN; CHENG, 2002).

Diversas pesquisas tém sido realizadas na busca de enzimas capazes de hidrolisar
a celulose de maneira mais efetiva, seja pela otimizacdo de processos
fermentativos, pela combinacdo de enzimas para a obtencdo de complexos
celulésicos mais eficientes ou pelo melhoramento de espécies por meio de métodos
de engenharia genética (IMAI et al., 2004; KANG et al., 2004). O desenvolvimento
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da atuacdo da producdo destas enzimas € influenciado por varios parametros
incluindo o pH do meio, a natureza do substrato celulésico, disponibilidade de

nutrientes, temperatura de fermentagao, entre outros.

3.5.3.2. Sinergia entre enzimas

O sinergismo é um fenémeno por meio do qual a acdo de uma mistura de dois ou
mais componentes das celulases individuais € maior que a soma da acao de cada
componente (SAAD, 2010). O efeito desse complexo enzimatico € expresso pela
acao sinérgica de trés diferentes enzimas, endoglicanase, exoglucanase e [-
glicosidase (LEE, 1997).

Os tipos mais comum de sinergismo sdo as endo — e exo-glucanases (sinergismo
endo-exo) ou a acao de duas exo-glucanases complementares atuando nas cadeias
terminais redutoras e ndo redutoras da celulose (sinergismo exo-exo) (HENRISSAT
et al., 1985).

Segundo Saad (2010), as acdes sinérgicas sao mais expressivas na celulose
microcristalina e menos sobre a celulose amorfa, e ndo ha sinergismo quando se

utiliza derivados de celulose sollUveis.

Uma boa degradacdo da celulose exige a acéo sinérgica do complexo celulolitico,
como é o caso do complexo produzido pelos fungos do género Thicoderme reesei, 0
qual é formado por diversas endo — e exo —glucanases e dois tipos de -glicosidases
(HENRISSAT et al.,1998).

O fungo T.reesei é o microorganismo mais utilizado industrialmente para a produgéo
de celulases, entretanto, como desvantagem, a sua producdo de [-glicosidase €&
relativamente pequena (SAAD, 2010). Assim, a aplicacdo de extrato enzimatico
proveniente de T. reesi para a degradacao da celulose gera altas concentracfes de
oligbmeros e baixas de glicose. Dessa forma, para se obter um sistema mais
eficiente € necessario um suplemento de B-glicosidase. Essa enzima é essencial

para diminuir o efeito inibitorio.
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Outro fungo em destaque € o Penicillium echinulatum que também é apontado como
produtor de enzimas importantes na hidrélise de material lignocelulésico. Conforme
Ribeiro et al. (2012), o Penicillium echinulatum tem sido o foco de atencéo devido ao
seu potencial para produzir grandes quantidades de celulases a baixos custos.
Também tem sido considerado uma linhagem promissora para a industria de

bioetanol.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Processos Biotecnologicos do
Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES) em Sao Mateus, e no
Laboratério de Saneamento da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) em
Vitoria, através de procedimentos experimentais e de natureza quantitativa, tendo
como finalidade utilizar os resultados adquiridos em aplicacbes praticas voltadas
para a solucao de problemas no setor energético.

4.1. MATERIA PRIMA

O bagaco da cana-de-acUcar utilizado nos experimentos foi proveniente da
Companhia de Alcool Concei¢do da Barra (Alcon), situada no Norte do Espirito

Santo.

4.2. CELULASES

A enzima utilizada foi a celulase da empresa “SIGMAALDRICH” proveniente do
microrganismo Trichoderma ATCC 26921. Os demais reagentes utilizados foram de

grau analitico de diferentes marcas comerciais.
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5. METODOLOGIA

A producgédo de agucares fermentesciveis por meio da hidrélise enzimatica seguiu a

metodologia descrita na Figura 9.

Substrato Peréxido e Celulase
acido/base

Bagaco da Hidrolise

Pré-tratamento
cana-de-agucar ' ' enzimética

1 1

AcuUcar Redutor Bagaco
hidrolisado

(liberado no meio
liquido) (s¢lido)

Figura 9 - Fluxograma do processo de producdo de aclUcares redutores a partir da biomassa
lignocelulésica

Nota: Elaboracéo do autor.

5.1. PREPARO DA MATERIA PRIMA

O bagaco foi seco em estufa a temperatura fixa de 55°C até peso constante
baseado na metodologia de Nunes et al. (2011). Nessa etapa foi determinado o teor

de umidade por meio da Equacgéo:

e U% = Massa do bagaco umido — massa do bagaco seco x 100

Massa do bagaco umido

Onde U representa o teor de umidade do material.

ApoOs a secagem, o material foi peneirado em peneiras tyler com diametro entre 0,8
a 2,0mm de acordo com a metodologia descrita por Fernandes (2007) e demostrado
pela Figura 10. Depois de seco e peneirado o bagaco foi armazenado em sacos

plasticos e mantidos a temperatura de -4°c para posterior utilizacdo.
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Figura 10 - Peneiras Tyler para ajuste da granulometria do residuo fibroso

Nota: Elaboracgéo do autor.

5.2. PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR

O pré-tratamento consiste em dois métodos quimicos: um com peroxido de
hidrogénio e o outro com acido e base. Os pré-tratamentos puderam ser avaliados
de acordo com a quantidade de compostos lignocelulésicos presentes na biomassa
através do método de caracterizacdo quimica do bagaco da cana-de-acucar.

5.2.1. PRE-TRATAMENTO ACIDO / BASE

O pré-tratamento do bagaco da cana-de-aclcar foi realizado de acordo com a
metodologia adaptada de Carli et al. (2011), o qual destaca que primeiro faz-se a

utilizacdo de um é&cido e depois de uma base.

Sendo assim, o bagaco foi submetido a uma solucéo de 1% (m/v) de acido sulftrico
(H2S04), na proporgdo de 1,0L para cara 50g de bagaco por 30min a 120°C. Em
seguida, o material foi filtrado e lavado com agua destilada (a quente) até pH neutro.
Em seguida foi realizado o tratamento alcalino, sendo empregado solu¢cdo de NaOH
7% (m/v) por 30min a 102°C, na mesma proporcao do acido. Logo, foi realizada a
filtracdo e lavagem do material a quente até pH neutro obtendo-se o material
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demonstrado pela Figura 11. A amostra foi levada a estufa durante 48h a 45°C.

Depois foi armazenado em sacos plasticos a 4°C.

(@) (b)

Figura 11 - (a) Bagago pds-tratamento e seco; (b) Bagago pré-tratado, porém umido

Nota: Elaboracéo do autor.

5.2.2. PRE-TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO

O pré-tratamento do bagaco da cana-de-acUcar foi realizado de acordo com a
metodologia adaptada de Nunes et al. (2011). Para tanto, foram utilizados 15g de
bagaco peneirado para 600mL de solucdo contendo perdxido de hidrogénio 7,3%
(v/v). O pH do meio foi ajustado para 11,5 através da adicdo de hidréxido de sodio
(NaOH) 5M. O tempo de contato foi de 1h, sendo mantido o sistema sob agitacdo e
com temperatura controlada (25°C). Apés o tempo de pré-tratamento o bagaco foi
lavado com uso de agua destilada por aproximadamente doze vezes sucessivas e
levado para estufa a 45°C por 48h. Em seguida, foi armazenado para conservagao

em sacos plasticos a 4°C.

5.3. CARACTERIZACAO QUIMICA DA BIOMASSA
Lignina Klason

Depois de realizado as etapas de pré-tratamento foi feito a caracterizacdo quimica
da biomassa adaptada a metodologia de Morais et al. (2010). Para tanto, 1,00g da

amostra, livre de extrativos, foi transferida para um baldo onde foram adicionados
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30mL de acido sulfurico (72%) lentamente e sob agitacdo. A amostra foi mantida
durante 2h em um banho a temperatura de 25°C sob agitacdo. Ao contetdo do baldo
foi adicionado 560mL de &gua destilada. O sistema foi entdo mantido sob refluxo,
conforme Figura 12, a uma temperatura de 100°C para que nao ocorresse perda de
agua por evaporagdo e consequentemente, alteragdo na concentracao da solucao

de acido.

Figura 12 - Sistema sob-refluxo para determinacé&o da lignina

Nota: Elaboracado do autor.

Apbs 4h, o sistema foi deixado em repouso para sedimentacdo do material insoltvel.
Este material foi filtrado em funil de placa porosa, previamente tarado, e lavado com
500mL de agua destilada quente. Em seguida, foi seco em estufa a 105°C por 12h e

pesado para a quantificacdo do residuo insolavel (Lignina Klason).
Obtencéo da holocelulose

Para obtencdo da holocelulose foi adicionado 5,00g da amostra em um baldo e
acrescentado 100mL de agua destilada. O baldo foi colocado em banho-maria a
75°C e foi adicionado 2,0mL de &cido acético e 3,00g de clorito de sodio, nesta

ordem, tampando o baldo para néo ocorrer a perda do gas produzido na reacao.



49

Apos 1h, foi adicionado novamente 2,0mL de acido acético e 3,00g de clorito de
sédio. Esse processo foi repetido por mais duas vezes (total de 4 adi¢cdes de hora
em hora). A mistura, entéo, foi resfriada a 10°C (em banho de gelo), filtrada em funil
de placa porosa, previamente tarado, e lavada com agua destilada a 5°C (4gua
gelada) até que o residuo fibroso apresentasse coloracdo esbranquicada
demostrado pela Figura 13. O funil com o residuo fibroso foi seco em estufa a 105°C
por 6h, resfriado em dessecador e pesado para se quantificar o rendimento da
holocelulose.

Coloragao do residuo
esbranquicado

Figura 13 - Residuo depois de lavado com agua a 5°C

Nota: Elaboracéo do autor.

Obtencéo da celulose

A fracdo de hemiceluloses solubilizada pelo hidroxido de potassio 5% é designada
hemicelulose A, a fracdo solubilizada pelo hidroxido de potassio 24% é designada
hemicelulose B, e o residuo fibroso apds as duas extragdes é designado celulose.

Para tanto, 3,00g de holocelulose foram transferidos para um erlenmeyer de 250mL,
adicionando 100mL de solugdo de KOH (5%) em uma atmosfera inerte pela
passagem de gas nitrogénio durante os cinco minutos iniciais da extracao para evitar
a oxidacado da celulose, conforme mostra a Figura 14(a). O erlenmeyer foi vedado e
mantido sob agitacdo constante por 2h. A mistura entéo foi filtrada em funil de placa
porosa, lavada com 50 mL de solugédo de KOH (5%) e em seguida com 100mL de

agua destilada. O filtrado foi recolhido em um erlenmeyer de 1L e precipitado com
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uma solucéo de partes iguais (400 ml) de acido acético e etanol (completando-se o
volume do erlenmeyer) e obtendo-se assim a hemicelulose A. Apds trés dias de
precipitagéo da solugao de partes iguais o que ficou no funil foi filtrado e obteve-se a
hemicelulose A, conforme Figura 14(b).

(@) (b)

Figura 14 - (a) Holocelulose em atmosfera inerte pelo N2; (b) Precipitacdo apds trés dias

Nota: Elaboracao do autor.

Para a obtengédo da hemicelulose B, o residuo fibroso retido no funil foi transferido
novamente para o erlenmeyer de 250mL e foi realizado o mesmo procedimento para
a obtencao da hemicelulose A. Foi utilizado solucdo de KOH (24%). Para lavagem
do residuo fibroso retido no funil foi utilizado 25mL de solucao de KOH (24%), 50mL
de agua destilada, 25mL de acido acético (10%) e 100mL de agua destilada,
respectivamente. O filtrado foi recolhido em erlenmeyer de 1L e precipitado com uma
solucdo de partes iguais de acido acético e etanol (completando-se o volume do

erlenmeyer). No final, tinha-se a hemicelulose B.

O residuo fibroso foi lavado com agua destilada até que o filtrado apresentasse pH
neutro. Em seguida, foi lavado com 50mL de acetona, seco a 105°C e pesado. Esse
residuo é, portanto, a celulose.
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5.4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA - METODO DA FPASE

O método baseia-se na dosagem dos agucares redutores liberados pela atividade
das celulases sobre o substrato celuldsico de papel filtro.

Para a determinacdo da atividade de celulase total (FPASE) utilizou-se o
procedimento recomendado por Adney e Bake (1996), tendo sido empregado como
substrato o papel de filtro Whatman n° 1 cortado em tiras de 1x6cm e enrolados em
espiral. O substrato foi entdo inserido em tubos com capacidade de 12,5mL. Em
seguida foi adicionado 2 mL de tampao citrato a 50mM, pH 4,8, e colocados por 1

minuto em banho termostatizado a 50°C.

Depois foi adicionado no tubo de ensaio 1,0mL do extrato enzimatico. A reacao
enzimatica ocorreu a 50°C durante 60min. Ao final desse tempo foi retirado 1ml da
amostra e distribuidos em tubos com 2ml de &cido dinitrosalisilico (DNS). A
guantidade de &cucares redutores liberados foi dosada pela reagcdo com o acido
dinitrosalicilico, conforme Miller (1959). Essa determinacdo de acUcar pode ser

melhor compreendida no item 5.4.1.

Para realizacdo da atividade enzimatica utilizaram-se tubos de amostras controle,

sendo esses:

Branco: O objetivo foi zerar o espectrofotdmetro para entdo dar-se inicio a leitura.

Foi necessario acrescentar nesse tubo 1ml de agua destilada e 2ml de DNS.

Tempo zero: Imprescindivel para realizar a determinacéo da concentracao inicial de
acucares redutores no extrato enzimatico, para depois ser descontado dos valores

de absorbancia obtidos nas outras amostras.

A determinacdo da atividade € expressa em FPU (“Filter Paper Unity”) que
corresponde a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de agucar redutor por
minuto nas condi¢cées do teste por volume de enzima original, de acordo com o
direcionamento dado pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada - IUPAC
(ADNEY; BAKER, 1996; GHOSE, 1987).
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O calculo da atividade enzimatica se da pela seguinte formula:

e FPU = Diluicdo x Concentracao (umol/ml) x vol. total da mistura reacional (ml) =

Tempo (min.) x Vol. do sobrenadante (ml)

Considerar: Tempo = 60min; Volume Total da mistura reacional = 3ml; e Volume do

sobrenadante = 1ml.

5.4.1. DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES

Para realizar a determinacdo de acucares redutores utilizou-se um método baseado
na reducdo do &cido dinitro-3,5-salicilico a acido 3-amino-5-nitrossalicilico a0 mesmo
tempo em que o grupo aldeido do acucar € oxidado a grupo carboxilico com o
desenvolvimento da coloracdo avermelhada. Através dessa mudanca de coloracao
foi possivel medir a quantidade de acucares relacionando a quantidade de DNS
reduzido. A leitura foi realizada utilizando o espectrofotometro a uma faixa de 540nm
e depois comparadas a uma curva padrdo (APEDICE A) previamente elaborada com
glicose. Usando essa curva padréo foi possivel determinar a concentracdo de acucar

liberada em cada reacéo enzimatica.

5.5. HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrélise enziméatica do bagaco foi realizada com o bagaco nao tratado (in natura)
e com bagacos pré-tratados com peréxido de hidrogénio e solucdo acido e base. Os
bagacos utilizados foram previamente secos e peneirados até atingir granulometria

entre 0,8 e 2,0mm de diametro.

Os experimentos foram realizados com 3g de bagaco de cana, 300mL de solugao
tampao citrato de sodio 0,05mol/L em pH 4,8 e enzima comercial. Conforme
metodologia empregada por Candido (2011), o sistema permaneceu sob agitacéo de

100rpm em incubadora de movimento rotatério.
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Apods o término da reacdo enzimatica os hidrolisados foram levados a banho com
agua fervente, resfriados e avolumados, sendo posteriormente filtrados em papel de

filtro Whatman n°1, como apresentado nas Figuras 15(a) e 15(b).

(@) (b)

Figura 15 - (a) Na respectiva ordem: hidrolisados com acido/base, per6xido e in natura; (b)
Hidrolisados sendo filtrados

Nota: Elaboracao do autor.

Apés a coleta do liquido reacional nos tempos de estudos, os residuos restantes que
ficaram no erlenmeyer e no filtro foram lavados com agua corrente até que todo o
acucar fosse retirado do residuo (aproximadamente 5 lavagens). As amostras de
residuo foram levadas para a estufa, secas a temperatura de 100°C, pesadas e
armazenadas na geladeira em plasticos previamente identificados.

Nessa etapa foi utilizado um planejamento experimental 32 para estudar o efeito do
tempo de hidrélise (6, 24, 48h), concentracdo enzimatica (10, 15, e 20FPU/g) e
temperatura (40, 45, 50°C) para os trés tipos de bagaco: in natura, pré-tratado com

peroxido de hidrogénio e pré-tratado com &cido e base.

O rendimento da hidrélise foi acompanhado pela determinacdo de acucares

redutores, conforme descrito no item 5.4.1.
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5.5.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DA HIDROLISE ENZIMATICA

O planejamento experimental foi baseado em principios estatisticos sendo
representado como planejamento fatorial 3. Nesse planejamento, tem-se k fatores

avaliados em trés niveis denotados por baixo (-1), médio (0) e alto (+1).

Foram avaliados trés fatores do processo: tempo de contato (h), temperatura (°C) e
concentragdo enzimatica (FPU/g). Desse modo, foi realizado um planejamento
fatorial do tipo 33 com duas repeticdes do ponto central. Os valores decodificados
dos niveis de cada uma das variaveis nos experimentos sdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5 - Variaveis e niveis utilizados nos experimentos

o Niveis
Variaveis
-1 0 +1
Conc. Enzimatica (FPU/qg) 10 15 20
Temperatura (°C) 40 45 50
Tempo (h) 6 24 48

Nota: Elaboracéo do autor.

A Tabela 6 representa as combinacdes dos niveis em cada um dos experimentos
realizados para as amostras de bagaco in natura e pré-tratados. A avaliacdo do
efeito do pré-tratamento na resposta (ART) foi avaliada, posteriormente, por meio de
avaliacdo estatistica de blocos, uma vez que ndo se pode quantificar os tipos de
tratamentos em niveis. Os resultados foram tratados no software Statistica®7 que
permite avaliar a validade do modelo, a influéncia das variaveis estudadas no

processo e a influéncia dos niveis.

Também foi quantificada a massa de bagaco ao final do processo, no tempo de 48h,
a fim de verificar a quantidade de biomassa consumida na etapa de hidrolise

enzimatica. Essa massa foi tomada pela diferenca entre a massa seca inicial e final.
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Experimento V1 (tempo) V2 (conc. enz.) V3 (temperatura)
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 0
3 -1 -1 +1
4 -1 -1
5 -1 0
6 -1 +1
7 -1 +1 -1
8 -1 +1 0
9 -1 +1 +1
10 0 -1 -1
11 0 -1 0
12 0 -1 +1
13 0 -1
14 0 0
15 0 +1
16 0 +1 -1
17 0 +1 0
18 0 +1 +1
19 0 -1 -1
20 +1 -1 0
21 +1 -1 +1
22 +1 -1
23 +1 0
24 +1 +1
25 +1 +1 -1
26 +1 +1 0
27 +1 +1 +1
28
29

Nota: Elaboracao do autor.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. PREPARO DA MATERIA PRIMA

Para avaliacdo da massa seca foram realizadas trés medidas consecutivas até peso
constante. Os valores de umidade para o bagaco da cana in natura encontram-se na
Tabela 7.

Tabela 7 - Determinacdo da umidade do baga¢o da cana-de-aglcar utilizado para secagem
realizada durante 44h a 55°C

Teor de umidade

Massa umida (g) Massa seca (g) Teor de umidade (%) médio (%)
5,0031 2,9430 41,176
5,0023 3,1980 36,069 38+-3
5,0138 3,1209 37,754

Nota: Elaboracéo do autor.

De acordo com as informacgdes apresentadas, pode-se notar que o bagaco cedido
para estudo apresentou teor de umidade de 38%. Segundo Carli (2011) e Oliveira
(2014), o teor de umidade do bagaco da cana que deixa as moendas é de 40-50%.
Comparando o valor encontrado no trabalho de 38% com o descrito na literatura,
pode-se notar que o teor de umidade se encontra proximo da faixa descrita.

Na Figura 16 sao apresentadas amostras do bagaco da cana-de-acglcar in natura,

sem selecdo granulométrica, sendo preparadas para o processo de secagem.

(b)
Figura 16 - Bagaco da cana-de-aglcar in natura - (a) Amostra para secagem; (b) Amostras
sendo preparadas para o processo de secagem em estufa a 55°C

Nota: Elaboracao do autor.
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6.2. PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR
6.2.1. PRE-TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO

ApoOs realizacdo do pré-tratamento com peréxido de hidrogénio verificou-se uma
perda de massa de 25%. Possivelmente essa perda de massa € devido a retirada
das substancias lignina e hemicelulose, os quais sdo substratos de ataque do
perdxido de hidrogénio, de acordo com o explicitado no item 3.5.2.2.

Também foi verificada uma mudanca na coloracdo do bagaco pois sua cor ficou
esbranquicada no final do tratamento, podendo ser observada na Figura 17. Essa
mudanca na cor demonstra a possivel reducdo do teor de lignina que tem estreita
relacdo com a liberacdo de oxigénio pelo peréxido de hidrogénio. Estes radicais

desprendidos séo responséaveis pela oxidagdo, principalmente, da lignina.

Nesse mesmo contexto Nunes (2011) ressaltou que as lavagens realizadas no final
do tratamento ndo acarretam perda de celulose na amostra, tendo sido eliminados

nesta etapa outras frac6es do bagaco da cana-de-acucar, principalmente a lignina.

Figura 17 - Resposta do pré-tratamento com peréxido
de hidrogénio

Nota: Elaboragéo do autor.
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6.2.2. PRE-TRATAMENTO COM ACIDO E BASE

O emprego do pré-tratamento com &cido e base possivelmente proporcionou uma
perda significativa da massa do material lignocelulésico devido a remocédo de
fracbes de hemicelulose e lignina. O bagaco foi seco apés o pré-tratamento e sua

massa foi tomada, apresentando-se cerca de 40% menor.

As etapas acida e alcalina do pré-tratamento sdo exibidas sequencialmente na

Figura 18.

(a) (b)

Figura 18 - Pré-tratamento com acido e base - (a) Tratamento com acido sulfarico; (b)
Tratamento com hidréxido de sodio.

Nota: Elaboracao do autor.

Através da andlise das figuras foi possivel perceber distintas coloracfes para cada
uma das etapas. Segundo Carli (2011), o pré-tratamento acido promove a remogao
da hemicelulose por solubilizagdo, enquanto o pré-tratamento alcalino permite a
remocdo da lignina, resultando num efluente escuro (FIGURA 18b), com aparéncia
similar ao licor negro presente nos processamentos de industrias de papel e

celulose.

A Figura 19 demonstra o bagaco antes do pré-tratamento acido e base e poés-

tratamento.
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(@) (b)

Figura 19 - Resultado do pré-tratamento com acido e base - (a) Bagaco seco e peneirado; (b)
Bagaco apds pré-tratamento, ainda amido

Nota: Elaboracado do autor.

6.3. CARACTERIZACAO QUIMICA DA BIOMASSA

A quantidade de lignina (insolavel), de hemicelulose (holocelulose A e B) e celulose
encontrada nas amostras estao representadas nas Figuras 20, 21 e 22 para cada

tipo de bagaco pré-tratado e in natura e sumarizadas na Tabela 8.

Pré-tratado com acido/base %

62,6

8,1 9,6

Lignina Holocelulose A Holocelulose B Celulose

Figura 20 - Caracterizagdo quimica para o bagago pré-tratado com acido e base

Nota: Elaboracéo do autor.
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Pré-tratado com peroxido de hidrogénio %

36,5

15,6

Lignina Holocelulose A Holocelulose B Celulose

Figura 21 - Caracterizagdo quimica para o bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio

Nota: Elaboracéo do autor.

In natura %

29,7
25,2

22,8

13,5

Lignina Holocelulose A Holocelulose B Celulose

Figura 22 - Caracterizagao quimica para bagaco in natura

Nota: Elaboracéo do autor.

Tabela 8 - Caracterizagdo quimica da biomassa

Acido/base Per6xido In natura
Lignina 8,1 14,5 22,8
Celulose 62,6 36,5 29,7
Hemi A 13,6 27,7 25,2
Hemi B 9,6 15,6 13,5
TOTAL 93,9 94,3 91,2

Nota: Elaboracao do autor.
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Na literatura (CARLI et al., 2011; GOUVEIA et al, 2009; LUZ, 2008), a
caracterizacdo foi realizada para o bagaco sem tratamento e bagaco pré-tratado.
Para as amostras do bagaco in natura foi apresentada uma quantidade em média de
celulose de 29,8 a 44,69%, de hemicelulose de 29,4 a 38,73% e de lignina de 21,4 a
27,35%. Para o bagaco pré-tratado, a composi¢cao do material em média de celulose
foi de 63,1 a 70,2%, de hemicelulose de 13,1 a 25% e de lignina de 8,2 a 12,4%.
Mediante comparagdo com 0s nossos resultados, viu-se que os valores encontrados
para a caracterizacdo final para cada tipo de bagaco se aproximam dos valores

encontrados pelos autores acima.

E possivel observar que o tratamento acido e base foi o pré-tratamento que resultou
em maior quantidade de celulose (62,6%), matéria prima primordial para a hidrolise
enzimatica. Também se pode observar que essa metodologia de tratamento foi a
que retirou maiores quantidades de lignina e hemicelulose, o qual facilita o

procedimento de hidrdlise.

6.4. ATIVIDADE ENZIMATICA DA CELULASE
6.4.1. TESTE DO TEMPO DE ARMAZENAMENTO DO EXTRATO ENZIMATICO

Durante o estudo da atividade celulolitica foram realizados varios testes para
determinar a diluicdo enzimatica que resultasse em um 6timo valor de atividade
enzimatica. A enzima foi diluida em tampédo citrato 50mM pH 4,8 e os testes

evidenciaram que a melhor diluigéo foi de 1/100.

Apés a escolha da melhor diluicdo foram realizados testes enzimaticos para verificar
0 comportamento do extrato enzimatico com o decorrer do tempo, com 0 intuito de
se saber o tempo que o extrato enzimatico poderia ficar armazenado, sem perder a
atividade. Foram realizados testes até 48 horas e os resultados séo apresentados na
Tabela 9.
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Tabela 9 - Verificacdo da atividade enzimatica com o decorrer do tempo

Tempo Oh Tempo 6h Tempo 24h Tempo 48h
FPU/mI FPU/mI FPU/mI FPU/mI
11,046 10,828 5,011 3,692

Nota: Elaboracéo do autor.

Os resultados apresentados na Tabela 9 mostram que o extrato enzimatico
apresenta perda de atividade no decorrer do tempo. Esse resultado pode ser
observado a partir do tempo de 6h. Dessa forma, anteriormente aos processos de
hidrélises foram realizadas as devidas diluicbes, realizada a determinacdo de

atividade enzimatica e adicionados os FPU’s necessarios nos frascos de hidrélise.

6.5. RESULTADOS OBTIDOS NA HIDROLISE ENZIMATICA DOS DIFERENTES
BAGACOS DE CANA ESTUDADOS

Foram realizados estudos de hidrélise enzimética com o bagaco da cana-de-acUcar
pré-tratado com peroxido de hidrogénio e com &cido e base, além do bagaco sem
tratamento (in natura). A variavel resposta para esse teste foi a quantidade de
acucares redutores totais (ART) liberados durante as reacdes hidroliticas. No texto

abaixo sdo apresentados os resultados para os diferentes tipos de bagaco.
Bagaco in natura

Os resultados dos experimentos de hidrélise enzimatica para o bagaco in natura sédo

apresentados na Tabela 10.

Os resultados desses experimentos foram tratados por analise estatistica, por meio
do software Statistica® 7. Para essas analises foi atribuido o nivel de significancia
de 95%, assim, a variavel s6 exerce influéncia sobre a resposta quando o p-valor é
menor do que 5%, significando que a média das concentracdes obtidas estara
dentro desse intervalo (CALADO; MONTGOMERY, 2003).
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Tabela 10 - Resultados de formacédo de acUcares redutores para hidrélise enzimatica
empregando bagaco da cana in natura

Conc_ent,ragéo Temperatura Tempo de
Enzimatica °C) Hidrolise (h) ART (umol/mL) Erro (umol/mL)
(FPU/g)
10 40 6 0,250 + 0,003
10 45 6 0,294 + 0,004
10 50 6 0,378 + 0,003
15 40 6 0,376 + 0,007
15 45 6 0,525 + 0,004
15 50 6 0,545 + 0,005
20 40 6 0,598 + 0,004
20 45 6 0,761 + 0,006
20 50 6 0,828 + 0,003
10 40 24 0,336 + 0,003
10 45 24 0,354 + 0,003
10 50 24 0,519 + 0,004
15 40 24 0,505 + 0,001
15 45 24 0,629 + 0,004
15 50 24 0,630 + 0,002
20 40 24 0,692 + 0,003
20 45 24 0,828 + 0,007
20 50 24 0,901 + 0,003
10 40 48 0,365 + 0,005
10 45 48 0,363 + 0,002
10 50 48 0,532 + 0,003
15 40 48 0,534 + 0,002
15 45 48 0,649 + 0,003
15 50 48 0,658 + 0,002
20 40 48 0,719 + 0,003
20 45 48 0,841 + 0,006
20 50 48 0,914 + 0,003
15 45 24 0,658 + 0,002
15 45 24 0,627 + 0,004

Nota: Elaboracao do autor.

Os dados do efeito e do p-valor, extraidos da tabela de ANOVA, estdo apresentados

nas tabelas de “Estimativas de efeitos” como apresentado na Tabela 11 para o

bagaco sem tratamento.
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Tabela 11 - Estimativas de efeitos para 0os experimentos realizados utilizando bagaco da cana
in natura, extraidas do software Statistica® 7

Fatores Efeito p-fator Coeficiente
Mean/interaction 0,5800 0,0000 0,5800
Concentragdo enzimatica (L) 0,4102 0,0000 0,2051
Concentragdo enzimatica (Q) -0,0137 0,3348 -0,0069
Temperatura (L) 0,1700 0,0000 0,0850
Temperatura (Q) 0,0186 0,1936 0,0093
Tempo (L) 0,1133 0,0000 0,0567
Tempo (Q) 0,0519 0,0012 0,0260

Nota: (L) coeficiente do fator linear da equacao do modelo e (Q) efeito quadrético.

Nota2: Elaboracg&o do autor.

A partir da leitura da Tabela 11 pode-se perceber que para o bagaco in natura os
efeitos lineares (L) da concentracdo enzimatica, temperatura e tempo, e o efeito
quadratico do tempo, foram significativos. Isto indica que esses parametros exercem
influéncia no processo de hidrélise do bagaco. Assim, este estudo resultou na
equacao:

ART = 0,580 + 0,205C + 0,085T + 0,057t + 0,026 t2

A partir do diagrama de pareto é possivel observar graficamente os fatores que

foram significativos para a resposta (ART formado) através da Figura 23.

10,042

Concentracao Enzimatica(L) 24,225

Temperatura(L) E

Tempo(L)

Tempo(Q)

Temperatura(Q)

Concentracao Enzimatica(Q)

p=,05

Estimativa dos efeitos padronizados

Figura 23 - Diagrama de Pareto para os ensaios realizados com bagag¢o de cana in natura

Nota: Dados extraidos do software Statistica® 7.
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Conforme Barbosa (2009), a sensibilidade dos parametros estudados sobre a
resposta de interesse é observada por meio do Diagrama de Pareto. Essa
ferramenta admite indicar quais os parametros e interacbes tém influéncias
expressivas sobre a varidvel resposta considerada. Também cabe notar que 0s
fatores apresentados na analise estatistica da Tabela 11 concordaram com o0s

apresentados pelo Diagrama de Pareto.

Para estes experimentos, de acordo com a andlise estatistica realizada, os valores

gue maximizarama resposta estimada foram:
Concentracdo enzimatica: 51,032 FPU/g
Temperatura: 56,4 °C
Tempo: 38,2 horas.

Quando esses valores propostos sdo manipulados na equacdo acima, o resultado
em acucar redutor formado também é maximo. Contudo, apenas o tempo estimado
como maximo foi avaliado no presente estudo, sendo interessante avaliar também
maiores concentracfes enzimaticas e maiores temperaturas para, de fato, validar os

valores aqui preditos.

Outro importante resultante foi a analise residual do tratamento estatistico realizado
para o planejamento experimental utilizando bagaco da cana in natura, ilustrado na
Figura 24. O grafico da probabilidade normalizada, Figura 24(a), apresentou pontos
proximos a reta normal. Esta observacdo garante que os dados se ajustem
devidamente ao modelo matematico encontrado, caracterizando uma distribuicdo
normal. Simultaneamente, o grafico de residuos apresentado na Figura 24(b)
apresentou pontos perfeitamente aleatoérios, o que também garante que os dados

experimentais se ajustaram corretamente ao modelo mateméatico proposto.
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Figura 24 - Andlise residual do tratamento estatistico realizado para o planejamento
experimental utilizando bagago da cana in natura - (a) Normalidade dos ensaios experimentais;
(b) Residuos da variavel (ART) em relagdo as variaveis independentes

Nota: Dados extraidos do software Statistica® 7.

A seguir serdo apresentados os graficos de superficie para as variaveis que

apresentaram efeito significativo.

Observando a Figura 25(a) pode-se notar que a associacdo de maiores
temperaturas com maiores concentracfes enzimaticas proporcionou uma melhor
resposta em ART formado. Dessa forma, vé-se que para o bagaco da cana in natura
s80 necessarios maiores gastos com conteldo enzimatico e energético para

aumentar o grau de rendimento na hidrdlise.

Através da Figura 25(b) foi possivel observar que o tempo de hidrolise quando
comparado com o efeito da concentracdo enzimatica empregada apresentava uma
possibilidade de otimizacdo através da localizacdo de um ponto de maximiza¢do do
acucar redutor formado. Como se pode perceber, para qualguer concentragdo
enzimatica empregada observa-se uma baixa variagdo no total de ART acima de 30

horas.

Por fim, na Figura 25(c) foi percebido que para o estudo da combina¢&o do tempo e
da temperatura de hidrélise, os resultados na formacédo de ART demonstraram ter
alcancado um limite na formacdo dos mesmos, a partir do qual, aumentar a
temperatura ou o tempo da reagcdo nao resultaria em efeito mais significativo no

resultado.
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Figura 25 - Gréficos de superficie para ensaios realizados com bagaco in natura. Analises de

ART formados: (a) Em func&o da temperatura e concentracdo enzimética; (b) Em funcdo do
tempo e concentragdo enzimatica; (c) Em funcao da temperatura e tempo

Nota: Dados extraidos do software Statistica® 7.

Bagaco pré-tratado com peroxido de hidrogénio

Os resultados dos experimentos de hidrélise enzimatica para o bagago pré-tratado
com peroéxido de hidrogénio sdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Resultados de formacé&o dos acUcares redutores para hidrélise enzimatica
empregando bagaco da cana pré-tratado com perdxido de hidrogénio

Concgnt,rggéo Temperatura Tempo de
Enzimatica °C) Hidrolise (h) ART (umol/mL) Erro (umol/mL)
(FPU/qg)
10 40 6 0,427 + 0,002
10 45 6 0,576 + 0,006
10 50 6 0,621 + 0,005
15 40 6 0,825 + 0,008
15 45 6 0,834 + 0,006
15 50 6 0,903 + 0,008
20 40 6 0,950 +0,01
20 45 6 0,981 + 0,02
20 50 6 1,081 + 0,02
10 40 24 0,839 + 0,005
10 45 24 0,870 + 0,004
10 50 24 0,887 + 0,007
15 40 24 1,343 + 0,02
15 45 24 1,381 +0,01
15 50 24 1,501 + 0,004
20 40 24 1,527 + 0,004
20 45 24 1,585 + 0,006
20 50 24 1,756 + 0,004
10 40 48 0,908 + 0,008
10 45 48 0,916 + 0,007
10 50 48 0,927 + 0,006
15 40 48 1,359 + 0,02
15 45 48 1,408 +0,01
15 50 48 1,503 + 0,004
20 40 48 1,576 +0,01
20 45 48 1,641 + 0,007
20 50 48 1,783 + 0,002
15 45 24 1,372 + 0,009
15 45 24 1,352 + 0,013

Nota: Elaboracéo do autor.

Com base nesses resultados foram iniciados os estudos das analises estatisticas.

A Tabela 13 apresenta as estimativas de efeito dos fatores estudados nos

experimentos de hidrolise enzimatica.
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Tabela 13 - Estimativas de efeitos para 0os experimentos realizados utilizando bagaco da cana
pré-tratado com peréxido de hidrogénio, extraidas do software Statistica® 7

Fatores Efeito p-fator Coeficiente
Mean/interaction 1,1571 0,0000 1,1571
Concentragdo enzimatica (L) 0,6565 0,0000 0,3282
Concentracdo enzimatica (Q) 0,1246 0,0002 0,0623
Temperatura (L) 0,1341 0,0008 0,0671
Temperatura (Q) -0,0196 0,4988 -0,0097
Tempo (L) 0,5359 0,0000 0,2679
Tempo (Q) 0,2680 0,0000 0,1340

Nota: Elaboracéo do autor.

Conforme os valores da Tabela 13 para o bagaco pré-tratado com peréxido de
hidrogénio, os efeitos lineares da concentracdo enzimatica, temperatura e tempo, e
os efeitos quadraticos da concentragdo enzimatica e do tempo foram significativos.

Portanto, este estudo resulta na equacao:
ART= 1,157 + 0,328 C + 0,062 C2+ 0,067 T + 0,268 t + 0,134 t2

A seguir tem-se o Diagrama de Pareto na Figura 26, que também conseguiu

demonstrar os fatores que foram mais significativos para a formacéo de ART.

%/%

-0,688

Concentracdo enzimatica(lL) 18,953 1§

Tempo(L) 15,471

Tempo(Q) 9,371

Concentracdo enzimatica(Q) 4,373

Temperatura(L)

Temperatura(Q)

p=,05
Estimativa dos efeitos padronizados

Figura 26 - Diagrama de Pareto para os ensaios realizados com bagaco de cana pré-tratado
com peréxido de hidrogénio

Nota: Dados extraidos do software Statistica® 7.
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Comparando a andlise estatistica na Tabela 13 e o Diagrama de Pareto na Figura

26, novamente os fatores apresentados concordaram entre si.

Para esse ensaio, de acordo com a analise estatistica realizada, os valores que

maximizaram a resposta estimada foram:
Concentracdo enzimatica: 21,6 FPU/g
Temperatura: 36,4 °C
Tempo: 37,3 horas.

No entanto, observando os valores acima pode-se concluir que apenas o0 tempo
estimado como maximo foi avaliado no presente estudo, sendo interessante avaliar
novas regides de temperatura e concentracdo enzimatica para uma conclusdo mais

apurada.

Para a anadlise residual do tratamento estatistico realizado para os experimentos do
planejamento experimental utilizando bagaco tratado com peréxido de hidrogénio,

tem-se a Figura 27.

Realizado estudo da Figura 27(a) foi possivel identificar que o ajuste do modelo para
0S ensaios realizados com bagaco pré-tratado com peroxido foi satisfatorio. O
grafico da probabilidade normalizada apresentou pontos proximos a reta normal, o
gue se pode afirmar devido a proximidade dos pares de pontos com a reta. Coerente
com os resultados, a Figura 27(b) representa o gréafico residual da variavel ART em
relacdo as variaveis independentes. Este se encontra perfeitamente aleatorio, o que
indica uma distribuicdo normal e um bom ajuste dos dados ao modelo. Os pontos
estando perfeitamente aleatorios garantem que os dados experimentais se ajustem

perfeitamente ao modelo matematico proposto.
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Figura 27 - Andlise residual do tratamento estatistico realizado para o planejamento
experimental utilizando bagaco tratado com perdxido de hidrogénio - (a) Normalidade dos
ensaios experimentais; (b) Residuos da variavel (ART) em relacdo as variaveis independente

Nota: Dados extraidos do software Statistica® 7.

Em seguida sdo apresentados os graficos de superficie para as variaveis que

apresentaram efeito significativo durante o estudo.

Pela andlise da Figura 28(a) pode-se observar ao comparar o efeito combinado da
temperatura com a concentracdo enzimatica no resultado da formacdo de ART que
0 acréscimo de enzimas livres (aumento da concentracdo enzimatica) foi muito mais

significativo para a formacéo de acglcares do que o aumento da temperatura.

Ainda, foi possivel notar que maiores temperaturas proporcionavam uma leve
reducdo no ART formado para uma mesma concentracdo enzimatica e para
concentracdo superior a 18 FPU/g o efeito na formacdo de acuUcares devido ao

acréscimo de enzimas deixava de ser significativo.

Ja a Figura 28(b) foi possivel analisar o efeito da combinacdo tempo com
concentracdo enzimatica na formacao de agucares redutores totais. Pode-se afirmar
que acrescentar tanto o tempo quanto a concentracdo enzimatica resulta em um
maior conteudo de acgucares formados. Contudo, um limite foi formado para
concentracbes enzimaticas e tempos elevados indicando que acréscimos em
qualquer uma das variaveis afetariam minimamente a quantidade de ART formado,
podendo ser utilizado como parametro para otimizacdo do tempo e concentragcéo

enziméatica na hidrélise.
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A analise da Figura 28(c) permitiu dizer que, para o bagaco de cana pré-tratado com
peréxido, o tempo de hidrélise apresentou efeito predominante a temperatura em
que a hidrdlise foi operada. Pode-se ressaltar que tempos entre 30 e 40 horas

maximiza a resposta, em temperaturas amenas, 0 que permite um menor gasto com
energia na reacao.
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Figura 28 - Gréaficos de superficie para ensaios realizados com bagaco pré-tratado com
peréxido. Analise de ART formados: (a) Em funcéo da temperatura e concentracdo enzimatica;
(b) Em funcao do tempo e concentragdo enzimatica; (c) Em funcéo da temperatura e tempo

Nota: Dados extraidos do software Statistica® 7.
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Bagaco pré-tratado com acido e base

Os resultados dos experimentos de hidrélise enzimatica para o bagaco pré-tratado
com acido e base séo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados de formacé&o de acUcares redutores para hidrélise enzimatica
empregando bagaco da cana pré-tratado com acido e base

Conc.ent,rggéo Temperatura Tempo de
Enziméatica °C) Hidrolise (h) ART (umol/mL) Erro (umol/mL)
(FPU/g)
10 40 6 1,118 + 0,004
10 45 6 1,310 + 0,007
10 50 6 1,477 + 0,009
15 40 6 1,939 +0,03
15 45 6 2,268 +0,01
15 50 6 3,005 +0,01
20 40 6 3,145 + 0,005
20 45 6 4,244 + 0,04
20 50 6 5,055 + 0,05
10 40 24 2,857 + 0,003
10 45 24 3,112 + 0,005
10 50 24 3,821 + 0,03
15 40 24 4,788 + 0,05
15 45 24 5,546 + 0,04
15 50 24 5,846 +0,01
20 40 24 6,031 + 0,006
20 45 24 7,388 + 0,003
20 50 24 7,886 + 0,04
10 40 48 5,077 + 0,005
10 45 48 6,002 +0,03
10 50 48 6,135 + 0,005
15 40 48 8,277 +0,02
15 45 48 9,238 +0,02
15 50 48 9,518 +0,02
20 40 48 10,136 + 0,05
20 45 48 12,094 + 0,09
20 50 48 12,216 +0,11
15 45 24 5,461 + 0,05
15 45 24 5,426 + 0,05

Nota: Elaboracao do autor.

Depois de obtidos os resultados acima foram realizados analises estatisticas.

A Tabela 15 mostra as estimativas de efeito dos fatores estudados durante os testes

de hidrélise enzimatica



74

Tabela 15 - Estimativas de efeitos para 0os experimentos realizados utilizando bagaco de cana
pré-tratado com &cido e base, extraidas do software Statistica® 7

Fatores Efeito p-fator Coeficiente
Mean/interaction 5,6828 0,0000 5,6828
Concentracdo enzimatica (L) 4,1429 0,0000 2,0714
Concentracdo enzimatica (Q) 0,0932 0,7099 0,0466
Temperatura (L) 1,2879 0,0003 0,6440
Temperatura (Q) 0,2230 0,3776 0,1115
Tempo (L) 6,1259 0,0000 3,0630
Tempo (Q) 0,0058 0,9817 0,0029

Nota: Elaboracéo do autor.

Foi possivel identificar por meio da Tabela 15 que para o bagaco pré-tratado com
acido e base foram significativos os efeitos lineares da concentracdo enzimatica,

temperatura e tempo. Desse modo, este estudo resultou na equacao:
ART = 5,683 + 2,071 C+ 0,644T + 3,063 t

Todos estes efeitos puderam ser melhor observados na Figura 29 através do

Diagrama de Pareto.

Temperatura(L) E

Tempo(L) 20,354

13,765

Concentracao enzimética(L)

Temperatura(Q)

Concentragdo enzimatica(Q) ¢

Tempo(Q)

Estimativa dos efeitos padronizados

Figura 29 - Diagrama de Pareto para os ensaios realizados com bagaco de cana pré-tratado
com &cido e base

Nota: Dados extraidos do software Statistica® 7.
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Para esse conjunto de ensaio, de acordo com a analise estatistica realizada, os

valores que maximizaram a resposta estimada foram:

Concentracéo enzimatica: 70,5 FPU/g

Temperatura: 52,2 °C

Tempo: 550,0 horas.

Apesar disso, € importante ressaltar que a associacdo dessas condicfes pode ndo
resultar em valores muito mais elevados do que aqueles que podem ser obtidos em
tempos menores, condicbes mais amenas e menores concentracdes enzimaticas.
N&o necessariamente as condicdes maximas irdo fornecer um acréscimo no valor de

ART que justifique a operacao.

Também foi possivel verificar que o grafico da probabilidade normalizada
representado na Figura 30(a), apresentou pontos proximos a reta normal. Essa
observacéo garante que os dados se ajustam devidamente ao modelo mateméatico
encontrado. E que o grafico de residuos, Figura 30(b), apresentou pontos
perfeitamente aleatérios, o que também garante que os dados experimentais se

ajustam perfeitamente ao modelo matematico proposto.
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Figura 30 - Analise residual do tratamento estatistico realizado para o planejamento
experimental utilizando bagaco de cana tratado com acido e base. (a) Normalidade dos
ensaios; (b) Residuos da variavel (ART) em relacéo as variaveis independentes

Nota: Dados extraidos do software Statistica® 7.
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Abaixo, na Figura 31, sdo apresentados os graficos de superficie para as variaveis

que apresentaram efeito significativo. Nos estudos dos graficos, ao se

correlacionarem as variaveis, foi observado que os formatos exibiam uma enorme
semelhanca.
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Figura 31 - Gréaficos de superficie para ensaios realizados com bagaco pré-tratado com acido e
base. Andlise ART formados: (a) Em funcéo da temperatura e concentragao enzimatica; (b) Em
funcédo do tempo e concentragdo enzimatica; (c) Em fun¢ao da temperatura e tempo

Nota: Dados extraidos do software Statistica® 7.
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Com base na Figura 31(a) pode-se afirmar que as combinacdes de valores elevados
de temperatura e de concentragdo enzimatica induzem a uma resposta
significativamente maior em ART formado. Isso pode ser verificado por meio do
gréfico de superficie que se apresentou na forma de um plano ascendente.

O mesmo pode se afirmar para a Figura 31(b). A combinacdo de um tempo maior e
concentragdo enzimética elevadas leva a uma resposta significativamente maior em
ART formado na hidrélise. Mais uma vez, o formato do grafico de superficie

confirmou o resultado por se apresentar na forma de um plano ascendente.

A Figura 31(c) também garantiu que a combinacdo de temperatura e tempo altos
leva a uma resposta significativamente maior em ART. Pode-se, contudo, destacar
que a partir de 45°C a temperatura aparenta deixar de ser um fator significativo
guando comparada com variacées no tempo de hidrélise, mantendo a concentracéo

enziméatica constante.

6.5.1. COMPARACAO DOS BAGACOS PRE-TRATADOS E IN NATURA
UTILIZADOS NA HIDROLISE ENZIMATICA

Foi realizada uma comparacdo do efeito do tratamento na formacdo de acucares
redutores totais com o tempo de hidrélise utilizando os dados de temperatura e
concentracdo enziméatica médios do planejamento experimental (45°C e 15

FPU/gbagaco) COMO base comparativa, como mostra a Figura 32.

Pode-se observar na Figura 32 que o bagaco de cana in natura alcangou um
patamar na formacgéo de agucares redutores no tempo de 6 horas, apresentando a
menor taxa de hidrélise quando comparado com as amostras tratadas. Tal fator
pode ser explicado devido a estrutura lignocelulésica do bagaco que dificulta o
acesso das enzimas ao conteudo celuldsico. A estrutura da lignina, por exemplo,
presente na parede celular do bagago da cana, € extremamente complexa (FANG et
al., 2008) e confere impermeabilidade e resisténcia contra ataques microbianos além
de estresse oxidativo dificultando acesso aos outros polimeros presente na

biomassa (PEREZ et al., 2002).
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Figura 32 - Comparacéo do efeito do pré-tratamento na formacado de acUcares redutores totais
com o tempo de hidrélise

Nota: Elaboracéo do autor.

Ja o bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio apresentou taxa de hidrélise
ligeiramente superior a do bagaco in natura nas primeiras horas. Embora ainda
muito pequena a diferenca, o patamar de producdo de ART do bagaco pré-tratado
com peroxido € ainda maior. Assim também foram os resultados encontrados por
Nunes et al. (2011) que destacaram que os melhores valores encontrados na etapa
de hidrolise para o bagaco tratado com peroxido foram no tempo de 24 horas do
processo, e que praticamente ndo houve liberacdo de agucares no bagaco sem

tratamento.

No entanto, deve-se destacar a alta taxa de formacdo de ART na hidrolise do
bagaco tratado com acido e base. De acordo com Rabelo (2010), tal resposta indica
o facil acesso a celulose devido a eficacia de um bom tratamento da biomassa
mediante o que é observado em termos de quantidade de ART formado, podendo
ser visto no decorrer do trabalho conforme os resultados encontrados de formacéo

de acucar para o bagago pré-tratado com acido e base.
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Também foi realizado estudo para diferentes concentragcbes enzimaticas com o
objetivo de verificar qual concentracdo enzimatica proporcionava melhor resultado
na formacdo do agucar redutor total com o decorrer do tempo. Na Figura 33 foram
apresentados esses resultados por meio de comparagdo entre as concentragoes

enzimaticas para as diferentes amostras de bagaco e para temperatura de 45°C.

13,5 —— 10 FPU/g bagaco (in natura)
—@— 15 FPU/g bagaco (in natura)
20 FPU/g bagaco (in natura)

12,0
—+— 10 FPU/g bagaco (tratado com perdxido)
15 FPU/g bagaco (tratado com perdxido)
10,5 20 FPU/g bagaco (tratado com peroxido)
—aA— 10 FPU/g bagaco (tratado com &cido e base)
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Figura 33 - Comparacdo entre as respostas para diferentes amostras de bagaco e diferentes
concentragdes enzimaticas

Nota: Elaboracéo do autor.

Foi possivel perceber que somente as amostras do bagaco tratadas com acido e
base n&o alcangaram um patamar de formacdo de ART dentro do tempo de estudo
(48 horas), apresentando ainda assim uma taxa constante de formacg&do. Rueda
(2010) também explica nos seus resultados que devido ao pré-tratamento com acido
e base ser eficiente, a hidrolise enzimatica pode chegar a altas concentracdes de

acucares no decorrer do tempo.
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Ainda para os diferentes tipos de bagaco foram feitos estudos dos meios marginais e

limites de confiabilidade, sendo estes apresentados na Figura 34.

ART (umol/mL)

1 2 3
Tipo de Tratamento
(1) in natura; (2) peroxido de hidrogénio; (3) acido e base.

Figura 34 - Representacdo grafica dos meios marginais e limites de confianga para os tipos de
tratamento

Nota: Dados extraidos do software Statistica® 7.

Através da representacdo grafica dos meios marginais pode-se verificar que o pré-
tratamento com acido e base (indice 3 na Figura 34) apresentou resultados médios
de formacdo de ART muito superiores aos das demais amostras estudadas. Tal
comportamento também foi observado por Gomez et al. (2010) que estudaram o
desempenho do pré-tratamento com acido sulfurico diluido e bases combinados

para a liberacdo de acgucar fermentesciveis pela hidrélise enziméatica.

Esse comportamento pode ser esclarecido visto que, por meio das etapas acida e
alcalina, a celulose presente no bagaco torna-se muito mais acessivel ao ataque
enzimatico. Sun e Cheng (2002) ressaltaram que a celulose depois de degradada
produz agucares redutores que podem ser fermentados para a producédo de etanol.
Assim, portanto, a formacdo de acUcares é facilitada. Esse resultado pode justificar

0S custos com reagentes, equipamentos e condi¢des operacionais na etapa de pre-
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tratamento acido basico, em uma unidade que deseja produzir etanol por meio da

hidrolise do bagaco da cana.

Pode-se observar ainda que o bagaco da cana pré-tratado com peroxido de
hidrogénio apresentou resultados ligeiramente superiores aos apresentados pelo
bagaco de cana in natura. Entretanto, ao analisar o limite de confianga experimental,
€ notdrio que os resultados superiores das amostras in natura equivalem a
resultados inferiores que podem ser apresentados pelas amostras pré-tratadas com
peréxido de hidrogénio. Tal fator indica que, apesar do pré-tratamento com peroxido
ter deslocado a formacdo de ART para resultados ligeiramente superiores, essa
diferenca ainda néo foi muito significativa. Tal concluséo leva ao questionamento da
viabilidade da realizacdo de uma etapa de pré-tratamento com peroxido de
hidrogénio, uma vez que 0 mesmo ndo proporcionou um aumento tdo consideravel

na quantidade de acucar fermentescivel formada.

Embora a variavel resposta tenha sido a quantidade de ART formado, outra analise
de grande importancia para a complementacdo dos resultados foi a realizacdo da
diferenca de massa seca do bagaco antes e depois da hidrélise enzimética. Os
resultados em massa sao apresentados na Tabela 16, juntamente com o numero

correspondente ao experimento nas matrizes de planejamento experimental.

Tabela 16 - Massa de bagacgo de cana consumida na hidrélise enzimética para os experimentos
realizados no tempo de 48 horas

Conc_ent,rggéo Temperatura Consumo de Bagaco de cana (Q)

Enzimatica C) In natura Tratado com Tratado com
(FPU/g) peréxido acido e base

10 40 0,400 0,668 0,790

10 45 0,458 0,716 0,870

10 50 0,635 0,786 1,040

15 40 0,408 0,780 0,830

15 45 0,548 0,844 0,982

15 50 0,683 0,924 1,372

20 40 0,463 0,818 0,940

20 45 0,585 0,936 1,184

20 50 0,690 1,002 1,458

Nota: Elaboracéo do autor.
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Na leitura da Tabela 16 pode-se observar que o consumo massico do bagaco de
cana, para todos os experimentos, é superior para o bagaco tratado com acido e
base. Tal comparagéo pode ser mais bem compreendida pela Figura 35 que plota a

média de bagaco consumida apds a hidrélise enzimatica.
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mBagaco in natura
1,400

mBagaco tratado com

1.200 peroxido
Bagaco tratado com

acido e base
1,000

0,800
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0,400
- | | | |
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Experimento

Consumo de Bagaco (g)

27

Figura 35 - Comparacao do consumo total do baga¢o da cana apds 48 horas de hidrélise para
as amostras do bagaco em estudo

Nota: Elaboracéo do autor.

A média total, em gramas, do bagaco consumido para cada tipo tratamento denota
ndo apenas a diferenca entre os pré-tratamentos neste trabalho estudados, mas
principalmente a perspectiva de continuar reaproveitando a massa do bagaco
residual da hidrélise enzimatica, visto que em nenhum deles toda a massa

disponivel de celulose foi digerida.

Ainda é importante destacar que, em meédia, o consumo do bagaco tratado com
acido e base foi cerca de 32% maior do que o do bagaco tratado com peréxido de
hidrogénio, e cerca de 95% maior do que o do bagaco in natura. Esse resultado
demonstra o potencial do tratamento combinando com &cidos e bases para a

hidrolise enzimética, sugerindo uma perspectiva de uso para futuros trabalhos.
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7. CONCLUSAO

O bagaco da cana-de-acucar estudado passou por dois tipos de pré-tratamentos
quimicos, um com peroxido de hidrogénio e outro com acido e base. Foi realizado
um estudo da composicao quimica dos diferentes bagaco. Desses, 0 bagaco preé-
tratado com acido e base foi 0 que apresentou maior quantidade de celulose
(62,5%), sendo este o componente que proporciona melhor rendimento da hidrélise

enzimatica. Em seguida foram realizados estudos de outras variaveis do processo.

O estudo estatistico dos experimentos permitiu verificar que os efeitos das variaveis
concentracdo enzimatica, temperatura e tempo interviram na formacdo de ART na
hidrélise. Tal fator péde ser observado por meio do comportamento dessas variaveis

na formacédo de ART através de combinacdes.

Para o bagaco in natura, a combinacao: temperatura x concentracdo, enzimatica
demostrou que maiores temperaturas combinadas com maiores concentracdes
enzimaticas proporcionavam melhores resultados na formacdo de ART. Na
combinac¢éo das variaveis: tempo x concentracdo, enzimatica foi visto que acima de
30 horas a quantidade de ART formado foi insignificante para qualquer concentracéo
enzimatica. E para a combinacao: tempo x temperatura, foi notado que os resultados
na formacdo de ART demonstraram ter alcancado um limite na formacéo de acucar,

sendo assim, o0 aumento de uma das variaveis ndo mais interferia no resultado

Jé para o bagaco tratado com peroxido, a combinagéo: temperatura x concentracéo,
enzimatica demostrou que a adicdo de enzimas foi bem mais significativa que o
aumento da temperatura. Para o tempo X concentracdo enzimatica, os resultados
comprovaram que existe um limite de acréscimos para as duas variaveis. E para a
combinacdo: tempo x temperatura, o tempo apresentou efeito predominante a

temperatura (tempos entre 30 e 40 horas maximizaram a resposta).

Por fim, para o bagaco tratado com acido e base, a combinagédo: temperatura x
concentracdo enzimatica apresentou uma projecdo de grafico ascendente que
confirmava que o aumento de temperatura e concentracdo enzimatica causava
efeitos positivos na formacdo de ART durante a hidrolise. Para a combinacéo:

tempo X concentracdo enzimatica, mais uma vez foi exibido o modelo de grafico
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ascendente denotando que o aumento da quantidade de alguma das variaveis
aumentaria também a quantidade de ART formado. E para a combinacdo: tempo X
temperatura, novamente o perfil de grafico ascendente foi mantido, entretanto, a

partir de 45°C a temperatura demonstrou ser menos expressiva do que o tempo.

Através dos resultados estatisticos ainda pode ser observado que a quantidade de
ART (umol/ml) produzida durante a hidrélise enzimatica foi bem expressiva para o
bagaco tratado com acido e base aumentando significativamente o rendimento da
etapa de hidrdlise. O tratamento com acido e base apresentou maior remocao de
lignina e hemicelulose, o que facilitou sua digestdo tornando mais eficiente os
processos que dependeram do acesso facilitado a celulose, contudo, ndo se pode
afirmar qual foi quantidade de glicose por grama de bagaco formada durante o

processo.

Ja para o bagaco tratado com peréxido de hidrogénio e o bagaco in natura os
resultados de ART formados foram bem proximos, o que significa que o tratamento
com peréxido ndo demostrou tanta eficiéncia quando comparado com o bagaco sem
tratamento. Isso se deve ao fato do tratamento com peréxido de hidrogénio néo ter
conseguido romper as barreiras do material lignocelulésico de forma expressiva,

dificultando assim o ataque enzimatico a celulose.

Os resultados comprovaram que apesar do tratamento com peroxido ter deslocado a
formacdo de ART para resultados ligeiramente superiores ao bagaco in natura essa
diferenca ainda ndo é muito significativa. Quando feita a comparacdo dos
tratamentos utilizando dados de temperatursa e concentracdo enzimética meédios por
meio dos dados do planejamento experimental, o bagaco in natura demostrou
alcancar somente um patamar na formacéo de ART no tempo de 6 horas, expondo a
menor taxa de hidrolise e o bagaco tratado com peroxido préximo a 24 horas.
Entretanto, a taxa de formacédo de ART na hidrélise do bagaco tratado com &cido e
base foi bem mais significativa, sendo até mesmo possivel concluir que as amostras
de bagaco tratadas com acido e base ainda néo havia atingido um valor maximo de
producao, sendo possivel observar a formacéo de acucar redutor além do tempo de

estudo.
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Outra andlise que corrobora para afirmacéo dos resultados foi o calculo da massa do
bagaco da cana consumida na hidrélise enzimatica realizados no tempo de 48
horas. Pode-se concluir que o consumo massico de baga¢o da cana foi superior
para o bagaco tratado com acido e base, sendo em média 32% maior do que o de
bagaco tratado com peroxido de hidrogénio, e cerca de 95% maior do que o de

bagaco in natura.

Tais conclusGes levam a escolha por se realizar o pré-tratamento da biomassa
celulésica com acido e base combinados antes da hidrolise enzimatica e para as
variaveis deve-se considerar concentracdo enzimatica de 20FPU/g, temperatura de
50°C e tempo de 48 horas, uma vez que a combinagdo dos mesmos proporcionou

um aumento consideravel na quantidade de acucar redutor formado.

Além disso, o atual estudo apresenta novas perspectivas de utilizacdo de materiais
de baixo custo e com grande potencial energético frente ao alto valor agregado que
possuem o0s subprodutos da cana-de-acUcar. Baseado no exposto € possivel
observar que o etanol de segunda geracdo tem papel primordial na seguranca e

protecdo ambiental e climatica e sera decisivo na matriz energética futura.
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8. RECOMENDACOES:

A partir da avaliagdo dos resultados obtidos no presente trabalho, recomenda-se
para a direcédo de trabalhos futuros:

e Avaliar a influéncia da granulometria do bagaco da cana no desempenho da
etapa de hidrélise (para meio submerso);

¢ Realizar a fermentagcéo do ART formado para quantificacdo do rendimento total
do processo em termos de etanol de segunda geracao formado;

e Avaliar a viabilidade técnica e econbmica para as condigcbes Otimas
estabelecidas no trabalho;

e Estudar o aperfeicoamento das rotas tecnoldgicas para o0s processos de
hidrélise;

e Caracterizar o caldo acucarado resultante da hidrélise em termos dos aclcares
formados de forma a identificar os aglcares produzidos e quantifica-los;

e Caracterizar a massa residual com o objetivo de quantificar a fracao celuldsica
nao hidrolisada;

e |dentificar e quantificar os inibidores formados nas etapas de pré-tratamento e

hidrélise enzimética.
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APENDICE A - Curva Padréo - Método DNS

Com o gréfico plotado foi possivel obter a equacdo da reta através da regressao

linear e obter o coeficiente de correlagéo.

9,000 -

y =9,0898x+ 0,0205
R*=0,9979
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Figura 36 - Curva padréo da Glicose

Nota: Elaboracéo do autor.

A representacdo da equacdo se da por y=a.xxb, no qual os valores das
concentracbes se encontram em pmol/ml sendo posteriormente manipulados

utilizando a formula da atividade da enzima para célculo de ART produzido.

E valido ressaltar que varias curvas-padrdo de glicose foram construidas ao longo
dos experimentos ja que cada vez que uma nova solucdo reagente de DNS era
preparada, uma nova curva era construida. Todavia, ao verificar que ndo haviam
mudancas significativas nos valores da absorbéncia e no coeficiente de correlagéao a
cada nova curva construida, a equacédo da reta demostrada foi a mesma utilizada

durante todo o trabalho, inclusive na etapa de hidrdlise.
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