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RESUMO

Neste estudo, foi investigada a eficiéncia de toésias de operacdo de reator batelada
para a hidrolise enzimatica de bagaco de canadttapré-tratado por explosao a vapor e
lavado visando a producdo de glicose. Os reatoatsldda alimentada e bateladas
consecutivas, este com aproveitamento do hidraigada readsor¢cdo da enzima, tiveram
seus desempenhos comparados ao reator bateladancmmal. No reator batelada
alimentada a carga total de bagaco pré-tratadodifadida em fracbes, que foram
adicionadas em diferentes intervalos de temporildistios durante o tempo total de
hidrolise, sem a remocgéo dos residuos nédo hidveiisaEnquanto no reator bateladas
consecutivas, passado um determinado tempo deoreab@drolisado foi esgotado de cada
batelada, e colocado em contato com nova porcdagieco pré-tratado fresco, visando a
readsorcdo da enzima. O bagaco em suspensdao mulisaido, contendo a enzima
adsorvida, foi separado da solugcédo de acgucareSlgpacdo a vacuo e, submetido a uma
nova batelada de hidrdlise, sem a adicdo de maisnan A comparacao foi feita em
termos de glicose produzida, que poderia ser postente fermentada a etanol. Um
sistema enzimatico contendo celulases e celobraskizidas poifrichoderma reeseRut
C30 e Aspergillus awamori,foi utilizado na hidrolise enzimética. A velocigadle
sacarificagdo foi maior nas primeiras 24 horase#gdo, nas quais se produziu mais da
metade da glicose total. Os reatores alternati@oseator batelada convencional, foram
testados motivando-se nas premissas de que sumasfate operacdo causariam menor
inibicdo da reacdo de hidrdlise, pela alimentag@alaiva do substrato e separacdo do
xarope produzido do residuo de soélido ndo reagidasequentemente atingindo maior
ganho na producédo de glicose, para um mesmo tempeatdo. No entanto, 0 reator
batelada convencional foi mais eficiente que osorea batelada alimentada e bateladas

consecutivas, alcancando uma maior produc¢ao desglimas condi¢des testadas.
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ABSTRACT

In this study, the efficiencygf three operation forms of the batch reactor figr énzymatic
hydrolysis of stearexploded and washed sugarcane bagasse, aiming ldcosg
production, were evaluated. A “fed-batch” reactod @ consecutive batches reactor where
the hydrolysate was used for enzyme adsorption w@mgared to the conventional batch
reactor. In the “fed-batch” reactor, the total dslioading was split into fractions, which
were added at different intervals, during the tbtadrolysis time, without removing non-
hydrolyzed wasteln the consecutive batches reactor, after a determinattioa time, the
hydrolysate was separated and put together witwaportion of fresh pre-treated bagasse,
intending for enzyme readsorption. The bagasse uspension in the hydrolysate
containingthe enzyme adsorbed, was then separated from ga solution byvacuum
filtration and after, submitted to a new hydrolybastch,without more enzyme addition.
The comparison was made in terms of glucose pramycivhich can be converted into
ethanol. An enzyme system comprising cellulasescatidbiase produced Biyrichoderma
reesei Rut-C30 andAspergillus awamoriwas used in the enzymatic hydrolysis. The
saccharification rate was higher in the first 24130 within more than half of the glucose
was produced. The alternative reactors to the cdioweal batch reactor were tested
motivated by the premise that their operation fomaild cause minor inhibition of the
hydrolysis reaction, by the gradual feeding of shbstrate and separation of the produced
syrup from the non reacted solid waste, consequeatiching a larger gain in glucose
production, for the same reaction time. Nevertlgl#se conventional batch reactor was
more efficient than the “fed batch” and consecutbatches reactors, attaining a larger

glucose production, in the tested conditions.
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Capiulo 1 — Introducdo e Objetivos 1

Capitulo 1 - Introducéo e Objetivos

1.1 Introducéo

A busca por novas fontes de energia e a dependéaaiambustiveis fosseis sédo
preocupacdes que atingem atualmente muitos pasasendéncia é considerar que 0s
combustiveis alternativos provenientes de recuesasvaveis, como o etanol da biomassa
celulésica, devem ser desenvolvidos e aplicadoa gad em maior escala, pois geram
inUmeros beneficios em termos de prote¢cdo ambjedésenvolvimento econdmico e
seguranca de energia nacional (SAXENA et al., 200RA e ANDRADE, 2009; YANG
e LU, 2007).

Ragauskas et al. (2006) relataram que um dos mmigoa estimulantes da
pesquisa quimica e bioguimica foram os beneficiascdnversdo de biomassa em
combustiveis e produtos quimicos. Segundo os deferautores, no inicio do século 20,
muitos materiais industriais como 0s corantes,estbs, e fibras sintéticas, eram feitos de
arvores e culturas agricolas. No final dos anosn@iifos desses materiais bio-baseados
foram substituidos por derivados do petrdleo, Bs& de energia da década de 70 renovou
0 interesse na sintese de combustiveis e matelgaifontes naturais renovaveis. Este
interesse decresceu nas décadas seguintes em pgrexm do petréleo diminuiu. No
entanto, como consequéncia, o consumo de petndfdicdu nos anos subsequentes. Na
perspectiva dos autores, a demanda de energiprefgtada para aumentar mais que 50%
em 2025, sendo que muito deste aumento de demanegyiea de varias nagbes que
estardo se desenvolvendo muito rapido, e obviamema demanda em ascenséo para
recursos finitos de petroleo ndo pode ser umaigBatisfatoria a longo prazo.

Segundo Vessia (2005), com o foco mundial em fodeegnergia renovaveis, a
biomassa ganhou importancia e atencdo. Biomassa teumo usado para caracterizar
todo o material organico resultante de plantasprés; colheitas, restos organicos e
residuos da agricultura e de florestas. O munddyzr@erca de 11% de sua energia da
biomassa, e isto significa em torno de 44 exajo(desaioria de biomassa tradicional),
mas o potencial de biomassa é consideravel, tatalz, teoricamente, 2900 exajoules de
bioenergia de colheitas. No contexto de aumento pdascupacées ambientais e com
biomassa bem distribuida pelo mundo, a opcéo éeadsst o uso da biomassa para geracao

de energia deveria ser seriamente considerada.
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A biomassa lignocelulésica representa um dos resuenovaveis mais abundantes
na terra, e certamente um dos mais baratos (OGtER.,€1999), motivo pelo qual a
mesma tem sido extensivamente estudada como fentenergia sustentavel para uso
industrial. Os estudos iniciais remontam as priasettécadas do século passado, todavia,
apesar dos esforcos j& efetuados para o deseneoldro aproveitamento desta matéria
prima, o Unico processo que pode ser consideradatualidade, como tecnologicamente
dominado e economicamente viavel, é a queima ddatanatéria vegetal (SOARES e
ROSSELL, 2007, disponivel online).

O aproveitamento da matéria vegetal desperta graelesse dos pesquisadores,
cientistas e industriais, devido ao fato da mesenaescontrada em grandes quantidades
em varios tipos de residuos (SOARES e ROSSELL, ,2di8ponivel online). Para Soares
e Rossell (2007, disponivel online), o Brasil possma condicdo muito especial ao
considerarmos o bagaco da cana, pois o mesmo eésgp@nivel de uma forma
razoavelmente limpa, em grande quantidade, e ctnadenao lado das usinas de acgulcar e
alcool, o que torna o bagaco da cana uma atrabinee fde energia, tanto para queima
direta como para conversao em produtos quimicogsp@cial o etanol.

O etanol, assim como outros biocombustiveis prathszde biomassa de plantas, é
uma boa alternativa aos combustiveis fosseis (SHEMDE, 2005). Uma vez que o
diéxido de carbono liberado durante a sua produgdaso € reciclado durante o
crescimento da biomassa, a utilizacdo desse nadleorpara o aumento liquido do GO
na atmosfera, nem para o aquecimento global. Aiésoda combustdo do etanol resulta
em emissdes relativamente baixas de compostosiocogarolateis, monoxido de carbono
e oxidos de nitrogénio.

De acordo com Demain et al. (2005), o etanol é noelente combustivel, e em
alguns aspectos € até superior a gasolina. Encylarti comparando-o com a gasolina, a
queima do etanol é mais “limpa”, o etanol tem maictanagem, pode ser queimado com
maior eficiéncia; acredita-se que produz menorestiades de precursores de 0zbnio
(portanto diminuindo a poluicdo do ar das cidadesy particularmente benéfico pela
pequena quantidade liquida de Qissipada na atmosfera. O etanol é consideradosnen
toxico para os humanos do que a gasolina (ou migtantambém reduz a formacgéo de
fumaca por causa da sua baixa volatilidade; daabaatividade fotoquimica do etanol e
dos produtos da sua combustéo, e das pequenasdqdastde compostos que produzem
fumaca formados em sua combustéo. O seu alto deleaporizacéo, sua alta octanagem,

e baixa temperatura de combustéao permitem um bseng®nho do motor.
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As Ultimas estimativas preveem uma producdo de mifddes de toneladas de
cana-de-agucar e as previsdes de producao fufataadas pelo BNDES, consideram que
atingiremos 570 milhdes de toneladas no ano de 2@1 bilhdo de toneladas no ano de
2021 (SOARES e ROSSELL, 2007, disponivel onlingguhdo a Agéncia Nacional de
Energia Elétrica (ANEEL, 2005, disponivel onlineg¢rca de 28% da cana é transformada
em bagaco.

A despeito da reconhecida disponibilidade do bagasausinas de acucar e alcool,
0 uso do bagaco da cana-de-acucar como biomassadiglosica para obtencéo de etanol
€ uma iniciativa relativamente recente (CALSAVARak, 1999; PANDEY et al., 2000)
em relacdo a biomassa lignocelulésica de fontesatifes que sdo utilizadas na América
do Norte. Diferentes metodologias tém sido desemd@$é com o objetivo de converter a
biomassa lignocelulésica de diferentes origenscembustiveis alternativos (SAHA e
COTTA, 2008), porém ha um numero relativamenteritesde estudos focados na
hidrélise enzimatica do bagaco da cana-de-acuegurlo Finguerut (2007), o grande
incentivo a transformacédo do bagaco e a palham&de-acicar em etanol, é que poderia
ser possivel aumentar muito a producao de alcakb@a 100% por hectare de cana
plantada, sem expandir as fronteiras agricolas.

Diante das previsfes de um rapido crescimento odupéo de cana-de-agUcar, e
considerando, a consequente abundancia e dispdad®l do bagaco da cana no Brasil, a
proposta do presente estudo € investigar a efiei@zhidrolise enzimatica de bagaco de
cana-de-agucar para a producdo de glicose, usafalentes alternativas de operacdo do
procedimento de hidrélise em reator batelada.

1.2 Objetivos

O objetivo geral deste estudo é testar formasnalteas de operacdo de reator
batelada, aplicadas a hidrolise enzimatica de lmagagana, e comparar-se a eficiéncia de
hidrolise. Pretende-se dessa forma contribuir maesenvolvimento de tecnologia de
aproveitamento de biomassa lignocelulésica, quee &iaplicacdo de processos de hidrolise
enziméatica para a producao de etanol.

O objetivo especifico da pesquisa foi utilizar tféemas de operacdo do reator
batelada, sendo (i) a batelada convencional, (iibadelada alimentada, e (iii) o
procedimento de bateladas consecutivas, com apaovento do hidrolisado para
readsorcdo da enzima. Para cada forma de opemicdetérminada a glicose produzida,
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pela hidrélise enzimética do bagaco de cana-deaaqré-tratado por exploséo a vapor e
lavado, e as trés alternativas foram comparadasetagdo a eficiéncia de hidrolise, em
funcdo da quantidade de glicose produzida.

A justificativa da selecdo desses reatores, aligoza ao reator batelada
convencional, esta baseada no fato de que a emperigrévia com o reator batelada
convencional demonstrou a ocorréncia de inibic@o, $0 pelo excesso de substrato, ou
seja, altas concentracbes de bagaco, como tambks p®dutos da reacdo, como a
glicose e celobiose. No entanto, altas concentsadéebagaco sdo desejadas, e o ideal
seria obter uma solu¢do com concentragdo em tar29@d g/L de glicose apoés a hidrdlise.
A gual é obtida no caso tradicional do etanol ddacde cana-de-acgucar e melago, pois a
fermentacdo dessa solucéo produz cerca de 10Ggtadol, que pode ser destilado com a
tecnologia ja existente nas usinas. Ao contranug baixa concentracdo de bagaco implica
num xarope de glicose diluido que produzird um @irdom baixo teor de etanol,
encarecendo a etapa de destilagéo e o processoucorualo.

Para superar estes problemas, foi selecionadotar figgtelada alimentada, porque
a adicdo gradativa do substrato ao longo do tengoedcdo permite dar sustento as
premissas de que haverd uma reducdo da inibic&o goistrato, como também pelos
produtos da reacdo, que serdo produzidos de forais gnadativa ao longo do periodo
reacional.

Ja o reator bateladas consecutivas, visa a sepadacineio reacional liquido do
residuo de substrato sélido ndo reagido, e capiueazima, supostamente concentrada no
sobrenadante liquido, da primeira batelada, petaaglsorcdo em mais bagaco fresco,
sendo continuada a reacdo entre este bagaco navenzima adsorvida, por meio de
bateladas sucessivas. Neste caso, as hipoOteseke sfice em se retirando o bagaco néo
reagido, diminui-se a concentracdo de substratobassladas consecutivas e assim a
inibicdo pelo substrato. Também a posterior etapad$or¢cdo da enzima, remove grande
parte dos acUcares produzidos, reduzindo assimibécda pelo produto. A enzima
remanescente das bateladas consecutivas gerarianaioaprodutividade de glicose por
unidade de massa de enzima, do que aquela obtideatar batelada convencional, no

qual, apés a primeira batelada, a enzima € dedearta
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1.3 Estrutura da Dissertacao

Este trabalho foi dividido em cinco capitulos eeréhcias, de forma a proporcionar
uma melhor visualizagéo da pesquisa desenvolvida@mdual entendimento de aspectos
gue o influenciam relevantemente.

O primeiro capitulo apresenta uma visédo geral dare atual, grande estimulante
dessa pesquisa, a posicdo do Brasil neste cersigystificativas para se investir na
producédo de etanol celuldsico e os objetivos queetende atingir.

Na Revisdo Bibliografica, segundo capitulo, exp@anedas as fases envolvidas
na producdo do combustivel de segunda geracaoe desbtrutura da biomassa até a
fermentacédo dos agucares provenientes da hidesidenatica da mesma.

O terceiro capitulo descreve os métodos utilizag@spesquisa que gerou este
trabalho, cujo foco esta na hidrélise enzimaticdbdgaco de cana-de-agucar. Dentre estes
métodos, encontram-se desde aqueles que caractexieazima e o bagaco, utilizados na
reacdo de hidrdlise, até aqueles que apresentagsaiigio das formas de operagdo do
reator batelada, cujos desempenhos serdo comparados

No quarto capitulo sédo apresentados os resultamosxperimentos conduzidos de
acordo com os métodos sumarizados no terceiro ubapitais resultados sdo ainda
analisados, comparados e justificados por evidéraiaontradas na literatura.

O capitulo cinco resume as conclusfes obtidas sengelvimento da pesquisa e,
baseado nestas conclusdes, sugere alternativaondmuacdo do estudo, o qual, no
momento em que se tornar economicamente viaved, grandes contribuicdes em termos
energeéticos para a populacdo mundial.

E por fim, relaciona-se a bibliografia referenciaddongo da dissertacao.
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Capitulo 2 - Revisao Bibliografica

2.1 A biomassa lignoceluldsica

Materiais celulésicos sdo compostos de lignina, ibeloloses e celulose e sdo
frequentemente chamados lignocelulésicos (GRAF EKIER, 2000, disponivel online).
Biomassa lignocelulésica € composta de polimeros cdeboidratos (celulose e
hemiceluloses), lignina e uma pequena parte reroangs (extratos, acidos, sais e
minerais). A celulose e as hemiceluloses, que merse compreendem dois tercos da
massa seca, sdo polissacarideos que podem selishilivte a aclcares e eventualmente
fermentados a etanol. A lignina ndo pode ser ugaal@a a producdo de etanol.
(HAMELINCK et al., 2005).

A celulose é o mais abundante constituinte da pazellilar no reino vegetal. E um
polimero linear de D-glicose em ligacfifi—4). A celulose € o principal constituinte da
madeira e, por conseguinte, do papel; o algodamséegque celulose pura. A resisténcia da
celulose ao processamento e aos processos nateraiegradacdo deriva mais da sua
natureza cristalina e do seu “empacotamento” bicbdglo que das suas ligacdes
glicosidicasp(1—4). Na hidrdlise, o polissacarideo é fragmentadoo#culas livres de
acucar pela adicdo de agua. O produto, glicosey @qilcar de seis carbonos ou hexose.
(HAMELINCK et al., 2005). Na figura 2.1 apresentassestrutura da celulose.

“CH, OH
0, OH

{OH !

32

OH
GLICOSE GLICOSE GLICOSE

Figura 2.1 - Estrutura da celulose.
(Fonte:www.geocities.com/CapeCanaveral/Launchpad/ga/celulose.gif

As hemiceluloses sdo a segunda parte mais abundarniéomassa renovavel e
contabilizam de 25 a 35% da biomassa lignoceluoEsAHA, 2000). As hemiceluloses
sao polimeros heterogéneos constituidos de pentdsafose, D-arabinose), hexoses (D-
manose, D-glicose, D-galactose) e acidos glucoodn{KUMAR et al., 2008). Também

contém pequenas quantidades de ndo acucares caposgacetil. As hemiceluloses,
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devido & sua natureza ramificada e amorfa, sadivaaieente faceis de hidrolisar
(HAMELINCK et al., 2005).

A lignina estad presente em toda biomassa lignazsitd. Portanto, qualquer
processo de producédo de etanol a partir de biomagsacelulésica tera lignina como
residuo. Ela é um polimero complexo de fenilpropangrupos metdxi, uma substancia
polifendlica ndo-carboidratada que incrusta a pardds células e mantém as células
juntas. E degradada por poucos organismos em m®doimo acidos organicos, fendis e
vanilina. Via processos quimicos aditivos valiodescombustiveis podem ser produzidos
(HAMELINCK et al., 2005).

Para que as enzimas degradem a lignocelulosergdénoiente, as fibras precisam
estar acessiveis as enzimas. Um pré-tratamentgui@aforma é necessario para expor as
fiboras (SENDELIUS, 2005). O pré-tratamento se eef@rsolubilizacdo e a separacédo de
um ou mais dos quatro principais componentes dedsea: hemiceluloses, celulose,
lignina e extratos, para tornar a biomassa solidia acessivel a posteriores tratamentos. A
hidrolise (sacarificacdo) quebra as ligacbes deop&hio nas fracdes de hemiceluloses e
celulose em pentoses e hexoses. Esses acucares pediermentados a etanol (GRAF e
KOEHLER, 2000, disponivel online). Se o pré-tratatodor muito agressivo, os agucares
liberados podem ser degradados a compostos ingsidde enzimas, diminuindo o
rendimento. Entretanto, o uso de condicdes muismdas de pré-tratamento resulta em
pequena acessibilidade para a enzima, também dimdmw rendimento do processo de
hidrélise (SENDELIUS, 2005).

2.1.1 O bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana-de-acucar tem sido caracterizado am subproduto obtido
apos a extracdo de sacarose dos colmos das ptentzena, e tem sido apontado como
uma importante fonte de recurso para a industreS@ER. et al., 1999). Rasul et al. (1999)
descreveu o bagaco como um material fibroso, deabdensidade, com distribuicdo
variada de tamanhos de particulas e elevada umidzalmo fonte de recurso para a
indUstria, o bagaco de cana tem sido usado, pon@ge para preparar carvao ativado para
remocao de poluentes (KALDERIS et al., 2008). Aatagade de adsorcédo do bagaco
modificado (anidrido succinico foi usado para idtreir o grupo funcional acido
carboxilico) foi testada em solucdo d&*Za em efluente de processo de galvanizacgéo por

Pereira et al. (2009), e Mulinari e Silva (2008)izdaram a celulose do bagaco de cana
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modificada para a adsorcéo de ions sulfato de @etugquosas. No Brasil, a utilizacdo do
bagaco da cana-de-agUcar tem sido proposta comoaligraativa para a alimentagéo
animal (PIRES et al., 2006), como matéria primaiadal para a producdo de etanol, no
programa de bioetanol brasileiro (ZANIN et al., @)0e para a obtencdo de filme de
celulose RUZENE et al., 2009)

O potencial biotecnolégico do bagaco da cana-deaagpara ser utilizado em
processos de bioconversdo usando microorganismositeh destacado como uma fonte
promissora em relacdo a outras fontes de bagagojnmwastigacdes de Pandey et al.
(2000). Esses investigadores registraram que deodoaixo teor de cinzas, o bagaco de
cana-de-agucar oferece vantagens em processosamersdo que utilizam culturas de
microrganismos quando comparado a palha de mittetdgo, as quais apresentam teores
de cinzas de 17,5% e 11%, respectivamente. Alémodiss referidos investigadores
destacaram que em comparacdo com outros residuglag, o bagaco pode ser
considerado um grande reservatério de energia delddo aos seus elevados teores de
producdo (cerca de 80 t/ha em comparacdo com 1,2@ #ha para o trigo, outras
gramineas e arvores, respectivamente) e sua cagacitt regeneracdo (PANDEY et al.,
2000). Ao longo dos anos, um grande numero de ngianismos incluindo bactérias,
leveduras e fungos tém sido cultivados no bagagdymgos filamentos, especialmente os
basidiomicetos, tém sido mais usados pelos pestprss para a producdo de enzimas e
enriguecimento protéico (PANDEY et al., 2000).

No bagaco de cana-de-aclUcar, a celulose é deswiteo um constituinte
encontrado em alta proporcao, que pode ser isolasl@utros componentes denominados
hemiceluloses e lignina. A perspectiva de utilaarelulose do bagaco para a producédo de
diversos derivados da celulose tem estimulado timaestos no sentido de descrever
metodologias adequadas para isolar e caractegzaicofibrilas de celulose extraidas do
bagaco (CERQUEIRA et al., 2007; BHATTACHARYA et,aR008). Cerqueira et al.
(2007) descreveram a composicdo do bagaco comam smmdposto principalmente de
celulose (30 — 50%) e lignina numa menor propof@@o- 24%). O estudo de Peng et al.
(2009) descreveu a proporcdo de celulose como senddorno de 40 - 45%, a de
hemiceluloses como sendo 30 - 35%, e de 20 a 30¥jrdea. A caracterizacdo do bagaco
de cana-de-acucar in natura, extraido com etaredcriio por Canilha et al. (2007)
mostrou uma composicao de celulose (46,08 + 0,08&shiceluloses (27,11 + 0,15%) e
lignina (23,19 + 0,36%) semelhante as previameep®rtadas na literatura. Proporcdes

maiores do que 50% de celulose (54,87 + 0,53%)agad¢n de cana-de-agucar de origem
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brasileira foram descritas por Guimardes et al0920Anselmo Filho e Badr (2004)
mostraram que a composi¢édo do bagaco pode sezrtifada e dependente da regido onde
a cana-de-acucar € cultivada. Sun et al. (2004)eeg Ret al. (2009) elucidaram a
composicao quimica, as propriedades fisico-quinecas estruturas de oito hemiceluloses

presentes no bagaco de cana.

2.2 Pre-tratamento

Na literatura especializada sdo encontradas dwensdodologias alternativas para
aumentar a eficiéncia dos processos de produc@étadel a partir da hidrélise enzimatica
da biomassa de lignocelulose de diferentes origenis.o etanol assim produzido pode ser
usado como combustivel, em substituicdo aos coiveistosseis.

Muitos desses estudos tém sido feitos para otimzaondi¢des de pré-tratamento
do material lignocelulésico, dado que esta etapaprdoesso é considerada por alguns
investigadores como sendo o fator determinante udtocdo processo de obtencdo de
etanol a partir de biomassa de diferentes orig€i$ANG e HOLTZAPPLE, 2000;
BALLESTEROS et al., 20053CHELL et al., 2003; SODERSTROM et al., 2004; ZHU e
al., 2005; ALIZADEH et al., 2005; WYMAN et al., 260HU e WEN, 2008; MARTIN et
al., 2008; PETERSEN et al., 2009; RODGERS et aD92.

De acordo com Baudel (2006, disponivel online)@tpatamento de uma biomassa
lignoceluldsica consiste em uma das etapas opeasiagnais relevantes em termos de
custo direto, além de influenciar consideravelmeardecustos das etapas anteriores e
subsequentes do processo. Basicamente, o pré-ratanconsiste em: operacdes de
preparacdo de matéria-prima (moagem, impregnaba@bjlise (acida ou enzimatica) da
celulose (carga e consumo de enzimas ou acidoss @ reacdo), geracdo de produtos
inibidores a hidrodlise enzimatica e fermentacamdlica, concentracdes sacarideas dos
hidrolisados produzidos, purificagdo de produtdermediarios, tratamento de residuos,
agitacdo mecanica e geracao de energia. Nestextmndeve-se buscar perfeita integracao
entre as diversas operacdes. O desempenho de ameatéle pre-tratamento deve ser
avaliado em funcdo de sua influéncia sobre os susteociados as etapas precedentes e
subsequentes, bem como sobre o0s custos operacidmaimmtéria-prima e de capital.

Demain et al.(2005) explicam que a lignocelulosfiéil de ser quebrada por estar
associada com as hemiceluloses; estar cobertarparcapa de lignina que esta ligada
covalentemente as hemiceluloses; e ter em sua partg uma estrutura cristalina com

seis ligagbes de hidrogénio, quatro intramolecalareuas intermoleculares, conferindo a
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ela uma estrutura altamente ordenada e empacodadaetas do pré-tratamento séo:
aumentar a area superficial da celulose ao remaveapa de lignina, solubilizar as
hemiceluloses; romper a cristalinidade e/ou aument@lume dos poros. Ao atingir esses
objetivos a perda de acucar e o consumo de energia sdo migiosizae a digestdo

enzimatica € maximizada na hidrélise do materi@ NWERSE et al., 1990).

Uma investigagdo minuciosa foi feita por Chang é&#dpple (2000) no sentido de
mostrar que quanto menor for o teor de lignina radenmal a ser hidrolisado, maior a
eficiéncia da hidrélise enzimatica. Pan et al. 0€mbém indicaram aumento na
eficiéncia da hidrolise com a reducao de ligninsideal durante a hidrdlise enzimatica.
Liao et al. (2005) registraram que a producéo dmsg foi trés vezes maior em fibras de
adubo organico pré-tratadas com acido cloridritidb para a remocdo de hemiceluloses
e lignina; as indicacdes destes autores sdo deagjdeemiceluloses e a lignina inibem
parcialmente a enzima celulase, fisicamente ou igamente, prevenindo a ligacdo desta
com a celulose.

A Figura 2.2 apresenta as metas do pré-tratamento.

Lignina Celulose

Pre - 4
tratamento

Hemiceluloses

Regiﬁo{

amorfa
Regido

Cristalina

Figura 2.2 - Esquema das metas do pré-tratamento de materiaighocelulésicos
(Fonte: MOSIER et al., 2005).

2.2.1 Categorias de Pré-tratamento
De acordo com Vessia (2005) as tecnologias deragt@rtento sdo diversificadas e
numerosas, mas podem ser divididas em quatro gnoposipais: pré-tratamento fisico,

fisico-quimico, quimico e bioldgico.

2.2.1.1 Pré-tratamento fisico

Segundo Baudel (2006, disponivel online), os mé&dikicos (e.g. peletizacéo,

moagem) convertem a biomassa em pés finos, inctam#m a superficie especifica da
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celulose, de modo que a hidrélise da mesma ocame relativa facilidade. A maior
desvantagem associada a este método consistevad@leonsumo energético. No caso do
bagaco, pode-se considerar que a moagem da cafigucanuma operacao de pre-
tratamento da fibra.

Segundo Sun e Cheng (2002), o material pode ppesarm processo de reducao
de tamanho para reduzir a cristalinidade da ceduldstamanho do material € geralmente
de 0,2-2 mm depois da moagem. O moinho de bolaatdiiias tem sido indicado como
mais efetivo em reduzir a cristalinidade da celkl@s melhorar a digestibilidade da
biomassa do que o moinho de bolas comum.

Baudel (2006, disponivel online) ainda cita outipgdes de pré-tratamentos fisicos
como a irradiacdo da fibra celuldésica com rajiogdepromove uma cisdo das ligacdes
1,4 glicosidicas da celulose. Deste modo, ocorceeimento da superficie especifica e
reducao da cristalinidade da celulose, o que taralenentar a taxa de hidrélise da mesma.
Este método, entretanto, é considerado como de® exsiessivamente elevado para ser
implementado em escala industrial. Outra op¢cameédratamento da biomassa mediante
pirélise. Contudo, de acordo com Sun e Cheng (2082g técnica demanda a utilizagédo
de temperaturas muito elevadas (superiores a 3))0&Grrendo rapida decomposicéo da

celulose com producao de compostos gasosos e faondacresiduos de alcatrao.

2.2.1.2 Pre-tratamento quimico

a. Ozondlise
O o0zobnio pode ser usado para degradar lignina beasceluloses em muitos

materiais lignocelulésicos, como o bagaco (NEELY84). No experimento de Neely
(1984), a degradacdo foi essencialmente limitadégrdna. As hemiceluloses foram
levemente atacadas, entretanto a celulose pratitaméo foi afetada. A taxa de hidrélise
enzimatica aumentou cinco vezes, devido a remoed0éb da lignina presente na palha
de trigo pelo pré-tratamento com ozoénio. Tal pa¢atmento tem as seguintes vantagens:
remove eficientemente a lignina; ndo produz resdbéxicos para 0S processos
subsequentes; e as reacdes ocorrem a temperatprassdo ambientes (VIDAL e
MOLINIER, 1988). No entanto, de acordo com Sun eergh (2002), uma grande

quantidade de ozénio € requerida, tornando 0 pPSOGEE 0.
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b. Pré-tratamento acido

Usa acidos sulfarico ou nitrico diluidos. De todms pré-tratamentos quimicos
conhecidos, o pré-tratamento com acido sulfuritaidi (0,6—1,2%, temperatura acima de
140 °C) tem sido favoravel para a aplicacdo indalgbor atingir altas taxas de reacédo e
melhorar significativamente a hidrélise da celullSSTEGHLALIAN et al., 1997)

Martin et al. (2007) estudaram o potencial da pdéétise com acido diluido como
um meétodo de pré-tratamento para o bagaco de Aapi-hidrélise foi conduzida a 122
°C durante 20, 40 ou 60 min. Usando 2% d&® em uma propor¢cao em massa de 1:10
(solido: liquido) a formacéo de agucar aumentava coaumento do tempo de reacao.
Xilose, glicose, arabinose e galactose foram dmdest no pré-hidrolisado. As
hemiceluloses do bagaco foram hidrolisadas a attasentracbes de xilose e arabinose
(19,1 e 2,2 g/L, respectivamente), e a uma congetseXilanas de mais de 80% foi obtida.
A pré-hidrélise com acido diluido resultou em unmauato de 2,7-3,7 da conversibilidade

enzimatica do bagaco de cana.

c. Pré-tratamento com acido diluido em reatores dextu

E o pré-tratamento em reatords fluxocom adigdo de acido sulfridmastante
diluido (em torno de 0,07%), ou seja, em conced&asacmuito inferiores aquelas
empregadas nos sistemas em batelada (0,7 - 3,@#)pefaturas moderadas (140 - 170
°C) sao utilizadas no primeiro estagio para hideslia fracdo hemicelulésica mais reativa,
enquanto no segundo estagio se utilizam condic@s severas (180 - 20C), visando
hidrolisar as hemiceluloses mais recalcitrantes SIER et al., 2005; BAUDEL, 2006,
disponivel online). Cerca de 30% - 50% da lignindo sextraidas, enquanto
aproximadamente 80% - 95% das hemiceluloses (rtejarnente sob a forma de
mondmeros) sao recuperadas. A polpa pré-tratadseqa elevada reatividade de fibra,
com digestibilidade enzimatica da ordem de 90%.refflamto, o processo demanda
configuracbes de equipamento complexas, além deadse hidromddulo, bem como
elevado consumo de agua e energia (BAUDEL, 20@podiivel online).

De acordo com Soares e Rossell, (2007, disponiviehe) a empresa DEDINI
construiu uma unidade semi-industrial pioneira,lizando processo patenteado e
denominado de DEDINI HIDROLISE RAPIDA (DHR), o qualiliza reator continuo e

inclui a tecnologia de remocéo da lignina. Por nagoprocesso por solvente organico
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(Organosolv) com a hidrolise acida diluida, estaante estd em operagédo experimental na
Usina Séo Luiz, localizada em Pirassununga, estad®fo Paulo.

d. Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino usa bases como hidroxielosodio ou hidroxido de
calcio. Com esse pré-tratamento toda lignina eepas hemiceluloses sao removidas, e a
reatividade da celulose para posterior hidrélisefecientemente aumentada. Os custos do
reator sdo menores do que agueles para tecnolagjdas. No entanto, o uso destes sais
em altas concentracdes, além de representar ekecadtos, cria preocupacdes ambientais
e podem levar a custos de tratamento de efluaritgslos e residuos proibitivos. Métodos
alcalinos sao geralmente mais efetivos em solabilizma grande fracdo da lignina,
enquanto deixam muito das hemiceluloses numa forpmimérica insoluvel
(HAMELINCK et al., 2005).

e. Deslignificacdo Oxidativa

A biodegradacdo da lignina pode ser catalisadaupma enzima peroxidase na
presenca de #D, (AZZAM,1989). O pré-tratamento de bagaco de cana com peroxdo d
hidrogénio aumentou bastante sua suscetibiliddddralise enzimética. Cerca de 50% da
lignina e maior parte da celulose foram solubilemagor 2% de D, a 30 °C depois de 8
horas e 95% de eficiencia de producdo de glicosecalalose foi alcancada na

sacarificagdo subsequente pela celulase a 45 °@4pooras (AZZAM,1989).

f. Processo Organosolv

No processo Organosolv, um solvente organico ou ummstura aquosa de
solventes organico com um acido inorganico (HCIH38Q,) como catalisador é usada
para romper as ligacdes internas entre a lignism leemiceluloses. Os solventes organicos
usados no processo incluem metanol, etanol, aceadib@no glicol, trietileno glicol e
alcool tetrahidrofurfuril (CHUM et al., 1988; THRMI et al., 1990)Acidos organicos
como oxalico, acetilsalicilico e salicilico tamb@odem ser usados como catalisadores no
processo Organosolv (SARKANEN, 1980). A altas terapeas (acima de 185 °C), a

adicdo de catalisador foi desnecesséaria para désglagdo satisfatoria (SARKANEN,
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1980; AZIZ e SARKANEN, 1989). Para reduzir os csstus solventes usados no processo
precisam ser drenados do reator, evaporados, ceadles e reciclados. A remogéo dos
solventes do sistema € necesséria, pois podenr mibrescimento dos organismos, a

hidrolise enzimética e a fermentacdo (SUN e CHERIBR).

2.2.1.3 Pré-tratamento fisico-quimico

a. Exploséo a vapor

Sun e Cheng (2002), em sua revisdo, explicam oidnamento desse método.
Nele a biomassa € aquecida com vapor saturadotalera@ssao e atinge temperaturas
relativamente elevadas, para em seguida, a pressdepentinamente reduzida, o que faz
com que a biomassa passe por uma descompressausiexpe auto-hidrélise pela
formacao de &cidos orgéanicos. O processo causa@ise das hemiceluloses e a cisdo de
algumas ligacOes entre a celulose e a lignina. dagial. (2005) encontraram na literatura
evidéncias que levam a crer que as hemicelulosehidéolisadas pelo acido acético e
outros &cidos liberados durante o pré-tratamentxgesao por vapor.

Ainda de acordo com Mosier et al. (2005), as maionedancas quimicas e fisicas
na biomassa lignocelulosica causadas pela exposapor sédo frequentemente atribuidas
a degradacdo das hemiceluloses. Isto melhora silbitidade das enzimas as fibras de
celulose. A reducdo do tamanho de particula da d8sme o aumento do volume dos
poros, depois da descompressdo explosiva, sdo nrapostantes no melhoramento da
digestibilidade da biomassa lignocelulésica exglagior vapor.

Baudel (2006, disponivel online) descreve a origgznmétodo como sendo o
processo sueco Masonite de producdo de aglomededosadeira. Quando um material
lignoceluldsico é aquecido a temperaturas relaterdm elevadas com vapor saturado,
seguido de uma subita descompressao do equipanm@otiyz-se uma mistura de cor
marrom resultante da fragmentacédo da biomassa. lapagem do material, separacao do
liquido e adicdo de adesivos, produz-se o agloroedadmadeira. No Brasil, a empresa
Madeira Sintética, localizada em Alagoas, tem astdo bagaco de cana na producdo de

aglomerados para a industria moveleira.
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b. Hidrotermdlise

De acordo com Mosier et al. (2005), a hidroternejlisambém denominada
solvélise ndo-catalitica ou “aquasolv” utiliza agieanprimida em contato com a biomassa
durante até 15 minutos sob temperaturas entre 2880 éC. Nestas temperaturas, a agua
promove a cisdo das ligacbes hemiacetalicas dbsidaatos, liberando acidos durante a
hidrélise da biomassa. Entre 40 e 60% da biomasdsssélvida no processo, com remocao
de celulose variando entre 4 e 22%, remocao dedgie 35 a 60% e remocdao total das
hemiceluloses. Acima de 90% das hemiceluloses s&oiperadas como acucares
monoméricos quando se usa acido como catalisadudddise do liquido produzido.

Mosier et al.(2005) ilustram os principais tipos amfiguracbes de reatores de
agua quente liquida. Configuracbes de reatoresude & batelada em contra-corrente e
co-corrente podem ser utilizadas. Nos reatoresude,fa agua quente passa por um leito
fixo de biomassa, promovendo a hidrélise dos corapt@s lignoceluldsicos, 0s quais sao
transportados para fora do reator. Remove-se grqudetidade de lignina (35 a 60%)
neste processo (BAUDEL, 2006, disponivel online).

Segundo Baudel (2006, disponivel online) o procelssbidrotermdlise apresenta
desvantagens importantes em relacdo ao sistemexptmsao a vapor. Reduzidas cargas
de solidos (de 1 a 8%) devem ser utilizadas, eréoraa formacdo de inibidores nos
hidrolisados produzidos ao se utilizar concentrace soélidos superiores a 10%. A
quantidade de agua utilizada no processo de hrdndtse geralmente € muito superior
aguela empregada no processo por explosdao a vppmiuzindo hidrolisados muito
diluidos, o que tende a provocar problemas operaonas etapas subsequentes do

sistema integrado.

c. Explosédo da Fibra com Amoénia

E um pré-tratamento que envolve amoénia liquida @los&o com vapor
(HAMELINCK et al., 2005). Nele o material lignocédgico é exposto a amdnia liquida
em altas temperaturas e pressdes por um periotlm®, entdo a pressdo € subitamente
reduzida. A explosdo da fibra com ambnia nao skhabi as hemiceluloses
significativamente quando comparado ao pré-tratéananido (SUN e CHENG, 2002).
Esse pré-tratamento pode ser aplicado a diversdsrigig. Holtzapple et al. (1991)
aplicaram-no ao bagaco de cana, com 15% de telogrdea, e obtiveram acima de 90%

de hidrdlise de celulose e hemiceluloses. Ja patarrais com uma porcentagem maior de
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lignina, como o papel de jornal (18 a 30% de lighim tratamento ndo se apresentou tao
eficiente, sendo o rendimento da hidrélise para atermral de apenas 40%, segundo
McMillan (1994).

d. Explosédo com CQ

A explosdo com Cge similar a explosdo com vapor e amonia, e tambésada
no pré-tratamento de biomassa lignoceluldsica. @aoése caracteriza pela formacgéo de
acido carbdnico e aumento da taxa de hidrélisehegasiceluloses. Quando aplicado ao
bagaco de cana, esse método mostrou ser maiedidie ponto de vista econémico que a
explosdo com amonia, além de ndo produzir os inibglde fermentacdo gerados no pré-
tratamento com vapor (ZHENG et al., 1998).

Segundo Baudel (2006, disponivel online), sistedagpré-tratamento utilizando
COz2 como agente de hidrolise, como o de explosdo com fi@@em ser considerados
como alternativas tecnoldgicas potencialmente essantes no longo prazo, para o pre-
tratamento do bagaco de cana-de-acUcar, utilizandGQ produzido na etapa de

fermentacéo alcoolica.

2.2.1.4 Preé-tratamento biologico

Costa et al. (2002) estudaram o pré-tratament@dimd do bagaco de cana com
trés espécies de fungdzanus tigrinus O potencial do fungo de deslignificacdo foi
analisado pela determinagédo da composi¢ao quireieendstras do bagaco degradado, e a
seletividade determinada em termos do decaimentpede dos diferentes compostos
analisados. Todas as linhagens cresceram abundarieetendo o bagaco como Unica
fonte de carbono. Depois de determinada a composjigénica do bagaco degradad® o
tigrinus FTPT-4745 foi selecionado como a linhagem maigesfte em pequena escala (6
g), uma vez que os carboidratos foram preservados.

Outras propostas, mais recentes, de usar fungoa€eiitosos com potencial para
oxidar lignina, tém sido apresentadas por algunesiigadores (SANCHEZ, 2009;
CAMASSOLA e DILLON, 2009). Sanchez (2009) apreseantiona relacado das enzimas e
da caracterizacdo destas, produzidas pelos fungos motencial de oxidar lignina
(Phanerochaete chrysosporiyBotrytis cinereaStropharia coronilld. A expectativa € a
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biodegradacéo de lignocelulose em substituicAada@ssos processos fisicos e quimicos

usuais nos pré-tratamentos.

2.3 Hidrolise Enzimatica

O processamento de materiais lignocelulésicos #&oktaonsiste de quatro
principais operacgdes: pré-tratamento, hidrolisenéntacdo e separacao/purificacdo do
produto. Apesar de vérias configuracdes de prosessem sido estudadas para a
conversdo de biomassa celulésica em etanol, alisiglrénzimética da celulose fornece
oportunidades para melhorar a tecnologia, de foup@ o etanol de biomassa
lignoceluldsica seja competitivo quando comparadoutios combustiveis liquidos em
larga escala (WYMAN, 1999).

A hidrélise enzimatica da celulose é feita por er@a do complexo celulase que
sdo altamente especificas. Os produtos da hidréisegeralmente aclcares redutores
incluindo glicose.

As evidéncias de que as celulases podem ser isilpdi produto da reagcao de
sacarificagdo, ou por altas concentracdes de sibxstrtém conduzido muitos trabalhos
com materiais lignocelulésicos a processos em gueeacdes de sacarificacdo e de
fermentacdo ocorrem simultaneamente. No process&adarificacdo e Fermentacdo
Simultaneas (SFS), a hidrélise, que conduz a pémde aclcares monomericos, ocorre
simultaneamente com a fermentacdo para a convdosdacucares em etanol. O SFS tem
sido considerado como um processo interessantpegi@uao de Hidrolise e Fermentacéo
Separadas (HFS) porque a subsequente conversagumzes produzidos na hidrolise, a
etanol pela fermentacgédo, evita que os acUcaredagera hidrolise atuem como inibidores
da enzima celulase. Schell et al. (1999) relaceamagm seu artigo 0s aspectos positivos e
negativos de cada um desses processos de hidrédsses autores testaram as
concentracdes de sélidos de 7,5; 12,8; e 18,0% Xnebm 7,0; 21,5 e 36 FPU/g celulose
de atividade enzimética, e conforme a expectatio| idvestigadores, a producdo de
glicose aumentou com aumento da carga da enzimen@&uili com o0 aumento da
concentracdo de solidos. O maximo de monémerospeadieicdo de glicose total, de 85 a
89%, respectivamente, foi alcangcada com 36 FPUfgelidose e 7,5% (m/m) de solidos.

A comparacao dos dois processos HFS e SFS com ratmmaes diferentes (200 °C
ou 217 °C) e tempo de pré-tratamento diferentesi (B0 min) feita por Alfani et al (2000),

mostrou que o processo SFS requereu menor templo) @0 que HFS (96 h) e resultou
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em maior producdo de etanol (quase trés vezes )n@astano e Mejia (2008) também
relataram que o processo SFS apresenta uma redeg¢g@mpo e energia para a producéo
de etanol a partir de mandioca, e mostraram quenaeatracdo de etanol ndo afeta o
processo de sacarificacdo. Entretanto, ja ha esi@&rde que no sistema SFS também
ocorre a formacéo de substancias adicionais devréacdes do etanol com mondémeros de
acucares produzidos na sacarificacdo. Zhang ef2@09) verificaram que a celulase
derivada deT. reeseiconverte xilano, e também pode converter outroeassacarideos,
em substancias complexas na presenca de etanol.

Por outro lado, Marques et al. (2008) verificarame @ processo HFS gerou uma
concentracdo de etanol igual a 19,6 g/L, superamreentracdo de etanol igual a 18,6 g/L
verificada no processo SFS; entretanto. Essa rmearmsentracado de etanol foi obtida num
tempo quase quatro vezes maior (179 horas) do gb#ida no processo SFS com apenas
48 horas de incubacao. Esses investigadores \agafit que nas preparacdes com 50 °C e
pH 5,5, usando altas doses de enzima (120 U/g dtideato), a sacarificacdo ocorreu
numa extensao relativamente baixa (45%) apos 6 (did44 horas) de incubacéo, e
admitiram que o baixo rendimento obtido foi deteraxio pela baixa termo estabilidade da
enzima a 50 °C. Tais evidéncias foram consideradtess em concordancia com outros
experimentos (GALBE e ZACCHI, 2002) que mostram quemperatura 6tima para a
sacarificacdo enzimatica ndo é somente uma fungaoaterial e fonte da enzima, mas é
também dependente do tempo de incubacéo.

Vessia (2005) cita ainda outra forma de se processadrolise, a sacarificacao e
Co-Fermentacdo Simultaneas (SCFS), em que a Hidr@nzimatica da celulose e
fermentacdo das pentoses e hexoses ocorrem emtagioedo processo. A hidrolise das
hemiceluloses da corrente resultante ocorre emstidigie separado.

No Bioprocessamento Consolidado (BPC), descritolpymid (1996), o etanol e
todas as enzimas requeridas séo produzidas potdnicegcomunidade de microrganismos,
em um unico reator. O BPC parece ser o ponto fmato da tecnologia de conversédo de
biomassa. A aplicacdo do BPC nado implica em nenhusto adicional de capital ou
operacional para a producdo da enzima, e reduzvexrsdicacdo de substratos para
producdo da enzima ou para 0s sistemas enzima@césrmentativos compativeis.
Contudo, ainda ndo h& organismos ou combina¢cbepatorais de microrganismos que
viabilizem o processo.

A gquantidade de substrato sélido usado para agesate hidrélise enzimatica é

outro parametro fisico importante que afeta a @ificia da hidrélise da celulose. Uma
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elevada quantidade de substrato sélido foi corsitdercomo uma estratégia pratica e
economicamente mais adequada. Entretanto, a elipactie alguns investigadores de
aumentar a producdo de etanol aumentando a quamtida substrato ndo foi uma
alternativa inteiramente satisfatéria. Nos expenitog de Varga et al. (2004) usando o
processo SFS, o aumento na quantidade de sub@trassa seca: m.s.; milho seco) (12%
m.s.) inibiu a fermentacédo. Os autores justificammeducdo na producéo de etanol em
razao de que um o0 aumento na quantidade de masseandferida na reacao pode causar
a formacdo de uma goma hidratada; em concentragfses do substrato a enzima nao
consegue liguefazer o material fibroso pré-trataml@ue determina uma baixa taxa de
sacarificacdo, levando a uma baixa producdo deole{@erca de 5%). O rendimento
maximo em etanol (87%) ocorreu com 8% m.s.. Natat de contornar o efeito negativo
do aumento de massa do substrato na reacdo, ctigad®res adotaram a alternativa de
aumentar gradativamente a concentracdo do subsimatmtervalos de 5 h até alcancar
12%.

Esse procedimento descrito como operacao ou tsdréin batelada alimentada ,
tem sido recomendado como alternativa para aumamearyducéo de etanol, aumentando a
guantidade de substrato (FAN et al., 2003). Nadkigkr por batelada alimentada, o
substrato e/ou as enzimas sdo adicionados ao grantativamente e o substrato solido é
degradado gradativamente, de modo que a mistucarsemais fluida, e maior quantidade
de solido pode ser adicionada (RUDOLF et al., 2085)idrélise em batelada alimentada
tem sido considerada como um processo promissoa parhidrélise de material
lignoceluldsico por alguns autores (LIAO et al.p20CHEN et al., 2008; HODGE et al.,
2009), que recomendam o0 uso e a otimizacdo destegso. A comparacao da hidrolise
enzimatica em reator de batelada e de bateladarahia analisada por Zheng et al (2009)
mostrou que a concentracdo de glicose produzidadasssistemas foi equivalente nas
primeiras 24 horas. Mas indicou que o sistema deldsa alimentada pode ser
considerado mais eficiente, porque enquanto onsésteatelada requer concentracdo baixa
de substrato, concentracéo alta de enzimas, e tpnghmngado de hidrolise, a batelada
alimentada pode ser feita com concentracdes adtaslustrato alimentadas gradativamente
e usando concentracdes baixas de enzimas, o geedoothuir o custo do processo de
destilacdo e recuperacdo de etanol. ApGs as pameit horas de reacdo, esses autores
registraram maiores concentracdes de glicose, emmabicdo das enzimas no sistema de
batelada alimentada. Ja Rosgaard et al. (2007 pplisaram uma estratégia de batelada

alimentada a hidrélise da palha de cevada prédmataoncluiram que a alimentacdo
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gradual de substrato resultou em menores rendimeletglicose, mesmo quando a enzima

foi alimentada juntamente com o substrato.

2.3.1 Celulases

A procura pelas causas biologicas da hidrolise elalase comecou na Segunda
Guerra Mundial, quando o exército americano montou programa de pesquisa para
entender as causas da deterioracdo de roupaspaeguitos militares nas selvas do Sul do
Pacifico. A consequéncia deste evento foi a ideatfio do que se tornou um dos mais
importantes organismos no desenvolvimento de emzigglulase, 0 microrganismo
Trichoderma viride (eventualmente renomeaddrichoderma reesgi Este fungo,
Trichoderma reesedge fato produzia enzimas celulase, as quais hsdmolicelulose (DOE,
2007, disponivel online).

I[ronicamente, inicialmente a pesquisa em celultmesstimulada pela necessidade
de prevenir o ataque hidrolitico da celulose. Hogeprre-se a esta enzima de forma a
aumentar o seu poder hidrolitico. Esta mudancaoco fla pesquisa de celulase ndo
ocorreu até o inicio dos anos 60, quando os agipaosenientes da hidrélise da celulose
foram reconhecidos como uma possivel fonte de aton@OE, 2007, disponivel online).

A primeira aplicacdo destas enzimas na hidrolismddeira no processo de etanol
foi simplesmente substituir a etapa de hidroliselaacda celulose por uma etapa de
hidrélise enziméatica por celulase. O que apresedtas vantagens: as condicbes brandas
de processo geram altos rendimentos, e 0s custosudatencdo sdo baixos comparados a
hidrolise acida ou alcalina (n&o ha problema deosé@on). O processo € compativel com a
maioria dos processos de pré-tratamento, apesanéaiedos puramente fisicos serem
tipicamente inadequados (GRAF e KOEHLER, 2000,atisgel online).

De acordo com McMillan (1994), a susceptibilidade siibstratos celulésicos as
celulases depende de fatores estruturais do stbsicduindo a cristalinidade da celulose,
o grau de polimerizacdo da celulose, a area suo@ré a quantidade de lignina presente
no substrato. A lignina interfere na hidrélise doqgiear o acesso das celulases a celulose
ao ligar-se irreversivelmente a enzima.

Trabalhos prévios focados no reciclo da celulasstram que o reuso da celulase
pode manifestar menores periodos de incubacaan as®ino aumentar a eficiéncia e
diminuir o custo da hidrélise enzimética. No entarg presenca de lignina tem atuado
como limitante da eficiéncia da hidrélise enzimetide materiais lignocelulésicos, e

portando na eficiéncia de reciclo de celulase (Lal.e2002).
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De vérias formas, no entanto, o entendimento dalasad é incipiente quando
comparado a outras enzimas. Existem algumas baéespara isso. O sistema celulose-
celulase envolve enzimas soluveis atuando em smibstinsoliveis. O aumento de
complexidade quando comparado a sistemas homog@resia substrato € imenso
(DOE, 2007, disponivel online).

Trés principais classes de enzimas celulase sébecwmias atualmente: (DOE,
2007, disponivel online; COUGHLAN e LJUNGDAHL, 1988UMAR et al., 2008).

* Endoglicanase (EG, endo-1,4-glucanohidrolase, ou3R(.4) catalisam a
ruptura aleatoria das ligacdes internas da cadeggicbse.

» Exoglicanase ou celobiohidrolase (CBH, B:®-glucana-celobiohidrolase,
EC-3.2.1.91) que incluem glicano hidrolases, quefepencialmente liberam
monomeros de glicose do final da cadeia da celwoselobiohidrolases que,
preferencialmente, liberam celobiose (dimeros deosg) do final livre da
cadeia de celulose.

» celobiase -D-glucosidio-glucohidrolase, EC-3.2.1.21), atugrereas em celo-
oligosacarideos e celobiose, e por sua vez, libenmmomeros de glicose da

celobiose.

A Figura 2.3 ilustra o local de atuacdo da endagkse e da exoglicanase na

molécula de celulose e da celobiase na molécwaldbiose.
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celobiohidrolase endo-f-glicanase celobiase
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Figura 2.3 - Estrutura molecular da celulose e local de acdo dado-glicanase, celobiohidrolase &
glicosidase.
(Fonte: Kumar et al., 2008)
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Segundo Duff e Murray (1996), além dos trés priaisipgrupos de enzimas
celulase, ha ainda enzimas auxiliares que atacamrageluloses, como a glicoronidase,
acetilesterase, xilanasp;xilosidase, galactomanase e glicomanase. Durari®lralise
enzimatica, a celulose € degradada pelas celudasgsicares redutores que podem ser
fermentados a etanol por leveduras ou bactériabl (GGHENG, 2002). A importancia de
um sistema de celulases que atacam a celulosalic@sesta na observacdo de que a
maioria dos pré-tratamentos que aumentam a areerfsigd também aumentam a
cristalinidade. Estes incluem acido sulfurico, bassilenodiamina diluidos (DEMAIN et
al., 2005).

2.3.2 Aprimorando a hidrolise enzimatica

Os fatores que afetam a hidrolise enzimatica dalasd incluem a concentracdo e
o tipo do substrato, a atividade da celulase, eoaslicdes de reacdo (temperatura, pH,
assim como outros parametros). Para melhorar amentb e velocidade da hidrolise
enzimatica, as pesquisas tem se focado em apenf@gmocesso de hidrolise e aumentar a
atividade da celulose (SUN e CHENG, 2002). Uma ovisimplificada dos fatores
limitantes da hidrélise enzimatica da celulose qgaulases esta apresentada na Figura 2.4.
Nela a celulose est4 representada pelas linhaseeaia fatores limitantes de sua hidrélise
estdo numerados de 1 a 6. O indice 1 represemifigéb pelo produto das celobiases e
celobiohidrolases pela glicose e celobiose, res@auente. O niumero 2 ilustra a ligacao
improdutiva das celobiohidrolases na cadeia ddassuDevido a forte ligacdo da cadeia
de celulose no sitio ativo das celobiohidrolaséstaxrulos podem fazer a enzima parar e
se tornar uma ligacéo inativa. Os numeros 3 e #&and as hemiceluloses ou lignina
associadas com as microfibrilas, ou cobrindo-apettiindo as celulases de terem acesso a
superficie da celulose. O indice 5 mostra que aBnas (celulase e hemicelulase) podem
ficar adsorvidas em superficies ou particulas dairla. JA 0 nimero 6 representa a
desnaturacao ou perda de atividade das enzimgsogieen ocorrer por estresse mecanico,
atividade proteolitica ou pequena termoestabiliqd@RGENSEN et al., 2007).



Capiulo 2 — Revisao Bibliografica 23

®

© ™
- —
-

~

Hemiceluloses
Celulose
® | J
!’I'\‘“..‘-‘\ ’.""“I ‘I‘ ".\ -J‘"\l f.‘.\l‘. /.\‘. @
‘-—.v

“*379

Celobiohidrolﬂsg\ Celobiohidrolase
(1) « @, Celobiose Endoglucanase

i L
L

Celobiase
Glicose

Figura 2.4 - Uma visao simplificada dos fatores limitantes dafieiéncia da hidrélise da celulose
(JORGENSEN et al., 2007)

A concentracao de substrato € um dos principaiseatque afetam o rendimento e
velocidade inicial de da hidrolise enzimatica dlose. Segundo Cheung e Anderson
(1997) a baixas concentracfes de substrato, umrdoma concentracdo de substrato, da
temperatura e da concentracdo de enzimas, normanresulta num aumento de
rendimento e velocidade da hidrdlise.

No entanto, Huang e Penner (1991) e Penner e L18®84) relataram que altas
concentracbes de substrato podem causar inibicdo spbstrato, o que diminui
substancialmente a velocidade de hidrélise, aléemquie a extensédo da inibicdo do
substrato depende da razéo entre total do substtotal de enzima.

De acordo com Jorgensen et al (2007), a operacadhidtalise com altas
concentracdes iniciais de substrato tem se deparanp o problema de inibicdo pelo
produto especialmente do sistema de enzimas dtiledsl Asp-glicosidases provenientes
de microrganismos produtores de celulases sdogemgrau, inibidas pela glicose (YUN
et al., 2001; DECKER e al., 2000). Isto resulta m acumulo de celobiose, que é um
potente inibidor das celobiohidrolases (HOLTZAPPEE al., 1990). A inibicdo das
celulases por acucares derivados das hemicelulasgs®m foi demonstrada. Xiao et al.
(2004) demonstraram que derivados da hidrolise ragmsiceluloses (manose, xilose e
galactose) apresentam efeitos de inibicdo expessia atividade da celulase durante a

hidroélise da celulose.
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Jorgensen et al. (2007), afirmam que outros coropdaimbém inibem as enzimas.
Dentre esses estdo os produtos de degradacdo fiwnuamante o pré-tratamento. A
lavagem do material pré-tratado resulta em uma m@aversao da celulose devido a
remocao dos inibidores (TENGBORG et al., 2001a).

O processo SFS tem sido extensivamente estudad@paducédo da inibigéo pelo
produto. Comparado a hidrélise-fermentacdo em dsidgios, o SFS tem as seguintes
vantagens (SUN e CHENG, 2002): aumento da taxaid®lise pela conversdo de
acucares que inibem a atividade das celulaseseremenor quantidade de enzima;
maiores rendimentos de produto; menores exigéneassepsia uma vez que a glicose é
removida imediatamente e o etanol é produzido; mmpo de processamento; e menor
volume de reator, pois um Unico reator € utilizado.

Wu e Lee (1997) descobriram que a celulase perde 3% e 64% de sua
atividade original em concentracdes de etanol 36% 60 g/L, respectivamente, a 38 °C
durante o processo SFS. As desvantagens que pnesgaconsideradas no SFS incluem:
temperaturas incompativeis de hidrélise e ferméwatatplerancia dos microrganismos a
etanol; e inibicdo das enzimas pelo etanol.

Outro aspecto considerado como importante e datante das reacdes de
hidrolise enzimética da celulose e hemiceluloses éficiéncia das enzimas celulases
empregadas para digerir a celulose e produzircaggli usada para posterior ou simultanea
reacao de fermentacdo para a producdo do etarmplaAtidade e a origem das celulases
sdo consideradas como fatores criticos porque &std®m determinam a eficiéncia e o
custo dos processos de hidrélise.

Tanto bactérias como fungos podem produzir celslpaea a hidrélise de materiais
lignoceluldsicos. Estes microrganismos podem s&bams ou anaerobicos; mesofilos ou
termofilos. Bactérias pertencentes aos génetasstridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, ErwiAgetovibrio, Microbispora e
Streptomycespodem produzir celulases (BISARIA, 1991Fellulomonas fimi e
Thermomonospora fusdam sido estudadas extensivamente para a prodigcéelulase.
Apesar da maioria das bactérias celuloliticas,iqudairmente as celuloliticas anaerobias
como Clostridium thermocellune Bacteroidescellulosolvensproduzirem celulases com
alta atividade especifica, elas ndo produzem atexentracbes de enzima (DUFF e
MURRAY, 1996). Devido ao fato das bactérias anaesdterem uma taxa de crescimento
lenta e requererem condi¢cdes aerdbias de cresamanmaioria das pesquisas para

producao de celulase comercial séo focadas em syjdFF e MURRAY, 1996).
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Fungos comaoSclerotium rolfsii, P. chrysosporium e espéciesTdiehoderma,
Aspergillus, Schizophyllure Penicillium foram descritos como produtores de celulase
(STERNBERG, 1976; FAN et al., 1987; DUFF e MURRAY9B). De todos esses fungos,
0 génerolrichoderma(STERNBERG, 1976), em especial a espdciecese(PERSSON
et al.,, 1991)tem sido a mais extensivamente estudada e apligada a produgcédo de
celulases, a despeito do sistema de celula3e @®seapresentar um minimo de atividade
de celobiase que determina uma hidrolise incomptitacelobiose causando sérios
problemas de inibicdo (HOLTZAPPLE et al., 1990)adicdo complementar de celobiase
de outros microrganismos comaspergillus niger (WRIGHT et al., 1986;
MOHAGHEGHI et al.,, 1992; CALSAVARA et al., 1999; &N et al.,, 2008), a
modificacdo genética d€. reeseino sentido de aumentar a atividade da celobiase, o
ainda uma mistura de celulases e outras enzimds €Xlal., 1993) tém sido adotados
como alternativas para aumentar a eficiéncia derss de hidrélise. Uma converséo de
90% de celulose foi obtida na sacarificacdo enioaate bagaco de cana-de-aglcar com
um pré-tratamento basico (8%) quando uma mistureelldases dé. ustuse T.viride foi
usada (MONONMANI e SREEKANTIAH, 1987). De acordax&un e Cheng (2002) um
aumento na dosagem de celulases no processo, puwantar o rendimento e velocidade
de hidrélise até certo ponto, no entanto, isso atemi@ significativamente o custo. A
expectativa é obter uma alta taxa de hidréliseodygéo de glicose usando concentracdes
menores possiveis de enzimas.

A caracterizacdo da estabilidade térmica e dadatil@ especifica das celulases tem
mostrado que estas podem ser inibidas por detedasnancentracdes de substrato e pela
glicose, produto final da reacédo de sacarifica€BLSAVARA et al., 1999). Nas reacdes
de hidrdlise usando celulases, Xiao et al. (20Ct)figaram uma rapida liberacdo de
glicose nas primeiras 24 h e uma lenta liberacéglidese nas 48 h seguintes; os referidos
autores descreveram que glicose, celobiose e a@tahem a acdo da celobiase, e que um
aumento na concentracdo de glicose provoca a digdimuda taxa de hidrolise. Ao
investigarem o grau de inibicdo das celulases peretites quantidades de glicose, Xiao et
al. (2004) indicaram que a hidrolise de celuloggesuentada com uma fracao soluvel em
agua de hemiceluloses pode ser uma alternativagoanantar a concentragdo de glicose
no final da hidrélise; a suplementagéo pode redugitau de inibi¢ao.

O uso de linhagens de fungos geneticamente modifscpara hidrolisar pentoses
do meio de reacdo, também tem se constituido conealternativa para incrementar a

obtencéo de etanol em processos de SFS e HFSiragdeanemiceluloses e lignocelulose.
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Hahn-Hagerdal et al. (2007) desenvolveram linhageEnSaccharomyces cerevisi@em
competéncia para fermentar aglcares derivadoguecklulose; as linhagens TMB 3400,
TMB 3006, e 424A (LNF-ST), hidrolisam xilose porgcentém os genes para codificar as
enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenasenakePej0 et al. (2008) usaram duas
linhagens dé&accharomyces cerevisiag linhagem F12 geneticamente modificada para o
consumo de xilose, e a linhagem Red Star que élinhmegem que fermenta hexoses para
producao de etanol, para comparar os processo® $F5. A mais alta concentracdo de
etanol (23,7 g/L) foi obtida com o processo SFSando a linhagem F12. A concentracéo
de etanol foi mais alta com o processo SFS do que HFS em todas as comparacoes
testadas.

Mais recentemente, Matsushika et al. (2009) testaca potencial de cinco
linhagens recombinantes @&accharomyces cerevisigara a fermentacdo de xilose. A
linhagem MA-R4 foi a mais eficiente; nesta os gepag a xilose redutase e xilitol
desidrogenase deichia stipitisforam integrados na linhagem IR-2. A linhagem MA-R
converte rapidamente xilose a etanol com baixayg@al de xilitol. A linhagem MA-R4
foi recomendada pelos autores para a producdo eyja &scala de etanol a partir de

mistura de acUcares presente em material lignasetal.

2.4 Fermentacéo

De acordo com Lynd (1996) uma variedade de microsgaos, bactérias, fungos e
leveduras, fermentam carboidratos a etanol sobigtesl anaerdbias. De acordo com as
reacOes, expressas nas Equacdes (2-1 e 2-2), imesid méximo teorico é de 0,51 kg de
etanol e 0,49 kg de diéxido de carbono por kg deag(HAMELINCK et al., 2005).

3 CsHy005 = 5 C,HsOH + 5 CO, (2-1)

C¢H,,04 — 2 C,HsOH + 2 CO, (2-2)

Hamelinck et al. (2005) reportam que métodos pdexrraentacdo de acgUcares de
seis carbonos sédo conhecidos ha (pelo menos) 6030 guando os Sumérios, Babildnios
e Egipcios comecaram a fazer e descrever o prodes$abricacdo de cerveja de graos
(amido). Depois de se tornar possivel a liberaghagticares de seis carbonos de materiais

lignoceluldsicos (final do século 19) a convers@aduicares de cinco carbonos se tornou
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interessante. Eles representam uma grande pereemtalgs acUcares disponiveis, a
capacidade de recupera-los e fermenta-los é imperpara a eficiéncia do processo.

Ainda segundo Hamelinck et al. (2005), todos osranganismos tem limitagcdes:
na habilidade de processar ambas as pentoses gekexos rendimentos de etanol, e na
co-producéo de massa celular a partir de etanald L§1996) afirma que a condicéo
anaerobia inativa a populacdo de microrganismoareagmente.

Martin et al. (2007) estudaram a fermentacdo d@adage cana e observaram que
a fermentacdo do pré-hidrolisado obtido por exmosa vapor porSaccharomices
cerevisiae apresentou forte inibicdo. Tal inibicAo era maipregsiva em termos de
produtividade volumétrica que por rendimento de@taOs principais responsaveis pela
inibicdo da fermentacéo pareciam ser os furandddde

Vasquez et al. (2007) se interessaram em otimitédralise enzimatica da fracédo
celulésica da celoligninina (solidos resultanteshd#rolise 4cida do bagaco de cana) e
estudar a fermentacao a etanol faccharomyces cerevisiak conversao de celulose foi
otimizada tendo o pH, a concentracdo de enzimarceptual de solido e a temperatura
como variaveis. As condi¢cfes Otimas que maximizaaasunversao de celulose a glicose,
calculadas em fungcdo da massa seca inicial dagréld pré-tratada (43 °C, 2%, e 24,4
FPU/g de celolignina pré-tratada) como a conceétrate glicose (47 °C, 10%, e 25,6
FPU/g de celolignina pré-tratada) foram determisade condi¢cdes que aperfeicoavam
ambas, a conversdo a glicose e a concentracdacdseg(47 °C, 10%, e 25,9 FPU/g de
celolignina pré-tratada) também foram encontra@asidrolisado enziméatico resultante foi
fermentado gerando uma concentracéo final de etdn8D,0 g/L, em apenas 10 horas, e
alcancando uma produtividade volumétrica de 3,0hgfjue € proxima aos valores obtidos

na fermentacéo convencional do caldo de cana-d=sa¢b,0-8,0 g/L) no Brasil.
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Capitulo 3 — Materiais e Métodos

Os principais materiais utilizados nesta pesquisani o bagaco de cana-de-acucar
pré-tratado por explosdo a vapor e lavado, forme@eélos professores Adilson R.
Goncalves e George Jackson de M. Rocha da Escélagenharia de Lorena (EEL/USP).
O complexo enzimatico celulase/celobiase produzido UFRJ com orientacdo das
professoras Leda Maria F. Gottschalk e Elba Boa.delulase comercial, Novozym 188,
usada para suplementar a atividade enzimatica dwplego. Tendo em méaos esses
materiais, prosseguiu-se a caracterizacdo dos nsespwa conhecimento de suas
propriedades, e seu melhor uso.

A caracterizacdo do bagaco foi feita no Laborat@® Analise de Alimentos
(LANA) da UEM coordenado pela professora Lucia Mateoula, que cedeu a estrutura e
0S materiais necessarios para determinacdo da sgg@palo substrato utilizado em todos

0S experimentos.

3.1 Caracterizacdo do bagaco

O método Van Soest (SILVA, 1990) se baseia na agpardas diversas fracoes
constituintes do material lignocelulésico, por méedetergentes. Usando-se o detergente
neutro separa-se o0 conteldo celular da paredeacekdnstituida principalmente, de
celulose, hemiceluloses, lignina e proteina ligaifia. Esta fracdo € denominada Fibra em
Detergente Neutro (FDN). O fracionamento continueermina-se, a seguir, a Fibra em
Detergente Acido (FDA), basicamente lignina e @aal Por fim, solubiliza-se a lignina e
a celulose é conhecida por diferenca de pesagetes a depois de levar os cadinhos a
mufla.

Para preparar a solucdo de detergente neutro fpemados 18,61 g de EDTA
(etilenodiaminotetracetato dissédico PaH14N205.2H,0]) e 6,81 g de de borato de
sédio hidratado [N#,0,.10H,0]. Os reagentes foram colocados em um béquer com
aproximadamente 400 mL de agua destilada e o m&smnaquecido até que os reagentes
se dissolvessem. Outra solucdo contendo 30 g déatesullaurico de sodio
[CH3(CH,)10CHOSOsNa] e 10 mL de 2-metoxietanol §8s0;] foi preparada e adicionada
a primeira. Finalmente, 4,56 g de fosfato acidesa@gio anidro [NgHPQOy] foram também
dissolvidos, por aquecimento, e misturado aos demaagentes. Para todas essas
dissolucdes foi utilizado apenas 1 L de agua aelsti(SILVA, 1990).
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E importante ressaltar que a partir desse ponto eauiétodo foi feio em triplicata.
Foram pesadas aproximadamente 0,75 g de bagacwmatade (amostra seca ao ar),
previamente triturada em moinho, com peneira dm&6h. Foram adicionados 100 mL de
solucdo de detergente neutro (a temperatura arsbieno conjunto foi aquecido até
fervura, sendo mantido em processo de digestaé@arin. O conteudo foi entao filtrado
por succdo a vacuo em cadinho filtrante de vidppeyiamente pesado. Em seguida, o
material dentro do cadinho foi lavado duas vezes dgua quente (90 a 100° C), e uma
vez com 30 mL de acetona. O cadinho foi seco aCl,0pbr 12 horas, esfriado em
dessecador e pesado. A fibra em detergente ne&N)( € a porcentagem dos
constituintes da parede celular calculada peladdifga entre as pesagens:

F
FDN (%) = ( ) x 100 (3-1)
onde: C = Peso do cadinho vazio,
FN = Peso do cadinho + fibra FDN apd0s a secagem, e
S = Peso da amostra seca.

A solucéo de detergente acido foi preparada adicido-se 20 g de brometo-cetil-
trimetilaménio proprio para andlise, a 1 L de &cidolfurico 1 N, previamente
padronizado. Agitar para facilitar a dissolu¢cad_{&\, 1990).

Foram pesadas aproximadamente 0,75 g amostra Geua @reviamente triturada
em moinho, com peneira de 30 mesh. Foram adici@d00 mL de solucdo de detergente
acido (a temperatura ambiente) e o conjunto foieaigio até fervura e mantido em
processo de digestdo por 60 min. O conteudo fdicefitrado em cadinho filtrante de
vidro, previamente pesado, usando-se succdo a .vRouseguida, o cadinho foi lavado
duas vezes com agua quente (90 a 100° C), e apv8@anL de acetona. O cadinho foi
seco a 105°C por 12 horas, esfriado em dessecaesado.

A fibra em detergente &cido (FDA) foi calculadagpéiferenca entre as pesagens e

convertida em porcentagem:

FDA (%) = ( ) x 100 (3-2)

onde: C = Peso do cadinho vazio,
F = Peso do cadinho + fibra FDA apdés a secagem, e
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S = Peso da amostra seca.
A hemicelulose foi entdo determinada pela diferesgee FDN e FDA:
Hemicelulose (%) = FDN(%) — FDA(%) (3-3)

A determinacdo do teor de lignina foi feita a padt fibora em detergente &cido,
envolvendo uma série de solucdes (SILVA, 1990):

a) solucao saturada de permanganato de potassiod&&gMnO, dissolvidos em
1 L de 4gua destilada, que foi mantida protegidaiziaolar;

b) solucdo tampdao: solugédo de 6,0 g de nitrato féhidomatado [Fe(NO3)9H,O]
e 0,15 g de AgN@dissolvidos em 100 mL de agua destilada e adid@@aab00
mL de acido acético glacial, 5 g de acetato dessaiée 400 mL de alcool butil
terciario;

c) solucdo combinada de permanganato de potassioaropéo (2:1): soluches
eb misturadas na razéo de 2:1 vlv;

d) Solucéo de desmineralizacdo: 50 g de acido oxdlludratado (HC,0,.2H,0)
dissolvidos em 700 mL de etanol 95% adicionadosOan. de HCI

concentrado (12 N) e 250 mL de agua destilada.

Os cadinhos com fibra foram colocados em um redipiele vidro com uma
camada de agua destilada de 2 a 3 cm; foram adien30 mL da solucgc) em cada
cadinho; e o contetdo agitado com bastao de v@dma, que a solucédo entrasse em contato
com todas as particulas, por aproximadamente 15 Bmm seguida, os cadinhos foram
succionados a vacuo e a agua do recipiente de whavada. A operacao foi repetida
mantendo a solugcdo em contato por 90 min, dessaDgzadinhos foram levados a uma
bandeja limpa, com a &gua, e ali foram adicionadi®?20 a 30 mL da soluc&al).
Decorridos 10 min, os contetudos dos cadinhos fditirados a vacuo até secarem; e a
solucéo(d) renovada. Em seguida, os cadinhos foram lavados 3® mL de etanol;
filtrados a vacuo até secar; lavados com etanadmewte; lavados uma vez com 30 mL de
acetona, secos a 100°C por uma noite e pesadeor@e lignina foi determinado pela
subtracao do valor pesado do valor do FDA e tramsfido em porcentagem:
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S

Lignina (%) = ( ) %X 100 (3-4)

onde: F = Peso do cadinho + fibra FDA apés a secagem,
L = Peso do cadinho depois do tratamento com sokigdoO,, e

S = Peso da amostra seca.

Os cadinhos foram entdo levados a mufla a 450-5@@Cno minimo 3 h e
pesados. A diferenca com a fase anterior deternoneor de celulose. Ja as cinzas foram

determinadas pela a diferenca de peso entre aagdw e o cadinho vazio:

Celulose (%) = ( ) %X 100 (3-5)

S

Cinzas (%) = ( ) x 100 (3-6)

onde: B = Peso do cadinho apds a calcinacéo,
L = Peso do cadinho depois do tratamento com sokigédoO,,
C = Peso do cadinho vazio, e

S = Peso da amostra seca.

3.2 Producéo das enzimas celuloliticas

A enzima foi produzida na UFRJ, no Laboratério decriologia Enzimética
coordenado pela professora Elba Bon, sendo estagéizesupervisionada pela professora
Leda Maria F. Gottschalk. O complexo de enzimakizato na hidrélise constitui-se na
mistura das fermentacdes d@espergillus awamorie Trichoderma reeseRutC30. O
primeiro cultivado em meio Breccia (BRECCIA et &995) e o segundo em meio
Mandels (MANDELS e WEBER, 1969), ambos modificados.

A producéo da enzima foi iniciada com a preparat@omeio Breccia (BRECCIA
et al., 1995) modificado para o pré-inoculoAkpergillus awamoriO meio foi preparado
adicionando-se os reagentes listados na Tabekn8um béquer e diluindo-os em 200 mL
de agua destilada. Apenas a fonte de carbono fadae separadamente, em frascos
erlenmeyer de 1L, no qual, posteriormente, forami@udos os 200 mL de meio. O

erlenmeyer contendo o meio foi entdo esterilizadb &m de pressao por 20 min. Em
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capela de fluxo laminar, previamente limpa com@leocom luz UV foi inoculado 1% de
Aspergillus awamoriou seja, 2,0 mL da suspensao de esporos do fuagentoso nos
200 mL de meio. O frasco foi entdo colocado em umoabadora a 30 °C e 200 rpm, onde
permaneceu por 2 dias.

O meio de fermentacéo foi preparado seguindo ald@&be e também teve o farelo
de trigo pesado separado, divido entre cada unmbdedenmeyers que, posteriormente,
acomodariam o meio de fermentacéo.

Passado o periodo do pré-inoculo, os frascos fdemados a capela de fluxo
laminar previamente esterilizada e receberam 30matulados em 300 mL do meio de
fermentacdo previamente esterilizado a 1 atm. @scés foram entdo levados a
incubadora a 30°C e 200 rpm, permanecendo la pdia$ periodo adequado para a

fermentacdo que produz a enzima.

Tabela 3.1- Meio Breccia (BRECCIA et al., 1995) modificado -Aspergillus awamori.

R ) Pré-in6culo  Fermentacao
eagentes

I 200 mL 15L
Nitrato de Sédio - NaNg 0249 189
Fosfato de Potassio monobésico -.-RB) 069 459
Fosfato de Potassio dibasico HPO, 129 90g
Sulfato de Magnésio heptahidratado - MgS®,0 0,049 0309
Cloreto de Calcio - Cagl 001g 0,075¢g
Sulfato Ferroso heptahidratado - FgS®L,0 (solucéo - 5 g/L) 200uL 1,5mL
Cloreto de Cobalto hexahidratado - Cp€H,0 (solucéo - 20 g/L) 200uL 1,5mL
Sulfato de Manganés tetrahidratado - Mp86,0 (solucéo - 1,6 g/L) 200uL 1,5mL
Sulfato de Zinco heptahidratado - ZnSf,0 (solugéo - 1,4 g/L) 200uL 1,5mL
Extrato de Levedura 2449 18,0 ¢
Fonte de Carbono (Farelo de Trigo) 6,09 45,09

O meio do pré-inéculo darichoderma reeseRutC30 foi preparado de acordo
com a Tabela 3.2, sendo a fonte de carbono, naste a lactose, que foi pesada, diluida e
esterilizada separadamente dos outros constitudot@seio, para evitar caramelizacdo. Em
capela de fluxo laminar a lactose foi adicionadaestante dos componentes, completando
a composicdo do meio. Em seguida, adicionou-sed%uspenséo de esporos do fungo ao
meio de pré-inoculo. O pré-indculo foi entdo levadmcubadora onde permaneceu a 30

°C e 200 rpm, por 24 horas.
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Passado o periodo de pré-indculo, foi realizadsoeauilacédo da fermentagéo, cujo
meio esta explicitado na Tabela 3.2, com 10% (dév)pré-indculo. A fermentacdo teve
duracao de 4 dias, nos quais o reator foi manti@i@ & e 200 rpm.

Terminadas as fermentacdes dos dois fungos, os esdemam separados do meio
por centrifugagéo e subsequente filtragdo a vacuo.

Durante a estadia na UFRJ, foram conduzidas gtextreentacdes de cada um dos
fungos. Ja na UEM foi feita a concentracdo dessaseintados em um maédulo de filtracdo
tangencial da Milipore modelo Minitan 1l com memfma de 30.000 dalton. Os
concentrados foram entdo misturados, originandmraptexo celulolitico (celulases +

celobiase) utilizado na hidrélise enzimatica dodgagde cana.

Tabela 3.2- Meio Mandels (MANDELS e WEBER, 1969)modificado — Trichoderma reeseRut-C30.

Pré-in6culo Fermentacéo
Reagentes
200 mL 15L

Uréia - CO(NH), 0,069 0459
Sulfato de aménio - (NPLSO, 0,289 2,19
Fosfato de Potassio monobasico -,RB), 0,49 309
Cloreto de Célcio - Cagl 0,06 g 0,45¢g
Sulfato de Magnésio heptahidratado - MgS®&,0 0,069 0459
Sulfato Ferroso heptahidratado - FaS®,0 (solugo - 5 g/L) 200puL 1,5mL
Cloreto de Cobalto hexahidratado - CpEH,0 (solugdo - 20 g/L) 200pL 1,5mL
Sulfato de Manganés tetrahidratado - Mp8€,0 (solugéo - 1,6 g/L 200pL 1,5mL
Sulfato de Zinco heptahidratado - ZnS1,0 (solugo - 1,4 g/L) 200pL 1,5mL
Extrato de Levedura 0,059 9,09
Milhocina - 9,0 mL
Fonte de Carbono (Lactose) 159 4509
Sais componentes do Tampé&o (100 mM - pH 6,0)

Fosfato de s6dio monobéasico monohidratado - 18,21 d
Fosfato de sodio dibasico heptahidratado - 7,215¢

3.3 Determinacédo dos agucares redutores

Os acuUcares redutores formados foram determinadts Método DNS. Este
método baseia-se na reducdo do acido 3,5 diniicdsal a &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico, ao mesmo tempo em que o grupoidtelo acucar é oxidado a grupo
carboxilico, com o desenvolvimento de coloracdo rraethada, lida

espectrofotometricamente a 540 nm.
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3.3.1 Preparacao do reagente DNS

Seguindo o procedimento descrito por Miller (19%8isturou-se 1416 mL de agua
destilada, 10,6 g de acido 3,5-dinitrosalicilicd®8 g de hidroxido de sédio. Apds a
dissolucéo desses reagentes , adicionou-se 306gaeto de sodio e potassio, 7,6 mL de
fenol (fundido a 50°C) e 8,3g de metabissulfitsddio.

3.3.2 Determinacéo da curva padréao do reagente DNS

A curva padrdo para o reagente DNS, que determidaaeges redutores, foi
construida a partir de uma solucdo de glicose amdrconcentracdo 10 mg/mL. A partir
dessa solucdo estoque foram feitas diluicbes quavean de 0 a 5 mg de glicose/0,5 mL
de solucéo.

A um tubo de ensaio contendo 1 mL de tampé&o cittateddio 0,05 mol/L pH 4,8,
foi adicionado 0,5 mL de uma determinada diluicBese procedimento foi feito em
triplicata pra todas as diluicbes. Os tubos foraubados a 50 °C por 60 min, e ao
término do periodo de incubacéo foram adicionadds8. de reagente DNS a cada um
deles.

Os tubos foram entdo fervidos por 5 minutos, tenwmdiciente para o
desenvolvimento da cor, e, em seguida, transfepdos um banho de gelo. Uma aliquota
de 0,200 mL de cada tubo foi retirada e diluida @®mL de agua. O desenvolvimento
da cor foi determinado em espectrofotémetro a 340 n

Foi construida uma curva padréo, plotando as coraggies absolutas de glicose
(mg/0,5 mL), em funcéo da absorvancia a 540 nnig@j-se uma reta aos dados.

E importante ressaltar que o reagente DNS ideatifigicares redutores, mas como
a curva padrao foi feita com base em uma solucédpale glicose, ao ser utilizada para
quantificar os aglcares estara os expressando gicose.

3.4 Determinacao da atividade celulolitica com papel d#ltro

A deteccdo da quebra da ligacéo glicosidica perrestodo envolve em paralelo e
idéntico tratamento, trés categorias de tubos dsai@m experimentais (ensaios
enzimaticos, brancos e controles). O substrato éndg@e papel de filtro Whatman®M,

correspondendo a uma tira de 1,0 x 6,0 cm.
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O método aqui utilizado foi o LAP 006 (ADNEY e BARE 1996, disponivel
online) que segue as recomendacdes da IUPAC.

Os ensaios enzimaticos foram conduzidos em tubogndaios, nos quais se
adicionou a tira de substrato enrolada e 1,0 mtadgao citrato 0,05 mol/L, pH 4,8, que
saturava a tira de papel de filtro. Os tubos foemtdo equilibrados a 50 °C. Adicionou-se
0,5 mL de enzima diluida em tampdao citrato. Vaddsic6es foram feitas de modo a
atingir concentracdes de enzima que liberassenoera te 2,0 mg de glicose. Os ensaios,
o branco e os controles foram incubados a 50 °Gepatamente 60 min. Ao término do
periodo de incubacdo, foram adicionados 3,0 mLedgante DNS para interromper a
reacdo. O branco de reagente continha apenas tampaatrole de enzima, a diluicdo de
enzima e tampao; e o controle de substrato, stb&rtampao.

Os tubos foram fervidos por 5 minutos e, em segurdasferidos para um banho
de gelo. Uma aliquota de 0,200 mL de cada tubmefwada e diluida com 2,5 mL de agua.

O desenvolvimento da cor foi determinado em espittimetro a 540 nm.

3.4.1 Calculo da Atividade da Celulase

A unidade de medida da atividade da celulase, d@seha Unidade Internacional
(U.l.) (GHOSE, 1987):

1 UI = 1 umol min~! de substrato convertido

= 1 umol min~! de glicose (agucares redutores expressos
como glicose) formado durante a reacdo de hidrélise

= 0,18 mg min~! quando o produto é glicose

A guantidade de glicose liberada no ensaio nagditucritica € 2 mg. Que pode ser

expressa em pmol como:

2,0
2,0 mg de glicose = 018 umol de glicose

Esses 2 mg de glicose foram produzidos por 0,5 mlemkzima em 60 min na

reacao com papel de filtro, reacdo FPU (Filter Pajpét). Logo:

_ 2,0 . 1 !
2mg de glicose = 0.18 pmol de glicose X 0,5 mL X 60 min
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= 0,37 umol min~! mL™! (UI mL™1)

Entdo a quantidade estimada de enzima (= concéotragtica da enzima = mL
mL™) que libera 2,0 mg de glicose na reacéo com ipéltro contém 0,37 unidades:
0,37

FPU = idad -1
C* da enzima que libera 2,0 mg de glicose ungagesm 3-7)

onde: C* representa a concentracdo relativa da enzimaddjl@u seja, a propor¢cédo de
enzima estoque presente na enzima diluida, daOgfuahL foram acrescentados ao ensaio

enzimaético.

Para determinar a atividade em unidades de FPtér(phper unit), a curva padrao
foi utilizada para determinar a concentracdo deca®$ redutores, expressos como
glicose, liberados para cada amostra depois daagdbt do controle da enzima. Em
seguida, foi estimada a concentracao de enzimélgrava exatamente 2,0 mg de glicose,
plotando-se as quantidades de glicose liberadauegéd das concentracdes relativas da

enzima diluida. O calculo da atividade foi realzag acordo com a Equacéo (3-7).

3.5 Determinacéo de glicose — Método Enzimatico

A Glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidacdo daogkcsegundo as seguintes

reacoes:

GoD
D-Glicose + 0, + H,0 —— Ac. Gliconico + H,0, (3-8)

POD
2 H,0, + Hidroxibenzoato + 4 Aminofenazona ——— complexo corado (3-9)

onde: GOD = glicose oxidase, e

POD = peroxidase.

A intensidade da cor formada € proporcional a cotnagdo de glicose presente na

amostra.
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3.5.1 Determinacao da curva padrao do Kit GOD-POD

O kit enzimatico utilizado nas andlises de glictsieo Glicose Bioliquid (lote
80829002). De acordo com a bula que acompanha,aKitacdo mantém-se linear até
uma concentracdo de glicose de 4 mg/mL. Logo, patdeterminacdo da curva padréo
foram feitas 11 diluicdes de concentracées conhsaipie variavam de 0 a 4 mg/mL de
glicose. Para cada uma das diluicbes foram fedste$s em triplicata. Os testes foram
compostos de acordo com a Tabela 3.3, misturada&sente e incubados a 37 °C por 10
min. O branco e o padrdo (que acompanha o Kit)béammontados de acordo com a
Tabela 3.3, foram incubados juntamente com osstest® absorvancias dos testes e do
padrédo foram lidas em espectrofotometro, a 505pnaviamente zerado com o branco. As
concentracdes dos testes e as absorvancias licdas fmrrelacionadas pela equacédo da
curva padrdo. A leitura da solucdo padrdo que aaoh® o Kit, de concentragao
conhecida, foi analisada pela equacéo para compaosv@nfiabilidade da curva.

Tabela 3.3 - Composicdo das analises do Kit GOD-POD

Branco | Testes Padrao
Amostra - 0,010 mL -
Padrédo - - 0,010 mL
Reagente de trabalhg 1,0mL | 1,0mL 1,0 mL

3.6 Determinacgao da atividade da celobiase

Para determinar a atividade da celobiase foi cdaddumma reacéo cujo substrato é
uma solucdo de celobiose de 2510° mol/L em tampé&o citrato 0,05 mol/L (pH 4,8),
preparada no dia (GHOSE, 1987).

Foram adicionados a tubos de ensaio, 1,0 mL deedifes diluicdes da enzima em
tampao citrato, sendo que tais diluicdes foramagede modo a produzir quantidades de
glicose préximas de 1,0 mg (valor absoluto), nasdiggdes de reacdo. Os tubos foram
aclimatados a 50 °C. Em cada tubo foi adicionadoigurado 1,0 mL de solucdo de
substrato. Em seguida esses foram incubados a por’€xatamente 30 min, juntamente

com 0s brancos de celobiose, de enzima e de GQbxitths na Tabela 3.4.

Tabela 3.4- Composicao dos brancos para os ensaios enzimaticos

Branco do | Branco de | Branco de
GOD Celobiose | Enzima
Tampao citrato de sodio 0,05 mol/L (pH 4,8)] 2,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Diluicdo da enzima - - 1,0 mL
Solucgéo de celobiose 15 mM - 1,0 mL -
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A reacdo foi interrompida pela imersdo dos tubosagua fervente por exatamente
5 min. Em seguida, os tubos de ensaio foram tradefepara um banho de agua gelada e
de cada um deles foi pipetado 0,01 mL de amostems# aliquota foi adicionado e
misturado, exatamente 1 mL do reagente GOD-PODistuna foi incubada a 37 °C por
10 min. As absorvancias do branco de celobiose,bdaiscos de enzima e das reacdes
enzimaticas foram lidas em espectrofotdmetro arBdb5previamente zerado com o branco
do GOD. Cada ensaio teve a absorvancia subtraitfeatico de celobiose e do respectivo
branco de enzima.

A atividade de celobiase em termos de Ul (Unidadésrnacionais), deve ser
maior que a atividade de celulase em FPU, parabts ama hidrdlise eficiente. Foi
constatado, no entanto, que essa relacdo ndo ede®Ba no complexo enzimatico
celulase/celobiase produzido na UFRJ. O complexerfdio suplementado com Novozym
188 (batelada DCN 00021), uma celobiase comeradlvata deAspergillus niger E
importante ressaltar que todos os testes apressntaglste trabalho, inclusive o de
determinacado da atividade da celobiase no commaxonatico, foram realizados apos a

suplementacdo com a enzima comercial.

3.6.1 Calculo da Atividade de Celobiase

A unidade de medida da atividade da celobiase dagsena Unidade Internacional
(U.l.) (GHOSE,1987):

1 UI = 1 umol min~? de substrato convertido

= 2 umol min~! de glicose formados durante a reacio de hidrélise

A quantidade de glicose liberada no ensaio nagditucritica € 1 mg. Que pode ser

expressa em pmol como:

1
1,0 mg de glicose = 018 umol de glicose

0,5 .
= mumol de celobiose
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Esse 1 mg de glicose foi produzido por 1,0 mL dernea em 30 min na reagao com
celobiose, reacéo CB. Logo:

_ 0,5 . ! 1
1,0 mg de glicose = m umol de celobiose X 10mL X 30 min

= 0,0926 ymol min~! mL™! (UI mL™1)

Entdo a quantidade estimada de enzima (= concéntragtica da enzima = mL

mL™) que libera 1,0 mg de glicose na reacdo com aesetiontém 0,0926 unidades:

B 0,0926
~ C* da enzima que libera 1,0 mg de glicose

CB unidades mL™! (3-10)

Para determinar as concentragcbes de glicose (mghod.ensaios, os valores das
absorbancias lidos a 505 nm foram inseridos nagéguda curva padréo do teste GOD-
POD. Para converter as concentracdes de glicoatamtes desse céalculo, expressas em
mg/mL, em valores absolutos (mg), essas foram phigkidas por 2, uma vez que o ensaio
totalizava 2 mL.

As diluicbes enzimaticas foram transformadas enceatnacdes relativag' () da

enzima diluida, de acordo com a Equacao (3-11).

1 Volume da enzima estoque na diluigao

c* [ = =
(enzima) diluicao Volume total da enzima diluida (3-11)

Um grafico das concentracdes relativds)(da enzima diluida em funcdo da
guantidade absoluta de glicose liberada foi coftkiru Baseando-se na regidao de
dependéncia linear entre as duas variaveis detemsia a equacado de correlagdo entre as
mesmas. A concentracdo relativa da enzima dillddpdue liberaria exatamente 1,0 mg
de glicose pbéde ser estimada com o auxilio da éguabtida. De posse desse valor a

atividade da celobiase foi calculada utilizand@a$gguacéao(3-10).
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3.7 Determinacdo da umidade do bagaco

Na formulacéo dos ensaios, considerou-se a masagss) de bagaco e para iSso
foi necessario conhecer a umidade do bagaco, eenwadlos dias em que se iniciou um
ensaio.

Tal umidade foi determinada pelos do método gratviotg ou seja, pela diferenca
de pesagens entre as massas Umida e seca de bagaco.

Trés placas petri foram levadas a peso constatiteeram sua massa determinada
(M p1aca)- A cada uma delas, foi adicionada cerca de urma@rde bagago, em balanca
analitica, e a massa do conjunto registra®a,{.q + bagaco imido)- AS placas com o
bagaco umido foram levadas a estufa a 105 °C, pedeaneceram por 12 horas. Cada
uma das placas foi pesada {ucq + bagaco seco): depois de resfriada a temperatura
ambiente em dessecador.

A umidade contida no bagacw) péde ser entdo determinada pela sequéncia de

calculos:

M pagago tmido = M placa + bagago tmido — M placa (3-12)

M pagaco seco = M placa + bagaco seco — Mplaca (3-13)

M agua = Mbagago tmido — M bagaco seco (3-14)
W= M agua

= (3-15)

M pagaco imido

Fixada a quantidade de bagac¢o (m.s.) desejadapdaaensaio, é possivel calcular

entdo a massa de bagaco a ser pesada:

_ Mypggago(base seca)
Mpagaco tmido =

. (3-16)

3.8 Ensaios de hidrolise

Basicamente, os ensaios de hidrolise foram prepsrathh mesma forma.
Primeiramente determinou-se a porcentagem (m/m,) mes bagaco e a atividade em
FPU/g de celulose a serem utilizados no meio reati&m seguida, levando em conta a
umidade contida no bagaco, o material foi pesadwraledle um erlenmeyer de 500 mL

previamente tarado. No mesmo recipiente foram auiaclos 10 g de tampdao citrato de
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sédio 0,05 mol/L pH 4,8 e uma quantidade em maassotlicdo de benzoato de sddio 1
g/L calculada de forma que todo o sistema (bagagampdo + benzoato + enzima)
totalizasse 100 g. O conjunto era entdo aclima#afd °C e 0 momento em que a enzima
foi adicionada, fixado como tempo zero de reacapadir do inicio da reacdo o conjunto
era incubado a temperatura e agitacado constant&® W& e 150 rpm, respectivamente.

No inicio da reacdo e em intervalos de tempos etérahinados, foram tomadas
amostras do meio reacional para acompanhar a éwolle; producéo de glicose. Para que
as caracteristicas do meio ndo fossem alteradasalade aliquotas retiradas foi limitado,
de forma que o volume total retirado nédo superh8%e do volume total reacional que era
de 100 mL, colocado em um recipiente de 500 mla garantir uma agitacéo eficiente do
meio reacional.

As aliguotas foram, assim que retiradas, colocasgma fervente por 5 minutos
para inativar a enzima e parar a reacdo, sendoeguida resfriadas, centrifugadas,
filtradas e a quantidade de glicose nelas prestogada de acordo com o método GOD-
POD. Alcancado o tempo total de hidrdlise o framdenmeyer era fervido para inativar a
enzima celulase, seu conteudo era filtrado a v&ooyolume do filtrado determinado.

A dosagem de glicose foi feita adicionando e mastdo-se 1 mL do reagente
GOD-POD a 0,01 mL da amostra colhida em um detedantempo. A mistura foi
incubada a 37 °C por 10 min. A absorvancia foi lea espectrofotdmetro a 505 nm,
previamente zerado com o branco de GOD e com auwtdiequacdo da curva padrao,
Secdao 3.5.1, transformada na concentracao de glicos

E importante ressaltar que a massa de glicose pidalem cada ensaio deve ser
precisamente determinada. Pode haver uma contiifpuainda que pequena, de glicose
presente no bagaco, proveniente do pré-tratament@inda na enzima, proveniente do
processo de fermentacdo. Essa contribuicdo foiidemr&la uma vez que houve o
tratamento paralelo de trés tipos de amostraselggo

* Branco de bagaco: contém o bagaco, as solucbesngeid citrato de sodio

0,05 mol/L pH 4,8 e de benzoato de sédio 1g/L, lame de agua equivalente
ao volume de enzima.

* Branco de enzima: contém a enzima, as solu¢beandpdb citrato de sddio

0,05 mol/L pH 4,8 e de benzoato de sédio 1 g/Lassa de agua equivalente a

massa de bagaco.
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* Ensaios de hidrolise: contém o bagaco, a enzirmaolacdes de tampao citrato
de sédio 0,05 mol/L pH 4,8 e benzoato de sddit.1gstes foram feitos em

duplicata.

Com os dados provenientes das analises feitas mpélmdo GOD-POD das
aliquotas retiradas das duplicatas dos ensaiosidiiélife e dos brancos de enzima e

substrato, € possivel determinar a glicose prodype€la Equacéo (3-17):

ABSglic prod = ABS phigrotise — (ABS branco bag + ABS pranco enz) (3-17)

onde: ABS = absorvancia média das duplicatas do ensaiodiélisi,
ABSpranco bag = @bsorvancia lida da amostra do branco de bagaco,

ABSyanco enz = @bsorvancia lida da amostra do branco de enzima.

3.8.1 Reator batelada convencional

No reator batelada convencional, o substrato (lmmdagana pré-tratado e lavado),
a solucdo tampéo, a enzima e o conservante foranerdhdos no erlenmeyer como
mostra a Figura 3.1, e a reacdo de hidrélise dadgmafpi acompanhada pela retirada de
aliguotas em tempos de reacdo pré-estabelecidosongentracdo de glicose nessas
aliquotas foi determinada e comparada aquela obtidaas outras formas de operacao do

reator batelada.

tampao citrato de sédio

0,05 mol/L pH 4,8 )
bag;go benzoatode 7 2@
" e
o sédio 1g/L /

: 50 °C, 150 rpm, tempo t
aclimatar . p P
ab50°C

Figura 3.1- Operacéao do reator batelada convencional.

Antes de iniciar qualquer um dos ensaios, a umidadeagaco foi determinada de
acordo com o exposto na Secéo 3.7 e usada pargircarmassa de bagaco utilizada em
cada um deles.

Considerando que os residuos remanescentes doagnédnto prejudicam a
hidrélise enzimatica , propds-se que o0 bagac¢o r@eetmmo lavado passasse por um novo

processo de lavagem e fosse submetido ao processdrdlise, originando o Ensaio LB.



Capiulo 3 — Materiais e Métodos 43

Para compor o Controle de LB, colocou-se o erlemmdg 500 mL de capacidade
sobre uma balanca analitica e, depois de taradéaada, adicionou-se 3,26 g do bagaco,
equivalente a 3% (m/m) de bagaco (m.s.) corrigidadordo com a umidade do bagaco
que era de 8,02% no dia do ensaio. Adicionou-seneemo erlenmeyer, 10 g de tampao
citrato de sédio 0,05 M pH 4,8, e 84,45 g de betzda sodio. O frasco foi aclimatado a
50 °C e 2,22 mL (equivalentes a 2,29g) de solugérn®tica, contendo 5,6 FPU/g de
celulose e 12,4 Ul/g de celulose, foram adiciona@bsmomento de adicdo da enzima foi
fixado como tempo zero de reacdo. O Ensaio LB fanmosto da mesma forma,

utilizando-se o bagacgo que passou por um novo gsoage lavagem.

3.8.2 Reator batelada alimentada

O modo de operacao do reator batelada alimentadeddi@ise esta representado
na Figura 3.2. A carga total de bagaco pré-trataddividida em diversas fracdes, que
foram adicionadas em diferentes intervalos de tentpais ao tempo total de hidrélise
dividido pelo numero de fracdes, sem que houvessenscado dos residuos nao-
hidrolisaveis das adigBes anteriores.

tampaéo citrato de sédio

bagaco bagaco bagaco
0.05 moylL pH 4.8 enznma novo x/n % novo x/n % novo x/n %
bagaco / penzoato de e, s, 8.
x/n % sodio 1g/L
50 °C, 50 °C, 50 °C, 50 °C,
aclimatar 150 rpm 150 rpm 150 rpm 150 rpm
(N a 50 °C tempo t/n tempo t/n tempo t/n tempo t/n

Figura 3.2 - Operacao do reator batelada alimentada

O procedimento de coleta de amostras e dosagemlic#sey produzida foi
semelhante ao apresentado na Secéo 3.8.

O ensaio A, teve 3 adicdes de 3% (m/m), em 0, 248 ehoras, uma carga
enzimatica adicionada no inicio de 5,6 FPU/g delosé, 12,4 Ul/g de celulose e um
tempo de reacdo de 72 horas. E importante lemiiatafos os ensaios levam 10 g de
solugéo tampéo, benzoato para completar 100 g ms@oados a 50 °C e 150 rpm. Foram
retiradas aliquotas de 1,5 mL, nos tempos de 6, 34, 48 e 72 horas. Em paralelo ao
ensaio, foi feito um controle do mesmo, que se tdons de um reator batelada
convencional, em que a carga total do bagaco dégr9tb) € adicionada no tempo zero.

Os ensaios B e C tiveram a carga enzimatica audeept@a 15 FPU/g de celulose
e 150 Ul/g de celulose, visando atingir uma maidemrsdo de hidrélise e consequente
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maior producdo de glicose. No ensaio B, com cartg tle solidos de 3% e no ensaio C,
com carga total de 9%; foram feitas adicOes de angsmis de bagaco nos tempos 0, 12,
24 e 36 horas. Nos Controle de B e de C, reata@tddaa convencional, as cargas totais
de bagaco de 3 e 9%, respectivamente, foram aditésnno inicio da reacdo. As aliquotas
foram retiradas em 0, 12, 24, 36 e 48 h. No Coael B,

3.8.3 Reator bateladas consecutivas com aproveitamentohabolisado para

readsorcéo da enzima

Os ensaios foram realizados de acordo com o esqapraaentado na Figura 3.3.
Neste sistema, passado um determinado tempo @dgeéstido de reagdo, o hidrolisado
foi esgotado de cada batelada e colocado em cootaonova porcdo de bagaco preé-
tratado fresco, visando a readsorcao da enziman@to entre o novo bagaco e a solucao
ocorreu por 1 hora sob agitacdo (100 rpm) a 2®°agaco em suspenséao no hidrolisado,
contendo a enzima adsorvida, foi separado da soldedacgucares por filtracdo a vacuo e
apos, submetido a uma nova batelada de hidréliadiltkacdo a vacuo, o papel de filtro
comum foi substituido por papel de filtro constitwide fibra de vidro, para que nao

houvesse nenhum tipo de reacdo entre o papel dulmasee O volume da solucdo de
acucares (Y) e o volume resultante da nova batelada de hs#r¢li,) foram medidos para

posterior célculo da massa de glicose produzida.

tampao citrato de sddio
0,05 mol/L pH 4,8
bagaco

bagaco / penzoato de enzima novo <%
% sadio 1g/L , / s,
50 °C, ;acuo
aclimatar a 50 ° 150 rpm Q
tempo t

tampao citrato de s6dio  penzoato
0,05 mol/L pH 4,8 de sodio

1g/L
vacuo vacuo

50 °C, 150 I'p 25 °C, 1h,
% %
tempo t ézg 100 rpm E <

Figura 3.3 - Operacéo do reator bateladas consecuéis com aproveitamento do hidrolisado para
readsorcdo da enzima

Da mesma forma que no item anterior, para a detegéid da curva, aliquotas

eram retiradas em tempos pré-determinados. Asadigieram fervidas, para inativar as
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enzimas celulase/celobiase; centrifugadas, filsaa quantidade de glicose, dosada pelo
método GOD-POD.

O primeiro destes ensaios, Ensaio |, continha 9%njnde bagaco pré-tratado
(m.s.), carga enzimatica de 5,6 FPU/g de celulbzd, Ul/g de celulose, 10 mL de tampéao
citrato de sodio 0,05 mol/L, pH 4,8, e solucdo dazmato de sddio 1g/L para completar
100 g e eram mantidos a 50 °C, sob agitacdo der@®0 A primeira batelada foi
interrompida com 72 horas de reacéo, e as separbafaco-hidrolisado foram feitas por
centrifugacdo, em vez de filtracdo a vacuo.

O préximo grupo de ensaios, Ensaios I, Il e I9i, donstituido de 3% (m/m) de
bagaco pré-tratado (m.s.), carga enzimética deFPB/g de celulose, 12,4 Ul/g de
celulose, 10 mL de tampé&o citrato de sodio 0,059lmpH 4,8, e solucdo de benzoato de
soédio 1g/L para completar 100 mL em erlenmeyer&@#® mL, mantidos a 50 °C, sob
agitacdo de 150 rpm. No tempo zero, todos os s&stemnam idénticos, sendo que a
diferenca entre eles residia no tempo em que eefasfas interrupgbes da hidrolise e
readsor¢cdo da enzima. O primeiro foi interrompido 24 h, o segundo em 48 h e o
terceiro em 72 h € importante observar que no Bniddoram feitas trés bateladas de
hidrélise.

Um dltimo grupo de testes, Ensaios V e VI, foi ammido com uma carga
enzimatica maior, agora de 15 FPU/g de celulos&® Ul/g de celulose aplicada a
concentracdes de 3 e 9% (m/m, m.s.). Nestes tedtekolise foi interrompida em 48 h e
em seguida, foi feita a readsorcao da enzima.

Para efetuar uma andlise quantitativa da glicoselyzida e comparacdo dos
modos de operacdo do reator batelada, na formaenoimnal e na forma de bateladas

consecutivas, as Equactes (3-18) e (3-19) fordinadas:

Glicose total yecireutago = Vi X (Cif — C1i) + Vo X (Cop — Cyy) (3-18)

Glicose total controre =V X (Cf - Ci) (3-19)

onde: C = concentracao de glicose na solu¢ao (mg/mL),
V' = volume final da solucéo de hidrolisado (mL),
Subindices: ¢ = final,
; = inicial,
1= antes da readsorcdo da enzima, e
, = apos a readsorcdo da enzima.
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Capitulo 4 — Resultados e discusséo

4.1 Caracterizacédo do bagaco

Os dados e calculos obtidos a partir da metodoldgecrita na Subsecdo 3.1,
baseada no Método de Van Soest (SILVA, 1990), egtéesentados nas Tabelas 4.1 e 4.2.

E a composi¢édo do bagaco de cana-de-acUcar amaéiselsumarizada na Tabela 4.3.

Tabela 4.1- Caracterizacdo do bagaco pelo Método de Van Sodparte A).

n° amostra FDA1 | FDA2 | FDA3 | Media
(%0)

ASA (g)° 0,7668 | 0,7539| 0,7669
ASE (%)"° 97,20 | 97,20 | 97,20
Massa seca (g) 0,7454 0,7328 0,7454
m cadinho (g) 49,1250 50,3018 52,2575
m cadinho+ FDA (g) 49,6779 50,8349 52,7855
depois do permanganato(g) 49,5545 50,7286 52,745
depois da mufla (g) 49,1380 | 50,3140 52,2705
FDA (9) 0,5529 0,5336 0,5280
FDA (%) 74,18 72,82 70,83| 72,61
lignina (g) 0,1234 0,1063 0,111(¢
lignina (%) 16,56 14,51 14,89| 15,32
celulose (g) 0,4165 0,4146 0,404D
celulose (%) 55,88 56,58 54,20 55,55
cinzas (g) 0,0130 0,0127 0,0130
cinzas (%) 1,74 1,73 1,74 1,74

a L

ASA = massa da amostra pré-seca ou seca ao ar
b _

ASE = massa da amostra seca em estufa

Tabela 4.2- Caracterizagdo do bagaco pelo Método de Van Soeptfte B).

n° amostra FDN 1 FDN 2 FDN 3 Média
ASA (g)° 0,7568 | 0,7531| 0,7545
ASE (%)b 97,20 97,20294 97,20294
massa seca (g) 0,735682 0,732035 0,733396
m cadinho (g) 48,4156 49,2506 48,5483
m cadinho + FDN (g) 49,0159 49,8356 49,138
FDN (g) 0,6003 0,585 0,5947
FDN(%) 81,60 79,91 81,09| 80,87

a L

ASA = massa da amostra pré-seca ou seca ao ar
b _

ASE = massa da amostra seca em estufa

Tabela 4.3- Composicao do bagaco pré-tratado e lavado.
Celulose(%) 55,6
Lignina(%) 15,3
Hemiceluloses(%)| 8,3
Cinzas (%) 1,74
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A proporcéo determinada de celulose no bagaco samokerior a 50% confirma a
proposicao de que este substrato € muito favoparal a producdo de solucédo de acucares
por meio de hidrélise. No Brasil, em especial, estastatacdo é importante devido ao
grande volume de bagaco produzido nas usinas del&@cagucar e a sua disponibilidade
de forma concentrada numa pequena area, ao cordgaautros recursos lignocelulésicos,

gue se encontram muito espalhados.

4.2 Determinacéo da curva padrédo do reagente DNS

Para determinar a atividade de celulase da enzst@jue, primeiramente foi
construida uma curva padrdo linear, descrita nase&do 3.3.2, usando-se as
concentracdes de acucares redutores expressosgiimoge (mg/0,5 mL) em funcdo da
absorvancia lida a 540 nm, no teste de DNS prepasadundo Miller (1959) (Subsecao

3.3.1). Os resultados estédo apresentados na Eqi#etdie na Figura 4.1:

Cglicose = 4,964 X ABS (4-1)
5,0 1
i o)
C glicose= 4,964 X ABS
407 R2=0,9937

Concentracdo de agucaresredutores
expressos como glicose

0,0 (I T T T T T T T T T 1

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

(mg de glicose/0,5 mL de solug&o padrdo)

Absorvancia a 540 nm

Figura 4.1 - Concentracdo de acUcares redutores expressos comglicose (mg de glicose/0,5 mL de
solucao padrdo de glicose)
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4.3 Determinacao da atividade enzimatica celuloliticaam papel de filtro

As diluicbes de enzima apresentadas na Tabeldotadn feitas para determinar a
atividade enziméatica celulolitica da enzima estodDetermo concentracdo relativa da
enzima diluida (C*) € usado para representar agpedp da solucédo de enzima estoque,

presente na solucédo de enzima diluida.

Tabela 4.4 - Diluicdes da enzima estoque.

Diluio Fator de ancentragé_o Tampéo citrato de | Enzima
no diluigio relat_lva} da enzima | sodio 0,05 mol/L | estoque
diluida (C¥) pH 4,8 (mL) (mL)
1 1:10 0,100 2,70 0,30
2 1:15 0,067 2,80 0,20
3 1: 20 0,050 2,85 0,15
4 1:25 0,040 2,88 0,12
5 1: 30 0,033 2,90 0,10

Os ensaios para a determinacdo da atividade emzana@ulolitica com papel de
filtro foram conduzidos para cada uma das diluigdeamaticas apresentadas na Tabela
4.4, segundo metodologia apresentada na SecaocA8.4bsorvancias lidas a 540 nm
resultantes desses ensaios foram convertidas ecerdoacoes de glicose, utilizando-se a
equacgao da curva padrédo de dosagem de glicosec&n@4-1), sendo apresentadas na
Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Absorvéancias lidas convertidas em coectracdes de aclcares
redutores expressos como glicose liberados nos ensa

Ensaio ABS ABS Aclcares reduto_res expressos
da branco | ABS1 | ABS2 | ABS3 - como glicose

Diluicdo | enzima média (mg /0,5 mL de solucdo enzimaticd)
1 0,093 0,525 0,529 0,536 0,434 2,154
2 0,054 0,381 0,377 0,380 0,322 1,600
3 0,035 0,311 0,305 0,316 0,273 1,354
4 0,023 0,257 0,253 0,265 0,232 1,153
5 0,013 0,174 0,175 0,161 0,154 0,764

Relacionou-se a partir de um grafico a concentragéoacucares redutores
expressos como glicose liberados a concentracativeedda enzima diluida (C*) de cada
um dos ensaios da reacdo com papel de filtro. EE$agdo estd ilustrada na Figura 4.2 e
Equacéo (4-2):

C* = 0,0501 X Cglicose - 0!0124 (4'2)
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S 012

3

2

g 010 C*=0,0501x C glicose - 0,0124 o

N R2=0,9525

()

3 0,08

T 0,06

o

(@

&

= 0,04

8 o

5

(@) 0,02 T T T T 1
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Concentracéo de aglcares redutores expressos confioage liberados
(mg de glicose/0,5 mL de solucdo enzimatica)

Figura 4.2 - Relagdo da concentragdo relativa do complexo enzatico celulase/celobiase diluido (C*) com os
acUcares redutores liberados expressos como glicose

De acordo com a Equacéo (4-2), determinou-se eseotmracao relativa da enzima
diluida C*) que libera exatamente 2 mg de glicose.

C* = 0,0501 X C gyicose — 0,0124
C* =0,0501 x 2 — 0,0124
C* =0,0878

O calculo da atividade da enzima celulase em pdgpefiltro foi feito com a
Equacéo (3-7):

0,37
FPU = U/ml
C* que libera 2 mg de glicose /m (3-7)
FpU = 227 l
= 00878 U/™

FPU = 42 U/ml

Por meio desse procedimento de andlise e calculatidadade de celulase,
determinou-se que a Atividade em Papel de FiltlU)}da enzima estoque era de 4,2
U/mL.
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4.4 Determinacgao da curva padréo do Kit GOD-POD

A curva padrao do kit glicose-oxidase, usada paeatificar a glicose em amostras
de concentragbes desconhecidas, foi determinadeacdedo com o procedimento
apresentado na Subsecao 3.5.1 e esta apresentadaatdio (4-3) e Figura 4.3.

C glicose = 3,0084 X ABS — 0,0268 (4-3)

C glicose = 3,0084 x ABS-0,0268
R?=0,9994

0,0 (J T T 1
0,0 0,5 1,0 15
Absorvanciaa 505 nm

Concentracdo glicose (mg/mL)

Figura 4.3 - Curva padréo para dosagem de glicose pelo kit emaatico Glicose Bioliquid

4.5 Determinacao da atividade de celobiase

E importante conhecer a atividade da celobiase,sporela a responsavel pela
guebra da celobiose (dimero de glicose), que imibeenzimas celulases e reduz a
velocidade de hidrélise do material lignocelulosiBatividade de celobiase em termos de
Ul (Unidades Internacionais), deve ser maior qa¢i\adade de celulase em FPU, para se
obter uma hidrdlise eficiente. Na Tabela 4.6 saesgntados os resultados dos ensaios
para a determinagéo da atividade de celobiasezimamrestoque, obtidos de acordo com a
Secédo 3.6, depois da suplementacdo da atividadmmplexo enzimatico produzido na
UFRJ com Novozym 188.
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Tabela 4.6 - Dados dos ensaios enzimaticos paraeterminacdo da atividade de celobiase.

Fator de ABS ABS | C glicose| C glicose
Ensaio| diluicdo C* branco | ABS ABS' | ABS" - 9 9

d . média | (mg/mL) (mg)

a enzima enz

1:100 0,0100 0,004 0,35
1:200 0,0050 -0,004 0,28

0,359 0,362 0,356 1,04 ,092

0,286 0,287 0,289 0,84 1,69
1:300 0,0033 -0,007 0,27 0,254 0,263 0,270 0,79 1,57
1:400 0,0025 0,002 0,19 0,216 0,213 0,206 0539 ,181
1:500 0,0020 -0,003 0,178 0,18p 0,47 0,180 051 ,031
C* = Concentragéo relativa da enzima diluida em relagéazima estoque.

BN AARLN AR %

AW IN|F

A Figura 4.4 foi feita utilizando-se as trés ultsrdiluicées e resultados da Tabela
4.6 para ajustar uma reta aos dados de concentrelgéiva da enzima diluida (C*) em
funcdo da quantidade de glicose liberada no testatididade de celobiase, na regido de

dependéncia linear entre estas variaveis, dadeoeiacao (4-4).

0,004 -

0,003 A

Concentracao relativa da enzima
diluida (C*)
o
o
o
N

0,001 - C* enzima =0,0024 x Glicose-0,0002
R2=0,9906
0,000 . . , . . ,
0,5 0,7 0,9 1,1 1,3 1,5 1,7

Massa de glicose liberada (mg)

Figura 4.4 - Relacdo das concentracdes relativas da enzima didai (C*) com as massas de glicose
liberadas no teste de atividade de celobiase.

C* = 0,0024 X C gjicose — 0,0002 (4-4)

A concentracdo de enzima que libera 1 mg de gljctes#a pela Equacgéo (4-4) , é:

C* = 0,0024 X C gjicose — 0,0002
C* =0,0024 x 1 — 0,0002
C* =0,0022

A atividade enzimatica de celobiase da enzima astémj calculada, usando-se a
Equacéo (3-11):
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CB - 0,0926 "
~ C*que libera 1,0 mg de glicose 49

B - 0,0926

~0,0022

CB=421U.1. mL™*

Portanto, conclui-se que a atividade enzimaticealigbiase da enzima estoque era
de 42,1 Ul. mL}, onde Ul = Unidades Internacionais de celobiad¢QSE, 1987).

Na discussdo dos resultados dos ensaios de haidisbagaco, com diferentes
formas de operacdo do reator batelada, que seréseapados a seguir, sera indicada a
atividade enzimatica de celulase em FPU/g de cHule a atividade enzimatica de

celobiase em Ul/g de celulose.

4.6 Ensaios de Hidrolise

4.6.1 Reator batelada convencional

Os resultados do Ensaio BL, descrito na Secao 3&blapresentados na Figura

4.5:

5 -
-
£ Q
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24 e
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L 3 4
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3
o OControle de BL
@ 2 B
O
s OEnsaio Bl
c
: .8
(@)
(@)

o3 . . . . .

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo de hidrélise (h)

Figura 4.5- Concentragéo de glicose (mg/mL) com o tempo do Eaie BL e de seu Controle.

Ensaio BL (Batelada convencional do bagaco novameniavado (3% (m/m) de baga¢o (m.s.); 5,6
FPU/g de celulose, 12,4 Ul/lg de celulose, 72 hor&® °C, 150 rpm) e Controle de BL (Batelada
convencional do bagaco tal qual recedido (3% (m/nge bagago (m.s.); 5,6 FPU/g de celulose, 12,4 Ul/g
de celulose, 72 horas, 50 °C, 150 rpm)

Observando-se os resultados destes ensaios, fetatamo que a lavagem do
bagaco pré-tratado feita pela equipe de pesquisksdala de Engenharia de Lorena

(EEL/USP) retirou eficientemente os residuos do-tia@amento passiveis de serem



Capiulo 4 — Resultados e discussao 53

removidos por esse processo de separacdo e cadesdk ambos os testes, com ou sem
lavagem adicional, produziu praticamente o mesnmfl ple concentragdo de glicose em
funcdo do tempo. Portanto, o bagaco recebido nécgaria ter sido novamente lavado,
uma vez que nao € possivel observar diferencasdesasgeis na producao de glicose. Por
outro lado, a lavagem adicional também néo prequdadesempenho da hidrolise.

De acordo com o perfil apresentado na Figura 4bstata-se que a velocidade de
conversao da celulose em glicose € maior nas &6 liciais de reacédo, em que se produz
mais da metade da glicose, decrescendo com o terapg. et al. (2006) explicam que o
declinio na velocidade da reagdo com o progressmetana, ndo pode ser atribuida as
mudancas na reatividade do substrato, mas sim msodi&tores como obstaculos
estruturais, tais como a enzima ficar retida ousiga acdo retardada. Outros autores
apontam a adsorcéo improdutiva da enzima a liggoameio de ligacdes hidrofobicas,
como responsavel pelo processo (PALONEN et al.4R@an et al. (2005) afirmam que o
pré-tratamento por explosdo a vapor, hidrobksamove a maior parte das hemiceluloses,
provocando um aumento do teor liquido de ligninayue sugere que o argumento de
Palonen et al. (2004) pode ter uma contribuicdcomapmte no decréscimo da velocidade
de hidrélise com o passar do tempo. Além dessesefatinda existe a inibic@tacelulase

pela glicose e celobiose produzidas durante o psacge hidrélise (XIAO et al., 2004).
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4.6.2 Reator batelada alimentada

Os resultados referentes aos ensaios A, B e C aptésentados nas figuras 4.6,
4.7 e 4.8, respectivamente.
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Figura 4.6 - Concentracao de glicose (mg/mL) com o tempo do Eais A e de seu Controle.

Ensaio A (Batelada alimentada: 3 adicbes de 3% (mjnde bagaco (m.s.), em 0, 24 e 48 horas; 5,6
FPU/g de celulose, 12,4 Ul/g de celulose,72 hordf) °C, 150 rpm)) e Controle de A (Batelada
convencional: 9% de bagaco, 5,6 FPU/g de celulo42,4 Ul/g de celulose,72 horas, 50 °C, 150 rpm).
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Figura 4.7 - Concentragéo de glicose (mg/mL) com o tempo do Exie B e de seu Controle.

Ensaio B (Batelada alimentada: 3% de bagaco totah{.s.), adicdes de quantidades iguais em 0, 12, 24,
36 horas, 15 FPU/g de celulose, 150 Ul/g de celd@p<8 horas, 50 °C, 150 rpm) e Controle de B
(Batelada convencional: 3% de bagaco, 15 FPU/g delalose, 150 Ul/g de celulose, 48 horas, 50 °C, 150
rpm.
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Figura 4.8 - Concentracédo de glicose (mg/mL) com o tempo do EnsaC e de seu Controle.

Ensaio C (Batelada alimentada: 9% de bagaco totah{.s.), adic6es de quantidades iguais em 0, 12, 24,
36 horas, 15 FPU/g de celulose, 150 Ul/g de celdp<l8 horas, 50 °C, 150 rpm) e Controle de B
(Batelada convencional: 9% de bagaco, 15 FPU/g delglose, 150 Ul/g de celulose, 48 horas, 50 °C, 150
rpm).

Do ponto de vista operacional do reator de hidedlisreator batelada alimentada,
carece de um menor tempo de reacdo para as frdedemgaco alimentadas tardiamente,
apos o inicio da reacdo, de forma que o benefigioeducédo da inibicdo que existe na
batelada convencional, causada pelo rapido acumelalicose e celobiose, nao foi
suficiente para aumentar a velocidade da reacauddiélise, até compensar pelo menor
tempo de reacéo das fracdes de bagaco alimentadasriente, e assim este tipo de reator
nao apresentou vantagem em relacéo ao reator demdanum, nas condi¢cdes testadas.Os
resultados diferentes e contrastantes encontraéteratura no que se refere a eficiéncia
da operacado batelada alimentada, assim como desdétmicas adotadas para a obtencao
de fracdes glicosidicas e/ou de etanol, a partimdteriais lignocelulésicos, em principio
podem ser justificadas por processos de preé-trat@antiferenciais. De acordo com alguns
investigadores a etapa de pré-tratamento € detanteirpara 0 sucesso e a eficiéncia da
hidrolise enzimatica de material lignocelulésicodiferentes origens (HU e WEN, 2008;
MARTIN et al., 2008; PETERSEN et al., 2009; RODGERS., 2009). Por outro lado, &
importante considerar que a operacao batelada sk foi recomendada como eficiente
para a hidrolise de massa de lignocelulose deuesigidlidos da industria de papel (FAN
et al., 2003), de palha de milho (VARGA et al., 206l0ODGE et al, 2009), de adubo

organico (LIAO et al., 2005), de espécies difererde plantas lenhosas e de gramineas
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(ZHENG et al.; 2009). A composicdo quimica da makeshgnocelulose desses substratos,
certamente é diferente da composicdo da massagmdlulose do bagagco da cana-de-
acucar.

No que se refere a massa de lignocelulose do batgcana-de-acucar, esta tem
uma constituicdo elementar especifica, por possma organizacdo e constituicdo de
parede celular diferente da encontrada em outrpéces de monocotiledéneas e de
dicotiledoneas. As plantas da ordem Poales, a dred® cana-de-agucar, possuem as
glicanas ligadas de uma maneira especifica; agOagmistas (3) e (1-4) B-D-
glicanas sdo exclusivas das Poales (CARPITA e MCRARD00). Além disso, a parede
celular das Poales tem pouca pectina e menor gaadetide proteinas estruturais (por
exemplo, de extensinas) quando comparadas comedepaelular de outras espécies de
plantas monocotiledéneas e dicotiledéneas. As filiclas de celulose nas Poales sdo
encontradas interligadas por 4cido glucoronicdyinose, e xilose (GAXs), pouca pectina,
e por ésteres arométicos que estabelecem ligaciemadas entre lignina e o0s
polissacarideos constituintes da parede celuldignina é covalentemente ligada pelos
ésteres aromaticos a celulose e a xilano. Desteafo# possivel que os ésteres aromaticos
(compostos fendlicos) liberados em solucéo a cdit@@ de bagago na operacao batelada
alimentada, também possam interferir comprometendéciéncia da acdo das celulases
no processo de hidrélise da celulose.

Os compostos fendlicos, reconhecidos como moléasasecificas de diferentes
tecidos e de diferentes espécies, importantes erndieantes do desenvolvimento das
células e tecidos vegetais, frequentemente reladascom o mecanismo de defesa contra
patogenos dos tecidos das plantas, sdo tambémhedos pelos seus efeitos marcantes
como inibidores da acdo de enzimas (CROTEAU e280D0). Como cada taxon e tecido
vegetal possuem compostos fenolicos especificos@udiberados quando as células sao
rompidas mecanicamente ou quimicamente, oS mecagigalos gquais 0s compostos
fendlicos interferem na acdo de enzimas tém sidcstrados desde a década de 1960
(LOOMIS e BATTAILE, 1966). Rohn et al. (2002) deseeram a ocorréncia de ligacdes
covalentes entre compostos fendlicos das plan&isos nucleofilicos de enzimas. Mais
recentemente, Zhang et al. (2007) descreveram kacdo da enzimg3-N-Acetil-D-
glucosaminidase (NAGase, EC.3.2.1.52) que catalishivagem deN-acetilglucosamina
em oligossacarideos; os investigadores mostraramagnzima é inibida lentamente por
concentracdes crescentes de fenol, e que a taxaibigio aumenta com o tempo de

exposicdo da enzima ao fenol. A suposicédo de gqeeeésarométicos no bagaco da cana-
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de-acgucar quando liberados em solugéo pela adgd@oadsa soélida de substratos no meio
de hidrélise podem inibir as enzimas celulasesianeente adicionadas no meio, podera
ser testada futuramente.

Por outro lado, alguns autores tém mostrado a aiicda operacdo batelada
alimentada, com a adicdo simultanea de cargaslistratos e de celulases (LIAO et al.,
2005); a alimentacao do sistema com novas adigde®ldlases poderia ser considerada
uma forma de disponibilizar enzimas no meio emagienzimas previamente adicionadas
estariam parcialmente inativadas.

Diferentes métodos de pré-tratamento e de procedasepara a hidrolise
enzimética de material lignoceluldsico tém sidoedeslvidos nas duas Ultimas décadas
(KUMAR et al., 2009), os quais podem ajudar as reazi a quebrar os carboidratos
complexos em agucares sem gerar compostos inikigara as enzimas e microrganismos
que promovem a sacarificagdo e/ou fermentacdo,ecégspmente. Entretanto, as
indicacOes sdo de que a eficiéncia destes métailmgpode ser generalizada porque a
eficiéncia de determinado método parece estaradnente relacionada com a origem do
material lignocelulésico. Recentemente, Zheng et(2009) mostraram que o material
lignoceluldsico de espécies diferentes de plamntaas espécies de lenhosas e duas espécies
de gramineas) responderam diferentemente as mesvnagdes de pré-tratamento e
hidrélise enzimatica.

Considerando que foram feitos relativamente polumesstimentos com o uso do
bagaco da cana-de-aclucar como biomassa lignodellgmra obtencdo de etanol
(PANDEY et al., 2000; MARTIN et al., 2002; NEUREIREet al., 2002; HERNANDEZ-
SALAS et al., 2009), os resultados do presentedestuostram que é importante que sejam
feitos mais investimentos no sentido de adequadralise enzimatica do bagaco de cana
acucar usando a operacdo de batelada alimentadaadotar outras metodologias
alternativas que possam superar a eficiéncia dodasadicdo de concentracdes fixas de
bagaco em reator batelada convencional. Os regiggogque a parede celular de plantas
como a cana-de-acUcar sdo especifica e diferentemeryanizadas (CARPITA e
MCCANN, 2000), justiicam que os métodos considesadomo eficientes para os
residuos lignoceluldsicos de outra natureza, oaulias espécies de plantas, ndo possam
ser considerados efetivos para o bagaco de cangeer. Além disso, existem evidéncias
de falta de uniformidade genética nos clones da dancana-de-acucar de variedades SP
(CopersucAR e variedades RB (BesA) (GARCIA et al., 2006; SILVA et al., 2008)
usados para a producdo de acucar e &lcool nassusiasileiras. A diversidade genética
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estimada em nivel de material genético (DNA), ebt&m de caracteristicas morfo-
agronO6micas nos clones de cana-de-acucar de vdee&P e RB, podem ser refletidas em
variacbes na composicdo quimica da massa de lighose que revestem as células desses
materiais selecionados, e podem ser importantesngdros norteadores para os futuros
investimentos com hidrélise enzimatica. Em termi@iqos, a selecdo de bagacgo a partir
de clones geneticamente uniformes, por exemploendoder Util para estabelecer uma
previsdo da repetibilidade e do alcance da efi@éde um e/ou outro(s) processo(s)
empregado(s) para a hidrolise enzimatica de bageceana-de-acucar em industrias

biotecnoldgicas.

4.6.3 Reator tipo bateladas consecutivas com aproveitaimelo hidrolisado

para readsorcao da enzima.

Os resultados do Ensaio | estdo apresentados neaHE®:
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Figura 4.9 - Concentragéo de glicose (mg/mL) com o tempo do Eaie | e de seu Controle.

Ensaio | (Bateladas consecutivas com readsorgdo dazima: 9% (m/m) de bagaco (m.s.); 5,6 FPU/g de
celulose, 12,4 Ul/g de celulose, 144 horas, 50 160 rpm)) e Controle de | (Batelada convencional:%
(m/m) de bagago (m.s.); 5,6 FPU/g de celulose, 12/4g de celulose,120 horas, 50 °C, 150 rpm). OBS:
neste ensaio as separacfes bagaco-hidrolisado forfaitas por centrifugacéo.

Neste experimento a separagdao do bagaco do hatiolisdo foi muito eficiente,
uma vez que grande parte do liquido permaneceo gorh o bagaco, na primeira e na

segunda separacfes. Devido a ineficiéncia do pocds separacédo, concluiu-se que a
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glicose identificada na segunda batelada poderarido da primeira batelada. Prop6s-se
entdo outro método de separacdo, a filtracdo aoyadiizando-se membrana filtrante de
fibra de vidro, como indicado para o modo de og@ada Figura 3.3, que foi utilizado em
todos os outros ensaios descritos na Secéo 3.8.3.

Os resultados dos Ensaios I, 1ll e IV, estdo agreslos nas figuras 4.10, 4.11 e
4.12, respectivamente.
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Figura 4.10- Concentracédo de glicose (mg/mL) com o tempo do Eis Il e de seu Controle

Ensaio Il (Bateladas consecutivas com readsorcdo @gzima: 3% (m/m) de bagaco (m.s.); 5,6 FPU/g
de celulose, 12,4 Ul/g de celulose, 72 horas, 50 460 rpm) e Controle de Il (Batelada comum: 3%
(m/m) de bagago (m.s.); 5,6 FPU/g de celulose, 12JUg de celulose, 72 horas, 50 °C, 150 rpm).
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Figura 4.11- Concentracao de glicose (mg/mL) com o tempo do Eaie Il
Ensaio Il (Bateladas consecutivas com readsor¢cdadenzima: 3% (m/m) de bagaco (m.s.); 5,6 FPU/g
de celulose, 12,4 Ul/g de celulose, 96 horas, 50 160 rpm).
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Figura 4.12- Concentracao de glicose (mg/mL) com o tempo do Eaie IV.
Ensaio IV (Bateladas consecutivas com readsorcdo @azima: 3% (m/m) de bagaco (m.s.); 5,6 FPU/g
de celulose, 12,4 Ul/g de celulose, 144 horas, &) 150 rpm).

Os resultados dos Ensaios V e VI estdo apresentamod-iguras 4.13 e 4.14,
respectivamente.
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Figura 4.13- Concentragéo de glicose (mg/mL) com o tempo do Eaie V e de seu Controle.

Ensaio V (Bateladas consecutivas com readsor¢cdo dazima: 3% (m/m) de bagago (b.s), 15 FPU/g de
celulose, 150 Ul/g de celulose, 96 horas, 50 °CPQIpm) e Controle de V (Batelada convencional: 3%
(m/m) de bagaco (b.s), 15 FPU/g de celulose, 150dJde celulose, 96 horas, 50 °C, 150 rpm.
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Figura 4.14- Concentracdo de glicose (mg/mL) com o tempo do Eie VI e de seu Controle.

Ensaio VI (Bateladas consecutivas com readsorcdo éazima: 9% (m/m) de bagaco (b.s), 15 FPU/g de
celulose, 150 Ul/g de celulose, 96 horas, 50 °CQXpm) e Controle de VI (Batelada convencional: 9%
(m/m) de bagaco (b.s), 15 FPU/g de celulose, 150dJe celulose, 96 horas, 50 °C, 150 rpm.

Ao comparar os Ensaios I, lll e IV, como o Ensdjmbserva-se que um aumento
na atividade da celulase de 5,6 FPU/g de celuld&4eUI/g de celulose para 15 FPU/g de
celulose e 150 Ul/g de celulose, é perceptivelmemio do grau de conversao da celulose
para uma carga de sélidos de 3%. O que esta ddoacom Tengborg et al. (2001b) que
constataram que uma adicao de celobiase de atég@dJcelulose a hidrélise enzimética
de Pinheiro, a uma carga de celulase de até 48grd8JZelulose resulta em um maior grau
de conversédo da celulose. Os autores ainda camclwdrimportancia de melhorar o pré-
tratamento da matéria-prima e desenvolver um s@temzimatico eficiente para a
hidrélise da madeira, tornando possivel diminugaoregamento de enzima; ao verificar
que atividades muito altas de celulase e celol{ita® FPU/g de celulose e 120 Ul/g de
celulose) a completa hidrdlise do material préattatpor vapor ndo foi observada.

A andlise das Figuras 4.10 a 4.14 demonstra quedodos 0s testes, o reator
batelada convencional foi mais eficiente que o mbel@peragéo do reator com bateladas
consecutivas, para produzir um maior teor de gligasn mesmo tempo de reacgao.

A andlise quantitativa da comparacdo dos desempeimlao reator batelada
convencional (Controle) e do reator bateladas awts@s foi feita com o auxilio das
Equacdes (3-18) e (3-19) para os Ensaios V e Vlr&3sltados dessa andlise estédo

sumarizados nas Tabelas 4.7 e 4.8.
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Tabela 4.7- Ensaio V:Bateladas consecutivas com readsor¢do dazima com 3% (m/m, m.s.) de
bagaco,15 FPU/g de celulose e 150Ul/g de celulose.

Bateladas Consecutivas Batelada Convencional
12 Vi (mL) 67
batelada C;(mg/mL) 0 Batelada V (mL) 80
48 horas  Cy(mg/mL) 6,110 Unica ¢(mg/mL) 0,017
28 V2 (mL) 83 G (mg/mL) 7,174
batelada C; (mg/mL) 0 96 horas
48 horas  Cy(mg/mL) 0,506
Glicose total (mg) 450,21 Glicose total (mg) 569,00

Tabela 4.8- Ensaio VI: Bateladas consecutivas com readsor¢cda @&nzima com 9% (m/m, m.s.) de
bagaco,15 FPU/g de celulose e 150Ul/g de celulose.

Bateladas Consecutivas Batelada Convencional
12 Vi (mL) 51
batelada C;(mg/mL) 0,0775 | Batelada V (mL) 63
48 horas Cy(mg/mL) 22,135 | (nica €(mg/mL) 0,031
23 V2 (mL) 61 G(mg/mL) 25,953

batelada C, (mg/mL) 3,088 | 96 horas
48 horas  Cy(mg/mL) 6,159

Glicose total (mg) 1316,45 Glicose total (mg) 1628,77

Observando as Tabelas 4.7 e 4.8, conclui-se novamere o modelo de bateladas
consecutivas, com aproveitamento do hidrolisada peadsor¢do da enzima, também é
menos eficiente em termos de producao de glicasejud a batelada convencional, com
base no mesmo tempo de reacéo.

Os resultados apresentados neste item concordanPatonen et al. (2004) que
afirmam que o reciclo de celulases depois da hgdr@nzimatica tem se mostrado dificil
devido a baixa recuperacdo das enzimas. Os ressilthn testes com operacgéo, na forma
de bateladas consecutivas, demonstraram claranggrdea enzima, que poderia se
encontrar tanto no meio liquido reacional, commadda na lignina do residuo de bagaco
nao reagido, ndo € eficientemente transferida marhagaco fresco das bateladas
sucessivas, fazendo com que a producao de glicassegunda ou terceira batelada
sucessiva, seja muito ineficiente, em face de uixobaivel de hidrolise do bagaco, na
presenca de baixa concentracdo de enzima.

O modo de operacéo do reator batelada, na fornhatééadas consecutivas visava
reduzir o efeito de inibicdo da hidrélise pela giie e celobiose, separando-se 0 meio
reacional liquido do soélido ndo convertido. Supusdaque ao final do tempo pré-
estipulado de reacdo, a enzima estivesse no maconal liquido, e por isso foi

providenciado os passos de separacao do sobreeaddntresiduo sélido de bagaco nao
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reagido, para a adsor¢cado da enzima por bagacm feesccontinuacdo da hidrélise com
bateladas sucessivas e sem adicionar-se mais eritinemtanto, devido a baixa eficiéncia
de hidrolise das bateladas sucessivas, pode-sdutogue ndo houve a transferéncia
adequada da enzima para as bateladas sucessmwamsyglmente porque a maior parte da
enzima estava adsorvida no residuo de bagaco agimoe ou alternativamente o tempo de
contato de adsorgéo de uma hora foi insuficiente.

Outro problema deste tipo de operacao € a dificéldie se operar com elevadas
concentracdes de bagaco que devem ser utilizadaspacuperacdo da enzima, a fim de
nao se trabalhar nas bateladas sucessivas, coepumuito baixo de bagaco. As elevadas
concentracbes de bagaco necessarias dificultamtac@y e homogeneizagcdo do meio
reacional, prejudicando por sua vez a transferéeianzima do meio reacional liquido,
para o bagaco fresco.

Em funcdo dos dados apresentados e dos argumgmiesertados para a sua
interpretacdo, conclui-se que, a melhor forma derag@o do reator batelada, para se
atingir a maior eficiéncia de producao de glicas®,hidrolise de bagaco de cana, pre-
tratado por explosao a vapor e lavado, € a batelaazencional, que chegou a produzir 26
g/L de glicose, no teste com 9% de bagaco (m/m) S FPU/g de celulose, 150 Ul/g de
celulose, 96 horas de reacao a 50 °C.
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Capitulo 5 — Conclusbfes e Sugestdes

5.1 Conclusdes

As conclusdes obtidas na realizacéo deste tralsalhnexpostas a seguir:

A necessidade de lavagem do material pré-tratadm gpaemocéo de inibidores

torna o processo mais caro. Dessa forma, a otidizaps pré-tratamentos no
sentido de minimizar a producdo de inibidores, prisur a necessidade desse
processo de separacao, pode contribuir com a ¢daséb da tecnologia.

A aplicacdo de outros tipos de pré-tratamento @eeaumentem o teor liquido de
lignina, como acontece com a exploséo a vapor,madeardar o decrescimento da
velocidade de sacarificacdo com o tempo, uma vezaglignina € um importante

inibidor da reacéo.

A eficiéncia dos métodos de hidrdlise enzimaticbidenassa lignoceluldsica ndo
pode ser generalizada, porque a eficiéncia de rdetado método parece estar
diretamente relacionada com a origem do matergobelulésico e ao pré-

tratamento a que € exposto esse material.

Este estudo demonstrou que, nas condi¢cdes tegpadashidrolisar o bagaco de
cana-de-acucar, pré-tratado por explosdo a vapavaglo, a operacdo do reator
batelada no modo convencional é mais eficiente W ajoperacdo em batelada
alimentada, ou em bateladas consecutivas com &dsde; enzima, para alcancar
uma maior producgao de glicose num dado tempo déoea

Do ponto de vista operacional do reator bateladsgtelada alimentada causa um
tempo de reacdo menor para as fracées de bagagntddas com maior tempo de
reacao e por isso a producéo de glicose é menquel@a batelada convencional. A
expectativa de que a batelada alimentada fosseraaime velocidade média de
hidrélise, por retardar o aparecimento de inibidate reacdo, ndo foi confirmada,
nas condicdes testadas.

A batelada consecutiva que foi realizada na petispede que a recuperagao da
enzima e separacao da solucao de glicose pudessgmactivamente, aumentar a
produtividade de glicose e reduzir a inibicdo decé® de hidrdlise pela glicose e
celobiose, ndo correspondeu as expectativas, pethwamte porque nao houve
suficiente transferéncia da enzima adsorvida n@wesde bagaco ndo reagido,

para as novas por¢cdes de bagaco fresco das batetadassivas, além de
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apresentar dificuldade de agitacdo, em funcdo tmsmdas concentracdes de
bagaco necessérias durante a tentativa de recépetagnzima.

. Os objetivos do trabalho foram alcancados, uma quez as concentracdes de
glicose no hidrolisado para cada configuracéo deorgode ser determinada com
seguranca pelo método GOD-POD, os modos de opemrgaeator batelada
puderam ser comparados e foram levantadas hipptédesadamentadas na
literatura, com o objetivo de propor explicacoesapes resultados obtidos e nortear
a continuidade das pesquisas, nesta area de gnapogancia nacional.

. A tecnologia de producdo de etanol de materiaisoliglulésicos em geral, por
meio da hidrélise enzimatica, constitui-se em ustov@ampo de pesquisa, em que
muitos experimentos e investimentos ainda devemfestrs até sua completa

viabilizagdo comercial.

5.2 Sugestdes

O desenvolvimento dessa dissertagdo permitiu aulagéo de algumas sugestdes
de continuidade da pesquisa.

Frente aos resultados apresentados para o rgadobdieladas consecutivas com
aproveitamento do hidrolisado para readsorcdo danena recomendacéo para investigar
a hip6tese de que a enzima nao passou para adaassguinte por estar adsorvida no
bagaco descartado entre uma batelada e outrdjzaresn experimento em que o bagaco
de uma batelada, também esteja na batelada segboderdo ser feitas trés bateladas
consecutivas, de 24 horas cada, com uma Unica eagjeatica no inicio. Na primeira
batelada serdo alimentados 3% de bagaco de cati@taico por explosdo a vapor, e uma
carga enzimatica equivalente a alimentacdo de 9%ulstrato. Passadas as 24 horas, o
meio é filtrado, utilizando-se papel filtro de fbde vidro, o volume do sobrenadante é
medido e a quantidade de acucares nele contidasadd. O bagacgo é reservado para a
proxima batelada, a qual sdo adicionados mais 3#%agdaco novo, 10 g de tampéao citrato
de sodio 0,05 mol/L pH 4,8 e solucédo de benzoatsddio 1g/L para completar 100g.
Mais 24 horas na incubadora a 50 °C e 150 rpmpeteese o procedimento do final da 12
batelada para o inicio da 22, para a constituigd®8?*atelada, que também é incubada por
24 horas. Em paralelo, deve ser feita uma batelag@ com carga de substrato de 9%, e

carga enzimatica suficiente para os 9% de bagagagio deve ser desenvolvida por 72
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horas. Por fim, é verificado se a soma dos acugqaeduzidos com as trés bateladas é
maior que no caso da batelada Unica.

Num segundo experimento, podem ser conduzidasadatelinicas, com 3, 6, 9 e
12% (m/m) de bagaco pré-tratado, com periodo derifaacao igual a 72 horas, das quais
sejam feitas varias amostragens, uma para cadaotel®peacdo. A concentracdo de
glicose em cada tempo deve ser entdo determinada, dados obtidos, ajustados ao
Modelo Cinético tipo Langmuir-Michaelis-Menten, gge baseia na cinética de Michaelis-
Menten com substrato soélido. O modelo podera stioeutilizado para determinar os
tempos adequados de adi¢gOes de substrato e methdemempenho do reator tipo “fed-
batch”, ou batelada alimentada.

Baseado nos indicios de que a lignina € um impiartambidor da hidrolise
enzimatica, um terceiro teste ainda pode ser ptopbigste caso, o bagaco pré-tratado por
explosao a vapor deve ter seu desempenho compasado bagaco pré-tratado por outros
métodos que primem pela remoc¢do da lignina, commzandlise e o pré-tratameno
alcalino. Para isso trés ensaios devem ser commhkizith reator batelada convencional, por
72 horas, estes devem manter as mesmas caracésrigtianto as cargas enzimaticas e de
sélidos, variando apenas o tipo de pré-tratamento.

Por ultimo, ainda pode ser sugerido, que se vesfig hipotese de que a lignina é
responsavel pela inativacdo das enzimas, fazengl@amopm reator batelada convencional,
contendo apenas lignina isolada do bagaco de cem@rgpado, a mistura enzimatica
contendo celulase e celobiase, tampéo e bacteridid@stras retiradas de tempos em
tempos seriam analisadas para medir-se tanto idaatey enzimética de celulase quanto a
de celobiase. Testes controles poderiam ser rdakzana presenca de celulase ou
hemicelulase, em apenas tampéao, em lugar da ligpmeesultados seriam analisados para
determinar-se a perda de atividade das enzimasiegad do tempo e dos diferentes meios

de reagéo.
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