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RESUMO

Um dos grandes desafios para viabilizar o processo de produ¢do do bioetanol de segunda
geracdo (E2QG) estd relacionado ao custo da destilagdo do etanol no caldo de fermentacdo, que
requer concentracoes > 4% (v/v). Assim, sdo necessdrias altas concentra¢des de acticares no
passo de hidrélise enzimadtica, que s6 sdo alcangadas com alta concentracdo de s6lidos. No
entanto, as propriedades reolégicas do meio mudam, ocasionando problemas de transferéncia
de massa e calor e inibi¢do por produto final, além de aumentar a demanda energética para
uma mistura eficiente. Este trabalho propde diversas estratégias para realizar a hidrélise em
altas concentracdes de solidos do bagaco de cana-de-agucar submetido a dois pré-tratamentos
diferentes, o hidrotérmico (BH) e o 4cido diluido seguido de deslignificacdo com NaOH
(BAD). O propésito de escolher esses pré-tratamentos foi avaliar as conversdes do processo
com biomassas que apresentam alto teor de lignina (BH) e baixo teor (BAD), e como a
estrutura interfere nesses processos quando a concentragdo de sdlidos € maior. Foram
conduzidas e comparadas cinco estratégias: batelada alimentada em duas configuracdes
diferentes, hidrélise enzimética em duas etapas, hidrélise enzimdtica em trés etapas, hidrélise
enzimdtica em reciclos e SSF - sacarificacdo e fermentacdo simultineas. Os resultados
mostraram que a conversibilidade da celulose em altas concentracdes de sélidos depende do
tipo de biomassa e do tempo reacional. O BAD foi o que apresentou os melhores resultados,
contudo, o aumento da concentragdo de sélidos de 5% (m/v) para 20% interferiu na conversao
(96,58 £ 3,10 % e 73,00 £ 1,85 %, respectivamente). Das diferentes estratégias estudadas as
que se destacaram foram: batelada alimentada com adsor¢do prévia das enzimas (C1) (136,63
+ 1,59 g/L de glicose e 86,33 + 2,02 % de conversao de celulose) e a SSF, ambas para o BAD.
A SSF com uma etapa de pré-sacarificacdo e oscilagdes na temperatura (50 e 38 °C) produziu
durante todo o processo até 149,00 g/L de glicose (143 h) com rendimento de 49,85 + 1,65 %
em etanol (8h). A baixa concentracdo em etanol se deve ao aumento da temperatura, onde os
microrganismos provavelmente ndo resistiram e somente glicose foi produzida quando a
temperatura voltou para 38 °C. Os estudos sugerem a possibilidade de tornar o E2G

competitivo e vidvel economicamente.

Palavras-chave: Lignocelulose, hidrélise enzimatica, altas cargas de soélido, adsorcdo,

fermentacdo, inibi¢ao.



ABSTRACT

One of the major challenges to the viability of the second generation bioethanol (E2G)
production process is related to the cost of ethanol distillation in the fermentation broth, which
requires concentrations > 4% (v/v). Thus, high sugar concentrations are required in the
enzymatic hydrolysis step, which are only achieved with a high concentration of solids.
However, the rheological properties of the slurry changes, which creates problems associated
with mass and heat transfer and inhibition by the final product, as well as increasing the
energy demand for an efficient mixture. This study proposes several strategies for performing
hydrolysis in high solids concentrations of sugarcane bagasse pretreated by two different
methods: hydrothermal (HB) and dilute acid followed by delignification with NaOH (ADB).
These pre-treatments were chosen to evaluate the conversion process of biomasses that have
high lignin content (HB) and low content (ADB), and also to investigate how the structure
interferes in these processes when the concentration of solids is higher. Five strategies were
carried out and compared: fed batch hydrolysis in two different configurations, enzymatic
hydrolysis in two stages, enzymatic hydrolysis in three stages, enzymatic hydrolysis with
recycles and SSF - simultaneous saccharification and fermentation. The results showed that
cellulose conversion in hydrolysis with a high solid concentration depends on the type of
biomass and reaction time. ADB had the most significant results, nonetheless, the increase in
solids concentration from 5% (m/v) to 20% interfered with conversion (96.58 + 3.10% and
73.00 £ 1.85%, respectively). From the different strategies studied, the ones that stood out
were; fed batch with previous enzymes adsorption (C1) (136.63 £+ 1.59 g/L glucose and 86.33
+ 2.02% cellulose conversion) and SSF, both for the ADB. SSF with a pre-saccharification
stage and temperature oscillations (50 and 38 ° C) yielded up to 149.00 g/L of glucose (143 h)
and 49.85 £ 1.65 % (8 h) of yield in ethanol throughout the process. The low ethanol
concentration was due to an increase in temperature, as likely microorganisms did not survive
and thus, only glucose was produced when the temperature returned to 38 °C. This study
indicates the possibility of making the process of E2G more competitive and economically

feasible.

Key words: Lignocellulose, enzymatic hydrolysis, high solid loading, adsorption,

fermentation, inhibition.
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1 CAPITULO 1

INTRODUCAO

Atualmente, sabe-se da dependéncia da importacdo de petréleo e derivados em que o
pais se encontra. E indubitdvel e bastante presente na literatura o fato de que o Brasil precisa
diversificar sua matriz energética. Com isso, a Politica Nacional de Biocombustiveis
(RenovaBio), criada em 2016, busca definir uma estratégia para garantir o papel dos
biocombustiveis, principalmente quando se fala em seguranca energética e em reducio de
emissoOes de gases causadores do efeito estufa.

Segundo o programa RenovaBio objetiva-se dobrar a producdo de etanol até 2030, ou
seja, prevé crescimento do consumo dos atuais 28 bilhdes de litros de etanol combustivel
consumidos anualmente para 50 bilhdes de litros(RENOVABIO, 2017). Contudo, segundo
Nogueira (2008) o aumento da produtividade tedrica para o etanol de primeira geragdo ja esta
limitado, onde é necessario o aumento da drea agricola ocupada com a cana-de-actcar, o que
gerard competi¢do com outras culturas.

Uma alternativa para aumentar a produ¢do em litros do etanol sem aumentar a area
plantada de cana é o Etanol de 2* Geracdo (E2G), produzido principalmente a partir de
processamentos de biomassa lignocelulésica, como o bagaco da cana-de-actcar. O bagaco de
cana-de-aciicar é uma das biomassas lignoceluldsicas mais importantes e amplamente
disponiveis em climas tropicais e subtropicais, que € obtida apds a extragdo do caldo da cana
nos processos de produgdo de acucar e etanol de primeira geracdo. Nesta rota, as estimativas
de ganho na produtividade de etanol sdo de até 50% (NOGUEIRA, 2008).

O processo geral para producao do E2G pode ser conduzido por uma via bioquimica ou
quimica para a conversdo da biomassa em biocombustiveis e no caso da via bioquimica inclui
as seguintes etapas: pré-tratamento para reduzir a recalcitrancia do substrato, hidrélise dos
polissacarideos por enzimas celuloliticas a acucares fermentesciveis, fermentacdo dos
acucares resultantes em etanol e a recuperacio de etanol (ZHANG et al., 2014).

O objetivo do pré-tratamento € tornar a biomassa mais susceptivel ao ataque enzimético
e minimizar a perda dos agucares e a formacao de inibidores, logo, o pré-tratamento deve agir
de forma a modificar ou remover parcialmente a lignina e/ou as hemiceluloses. Uma grande
quantidade de pré-tratamentos foi estudada e cada uma tem suas vantagens e desvantagens
(MODENBACH & NOKES, 2012). Por isso, a escolha do tipo de pré-tratamento tem um
grande impacto nas etapas seguintes, hidrélise e fermentacdo. Um pré-tratamento que ndo

promove a deslignificacdo do material, como o hidrotérmico, acarreta em vdarios problemas,
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tais como, a adsorc¢ao improdutiva das enzimas, a menor porcentagem de celulose disponivel
e consequentemente menor conversao de celulose quando comparado a um pré-tratamento
que promove a deslignificagdo do material lignocelulésico. Por outro lado, pré-tratamentos
que removem a lignina, em geral, s3o mais caros e podem tornar o processo economicamente
invidvel. Assim, o pré-tratamento tem um papel muito importante no processo global do E2G.

Um dos grandes desafios para viabilidade do processo estd relacionado com o custo das
operacdes de destilacdo do etanol em solucdo. O trabalho de Modenbach & Nokes (2013)
mostra que a destilacdo de solucdes alcodlicas tem gasto energético vidvel quando a
concentracdo do mesmo ¢ > 4 % (v/v), e para tal, € necessdrio obter altas concentracdes de
acucares fermentesciveis na etapa da hidrélise enzimética, porém, isso € atingido quando a
reacdo de hidrdlise € feita com alta concentragdo de s6lidos. A operacdo em altas cargas de
sOlido também aumenta a produtividade volumétrica e diminui os custos de capital. Dessa
forma, outro grande desafio é a realizacdo de uma reacdo de hidrélise enzimética com alta
concentracdo de sélidos e alta conversdo de celulose em glicose.

Entretanto, hd desvantagens no aumento da carga de so6lidos na hidrdlise enzimatica,
dentre elas, o aumento da concentracdo dos produtos finais e dos inibidores, o que leva a
diminui¢do na funcionalidade das enzimas e dos microrganismos fermentadores. Além disso,
a elevada concentragdo de s6lidos pode, também, causar problemas de transferéncia de massa,
calor e consumo excessivo de energia na agitacio em reatores, devido ao aumento na
viscosidade do meio.

Em baixas concentracoes de substrato (5% m/m), o rendimento da etapa de
sacarificacdo € alto, préximo a 100% (SUN; CHENG, 2002), entretanto a concentracdo em
etanol alcancgada € baixa (< 4% v/v).

Devido aos problemas relacionados as altas concentragdes de sélidos, muitos estudos
abordam a hidrélise em modo batelada alimentada, onde o substrato soélido fresco €
adicionado gradualmente ao meio reacional, levando a manutencdo de sélidos em baixos
niveis no reator. Dentre suas vantagens estdo a baixa viscosidade inicial associada a melhor
difusdo, pois a carga de sdlidos é mantida relativamente baixa. Esse modo de operacdo
permite que o substrato se liquefaca antes da adi¢do de sélidos adicionais, o que mantém o
nivel de 4gua livre disponivel para a reacdo e difusdo de produtos formados, os quais sdo
potencialmente inibidores (HOYER et al., 2010). Contudo, alguns estudos reportam que 0s
rendimentos alcancados em modo batelada e batelada alimentada foram préximos (LOPEZ-
LINARES et al., 2014; RUDOLF et al., 2005).

Outras estratégias também tém sido sugeridas para lidar com a operagdo em altas
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concentracdes de s6lidos, como a proposta por Xue et al. (2012), que promove a adsorcao das
enzimas (por 10 min a 50 °C) em baixas concentracdes de sélidos, seguida de filtragdo para
obter a carga de s6lidos desejada. Segundo os autores, que trabalharam com lascas de madeira
como biomassa, com esta estratégia é possivel obter uma distribui¢do uniforme das enzimas
no substrato pré-tratado. Eles afirmam ter conseguido manter a mesma conversao obtida a 5%
(m/v) de sélidos trabalhando com 20% de sélidos. J4 Yang et al. (2011) mostraram que é
possivel aumentar a conversdao na hidrélise com 30% de sdlidos se esta for realizada em 3
etapas, por 9h, 9h e 12h. Entre uma etapa e outra € realizada uma separagdo solido/liquido e o
solido € ressuspendido em nova solugcdo tampdo, de forma que a glicose € separada,
eliminando a inibi¢do por produto. Embora este esquema comprove que a retirada da glicose
aumenta a conversdo, ndo resolve o problema, ji que o objetivo da operacdo com altas
concentracdes de solidos é aumentar a concentragdo de glicose. Neste caso a concentracdo de
glicose vai diminuindo em cada etapa e em nenhuma delas atinge os valores esperados para
30% de sdlidos.

Diversos autores explicam que o aumento na carga de s6lidos diminui o rendimento da
hidrélise enzimadtica, principalmente, devido a inibi¢do pelo produto. Olsen et al. (2014),
Lopez-Linares et al. (2014) e Hodge et al. (2008) observaram que a inibi¢ao pelo produto é
maior com o aumento na carga de sélidos e que, dentre outros fatores também observados
(problemas de transferéncia de massa, aumento na viscosidade e diminui¢ao do contetdo de
agua), esse ainda é o efeito mais significativo sobre o rendimento. Por isso, uma opg¢do para
contornar os problemas existentes na hidrélise enzimética realizada em qualquer estratégia €
realizar a hidrélise e a fermentacdo em uma tnica etapa, processo chamado de “sacarificacao
e fermentagao simultanea” (SSF, do inglés “Simultaneous Saccharification and Fermentation”
(PARK et al., 2010).

Esse processo tem vdrias vantagens sobre a sacarificacdo e a fermentacdo separadas
(SHF, do inglés “Separate Hydrolysis and Fermentation). Na SSF os agucares formados na
hidrélise sdo simultaneamente fermentados a etanol. Com isso, a inibicdo das enzimas
celulases pelos produtos finais € evitada, o que pode ajudar quando a concentracao de sé6lidos
¢ aumentada devido a maior obtencao de agucares fermentesciveis. Além disso, o processo de
SSF vem mostrando 6timos resultados em termos de rendimento em etanol (GLADIS et al.,
2015; LINDE et al., 2007; RUDOLF et al., 2005). Apesar destas vantagens, a SSF possui
algumas limitacdes devido a diferenca de temperatura Otima para a acdo das enzimas
celuloliticas (cerca de 50 °C) e a fermentacdo alcodlica (faixa de 30-38 °C). Contudo, esta

diferenca pode ser contornada com a utilizacdo de diversas estratégias, como o uso de
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microrganismos termotolerantes, os quais tem a capacidade de crescer em temperaturas mais
altas, ou por variagdes de temperatura ao longo do tempo de reacio, visando encontrar valores
6timos de temperatura que favoreca as duas reagcdes (OLOFSSON et al., 2008).

Assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar o impacto do tipo de pré-tratamento e
modo de operacdo da hidrélise sobre a conversdo da celulose em glicose durante a hidrélise
enzimdtica para altas cargas de sélidos. A obtencdo de altas concentracdes de sélidos de
lignocelulose e altos rendimentos de actcar s@o alguns dos principais objetivos. Neste estudo,
diversas estratégias de hidrolise enzimadtica, como a hidrdlise enzimatica em batelada
alimentada, foram avaliadas. Para isso, dois tipos de pré-tratamento foram empregados no
bagaco de cana-de-aguicar: hidrotérmico (BH) e 4cido diluido seguido de deslignificacdo com
NaOH (BAD). O tipo de pré-tratamento tem um fator bastante relevante ao se trabalhar com
altas cargas de solidos.

O processo de SSF com alta concentracdo de s6lidos também foi analisado, j4 que a
inibi¢do por produto € o fator mais relevante. Retirar a glicose do meio reacional proporciona
melhores rendimentos. Para tentar contornar um dos grandes desafios desse processo, uma
estratégia com oscilacdes na temperatura foi proposta e avaliada.

Enfim, este estudo fornece informacdes valiosas para o desenvolvimento de um
processo com concentracdes elevadas de solidos, o que € importante para melhorias

econOmicas na produ¢do de combustivel celuldsico.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi um amplo estudo de diferentes estratégias de
hidrélise enzimdtica para alta concentracao de sélidos com o intuito de melhorar a eficiéncia
da hidrdlise geral, onde dois tipos diferentes de pré-tratamento no bagaco de cana-de-agucar,
o hidrotérmico - BH (que ndo promove deslignificacdo) e o método de acido diluido seguido
de deslignificagdo com NaOH — BAD (deslignificante), foram aplicados para a posterior
producdo vidvel do etanol, tendo em vista o grande nimero de questdes a serem superadas
(alta viscosidade do meio, falta de dgua disponivel, diferencas estruturais e quimicas entre as
biomassas, inibicao da adsor¢do, inibicdo das enzimas pelo produto final e a diferenca de
temperatura entre a hidrélise e fermentacdo, no processo de sacarificacdo e fermentagdao

simultianeas - SSF).



26

1.1.2 Objetivo Especifico
Os objetivos especificos desta tese sdo:

e Determinar cinéticas de adsorcdo para Cellic Ctec 2 nos bagacos estudados na
temperatura de 25 °C para determinar a maxima adsorcdo e o tempo de equilibrio

necessario;

e Realizar ensaios de hidrélise enzimatica em modo batelada com diferentes cargas de
sOlidos e avaliar a interferéncia do tipo de pré-tratamento e do aumento da

concentracdo de massa na HE;

e Promover diferentes estratégias de alimentacdo na hidrélise enzimdtica em batelada

alimentada a fim de melhorar a conversado de celulose para altas cargas de sélidos;

e Avaliar e modificar estratégias da literatura para HE em altas concentracdes de s6lidos
que mostraram resultados satisfatérios por seus autores (XUE et al., 2012a, 2012b;

YANG et al., 2011) para as biomassas deste trabalho (BH e BAD);

e Realizar a etapa de fermentacdo em SSF para duas temperaturas distintas (34 e 38 °C),
com etapa de pré-hidrélise a 50°C, para a biomassa com os melhores resultados em

termos de concentragdo de glicose e conversdo de celulose;

e Desenvolver uma estratégia de SSF com perfis de temperatura varidveis com a
temperatura de hidrolise enzimatica (50 °C), além de utilizar na etapa da pré-hidroélise,

a melhor estratégia para altas cargas de sélidos;
1.2 Organizacao do Trabalho

O presente trabalho foi organizado da seguinte forma: no Capitulo 1 é apresentada a
introducdo do trabalho, os objetivos geral e especifico, bem como a producdo bibliografica
obtida no decorrer desta pesquisa. O Capitulo 2 é composto pela revisdo da literatura com
toda teoria necessdria para a realizacdo deste estudo. A partir do Capitulo 3 as metodologias
experimentais e resultados sdo apresentados, comecando entdo com o0s experimentos
preliminares como: a composicdo quimica dos bagagos pré-tratados pelos métodos
hidrotérmico (BH) e 4cido sulftrico diluido seguido de deslignificagdo com NaOH (BAD), a
determina¢do da atividade enzimadtica e a quantificacdo do teor de proteinas dos complexos
celuloliticos Celluclast e Cellic Ctec 2. O desempenho de ambos os coquetéis durante a
hidrélise enzimatica do bagago hidrotérmico (BH) e a cinética de adsorcdo dos coquetéis nos

bagacos BH e BAD também foram avaliadas neste capitulo. O Capitulo 4 apresenta o estudo
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da hidrdlise enzimatica em funcdo da carga de sélidos considerando dois tipos de biomassas,
BH e BAD, além, de obter dados de hidrdlise por longos periodos de tempo (144 horas) para
avaliar se € possivel aumentar a conversdo em tempos muito altos. No Capitulo 5 foram
realizadas também comparacdes entre as biomassas pré-tratadas (BH e BAD) levando em
consideracdo a alta producdo de glicose na etapa de hidrélise enzimdtica em duas distintas
configura¢des de batelada alimentada. No Capitulo 6 os estudos foram voltados para uma
estratégia diferente de hidrdlise enzimdtica na qual se realizaram modificacdes no processo
desenvolvido por Xue et al. (2012 a), de modo a obterem-se concentracoes de glicose
satisfatorias, bem como a conversdo da celulose em glicose para a hidrélise enzimdtica com
alta concentracdo de sélidos para os bagacos. O Capitulo 7 visou melhorar a estratégia de
hidrdlise enzimatica citada acima, e baseia-se na separacdo da fase liquida da hidrolise dos
bagacos a fim de evitar inibi¢do por produto e manter alta a conversdo de celulose em glicose.
O Capitulo 8 foi destinado ao estudo da hidrélise enzimdtica em forma de reciclo da fase
liquida, onde quatro hidrélises foram conduzidas de forma continua. O objetivo foi de analisar
a interferéncia do produto final sob a conversdo da celulose e de tentar contornar esse
problema com reciclos do hidrolisado em novas hidrdlises com adicdo de bagaco fresco. No
Capitulo 9 foram descritas e analisadas as sacarificacdes e fermentacdes simultineas (SSF)
para a melhor condi¢cdo de hidrdlise estudada, utilizando a levedura Saccharomyces

cerevisiae. As SSFs foram feitas somente para o bagaco BAD.
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2 CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-acuicar (Saccharum) € uma planta tropical pertencente a familia das
gramineas ou podceas juntamente com os géneros Zea e Sorghum. A cana-de-aglicar como
conhecida atualmente € considerada um hibrido complexo entre duas ou mais espécies do
género Saccharum (S. oficcinarum, S. spontaneum, S. barberi, S. sinense, S. edule e S.
robustum) (CHEN & CHOU, 1993). De forma geral, a planta (Figura 2.1) é constituida dos
colmos, onde a sacarose é predominantemente estocada, das folhas dispostas ao redor da cana,
dos nédulos inter-colmos e também da parte superior da planta onde se localiza o ponteiro. As

folhas secas que estdo para cair ou que ja cairam do caule sdo denominadas de palha.

Figura 2.1: Desenho esquemético de uma planta de cana-de-acicar, suas partes componentes
(colmo, ponteiro e palha) e as respectivas composi¢coes em termos de umidade e biomassa

(fibra e acucar) Fonte: Adaptacdo:(MATSUOKA et al., 2012).
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O Brasil se destaca como o maior produtor de cana-de-acticar no mundo. Segundo a

Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB. (2016), na safra 2016/17 foram
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produzidos e destinados ao setor sucroalcooleiro 691 milhdes de toneladas em colmos de
cana-de-acticar que foram cultivados em uma area de 9,1 milhdes de hectares, onde 90% se
concentra somente na regido centro-sul do pafs. Dentro da produgdo estima-se que foram
gerados aproximadamente 90 milhdes de tonelada de bagago da cana-de-agicar de alto valor
energético.

Sendo assim, na indudstria da cana-de-acgucar, grandes quantidades de subprodutos
agroindustriais (bagaco e outros) sdo gerados durante a producdo de etanol e acgiicar. Apds a
colheita da cana-de-actcar, obtém-se trés componentes principais: folhas secas, folhas verdes
e topos. Os topos sdo os segmentos da planta de cana-de-agicar entre a extremidade superior
e o ultimo n6 do caule com os anexos de folhas verdes, enquanto as folhas secas sdo
conhecidas como palha. A moagem da cana para extrair o suco gera o bagago. Neste processo,
cada tonelada de cana processada gera 140 kg de bagaco e 140 kg de palha, em base seca. Em
instalacdes contemporaneas, o bagaco é atualmente usado como combustivel, ou seja, €
queimado em caldeiras para atender as demandas de energia da planta industrial, com a
energia elétrica excedente sendo exportada para a rede (PEREIRA et al., 2015).

O etanol de segunda geracdo (E2G) produzido a partir de material lignoceluldsicos
(bagaco e palha de cana) tem sido considerado o biocombustivel com o maior potencial para

substituir combustiveis a base de petroleo (MACRELLI S, MOGENSEN J, 2012).

2.2 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA E O BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR

Em geral, a biomassa pode ser utilizada como matéria-prima para a producio de
biocombustiveis liquidos para veiculos, e solidos para queimar e/ou gaseificar e gerar calor,
vapor e eletricidade, além também de servir como matéria-prima para a fabricacdo de varios
bioprodutos e bioquimicos (IOELOVICH, 2015). Trés tipos de energia podem ser produzidos
a partir da lignocelulose através do processamento termoquimico ou bioquimico: o0s
combustiveis liquidos como o etanol ou 6leo de pirdlise, os combustiveis gasosos como o

biogés (metano), e a eletricidade (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Processamentos termoquimico e bioquimico da biomassa lignocelulésica. Fonte:

Figura adaptada (MENON; RAO, 2012).
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Esses materiais lignocelulésicos sdo constituidos de fibras de celulose envolvidas em
uma matriz amorfa de polioses e lignina (Figura 2.3). Essa matriz amorfa age como uma
barreira natural ao ataque de microrganismos e/ou enzimas, € torna a estrutura desses
materiais rigidos e pouco reativos. A biomassa lignoceluldsica € constituida principalmente
por trés componentes: celulose, hemiceluloses e lignina, que somadas totalizam em torno de
90% da biomassa seca, os demais 10% sao dados por uma pequena quantidade de cinzas e
extrativos (MENON; RAO, 2012). A distribui¢do desses constituintes varia de acordo com a

espécie vegetal, solo onde foi cultivada e aspectos climaticos.



Figura 2.3: Estrutura bésica da biomassa lignocelulésica.

RAGAUSKAS, 2014).
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Os subprodutos agroindustriais (bagaco de cana-de-aguicar, palha da cana-de-acucar,

palha de trigo, sabugo e palha de milho), subprodutos florestais (madeira, eucalipto) e

também os residuos industriais (industria do papel) abrangem os tipos de biomassas

lignoceluldsicas mais disponiveis atualmente no mundo. Na Tabela 2.1 estdo listados alguns

dos materiais lignoceluldsicos juntamente com a composicao quimica.

Tabela 2.1:Composicao tipica da biomassa seca. Fonte: (IOELOVICH, 2015).

Biomassa Celulose (%) Hemiceluloses (%) Lignina (%)
Bagaco de cana-
37-39 23-25 19-21
de-acicar
Casca de arroz 34-36 25-27 7-9
Palha de milho 35-37 28-30 18-20
Palha de trigo 34-36 28-30 15-17
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2.2.1 Componentes do bagaco de cana-de-acgticar

O bagaco é um subproduto agroindustrial barato, derivado a partir do processamento de
cana de agucar e rico em conteido celular que serve para geracdo de diversos produtos
quimicos e de energia (Figura 2.2). A composicdo quimica do bagago “in natura”, obtido, vai
depender da maturidade da cana-de-acticar, do método de colheita, do tipo de solo e da
eficiéncia do equipamento utilizado para o processo de extracdo durante a moagem
(BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016). Mas, em geral, é composto por 45% de fibras
lignoceluldsicas, 50% de umidade, 2 a 3% de solidos insoluveis e de 2 a 3% de sélidos
soliveis em dgua. A composi¢do média do bagaco seco estd disposta na Tabela 2.1. Abaixo

segue breve exposicao dos principais componentes do bagaco de cana-de-agucar.
2.2.1.1 Celulose

A celulose € um polissacarideo linear constituido por moléculas de D-glicose ligadas
entre si através das ligacdes B-1,4 glicosidicas (Figura 2.4). Cada ligac¢do glicosidica forma
um dimero de glicose chamado também de celobiose, que € definido como unidade
conformacional da celulose A celulose € encontrada principalmente na parede celular da
biomassa vegetal e pode existir na forma natural denominada como cristalina (devido as
ligacGes de hidrogénio que facilitam a agregagcdo em fibras) e também na forma amorfa, que é
solivel e pode ser facilmente digerida por enzimas. Nas biomassas lignoceluldsicas a celulose

€ o componente mais abundante.

Figura 2.4: Estrutura molecular da cadeia de celulose. Fonte: Adaptado (SANTOS et al.,
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No bagaco da cana-de-agicar o peso molecular médio da celulose pode variar de
157.800 a 168.400 g mol™ e o tamanho de suas fibras de celuloses de 1,0 a 1,5 mm. O grau de
polimerizacio refere-se ao nimero de unidades de glicose no polimero molecular e pode
influenciar na eficiéncia da hidrélise enzimdtica. O grau médio de polimerizacdo (GP) na

celulose do bagago de cana varia de 974 a 1039 (BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016).
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2.2.1.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses s@o heteropolissacarideos complexos e semelhantes estruturalmente a
celulose, compostos por diferentes pentoses, hexoses e 4cidos organicos (D-glicose, D-
galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose, 4acido D-glucurénico e é&cido 4-O-metil-
glucurdnico). Geralmente sdo classificadas de acordo com o principal agicar presente na
cadeia, podendo ser formadas por um mondmero (xilanas, arabinanas, etc) ou por dois ou
mais tipos de mondmeros (glicomananas, xiloglicanas, arabinoglucuronoxilanas, etc)
(RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).

Sua estrutura apresenta ramificacdes que interagem com a celulose (ligagdes de
hidrogénio) e também se associam com a lignina por ligagdes covalentes, dando estabilidade e
flexibilidade ao agregado. Comparadas a celulose, as hemiceluloses apresentam maior
susceptibilidade a hidrolise acida, pois oferecem uma maior acessibilidade aos dcidos
minerais comumente utilizados como catalisadores. A reatividade € usualmente atribuida ao
carater amorfo destes polissacarideos ((RAVINDRAN; JAISWAL, 2016; SANTOS et al.,
2012). Entretanto, as hemiceluloses dificultam a digestibilidade enzimatica da celulose por
contribuirem com a recalcitrincia da biomassa, pois recobrem e protegem as fibras de
celulose.

No bagaco de cana o peso médio das hemiceluloses é de aproximadamente 7.380 g.mol
!, O principal aciicar que compdem as hemiceluloses no bagaco é a xilose (15,5-28,9%), em
menores propor¢des encontram-se: arabinose, manose, ramnose € 0s acidos urdnicos

(BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016; SUN et al., 2004).
2.2.1.3 Lignina

A lignina, depois da celulose, € a macromolécula mais abundante nas biomassas
lignocelulésicas. E um polimero aromdtico altamente ramificado presente na parede celular
das plantas, e estd ligada a polimeros de celulose formando uma matriz lignocelulésica. Tem
uma natureza aromdtica e amorfa, e sua estrutura varia de acordo com as espécies de plantas
de que é derivado. A lignina consiste em trés diferentes unidades de fenil-propanos (Figura
2.5): alcool p-cumarilico, dlcool coniferilico e dlcool sinapilico. A lignina no bagaco de cana-
de-agticar tem peso molecular em uma faixa média de 507-3.973 g.mol’ (BEZERRA;
RAGAUSKAS, 2016; RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).
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Figura 2.5: Unidades precursoras da lignina.
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No processo de hidrélise enzimética dos materiais lignoceluldsicos, a lignina atua como

uma barreira fisica para as enzimas que podem ser irreversivelmente capturadas pela lignina
e, consequentemente, influenciar na quantidade de enzima requerida para a hidrdlise, assim
como dificultar sua recuperacdo apds a hidrolise. Devido a intima associacdo recalcitrante
existente entre os trés componentes poliméricos da biomassa, a liberacdo dos polissacarideos
como fonte de acicares fermentesciveis para producdo de etanol estd entre as mais
importantes e urgentes prioridades nas dreas de pesquisa e desenvolvimento do etanol

celulésico (SANTOS et al., 2012).
2.2.1.4 Extrativos

Além dos principais compostos encontrados na biomassa lignocelul6sica, sdo
encontradas também uma quantidade de substancias extrativas e ndo-extrativas. As cinzas sao
materiais ndo extraiveis e sao geradas a partir da queima do bagaco.

Apo6s o bagaco ser queimado para geracdo de energia em usinas com a co-geracdo, a
cinza é gerada como subproduto. A cinza do bagaco de cana-de-aguicar é de cor preta e suas
particulas possuem 2,39 g cm™ de densidade. Contém cerca de 87,8% de areia, 0,7% de argila
e 10,32% de matéria organica. No Brasil, a geragdo de cinzas a partir da queima do bagaco de
cana-de-actcar foi estimada em aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas por ano, as quais
sdo descartadas no solo e servem principalmente como fertilizantes. O desenvolvimento
econdmico e tecnoldgico para a aplicacdo de cinzas cresceu nos ultimos anos. A cinza do
bagaco € rica em silica e, portanto, pode ser usada para fins de reciclagem, como matéria-
prima ceramica, aditivo em cimento, concreto e agregado fino em argamassa (BEZERRA;
RAGAUSKAS, 2016; RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).

Os extrativos soluveis, ou seja, aqueles que sdo soliveis em dgua ou solventes, tais
como: ceras, dcidos graxos, terpenos, dlcoois, esteroides e compostos fendlicos de baixo peso
molecular, no bagaco de cana de agucar, variam de 2,3 a 10,5% da composi¢do quimica total.

Para fins de andlise quimica, os extrativos geralmente sdo removidos do bagaco de cana-de-
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acucar. Os extrativos sdo encontrados em sua grande maioria na raiz, caule e folhas, sendo
responsdveis por determinadas caracteristicas das plantas, como cor, cheiro e resisténcia

natural ao apodrecimento (BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016; FENGEL;WEGENER, 1989).

2.3 PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

A busca para aumentar a produtividade de etanol da cana-de-agtcar por drea plantada
motivou o desenvolvimento da produ¢do do etanol de segunda geracdo (E2G) no Brasil.
Através desta tecnologia, o etanol é produzido a partir de biomassa lignoceluldsica, como o
bagaco e a palha da cana-de-agicar. Assim, toda a biomassa da cana-de-aguicar poderia ser
utilizada industrialmente quando os processos de producdo de E1G e E2G estivessem
integrados, o que melhoraria a cadeia produtiva do etanol (MORAES et al., 2015).

No entanto, o custo da produgdo do etanol a partir da lignocelulose ainda ¢é
excessivamente alto, que € o principal motivo do ndo avanco da sua producgdo. Devido a forte
cristalinidade da estrutura da celulose e da presenca do complexo lignoceluldsico existente,
alguns pré-tratamentos devem ser realizados anteriormente a etapa de hidrélise enzimadtica,
estdgio onde os acucares sdo formados a partir da quebra dos polissacarideos.
Subsequentemente, ocorre a etapa de fermentacdao dos agicares para a producdo do etanol. A
celulose e hemiceluloses estdo entre os polissacarideos de maior interesse presentes no bagago
e na palha da cana-de-agucar para a producdo de subprodutos (MORAES et al., 2015).

Nota-se, entdo, que a producao do E2G a partir do bagaco de cana-de-acucar e de outras
biomassas pode ser dividida em quatro etapas principais que incluem um pré-tratamento
adequado (para facilitar a hidrdlise de material lignocelulésico), a hidrélise, a fermentacado e a
recuperagdo do produto. Nos ultimos anos, foram realizados esfor¢os para desenvolver
tecnologias para producdo de etanol de segunda geracdo, especialmente na fase de pré-
tratamento (ZABED et al., 2017).

A Agencia internacional de energia - AIE estima que até 2030 o custo da producdo de
bioetanol pode atingir US$ 0,55-0,65/1ge (equivalente em litro de gasolina). A previsao
também apontou o custo de producdo em 2050, onde atingiria uma faixa de US$ 0,55-
0,60/1ge. Além disso, a previsdo mostra cendrios com a reducao de 50% da emissdo anual de
diéxido de carbono até 2050 (ADITIYA et al., 2016).

Contudo, o futuro sustentdvel para a producdo do etanol de segunda geracdo estd
fortemente relacionado com o desenvolvimento da tecnologia atual. O avanco da tecnologia é
o que faz com que a produgao atual de 270 L/tonelada de biomassa seja de até 400 L/tonelada

de biomassa no futuro (~ 2030), conforme previsto pelo Laboratério Nacional de Energia
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Renovavel - NREL (LARSON, 2008). O sucesso da produ¢do do etanol de segunda geracdo
também ¢ fortemente dependente das politicas governamentais (ADITIYA et al., 2016).

2.3.1 Pré-tratamento

Uma vez que os materiais lignoceluldsicos “in natura” exibem uma forte recalcitrancia,
€ necessdario que um processo de pré-tratamento adequado seja realizado para facilitar,
posteriormente, o acesso das enzimas aos polissacarideos da biomassa. Nas ultimas décadas
foram desenvolvidos diferentes processos de pré-tratamento para melhorar a digestibilidade
dos materiais lignoceluldsicos (SUN et al., 2016). Os principais objetivos da etapa do pré-
tratamento incluem: (1) reducdo da cristalinidade e do grau de polimerizagdo da celulose, bem
como aumento da porosidade dos polissacarideos para aumentar os rendimentos de agucares
durante a posterior hidrélise enzimaética, (2) evitar a degradacio de acucares (particularmente
as hexoses), bem como aqueles derivados das hemiceluloses, (3) minimizar a formacdo de
produtos inibitdérios para os processos subsequentes, (4) recuperar a lignina para conversao em
co-produtos de alto valor agregado e (5) minimizar os custos com a energia e ter facilidade na
operacdo. Além desses objetivos, muitos outros fatores devem ser levados em consideragdo,
como por exemplo, (i) o tipo e o rendimento dos produtos finais; (ii) a escolha e o
desempenho dos processos de “down-stream”; (iii) os requisitos de energia e dgua; (iv) o
volume de efluentes para tratamento; (v) o nivel de emissdes de CO, e os (vi) custos da
inclus@o (ou ndo) de lavagem, detoxificacdo e processos de recuperacdo de solventes ou
catalisadores, bem como o uso de materiais anticorrosivos especiais.

De maneira indireta outros fatores também devem ser pensados ao se escolher o método
de pré-tratamento, como: (i) as quantidades de enzimas e o complexo enzimatico que serao
adicionados na sacarificac¢do; (ii) o grau de tolerancia dos microrganismos aos produtos e
subprodutos da transformac¢do do aguicar e da lignina; (iii) o uso de complexos enziméticos
capazes de hidrolisar e converter em glicose e xilose em uma escala comercial; (iv) a
configuragdo e integracdo dos processos de sacarificacdo e fermentacdo; (v) as barreiras
fisicas da lignina ou de oligbmeros de celulose e hemiceluloses que permanecem na fracao
sOlida apds o pré-tratamento e (vi) a quantidade de s6lidos (SEIDL; GOULART, 2016).

Enfim, a escolha do processo de pré-tratamento pode variar de acordo com o tipo de
matéria-prima devido a diferenca em suas caracteristicas fisicas e composicdo quimica e
também, de acordo com multiplos outros fatores como os citados acima. A Tabela 2.2 resume
alguns dos métodos de pré-tratamento disponiveis que podem ser utilizados na producdo do

E2G. Estes métodos de pré-tratamento sdo categoricamente especificados como pré-
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tratamento bioldgico, pré-tratamento quimico, pré-tratamento fisico e pré-tratamento fisico-
quimico (ADITIYA et al., 2016). Os métodos de pré-tratamento diferem uns dos outros em
relacdo ao modo de agdo, condi¢des de reacdo e resultados globais. Em particular, cada

técnica de pré-tratamento tem algumas vantagens e desvantagens, como mostrado na Tabela

2.3 (ZABED et al., 2017).
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Tabela 2.2: Efeitos dos diferentes processos de pré-tratamento na composi¢ao e estrutura dos materiais lignocelulésicos. Fonte: (SUN et al.,

2016).
c Métodos de pré- Remocao Remocao Aumento da Aumento da Decristalinizaciao Geracao de
ategoria

tratamento lignina hemiceluloses area acessivel porosidade da celulose inibidores

Fisico Mecéanico - - A - A B

Alcalino A A A A - B

Quimico Acido-diluido M A A M - A

Liquidos i6nicos M B A A A B

Hidrotérmico M A M M - A

Fisico-Quimico
Explosdo a vapor B A A A B A
Biologico Fungos A M A A - B

A Efeito alto; M: Efeito médio; B: Efeito baixo.



Tabela 2.3: Vantagens e desvantagens de alguns dos diferentes métodos de pré-tratamento.

Fonte: Adaptacdo: (ZABED et al., 2017).

Categoria Método do pré-tratamento Vantagens Desvantagens
L. .. -Rompe a estrutura da lignocelulose; -Alto consumo energético;
Fisico Mecéanico o _ _
-Reduz a cristalinidade da celulose. -Nio economicamente vidvel.
-Baixa degradacgdo dos agticares; -Conversdo dos 4dlcalis em sais irrecuperdveis ou incorpora¢do como
Alcalino -Alteracdo na estrutura de lignina; sais na biomassa;
-Operagdo a baixa temperatura -Necessidade de ajuste do pH.
) -Pouca remoc@o de lignina;
-Alta taxa de reagdo e altos rendimentos; ) ) o
L. oo o o -Lavagem da biomassa pré-tratada e neutralizac@o antes da hidrélise
Quimico Acido-diluido -Menor problema de corrosio e formagio de inibidores em o
. enzimatica;
comparagdo com o pré-tratamento dcido concentrado. ) )
-Remover os sais da neutralizacdo
) ) -Caro;
L. a . -Nao formacio de gases toxicos ou explosivos; o
Liquidos i6nicos ) } -Lavagem antes da reutilizagdo;
-Degradagdo minima dos produtos de desejados .
-Poucos métodos comerciais de recuperagao dos LI
-Nao requer catalisadores ou reagentes quimicos; -Alta demanda de dgua;
Fisico-Quimico Hidrotérmico -Baixo impacto ambiental; -Degradagio das hemiceluloses;
-Aumento da drea superficial; -Alto consumo energético
-Aumento da drea superficial acessivel; ] ) )
o o -Menos eficaz para madeira macia;
» -Diminuicéo do grau de polimerizacio; . o
Explosdo a vapor o ) -Degradagio parcial de pentoses e lignina;
-Desenvolvido industrialmente; ) ‘ o
) L ) -Perda de rendimento e formagédo de inibidores.
-Sem restri¢des ambientais significativas.
-Redugdo do grau de polimerizagdo da celulose e das
hemiceluloses;
-Sem adicdo de quimicos; -Taxa de degradacio e deslignificacdo muito lentas;
Biolégico Fungos -Baixa demanda energética; -Perda de carboidratos consumidos pelos microrganismos;

-Baixos custos de capital;
-Condicdes ambientais suaves;

-Baixa formag@o de inibidores.

-Longos tempos de residéncia (10-14 dias).
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A Tabela 2.2 mostra que alguns pré-tratamentos funcionam preferencialmente para: (1)
reduzir a cristalinidade e o grau de polimerizacdo da celulose, quebrando as interacdes
hidrofébicas entre as glicoses bem como as ligacdes de hidrogénio que ligam os mondmeros
(Liquido Ibnico, Biolégico e Alcalino); (2) separacdo total ou parcial da lignina dos demais
polissacarideos (celulose e hemiceluloses) por clivagem das ligagdes (Alcalino, Bioldgico e
Liquido 16nico); (3) reduzir a polimerizagdo, alterar a estrutura ou redistribuir a lignina na
parede celular (Explosdo a Vapor, Alcalino e Hidrotérmico); (4) despolimerizar ou dissolver
as hemiceluloses (Acido Diluido, Explosdo a Vapor, Liquido I6nico e Hidrotérmico); (5)
aumentar a drea superficial e a porosidade bem como reduzir a espessura, o volume, o
tamanho de particula e a presenca de feixes vasculares na parede celular (Fisico e Explosao a
Vapor) (SEIDL; GOULART, 2016).

Nas secOes a seguir os processos de pré-tratamento usados neste trabalho, hidrotérmico
e dcido diluido seguido de deslignificacdo com NaOH, sdo revisados para discutir seus
respectivos impactos no bagaco de cana-de-acgucar e seus efeitos na melhoria da hidrélise

enzimatica.
2.3.1.1 Pré-tratamento Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico emprega altas temperaturas (160-240 °C) e pressdo para
manter a 4gua em estado liquido sem adicdo de produtos quimicos ou catalisadores, exceto a
dgua. Além disso, esse pré-tratamento provoca pouca erosao no equipamento e forma
quantidades baixas de inibidores, proporcionando pouca inibi¢do para as etapas seguintes de
hidrdlise enzimaética e fermentagdo (ALVIRA et al., 2010; WANG et al., 2012; ZHUANG et
al., 2016).

Neste tipo de pré-tratamento, as biomassas lignoceluldsicas sofrem um processo de
cozimento, melhorando a digestibilidade da celulose, com a vantagem do hidrolisado
produzido apresentar pouca concentragdo de inibidores. A dgua quente tem uma constante
dielétrica elevada e assim permite dissolver quase todas as hemiceluloses e ainda certa
quantidade de lignina. Logo, a &4gua quente atua como um 4cido que hidrolisa as
hemiceluloses, onde ocorre a liberacdo de actcares e dcidos (ZHENG et al., 2009). O pKa da
agua diminui quando a temperatura se eleva e o pH passa de 7 para aproximadamente 5. Com
isso, o pré-tratamento promove as clivagens das ligagcdes do complexo lignina-carboidratos
com a ruptura das ligacdes glicosidicas dos polissacarideos, principalmente das
hemiceluloses. Nesse momento o dcido acético formado a partir da desacetilacdo da fragcao

hemiceluldsica atua como catalisador da reagdo de hidrdlise da biomassa, que despolimeriza
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mais hemiceluloses (processo autocatalitico). A deslignificacdo completa ndo € possivel neste
pré-tratamento devido a recondensacdo dos componentes soliveis originados da lignina. Com
isso, surge um efeito negativo sobre a subsequente reagdo de hidrélise enzimadtica, pois essa
lignina depositada funciona como barreira fisica para a acessibilidade da celulase a celulose
e/ou adsorcao ndo produtiva de enzimas (WANG et al., 2015; ZHUANG et al., 2016).

Para evitar a formagdo de inibidores e a degradacdo dos agicares durante o método
hidrotérmico, o pH deve ser controlado entre 4 e 7 durante todo o processo. Nessa faixa de pH
os acucares hemiceluldsicos sao retidos na forma oligomérica e a formacao de mondmeros é
minimizada, havendo, entdo, menor degradacdo de produtos (MOOD et al., 2013). Embora
seja vantajoso do ponto de vista da formacgao de inibidores, os acgiicares oligoméricos nao sao
diretamente metabolizados pela maioria dos microrganismos € uma etapa de pds-hidrdlise €
necessdria para aproveitar a fracdo hemicelulosica (NAKASU et al., 2016)

Alguns estudos mostraram que o pré-tratamento hidrotérmico é um método eficiente
para vdrias biomassas, incluindo espigas de milho (GARROTE & DOMINGUEZ, 2001),
bagaco de cana-de-acucar (LASER et al., 2002) e palha de trigo (PEREZ et al., 2008). Relata-
se que esse método solubiliza mais de 80 % das hemiceluloses presentes na biomassa
(LASER et al., 2002).

Xiao et al.(2014) investigaram as alteracdes da composi¢do quimica do bambu em
diferentes condicdes do pré-tratamento hidrotérmico (140 a 200 °C por 10 a 120 min) e
exploraram seus comportamentos na hidrdlise enzimatica. A maioria das hemiceluloses foi
gradualmente removida do bambu conforme o aumento da severidade do pré-tratamento,
enquanto que apenas uma pequena quantidade de celulose e lignina foi degradada.

Em geral, os pré-tratamentos hidrotérmicos sdo considerados ambientalmente corretos
muito atraentes por causa de suas excelentes vantagens, tais como: nenhum requisito de
catalisador, baixo custo do reator, conteido de inibidor relativamente baixo em amostras pré-
tratadas, ndo necessidade de etapas de neutralizacdo e utilizacdo direta de materiais

lignoceluldsicos imidos ou frescos. (SUN et al., 2016).
2.3.1.2 Pré-tratamento com Acido diluido seguido de deslignificacdo com NaOH

Conforme explicado na Tabela 2.2, o pré-tratamento 4acido pode deslignificar e
aumentar a area superficial da fibra de celulose. No entanto, dependendo do 4cido a ser
utilizado, sua quantidade pode ser alta (50%, com base na quantidade inicial de materiais
secos). O pré-tratamento acido diluido com H,SO,4 € um dos mais conhecidos e aplicados,

sendo, geralmente, realizado a temperaturas de 100 a 200 °C com uma concentragdo baixa de
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0,5 a 2,5%. No entanto, o pré-tratamento com 4dcido mineral ndo € propicio para a remog¢ao de
lignina e um processo de deslignificacdo seguinte pode melhorar a digestibilidade dos
residuos lignoceluldsicos (SUN et al., 2016).

A fim de melhorar o desempenho do pré-tratamento sem adicionar grandes quantidades
de 4cidos, um segundo pré-tratamento pode ser aplicado para remover parcialmente a lignina.
O pré-tratamento alcalino é conhecido como um método adequado para a deslignificacdo e,
portanto, pode ser usado em combinag¢do com o pré-tratamento com acido diluido (MOOQOD et
al., 2013).

O pré-tratamento alcalino solubiliza em melhor propor¢cdao a lignina, o que torna a
celulose mais acessivel para a etapa posterior de hidrdlise. No pré-tratamento alcalino, NaOH
e cal (Ca(OH),) sdo encontradas como as solucdes alcalinas mais frequentemente utilizadas,
conforme realizado em vdérias pesquisas (CHENG & ZHENG, 2010; XU et al., 2010;
RABELO et al., 2007). A biomassa lignoceluldsica pré-tratada com NaOH, por exemplo,
apresenta maior porosidade, o que leva a um melhor rendimento de glicose apds a hidrdlise
enzimatica. A utilizacdo de NaOH diluido € mais sdbia do que a utilizacio de NaOH
concentrado quando se pensa nos beneficios ambientais e econdmicos (ADITIYA et al,
2016).

Em um estudo, o bagaco de cana-de-agucar foi pré-tratado com a combinacao dos pré-
tratamentos alcalino (NaOH) e dcido - peracético (PAA) em condicdes suaves.
Resumidamente, no primeiro passo, utilizou-se 10% de NaOH (com base na quantidade
inicial dos materiais secos) com uma razdo liquido/solido de 3:1 a 90 °C durante 1,5 h. Em
seguida, utilizou-se dcido peracético (poderoso agente oxidante) a 10% e a 75 °C durante 2,5
h para deslignificar a biomassa obtida no primeiro passo. Como resultado, o rendimento de
acucares redutores produzidos durante a hidrélise enzimatica (120 h, carga de celulase de 15
FPU/g de sélido) chegou a 92,04%. Portanto, o pré-tratamento combinado (por exemplo,
alcalino-acido) em comparacdo com os pré-tratamentos alcalino ou acido em um tnico
estagio, proporcionou condi¢des mais suaves e uma deslignificacdo mais eficaz com menores
degradacdes de carboidratos (LU et al., 2009).

Outro grupo de pesquisadores, Lee et al. (2015), exploraram a viabilidade de aplicar um
pré-tratamento acido com H,SO; diluido combinado com o pré-tratamento de NaOH em palha
de milho. Foi relatado que o H,SO, diluido, utilizado no primeiro passo, hidrolisou de 74,6-
77,3% de hemiceluloses, enquanto o NaOH utilizado no segundo passo removeu 85,9-89,4%

de lignina. Apés o pré-tratamento combinado, a digestibilidade enzimédtica da palha de milho



44

foi significativamente melhor, onde se obteve cerca de 89,1-97,9% de glicose e 71,0-75,9%
de xilose (SUN et al., 2016).

De um modo geral, a maioria dos pré-tratamentos combinados mostra um efeito
benéfico na etapa posterior de hidrélise enzimdtica para os materiais lignocelulésicos, mas o
aumento do custo operacional deve ser visto como uma barreira. Um pré-tratamento
combinado adequado ndo deve apenas melhorar a digestibilidade de materiais
lignoceluldsicos a um custo operacional relativamente baixo, mas também maximizar a
utilizacdo de componentes lignoceluldsicos. Para facilitar a recuperacdo de lignina e das
hemiceluloses ou seus derivados, deve-se escolher uma abordagem adequada que separe
individualmente as hemiceluloses e a lignina, além, € claro, de manter o residuo sélido rico
em celulose para a hidrdlise enzimatica. Uma vez que as hemiceluloses estdo intimamente
associadas a lignina em materiais lignocelulésicos e a maioria dos processos de
deslignificacio é acompanhada pela remocdo das hemiceluloses, recomenda-se que as

hemiceluloses sejam separadas no primeiro passo de um processo de pré-tratamento

combinado (SUN et al., 2016).

2.3.2 Formacao de inibidores e detoxificacio

Os compostos formados durante o processo de pré-tratamento da biomassa
lignocelulésica podem ser inibitérios para a atividade enzimdtica, bem como para o
crescimento e metabolismo microbiano. As condi¢des, muitas vezes severas, que sao
aplicadas durante o pré-tratamento termoquimico podem levar a quebra parcial dos principais
componentes lignoceluldsicos (celulose, hemiceluloses, lignina, extrativos e cinzas) em
diferentes produtos, tais como, &cido acético, &cido férmico, d4cido levulinico,
hidroximetilfurfural (HMF), furfural e outros compostos fendlicos (RAVINDRAN;
JAISWAL, 2016; ZABED et al., 2017).

Estes subprodutos, muitas vezes em quantidades baixas atuam como inibidores tanto
para microrganismos fermentadores como para enzimas de degradacdo da celulose. Os
inibidores sao classificados em trés grupos principais com base na origem da decomposic¢ao,
tais como, acidos alifaticos, derivados de furano e compostos fendlicos. A formacgdo de
diferentes produtos de degradacdo estd descrita na Figura 2.6. O tipo e as quantidades de
inibidores gerados durante o pré-tratamento dependem da natureza da biomassa e das
condi¢cdes de pré-tratamento, que incluem temperatura, tempo, pressao, pH e adi¢do de

catalisadores (ZABED et al., 2017).
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Figura 2.6: Componentes bioquimicos da biomassa lignoceluldsica e seus potenciais
produtos da degradacdo. Fonte: Adaptacdo de Zabed et al. (2017). As linhas tracejadas

denotam os produtos da degradacio secundaria.

Ac. formico : Fosoa Hemiceluloses ,
Ac. acético  ff—
T ! (11-37%) Celulose ~—fp Glicose |——ijp HMF
Xilose Pentoses (32-54%) |
Furfural | Arabinose |
F S, I .
{ Galactose Hexoses | :-\:. Férmico
HMF o ¢ : Manose I Ac. levulinico
l Ll Glicose
. F I
Ac. Formico I
Ac. levulinico
Lignina & \ =
17-320% inzas » drios compostos
Compostos A/ ( ) ) (0-2%) inorginicos
fendlicos
Extrativos 3 C Pe f "'. €
HMF: S-hidroximetilfurfural (1-5%) resina de madeira

Existem varias maneiras de neutralizar os problemas com os inibidores, removendo-os
ou neutralizando-os da solucdo pré-tratada. Esses métodos sdo amplamente classificados em
técnicas fisicas, quimicas, fisico-quimicas, bioldgicas e emergentes. Um método de
detoxificacdo eficiente deve remover os inibidores seletivamente, além de ser barato e facil de
integrar no processo. Em geral, a remog¢do de inibidores pode ser feita por algumas técnicas
que incluem extracdo, permuta idnica, carvao ativo, sobreposi¢cdo, remog¢do de vapor ou

evaporacao a baixo pH e acdo enzimatica usando lacase e peroxidase (KLINKE et al., 2004).

2.3.3 Hidrolise

ApOs o pré-tratamento, € realizada a etapa de hidrodlise, a qual € responsavel pela quebra
da celulose e das hemiceluloses em acucares monoméricos, principalmente glicose e xilose. A
hidrélise poder ser realizada tanto por via quimica como enzimadtica. Na rota quimica
utilizam-se 4cidos concentrados ou diluidos e na rota enzimadtica faz-se o uso de complexos
enzimaticos celuloliticos (ZABED et al., 2017). Contudo, o processo de hidrdlise deve ser
realizado de forma economicamente vidvel e com o uso de tecnologias ambientalmente
amigdveis. O Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL) estimou uma reducao nos
custos associados ao processo enzimatico de até quatro vezes mais do que para o processo de

4cido diluido. As duas rotas sao descritas nos itens 2.3.3.1 ¢ 2.3.3.2 (PENGILLY, 2013).
2.3.3.1 Hidrdlise dacida

A hidrélise dcida da biomassa pré-tratada pode ser feita através de duas abordagens,
tratamento com acido diluido e tratamento com &4cidos concentrados. O primeiro método €

feito em altas temperatura e pressdo, que exige um curto tempo de reacdo, variando entre
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segundos e minutos, enquanto que no tratamento com acido concentrado a temperatura pode
ser mais baixa. O &cido sulftrico (H,SO4) é o principal 4cido utilizado em ambas as
abordagens de hidrdlise dcida, embora outros dcidos inorganicos, bem como alguns 4cidos
organicos fracos, tais como 4cido cloridrico (HCI), d4cido nitrico (HNOsj), 4cidos
trifluoracéticos (TFA) e 4cido fosférico (H3PO,4) também possam ser usados (ZABED et al.,
2017).

O 4cido diluido é geralmente aplicado para fins de hidrélise das hemiceluloses e pré-
tratamento de celulose. No entanto, ambos os polimeros podem ser hidrolisados nesta
metodologia, que requer dois estdgios. O primeiro estidgio é realizado a baixa temperatura
para maximizar a conversdo das hemiceluloses, jd que estas sdo despolimerizadas a
temperaturas mais brandas que a celulose. Por outro lado, o segundo estdgio é conduzido em
temperatura elevada (230 a 240 °C) de forma a converter a celulose em glicose. Normalmente,
a concentracdo do dcido utilizado para esta hidrélise varia de 0,5% a 1,5%. Porém, a alta
temperatura aumenta as taxas de decomposic¢ao dos aguicares, causando assim a formacgdo de
compostos toxicos, como furfural e S-hidroximetil furfural (HMF). Estes compostos inibem as
células de levedura (etapa fermentagcdo), que causa uma menor taxa de produgdo de etanol
(ZABED et al., 2017).

A hidrélise por via do 4cido concentrado pode ser aplicada para hidrolisar as
hemiceluloses e celulose. A concentragdo de 4cido utilizado para este propdsito varia entre
41% a 100%. O tempo de reacdo requerido para esse método geralmente € muito maior do
que o tempo necessdrio para hidrdlise de 4cido diluido. No entanto, o acido concentrado
oferece uma conversdo completa e rapida de celulose em glicose e das hemiceluloses em
acucares de cinco carbonos (ZABED et al., 2017).

A hidrélise 4cida, seja via diluida ou concentrada, apresenta alguns pontos dificeis, tais
quais: a lignina restringe o acesso a celulose (precisando ser removida anteriormente);
condi¢des para remog¢do da lignina sdo severas e demoradas; o reagente utilizado na hidrélise
acida pode atacar os agucares formados, reduzindo a conversdo da reagdo. Além disso,
apresenta desvantagens em relacdo as condi¢des de manuseio severas (pH e temperatura), o
alto custo de manutencdo devido aos problemas de corrosdo e os custos com energia

(FENGEL, D., WEGENER, 1989).
2.3.3.2 Hidrdlise enzimdtica

Devido a uma gama maior de vantagens como a perda minimizada de mondmeros de

acucares, a diminui¢do da produ¢do de subprodutos durante a hidrélise e maiores eficiéncias
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de conversdo, os processos baseados em enzimas sdo preferidos em relagdo aos tratamentos
quimicos, como a hidrélise acida. Isso se dd, pois na hidrdlise enzimatica as condicdes de
operacdo (pressao, temperatura) sao baixas e moderadas e apresentam baixos requisitos de
processo, além das enzimas celuloliticas serem altamente especificas ao substrato celuldsico.
A desvantagem, no entanto, € que o processo € mais lento e caro (PENGILLY, 2013).

ApOs a etapa de pré-tratamento, a celulose e as hemiceluloses residuais precisam ser
hidrolisadas em mondmeros de agicar fermentesciveis para serem transformados em etanol.
Logo, a hidrélise enzimdtica € influenciada por vérios fatores, incluindo o tipo de substrato e
sua concentracdo, a combinacdo de enzimas e suas condicdes de dosagem e processo
(temperatura, pH, tempo de residéncia etc.). A recalcitrancia intrinseca da lignocelulose
dificulta a conversdo enzimatica efetiva dos polimeros de celulose e hemiceluloses. Além
disso, a taxa de conversdo de celulose cai acentuadamente a medida que a hidrdlise prossegue.
Esses fatores tornam a produ¢do de enzimas e seu uso durante a hidrdlise um gargalo para a

producdo de etanol (PENGILLY, 2013).
2.3.3.2.1 Enzimas envolvidas na degradacdo da lignocelulose

Na natureza, a degradagdo das lignoceluloses ocorre através de uma bateria de enzimas
oxidativas e hidroliticas, as quais sdo produzidas por vdrias bactérias e fungos. Existem
inimeras enzimas com diferentes atividades cataliticas envolvidas na degradacdo da
lignocelulose.

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM) classificou as
enzimas de acordo com um codigo, EC, de quatro numeros. Este ntiimero EC € baseado na
reacdo catalisada e na especificidade do substrato. No caso das hidrolases, este nimero
corresponde a EC 3.2.1.X, onde o primeiro digito refere-se a classe de enzima (hidrolases), o
segundo digito refere-se a subclasse e sua capacidade de hidrolisar a ligacdo glicosidica, o
terceiro nimero corresponde ao doador do grupo funcional (4gua) e o quarto refere-se a
molécula aceitadora, que € o substrato especifico (PENGILLY, 2013).

As enzimas centrais que estdo envolvidas na degradacdo da lignocelulose sdo as
chamadas celulases altamente especificas ao substrato. Essas enzimas sdo produzidas por
plantas superiores, alguns invertebrados e principalmente por microrganismos. Existem vérios
tipos de microrganismos que podem produzir sistemas de celulases. Atualmente, as enzimas
utilizadas para a desconstrucdo de biomassa sdao derivadas de fungos como Trichoderma e

Aspergillus. O fungo Trichoderma reesei € atualmente o produtor predominante de enzimas
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celuloliticas industriais que segrega os sistemas enzimdticos capazes de degradar a celulose
(PENGILLY, 2013).

As trés classes de enzimas que constituem o complexo celulolitico envolvidas na
degradacdo da celulose sdo: 1) exo-1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.91), que hidrolisam a cadeia
celuldésica a partir de suas extremidades liberando celobioses, 2) endo-1,4-B-D-glucanases
(EC 3.2.1.4), que hidrolisam a cadeia celuldsica internamente de maneira aleatéria, e 3) 1,4-3-
D-glucosidases (EC 3.2.1.21), que promovem a hidrélise da celobiose em glicose e podem
também clivar unidades glicosidicas a partir de celuoligossacarideos (Figura 2.7).

O papel das endoglucanases é degradar as regides menos cristalinizadas da fibra de
celulose (ligacdes internas da cadeia de celulose), produzindo oligossacarideos e celobiose.
Essas enzimas hidrolisam de forma aleatéria as ligagdes [B-(1,4)-glicosidicas internas na
cadeia de celulose, concentrando-se principalmente nas regides amorfas dentro da celulose.

As celobiohidrolases (CBH) ou exoglucosidases atuam nas regides terminais do
polimero de celulose, promovendo sua despolimerizagdo gradativa pela remog¢do de unidades
de celobiose terminais. Estas enzimas ainda sdo divididas em dois grupos, CBH I e CBH II.
As CBH I hidrolisam as unidades de celobiose das extremidades redutoras, enquanto as
enzimas CBH II atuam hidrolisando as extremidades ndo redutoras da cadeia. J4 as [3-
glucosidases ou celobiases sdo necessdrias para hidrolisar as unidades de celobiose em
glicose, e com isso aliviam o efeito inibidor desses agucares sob as endo e exoglunases.
Atualmente, os complexos enzimaticos industriais j4 possuem uma quantidade Otima das
enzimas B-glucosidases, sem necessidade de suplementagdo extra para evitar que a celobiose

se acumule no meio de hidrdlise.
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Figura 2.7: Ac¢do sinérgica das enzimas do complexo celulolitico sobre a celulose.

Fonte: Adaptacdo: (GUSAKOV et al., 2011).
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Além dos trés grupos principais das enzimas celulases, existem também enzimas
auxiliares que atacam as hemiceluloses, como as glucomanases, xilanases, B-xilosidases,
galactomanases, entre outras. Todas essas enzimas trabalham juntas em sinergismo para
sacarificar a celulose, criando novas regides disponiveis, eliminando obstdculos e aliviando a
inibicdo do produto final (PENGILLY, 2013). Atualmente, um novo grupo de enzimas foi
identificado nos coquetéis enzimaticos mais atuais, denominadas como mono-oxigenases
polissacaridicas dependentes do cobre (GH61). Essas enzimas promovem a hidrélise da
celulose em conjunto com as demais celulases. Elas contém superficies planas de ligacao ao
substrato e clivam as cadeias de polissacarideos em sua forma cristalina através de um
mecanismo de oxidacdo, que € dependente na presenca de um doador de elétrons, como os
ions metélicos divalentes. A Cellic CTec2, por exemplo, produzido pela Novozymes, contém
as enzimas GH61, e quando comparado com coquetéis mais antigos, este apresenta melhor
desempenho hidrolitico (BANERIJEE et al., 2010).

Heidorne et al. (2006) observaram e reconheceram pelo menos trés formas de sinergia
entre as celulases: sinergia endoglucanase-exoglucanase: a endoglucanase disponibiliza
terminais redutores e ndo redutores para a atuacdo das CBH I e CBH II, respectivamente;

sinergia exoglucanase-exoglucanase: as CBH I e CBH II atuam conjuntamente nos terminais
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liberados pela hidrélise das endoglucanases; sinergias exoglucanase-f-glucosidase e
endoglucanase-B-glucosidase: as celobiohidrolases e endoglucanases liberam celobiose e
oligossacarideos, respectivamente, que sio substratos para a B-glucosidase.

O rendimento da hidrélise enzimatica € determinado por muitos fatores, os quais podem
ser classificados como fatores relacionados a enzima e relacionados aos substratos. Na secdo

seguinte esses fatores sdo detalhados separadamente.
2.3.3.3 Fatores que influenciam a sacarificac@o enzimdtica

A hidrélise de celulose ocorre em um sistema heterogéneo de duas fases, onde as
enzimas estdo dissolvidas na fase liquida e a celulose existe como uma fase sdlida. Além
disso, a propria celulose € um polimero heterogéneo, constituido por formas cristalinas e
amorfas, que requer uma multiplicidade de enzimas pertencentes a pelo menos trés classes
diferentes (numeradas no item 2.3.3.2.1) para uma hidrdlise eficiente. Assim, os fatores que

afetam a degradac¢do enzimética da celulose podem ser divididos em dois grupos:
1. Fatores relacionados a enzima, e,
2. Fatores relacionados ao substrato.

Embora esta divisdo entre os fatores seja feita, € importante ressaltar que muitos dos
fatores sdo inter-relacionados durante um processo de hidrdlise, o que torna dificil a
quantificacdo isolada de cada um. Portanto, a digestibilidade da biomassa é altamente
dependente da combinacdo da composicdo do substrato, do tipo de pré-tratamento e da
dosagem e eficiéncia das enzimas utilizadas para hidrdlise. A seguir tem-se um breve

detalhamento dos fatores separadamente.
2.3.3.3.1Fatores relacionados a enzima

Virios fatores associados a natureza do sistema enzimatico de celulase foram sugeridos

como sendo influentes durante o processo de hidrélise. Estes incluem:
1. Concentracdo de enzimas,
2. Adsorcao,
3. Sinergismo,
4. Inibicao pelo produto final,

5. Desativacdo mecanica (tensao de cisalhamento do fluido ou interface gés-

liquido),
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6. Inativacdo térmica e
7. Adsorgdo Irreversivel (ndo produtiva) a lignina.

Em geral, a conversdo do substrato aumenta com o aumento de concentracdo/dosagem
da enzima, mas, como jia mostrado em alguns trabalhos, o aumento da conversio ndo ¢é
proporcional ao aumento da dosagem enziméatica (ANDERSEN, 2007; MARTINS, 2015).
Como mencionado anteriormente, a hidrélise de celulose difere da maioria das outras reacdes
enzimdticas pelo fato de que o substrato € insolivel; consequentemente, para garantir a
reacdo, o contato fisico, isto €, a adsor¢do das enzimas ao substrato, é pré-requisito para
hidrélise de celulose.

Além da adsor¢do produtiva a celulose, as celulases também adsorvem na lignina, o que
torna a adsorcdo ndo produtiva (OOSHIMA et al., 1990). Esta adsor¢cdo € altamente
indesejada, pois € irreversivel e explica a perda continua da enzima ativa durante o processo
de hidrdlise. Outros fatores, como desativacdo mecanica (alteracio permanente devido a
tensdo de cisalhamento do fluido ou interface gas-liquido) e desativacdo térmica (alteracdao
tempordria/reversivel) das enzimas durante o processo industrial de hidrélise da lignocelulose
(T~50 °C, pH~4,8, t~7 dias), adicionalmente contribuem para a perda da atividade
enzimadtica.

Por ultimo, mas ndo menos importante, a inibi¢io do produto final é muitas vezes
considerada como o principal fator relacionado a enzima que influencia o processo de
hidrdlise. A glicose inibe as B-glucosidases, bem como as endoglucanases e celobiohidrolases.
Embora a celobiose seja um inibidor mais potente das celulases do que a glicose
(HOLTZAPPLE et al., 1990), devido a altas concentracdes de glicose no meio reacional,
Hodge et al. (2008) identificaram a glicose como o componente inico com 0 maior impacto
na hidrélise enzimatica da palha de milho pré-tratada pelo método de dcido diluido.

O efeito da inibicdo por produto tem sido amplamente estudado (GUSAKOV &
SINITSYN, 1992; HOLTZAPPLE et al.,, 1990), mas ainda é uma drea de debate, pois o
mecanismo de inibi¢do real, bem como a sua magnitude, depende fortemente da fonte de
enzimas, da relacdo enzima-substrato (GUSAKOV & SINITSYN, 1992) e da natureza do
substrato (GRUNO et al.,, 2004). HOLTZAPPLE et al. (1990) resumiram os dados da
literatura sobre a inibi¢do da celulase, cuja maioria caracterizou a inibicdo como do tipo
competitivo, embora existam evidéncias muito convincentes de enzimas que apresentam
inibi¢do ndo competitiva. A confusdo e os desentendimentos relacionados a determinacido do

tipo de inibicao resultam da dificuldade em realizar experiéncias conclusivas.
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Embora diferentes pesquisadores que estudem os efeitos de um ou vdrios inibidores
sobre a hidrélise enzimética da lignocelulose tenham chegado a conclusdes diferentes, pode-
se dizer que a conclusdo geral € que a reducdo do rendimento na hidrdlise enzimdtica de toda
a biomassa lignoceluldsica pré-tratada pode ndo ser completamente explicada pelos inibidores
identificados e listados acima. Isso sugere que existem outras substancias ndo identificadas
em pré-hidrolisados lignoceluldsicos que tém efeitos inibitérios. A lignina, por exemplo, ¢ um
grupo heterogéneo de compostos poliaromdticos onde muitos ndo foram identificados
(HOYER et al., 2013).

Algumas estratégias podem ser aplicadas para contornar € ou minimizar os problemas
de inibic¢do, tais como, aumento da dosagem enzimética, remog¢ao agicares durante a hidrdlise

ou realizar a sacarificacdo e fermentacao simultaneas (SSF) (KADIC, 2017).
2.3.3.3.2 Fatores relacionados ao substrato

A taxa de hidrdlise enzimadtica da biomassa lignocelulésica é também afetada pelas

caracteristicas estruturais da celulose, tais como (ANDERSEN, 2007):
1. Cristalinidade da celulose,
2. Grau de polimerizacdo (GP), isto €, peso molecular da celulose,
3. Area de superficie disponivel/acessivel,

4. Organizagdo estrutural, ou seja, macroestrutura (fibra) e microestrutura (microfibrilas

elementares) e tamanho de particula,
5. Presenca de materiais associados, como hemiceluloses e lignina e,
6. Concentracdo elevada de substrato.

As taxas e os rendimentos da hidrélise enzimadtica sdo altamente dependentes dos
fatores relacionados aos substratos. Alguns substratos lignoceluldsicos apresentam maior
recalcitrancia durante a hidrélise enzimdtica do que outros (MANSFIELD et al., 1999). Isso
pode estar relacionado a origem do substrato, tipo e condi¢Oes de pré-tratamento e/ou o tipo
de enzimas empregadas (MANSFIELD et al., 1999).

O efeito da cristalinidade do substrato demonstrou desempenhar um papel importante ao
limitar a hidrélise enzimatica (FAN et al., 1980, 1981), enquanto outros estudos mostraram
que, quando todos os outros fatores de substrato sdo semelhantes, o grau de cristalinidade do

substrato ndo tem efeito sobre a hidrélise (LYND et al., 2002; ZHANG & LYND, 2004). O
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efeito do grau de polimerizagdo estd essencialmente relacionado a outras caracteristicas do
substrato, como a cristalinidade.

A éarea superficial disponivel estd intimamente relacionada a forma e tamanho da
particula, e, portanto, uma maior relacdo entre drea e peso deve significar mais locais
disponiveis para adsor¢do. A remocdao de lignina e hemiceluloses pelos métodos de pré-
tratamento provoca mudancgas extensivas na estrutura e, portanto, na acessibilidade da
celulose. A remoc¢do destes componentes deixa a celulose mais acessivel e aberta para o
contato com as celulases (ANDERSEN, 2007).

O principal papel inibitério da lignina foi atribuido a adsorcdo inespecifica das enzimas
na lignina, impedindo, assim, sua reacao com os substratos. O seu contetido, bem como o tipo
de lignina, tem efeitos significativos sobre a hidrélise de substratos lignoceluldsicos. O grau
de diminuicdo da adsorc@o das enzimas na lignina depende do pré-tratamento aplicado, bem
como da quantidade removida da lignina. Logo, a remoc¢do de lignina pode facilitar a
hidrdlise, além de aumentar a drea de superficie disponivel da celulose, o que leva a uma
grande melhoria na acessibilidade do substrato as diferentes enzimas e a subsequente
eficiéncia da hidrélise (PENGILLY, 2013).

Um dos aspectos mais importantes € a concentragdao de substrato. Realizar hidrélise em
cargas soélidas elevadas (15-20% m/v) leva a uma maior concentragdo de etanol e reduz os
custos de energia e de recuperacdo do produto devido aos requisitos de destilacdo. No entanto,
ao realizar a hidrolise com um teor maior de sdlidos insoluaveis (150-200 g.L'l), podem
ocorrer diversos problemas relacionados ao processo, tais como os associados a eficacia das
celulases (inibicdo pelo acicar, adsor¢do improdutiva) e a mistura enzimdtica. Uma
desvantagem adicional do alto teor de sélidos € a capacidade reduzida das enzimas em
alcancar o local das reacdes, isso leva a inibi¢ao do agucar devido a dificuldade crescente para
que os agucares se difundam longe do sitio catalitico. A viscosidade, portanto, tem um grande

impacto na mistura enzima-substrato e deve ser diminuida (PENGILLY, 2013).

2.3.4 Hidrdlise enzimatica com alta carga de sélidos

A hidrodlise enzimatica da lignocelulose tem sido estudada como um método onde a
biomassa € transformada em agucares fermentesciveis para conversdo em biocombustiveis e
bioquimicos, com um foco mais recente na operagao com alto teor de sélidos. Sugeriu-se que
a hidrélise enzimatica conduzida com elevadas concentracdes de sdlidos € necessdria para
tornar o processo de conversdo do material lignoceluldsico economicamente vidvel. Um

processo € considerado "alto teor de solidos" se a propor¢do de sélidos/liquidos for tal que
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muito pouca ou nenhuma agua livre esteja presente na pasta ou que a carga de sélidos seja de
aproximadamente de 15% (m/m). A hidrdlise enzimdtica com alta concentracdo de sélidos
oferece vdrias vantagens em relagdo a uma hidrélise com conteiido de sdlidos baixo ou
moderado, sendo a principal a maior concentragdo de agucar obtida no final da reagdo
(MODENBACH; NOKES, 2013).

Em teoria, as maiores concentracdes de agicar se traduzem em maiores concentragdes
de etanol, o que poderia reduzir o uso de energia e os custos associados ao processo de
destilacdo. A destilacdo € mais econdmica quando a concentracio de etanol é de pelo menos
4% (m/m). Para obter este rendimento de etanol, a carga de biomassa deve ser de
aproximadamente 20% (m/m) para hidrélise enzimatica. Estas estimativas apenas representam
a conversdo de celulose; no entanto, a medida que novas tecnologias ou a melhoria delas
aperfeicoem a conversdo de hemiceluloses (hidrdlise e fermentacdo) que funcionam em
combinacdo com a conversdo de celulose, esta estimativa inicial para carga de sélidos pode
diminuir. Outra vantagem potencial é a reducdo de capital e os custos de producdo.
Equipamentos menores € / ou menos reatores podem ser utilizados para produzir uma saida

equivalente (BARNERIJEE et al., 2010; LARSEN et al., 2008).
2.3.4.1 Fatores que limitam a hidrélise enzimdtica com altas concentragades de solidos

A égua € essencial para uma hidrodlise eficaz por duas razdes: transferéncia de massa e
lubrificacdo das particulas de biomassa, e um dos principais desafios para a hidrdlise
enzimatica com alta carga de solidos € a falta de dgua disponivel no reator. A dgua fornece
um meio que solubiliza e auxilia na transferéncia de massa dos produtos. Além disso, também
reduz a viscosidade da suspensdo por agir como lubrificante das particulas, e diminui por
consequéncia a taxa de cisalhamento, o que permite menor consumo de energia para a
mistura. E importante ressaltar que as propriedades fisicas e quimicas da biomassa especifica
afetam o modo de como a biomassa absorve a dgua. A medida que as cargas de sélidos se
aproximam de 20% (m/m), a fracdo liquida é absorvida completamente pela biomassa, o que
deixa pouca dgua livre. Com menores quantidades de dgua livre, a viscosidade aparente do
meio reacional aumenta e, consequentemente, a mistura € o manuseio de material tornam-se
mais dificeis (HODGE et al., 2009; KRISTENSEN, 2009).

A quantidade de dgua no sistema afeta a transferéncia de massa, o que limita a difusao
de produtos para longe da enzima. As enzimas, além de liberarem seus produtos da hidrdlise,
os agucares, que sao seus proprios inibidores devido ao mecanismo de “feedback’ enzimatico,

também liberam outros compostos da biomassa que sdo inibitérios para os organismos da
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etapa posterior de fermentacdo. Logo, a ndo remocdo destes produtos por métodos de
tratamento prévio podem ocasionar efeitos prejudiciais nos rendimentos de glicose. Enquanto
a inibi¢do também € vista em sistemas de hidrdlise com baixa concentra¢do de sélidos, o
aumento da concentracdo dos inibidores ao se trabalhar com alto de teor de sélidos, além da
reducdo da taxa de transferéncia de massa, torna a inibi¢io mais evidente quando a
concentracao de sélidos € maior (HODGE et al., 2009; HOLTZAPPLE et al., 1990).

Os fatores relacionados a hidrélise realizada com alta concentracdo de sélidos estdo
inter-relacionados, logo, uma determinada condi¢do acaba exacerbando os efeitos negativos
de outra propriedade. Por exemplo, as propriedades fisico-quimicas dos substratos afetam o
valor de retencdo de dgua (VRA) da biomassa. Um VRA elevado (devido ao alto teor de
sOlidos e as propriedades especificas do substrato) reduz a difusdo dos inibidores para longe
dos sitios onde ocorrem as reagdes enzimdticas. Além disso, tem-se o aumento da viscosidade
aparente da mistura, o que dificulta a agitacdo, responsdvel por também auxiliar na difusdao
dos produtos (MODENBACH; NOKES, 2013). Zhang et al. (2010) descobriram que a energia
necessdria para agitar a mistura aumentou quando o teor de s6lidos da palha de milho pré-
tratada aumentou de 15% a 30% m/m (79,5 MJ/t de biomassa para 1009,2 MJ/t de biomassa,
respectivamente). Na maior concentragdo de sélidos conseguiu atingir o objetivo de se
produzir maior teor de etanol na reacdo, entretanto, mais da metade da energia produzida
através do etanol foi consumida para agitar a mistura em compara¢do com os 9% da energia
necessarios para misturar um sistema onde se produz menor concentracdo de etanol. Os
autores dizem que um balanco deve ser realizado para alcangar um custo de energia 6timo ao
se trabalhar com concentragdes elevadas de sélidos.

Sabe-se que o aumento na concentracio de sélidos aumenta a concentracao de produto
formado na reacdo, mas também se reconhece que juntamente a esse aumento de solidos
ocorre uma diminui¢do no rendimento de glicose (esse declinio na conversdo de celulose esta
relacionado ao tipo de substrato, pré-tratamento e carga enzimdtica, entre outras coisas)
(ZHANG et al.,, 2010; KRISTENSEN, 2009). Na verdade, esse problema ja é bem
reconhecido e foi observado com frequéncia por Kristensen et al. (2009) que deram o nome
‘efeito de solidos’ aos fendmenos que descrevem a reducdo na conversdao quando se aumenta
as cargas de sélidos. A comunidade cientifica ainda ndo chegou a um acordo sobre a causa do
‘efeito de s6lidos’; no entanto, as teorias incluem entre outros os efeitos do substrato, inibicao
por produto, contetido de dgua e as caracteristicas de adsor¢@o das enzimas.

Outros desafios especificos na hidrélise enzimatica com alto teor de s6lidos incluem

os longos tempos necessdrios para a hidrélise. A hidrdlise enzimética é considerada como o
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gargalo de todo o processo de conversdo em termos de tempo e dinheiro, uma vez que o
tempo de reacdo necessdrio para que as enzimas convertam a lignocelulose em agucares
fermentesciveis estd na ordem dos dias (~ 3 dias). Os tempos de hidrdlise prolongados sé
podem ser reduzidos pelo aumento da carga enzimdtica. Contudo, alguns estudos sugeriram
que adicionar concentragdes altas de enzimas podem sobrecarregar os sitios acessiveis de
celulose, o que ocasiona uma depressdo no potencial hidrolitico (BOMMARIUS et al., 2008;
XU, 2007). Além disso, assim como na hidrélise a baixos teores de sélidos, o custo da enzima
também € um fator limitante. A enzima é geralmente adicionada em relagdo a quantidade de
substrato. Portanto, a medida que a concentracdo de sélidos aumenta a quantidade de enzima
também adicionada é maior. Embora o custo das enzimas tenha diminuido drasticamente ao
longo dos anos devido as intensas pesquisas que buscam desenvolver esquemas de produgdo
mais baratos, o custo ainda estd em um nivel onde a etapa da hidrdlise se torna um dos
processos mais caros (MODENBACH; NOKES, 2013).

Cara et al. (2007) estudaram a hidrélise da poda de oliveira pré-tratada (folhas e ramos
finos) variando a concentracdo de solidos de2 a 30% (m/v). As concentragdes finais de glicose
aumentaram com o aumento da carga de sélidos, atingindo 61 g/L e 52 g/L. de glicose a 30%
de sé6lidos para a biomassa pré-tratada pelo método hidrotérmico (BH) e pelo método de
explosdo a vapor (BEV), respectivamente. No entanto, as conversdes para a biomassa BH
diminuiram quase linearmente de 76,2% com 2% de sélidos para 49,9% com 30% de sélidos
ap6s 72 horas de reacdo. As conversdes da biomassa pré-tratada BEV mantiveram-se entre
60% e 63% até 10% de solidos antes de diminuir para 39,6% em 30% de so6lidos. Em um
estudo diferente, os pesquisadores observaram que a concentracdo de glicose diminuiu a
medida que a concentracdo de sélidos aumentou acima de 10% para a palha de centeio pré-
tratada com NaOH (INGRAM et al., 2011). A conversdo global de celulose diminuiu de ~
65% para 40% a medida que as concentragdes de sélidos aumentaram de ~10% para 17,5%.

Modenbach et al. (2013) relata que ao pensarmos no termo "biomassa lignoceluldsica"
temos que lembrar que este se refere a muitos tipos diferentes de biomassa, como os
subprodutos florestais e os agricolas (biomassa lenhosa, palha, estacas), os subprodutos de
fermentagdo e as culturas energéticas (gramineas). Cada tipo de material lignoceluldsico €
diferente em relacdo a composicdo, o que resulta em problemas diferentes a serem
enfrentados na etapa de hidrdlise enzimdtica durante o processo de conversdao. Os autores
enumeram vdarios trabalhos diferentes com a finalidade de tentar melhorar os aspectos listados

acima referentes a hidrdlise enzimética com altas concentragdes de sélidos. Nesta revisdo, a
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seguir, alguns trabalhos sdo apresentados com base em fatores que precisam ser considerados
separadamente e em conjunto durante a conversiao da biomassa com alto teor de s6lidos.

Primeiramente é importante destacar os esquemas de alimentacdo por batelada
alimentada como um método alternativo para se obter alto teor de sélidos na hidrélise
enzimatica devido a algumas das vantagens que oferece em relacdo ao regime de batelada
unica (CHANDRA et al., 2011; GAO et al., 2014a; HODGE et al., 2009; ROSGAARD et al.,
2007; YANG et al., 2011). Por exemplo, a viscosidade inicial € menor, de modo que as
limitagdes de difusdo e misturas sdo minimizadas ou até totalmente evitadas. Um regime de
alimentacdo pelo método de batelada alimentada permite que a biomassa seja liquefeita antes
da adicdo de sélidos adicionais, o que mantém um nivel de dgua livre disponivel para o
processo de reacdo e para a difusdo (para longe das enzimas) dos produtos potencialmente
inibitorios resultantes da reacdo de hidrdlise. No entanto, na estratégia de batelada alimentada,
€ preciso considerar como e quando adicionar o substrato, bem como as enzimas, a reagao,
para que as taxas e a conversdo sejam mantidas altas. A Tabela 2.4 ilustra uma variedade de
estudos de hidrdlise enzimdtica em batelada alimentada. Onde o termo adicdo enzimdtica
refere-se a forma de alimentacdo da enzima, conteido enzimético adicionado totalmente no
inicio da reacdo de hidrélise (Integral) e conteido enzimdtico adicionado proporcionalmente
com o substrato alimentado (Proporcional).

Hodge et al. (2009), por exemplo, realizou um estudo de hidrélise enzimética em
batelada alimentada com palha de milho pré-tratada. A concentracdo de sé6lidos insoluveis
totais final foi de 15% (m/m). Uma conversao elevada de celulose (> 80% de conversdao de
celulose) foi relatada; no entanto, o tempo de reacdo foi mais que o dobro do tempo tipico de
uma reacdo de hidrélise (168h vs. 72 h). O problema do tempo prolongado pode ser superado
através do uso de maiores cargas de enzimas ou enzimas que podem tolerar maiores
concentragdes de agticar. O carregamento enzimadtico utilizado neste estudo foi de 10,7 FPU/g
de celulose, uma concentracdo relativamente baixa, e foi adicionada proporcionalmente com
cada adicao de substrato. Outro estudo, conduzido por Yang et al. (2011), mostrou uma
conversdo de celulose semelhante (70,6%), com maior carga de s6lidos (30% m/v). A carga
de enzimas foi adicionada juntamente com cada alimentagdo de biomassa fresca e a
concentracao adicionada foi quase duas vezes (20 FPU / g de celulose) maior em comparacao
com o estudo anterior e com tempo reacional muito menor (30 h). Ambos os estudos atribuem
a alta conversdo, pelo menos em parte, ao fato de que os substratos foram lavados antes da
hidrdlise, possivelmente eliminando quaisquer potenciais produtos inibitdérios resultantes da

etapa anterior de pré-tratamento. Para o udltimo estudo, a enzima fresca também pode ter
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aumentado o rendimento de glicose, substituindo a enzima que pode ser ligada de forma nao

produtiva a lignina ou desativada por tempos de hidrélise prolongado.
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Tabela 2.4: Esquemas de hidrdlise enzimédtica em batelada alimentada. Adaptacio (MODENBACH; NOKES, 2013).

Concentracio total

de solidos
Intervalo entre as Tempo total da
Substrato Pré-tratamento Adicao de substrato (baseada nos Adicao enzimatica Conversio (%) Referencias
alimentacoes hidrolise
solidos insoliveis
totais)
(ZHANG et al.,
Bagaco de cana NaOH 9% + 8% + 7% + 6% 30% 0,8,24,48h 144 h Integral 51% 2012)
Bagaco de cana NaOH 10% + 8% + 7% 25% 0,12,24h 120 h Proporcional 60,7% (GAO et al., 2014a)
12% + 7% + 7%
Bagaco de cana NaOH 700 33% 0,6,12,24h 120 h Integral 59,9% (GAO et al., 2014b)
+ /%
Bagaco de cana Hidrotérmico 10% + 5% + 5% 20% 0, 24, 48h 120 h Proporcional 68,3% (WANG et al., 2016)
2.5% +2.5% + 2.5% 10% 0,3,6,9h 72h Integral 60% (CHANDRA et al.,
Palha de milho Vapor
+2.5% 10% 0,24,48,72h 192 h Integral 62% 2011)
Variavel-manteve
. . . (HODGE et al.,
Palha de milho Acido diluido 15% de sélidos 25% ~acada24h 288 h Proporcional ~ 80% 2009)
insoliveis
(ZHANG et al.,
Palha de trigo NaOH 9% + 8% + 1% + 6% 30% 0,8,24,48 h 144 h Integral 35% 2012)
5% + 5% + 5% 15% 0,6,24h Proporcional 64%
) (ROSGAARD et al.,
Palha de cevada Vapor 10% + 5% 15% 0,24 h 72h Proporcional 69% 2007)
5% + 5% + 5% 15% 0,6,24h Integral 65%
Bagaco de sorgo 7.5% +3.75% +
Hidrotérmico 15% 0,24,48 h 120 h Proporcional 59% (WANG et al., 2012)
doce 3.75%
Bagaco de ,
Acido diluido 10% + 7.5% + 7.5% 25% 0,6,12h 72 h Integral 74% (MA etal., 2011)

mandioca
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Zhang et al. (2012) estudaram outro método de batelada alimentada para a conversdo do
bagaco de cana-de-acicar e da palha de trigo pré-tratados com NaOH. As biomassas foram
alimentadas no reator com 9%, 8%, 7% e 6% de sélidos ao longo de 48 h para obter uma
carga de soélidos final de 30% (m/v). Todas as enzimas foram adicionadas com a primeira
adicdo de biomassa. A conversdao de glicose para palha de trigo atingiu um méaximo de
aproximadamente 60% apds a primeira alimentacdo, mas diminuiu com as sucessivas
alimentagdes. A maior conversdo provavelmente ocorreu devido ao baixo carregamento de
sOlidos e alta carga de enzimas no inicio da reacdo, e com o passar das alimentacOes, a
proporcdo enzima/substrato diminuiu. Apds 72 h de hidrélise, a conversdo comegou a nivelar,
resultando em uma conversdo final de glicose de 39%. Um perfil ligeiramente diferente foi
notado para a conversiao do bagaco. A conversdo continuou a aumentar ao longo da reagdo de
hidrélise, com excecdo da ultima alimentacdo (6% de so6lidos em 48 h). A alimentagao final
resultou em uma diminui¢do acentuada na conversdo, mas que se recuperou apés 24 h de
reacdo, levando a um aumento na conversdao. A conversao final de glicose para o bagaco de
cana foi de 55%. As diferencas na forma de como o pré-tratamento afetou as biomassas
lignoceluldsicas podem ter levado a diferentes rendimentos de glicose entre os dois substratos.
Foi relatado pelos autores que o pré-tratamento fez com que a superficie dos dois substratos
tornasse-se dspera e fragmentada a medida que a lignina foi removida, permitindo um melhor
acesso a celulose; no entanto, o bagaco parecia ter uma superficie mais dspera e fragmentada
do que a palha de trigo (MODENBACH; NOKES, 2013).

Wang et al. (2012), ao trabalhar com bagaco de sorgo doce pré-tratado pelo método
hidrotérmico, considerou o uso de hidrélise enzimética por batelada alimentada. O sistema
contendo 30% (m/v) de sélidos ao final da dltima alimentagdo obteve a concentracdo final de
acucar de quase 115 g/L. Mesmo com o sistema de batelada alimentada, a conversdao diminuiu
com o aumento da carga de s6lidos; no entanto, a conversdo da reacdao de 30% de solidos foi
apenas 5% menor do que nos sistemas com 15% e 20% de sélidos (55% vs. 60%,
respectivamente).

A batelada alimentada também foi testada por Ma et al. (2011) para obter uma carga de
sOlidos de 25% (m/v). As enzimas foram adicionadas de uma unica vez no inicio da reagao
com o bagaco de mandioca pré-tratado com 4cido diluido. Nessa carga de s6lidos a reag¢do por
batelada atingiu uma conversao de 50%, enquanto que na reacdo por batelada alimentada a
conversao atingiu uma porcentagem de aproximadamente 75%. Esses resultados sdo
semelhantes aos relatados em outros estudos conduzidos na configuracdo de batelada

alimentada (HODGE et al., 2009; YANG et al., 2011), indicando que, nas condicdes certas, os
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sistemas com alimenta¢des podem ser uma solugdo para obter maiores taxas de conversao
para a hidrolise realizada com alto teor de sélidos.

Rosgaard et al. (2007) investigaram vdrios regimes para a hidrélise enzimdtica por
batelada e batelada alimentada, incluindo variagdes no tempo de adi¢ao do substrato, bem
como do substrato juntamente com a enzima fresca. A adi¢do de enzima com cada adicdo de
substrato manteve uma propor¢do constante de enzima/substrato ao longo de toda a reacao,
em oposicdo aos outros esquemas de alimentacdo por batelada alimentada, onde toda a
enzima foi adicionada de uma unica vez. Nestes casos, a propor¢do efetiva da enzima
diminuiu subsequentemente com cada adicdo do substrato. Ndo surpreendentemente, os
esquemas de alimentacdo por batelada que receberam a aplicacdo enzimdtica completa no
inicio da reagcdo produziram maiores rendimentos de glicose durante as primeiras horas, em
comparacdo com as reacdes que receberam enzima fresca juntamente a cada adi¢do de
substrato. No entanto, a extensdo da reacdo de hidrdlise ndo foi afetada pelo método de adicao
das enzimas, uma vez que as concentragdes finais de glicose ndo foram diferentes entre as
estratégias de batelada alimentada (62 e 67 g/L). Além disso, a viscosidade mais baixa €
muitas vezes considerada como uma vantagem para os sistemas de batelada alimentada em
relacdo aos sistemas de batelada, porque a mistura torna-se mais facil a medida que a
viscosidade diminui. As viscosidades dos sistemas com batelada alimentada neste estudo
foram menores do que nos sistemas de hidrélise por batelada unica, mas ndo foram
observados beneficios em relacdo a produgdo de glicose, pois o sistema de batelada com 15%
de sdlidos resultou em maior producdo de glicose (78 g/L) ap6s 72 h de hidrédlise. As
concentracdes finais de glicose dos sistemas em batelada alimentada foram impactadas por
cada adicdo de substrato. As taxas de hidrélise diminuiram e ndo se recuperaram
completamente, o que resultou em menores rendimentos finais.

Adicionalmente, Chandra et al. (2011) também reportaram sobre a hidrolise por
batelada alimentada com uma concentragdao de sélidos moderada, o que nao funcionou tanto
como em uma batelada de um tnico estdgio. As concentracdes de solidos totais alcangadas
para ambas as estratégias foram de 10%. Duas concentra¢des de celulase foram avaliadas nos
experimentos (5 ¢ 60 FPU / g de celulose) e, em ambas as cargas, a reacdo por batelada
produziu rendimentos mais altos, aproximadamente 66% e 90%, respectivamente, para a
palha de milho pré-tratado a vapor. No entanto, quando os sélidos foram alimentados a
intervalos de 24 h, os respectivos rendimentos foram mais baixos (aproximadamente 55% e
80%) e as taxas de hidrélise mais lentas. Os autores sugerem que estas reducdes sao resultado

da ligacdo ndo produtiva da enzima as fragdes de lignina e hemiceluloses presentes no
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substrato ou ainda a incapacidade da enzima de se desligar (dessor¢do) do substrato
parcialmente hidrolisado e encontrar novos locais de celulose acessiveis no substrato fresco.
A taxa de hidrélise mais baixa observada para a maior concentracdo de enzimas pareceu
indicar que as enzimas estavam saturando os locais acessiveis da celulose, atingindo assim
uma taxa de hidrélise maxima que foi menor do que a da reagdo em batelada quando todos os
locais de celulose estavam disponiveis a0 mesmo tempo.

Outro estudo de hidrélise enzimética em batelada alimentada foi realizado por Wang et
al. (2016), que utilizaram como substrato o bagaco de cana-de-agucar pré-tratado pelo método
hidrotérmico. Esses autores obtiveram ao final das alimentagdes, 20% de sélidos insoliveis
totais, e apds 120 horas a concentracdo de glicose foi de aproximadamente 91,6 g/LL com
conversdo de 68,3%. Nesse esquema de batelada alimentada, as enzimas foram adicionadas
integralmente no inicio, juntamente com uma concentracdo otimizada de Tween80, um
surfactante nao i6nico, que melhorou o desempenho das reagdes de hidrdlise da biomassa pré-
tratada em estudos anteriores dos mesmos autores. Em outra situacdo, Gao et al. (2014a) e
Gao et al. (2014b), também trabalhando com bagaco de cana, entretanto, pré-tratado com
NaOH, obtiveram resultados semelhantes de conversao (60,7 e 59,9%, respectivamente),
mesmo quando as alimentacdes de substrato e enzima foram divergentes entre si.

Os resultados dos esquemas de alimentacdo por batelada alimentada ainda ndo sao
conclusivos, conforme indicado pelos estudos anteriores, onde a conversdao de celulose nao
necessariamente melhorou ou aumentou em relacdo a estudos de uma tunica batelada, o que
torna a decisdo de usar uma abordagem por alimentacdo ndo tdo clara.

Outras estratégias também tém sido sugeridas para lidar com a operacdo em altas
concentracoes de solidos, como a proposta por Xue et al. (2012), que promove a adsorcao das
enzimas em baixas concentracoes de sdlidos seguida de filtragdo para obter a carga de sé6lidos
desejada. Segundo os autores, como a adsor¢do ocorre rapidamente, € possivel obter uma
distribuicdo uniforme das enzimas no substrato pré-tratado. Eles afirmam ter conseguido
manter a mesma conversdo obtida a 5% de sélidos trabalhando com 20% de sélidos. Em outro
artigo, Xue et al. (2012b) propuseram um esquema de reciclo do hidrolisado como forma nao
s6 de aumentar a concentracdo de aclicares, mas também reciclar a parte das enzimas que
dessorve ap6s a hidrélise. No esquema proposto, a hidrélise ocorre por 48h seguida de uma
separacdo solido/liquido, com a corrente liquida sendo usada para diluir uma nova carga de
biomassa. Geng et al. (2015) compararam as duas estratégias (XUE et al., 2012a, 2012b) com

uma estratégia em batelada alimentada e chegaram a conclusdo que a estratégia de reciclo do
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hidrolisado com algumas modificagdes em relacdo a de Xue et al. (2012b) era a mais
eficiente.

A inibi¢do por produto (glicose) é reconhecidamente um dos fatores determinantes para
a diminuicdo da conversdo com o aumento da concentragdo de sélidos. Yang et al. (2012)
mostraram que é possivel aumentar a conversdo na hidrélise com 30% de sélidos se esta for
realizada em 3 etapas, por Sh, Sh e 12h. Entre uma etapa e outra é realizada uma separagdo
s6lido/liquido e o sélido € ressuspendido em nova solu¢do tampao, de forma que a glicose é
separada, eliminando a inibi¢do por produto. Embora este esquema comprove que a retirada
da glicose aumenta a conversao, ndo resolve o problema, ji que o objetivo da operacdo com
altas concentragdes de soélidos € aumentar a concentracdo de glicose. Neste caso a
concentracdo de glicose vai diminuindo em cada etapa e em nenhuma delas atinge os valores
esperados para 30% de sdlidos.

Sendo assim, ainda pensando nos desafios para realizar a hidrélise enzimatica com altas
concentracdoes de solidos, Kristensen et al. (2009) estudaram quatro mecanismos que
possivelmente contribuiram para o “efeito de so6lidos” que podem também influenciar a
batelada alimentada e outras estratégias como as citadas acima, uma vez que nesses esquemas,
concentracoes elevadas de glicose s@o alcancadas sem necessariamente obter-se conversao de
celulose satisfatéria: (1) efeitos de composicdo e substrato, (2) inibi¢do por produto, (3)
concentracdo de dgua e (4) adsorcdo das celulases. Estes mecanismos foram estudados com o
papel de filtro, que € essencialmente um substrato de celulose pura. Os pesquisadores
observaram a mesma tendéncia decrescente na conversdo a medida que os solidos
aumentaram, muito parecido com o observado para as biomassas lignoceluldsicas. Portanto,
concluiu-se que a lignina, que estd ausente no papel de filtro, ndo € o motivo principal do
efeito de sélidos. O estudo do segundo mecanismo, a inibi¢do por produto, resultou em
conversdes e concentragdes de glicose significativamente diferentes apds 48 h de hidrélise
para 5% e 20% de solidos (64,5% vs. 38,6% ou 30 g/L vs. 86 g/L, respectivamente). No
entanto, as conversdes finais para essas cargas de s6lidos com adi¢dao de 50 g/L de glicose
resultaram em conversdes bastante semelhantes (29,7% e 26,3% ou 64 g/L vs. 109 g/L para
5% e 20% de solidos, respectivamente). Este experimento ndo elucidou o motivo exato das
conversdes similares observadas, mas duas hipdteses foram tiradas. Sugeriu-se que outros
componentes na hidrélise mascaram a inibi¢ao por produto ou que as enzimas sejam inibidas
de forma semelhante quando uma determinada concentragdo de glicose € alcancada.

Kristensen et al. (2009) levantaram a hipétese de que as concentracdes crescentes de

glicose e celobiose inibem a adsor¢do de enzimas, e sugeriram também, a adsor¢do da
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celulase como uma possivel fonte para o efeito de sélidos. A adsor¢do de celulase no papel de
filtro foi determinada medindo o teor total de nitrogénio da biomassa apds 24 h de hidrdlise.
A quantidade de celulase adsorvida foi reduzida para metade (40% e 17%) a medida que o
teor de solidos aumentou de 5% para 25%. Ao mesmo tempo, a conversao reduziu de
aproximadamente 60% para menos que 50%. Os autores observaram uma forte correlacao
entre a diminui¢do da adsor¢do e a conversdo, indicando que a celulase nao é adsorvida
somente na celulose, o que causou uma diminui¢do no rendimento. Contudo, os autores
trabalharam com uma agitacdo baixa (60 rpm) durante a hidrélise enzimadtica, o que levou a
uma menor adsorcdo das enzimas e, consequentemente, uma queda na conversdo. Machado et
al. (2015) mostraram em seu estudo que o aumento das concentracdes de sélidos até 10 %
(m/v) ndo influenciou a cinética de adsor¢do se a agitacdo empregada nos sistemas for alta o
suficiente (> 100 rpm para Avicel e > 150 rpm para bagacos pré-tratados). Logo, a adsorcao
ndo necessariamente ¢ vista como um dos “efeitos soélidos” se a agitagdo empregada for
suficientemente alta para o tipo e a quantidade de biomassa empregada na hidrélise
enzimatica.

Os conhecimentos dos mecanismos de inibi¢do por produto para altas concentracdes de
solidos e os mecanismos de inibicdo na adsor¢do das enzimas podem fornecer a chave para

melhorar o processo de conversao global MODENBACH; NOKES, 2013).

2.3.5 Processos de fermentacao dos materiais lignoceluldsicos

A configuracdo classica utilizada para fermentar hidrolisados de biomassa
lignoceluldsica envolve um processo sequencial onde a hidrélise da celulose e a fermentagdo
sdo realizadas em unidades diferentes, sendo, portanto, 2 etapas. Esta configuracdo ¢é
conhecida como hidrdlise e fermentacdo separadas (SHF). Na variante alternativa, a
sacarificagdo e fermentacdo simultaneas (SSF- “Simultaneous Saccharification and
Fermentation”), a hidrdlise e a fermentacdo sdo realizadas em uma unica unidade. Na Figura

2.8, 0 esquema para as duas configuragdes é apresentado.
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Figura 2.8: Estratégias de processamento da matéria-prima lignoceluldsica. Cada

diagrama representa um biorreator. Fonte: Adaptacdo de (LYND et al., 2002).
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2.3.5.1 Metabolismo microbiano

Ha uma grande variedade de microrganismos, em geral bactérias ou leveduras, que sdo
reportadas para o uso na producdo do etanol sob condi¢des anaerdbias, sendo que o
metabolismo da Saccharomyces cerevisiae em tais condi¢des € estritamente fermentativo.
Durante a fermentacdo, sdo metabolizadas pelas leveduras (Saccharomyces cerevisiae) D-
glucose e D-frutose. Historicamente, as leveduras sdo os microrganismos mais comuns. A
Saccharomyces cerevisiae pode produzir etanol em altas concentragdes. Também foram
reportados altos rendimentos (acima de 0,45 g.g”' em condi¢des 6timas), e tolerdncia elevada
ao etanol (concentracdes acima de 100 g L'l) (MARGEQOT et al., 2009).

Na primeira etapa da fermentacdo alcodlica, uma vez efetuado o transporte de D-
glucose ou de D-frutose na célula, ocorre a fosforilagdo do acticar. As enzimas hexoquinase
PI e PII sdo capazes de fosforilar estes agicares, porém em razdes diferentes (razdo de 3:1 em
favor da D-glucose), enquanto que a glucoquinase fosforila exclusivamente a D-glucose.
Estas diferencas explicam o fato da D-glucose ser consumida a uma velocidade maior que a
D-frutose no decorrer da fermentacdo (D"AMORE et al., 1989). O metabolismo dos acticares
fosforilados € baseado na transformacdo em piruvato através da via cldssica da glicdlise,
como € mostrada na Figura 2.9. Em anaerobiose, o piruvato estd principalmente orientado a
produgio de etanol para regenerar o cofator NAD" para que possa ser consumido ao nivel de
gliceraldeido-3-fosfato. O piruvato € entdo descarboxilado a acetaldeido pela enzima piruvato
descarboxilase, depois este € reduzido a etanol pela enzima dlcool desidrogenase. O balango

global da fermentacao alcodlica € dado pela Equacao 2-1.
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1 Hexose +2 ADP + 2 Fosfatos — 2 Etanol +2 CO, + 2 ATP
Equacao 2-1

Figura 2.9: Via cléssica da glicdlise. Fonte: adaptacdo de Barre et al. (2000).
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No entanto, a levedura pode ser inibida por uma série de compostos quimicos, mesmo
em condicdes Otimas de fermentacdo. Esses compostos inibitérios podem ser produtos de
degradacao formados durante o pré-tratamento do material lignoceluldsico ou formados nos
processos de hidrélise catalisada por 4cidos, e podem ser agrupados em trés categorias

(DOMINGUEZ, 2003):

e Derivados de furano: furfural formado a partir da degradacdo de pentoses € HMF
(hidroximetilfurfural), formado como consequéncia da degradacao das hexoses;
e Derivados fendlicos originados a partir da degradagdo da lignina;
e Acidos alifiticos de baixa massa molar.
O furfural pode ainda se degradar a 4cido férmico ou se polimerizar. J4 o HMF pode se
degradar a 4cido férmico e levulinico. Além destes acidos, o dcido acético € formado devido a
hidrdlise dos radicais acetil das hemiceluloses. Os efeitos negativos produzidos pelo furfural e

HMF sdo: reducdao da velocidade especifica de crescimento do microrganismo, da
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produtividade de etanol, e do rendimento celular. Os compostos aromdticos sdo 0s mais
téxicos para os microrganismos, pois causam danos na membrana celular (PALMQVIST;
HAHN-HAGERDAL, 2000).

Além da presenca de inibidores na matéria-prima lignoceluldsica, a cepa selvagem da S.
cerevisiae ndo € capaz de metabolizar a xilose. Contudo, a obtenc¢do do etanol por pentoses €
importe, especialmente quando a xilose, principal actiicar hemiceluldsico, estd presente em
quantidades relativamente altas. Neste caso, a fermentacdo da pentose reduziria o custo da
producdo do etanol a partir de materiais lignoceluldsicos. Nesse sentido, uma co-fermentacao
eficiente de glicose e xilose seria de grande interesse para o desenvolvimento do E2G
(NAKANISHI et al., 2017).

Aproximadamente apenas 1% das espécies de microrganismos pode fermentar xilose a
etanol (FERREIRA et al., 2011). A Scheffersomyces stipitis € uma levedura capaz de
metabolizar D-xilose e, portanto, de grande interesse para o desenvolvimento do E2G (LEE et
al., 1986). Esse microrganismo, também € capaz de metabolizar grande parte dos agtcares
encontrados na biomassa lignoceluldsica, tais como a glicose, manose, galactose, celobiose e
oligbmeros pequenos de xilana e manana (AGBOGBO FK, 2008). Outra levedura
fermentadora de xilose e recentemente isolada, Spathaspora passalidarum, pode metabolizar
a xilose mais rapidamente que a glicose e pode também, co-utilizar a glicose, xilose e
celobiose como fontes de carbono ( HOU et al., 2012; NGUYEN et al., 2006). Além disso,
uma vantagem adicional desta levedura em comparag¢do com outras leveduras fermentadoras

z

de pentose € a sua capacidade de produzir etanol sob condicdes estritamente anaerdbicas
(HOU, 2012).

Cabe destacar que varios fatores influenciam a fermentacido de pentoses por leveduras,
incluindo pH, temperatura, disponibilidade de oxigénio, concentragdo inicial de xilose,
concentracdo de inibidores, concentragdo celular e a suplementacdo dos meios de fermentacao

com nutrientes, entre outros (FERREIRA et al., 2011).

2.3.6 Hidrdlise e fermentacao separadas (SHF)

Quando o processo sequencial em 2 etapas € utilizado, a fragdo sélida do material
lignoceluldsico pré-tratado € submetido a hidrolise (sacarificacdo). Uma vez que a hidrolise €
completada, o hidrolisado resultante ¢ fermentado e convertido em etanol. Uma das principais
caracteristicas do processo SHF € que cada etapa pode ser realizada sob as condicdes 6timas
de operacgdo. Os fatores mais importantes para a etapa de sacarificacdo sdo: tempo de reagdo,

temperatura, pH, dosagem da enzima e a concentra¢do de substrato. Nessa configuracio de
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processo, o acimulo do produto final da hidrdlise, a glicose, inibe as celulases. Logo, sob
essas condicdes, esse processo tem melhor desempenho se realizado a baixas cargas de
s6lidos (< 10% m/m) o que resulta em concentragdo menor de agicares (10%) no hidrolisado,
e subsequentemente, a concentracao final de etanol é menor que 4% m/m (QUIN, 2010). Vale
a pena lembrar, como discutido nos tépicos anteriores, que a baixa concentracdo de etanol
obtida no reator resultaria em altos custos na etapa de destilacao, além de requerer reatores de

grandes dimensdes.

2.3.7 Sacarificacio e fermentacao simultineas (SSF)

Modenbach & Nokes (2013), em um artigo de revisdo sobre hidrdlise com altas
concentracdes de s6lidos, sugerem em suas conclusdes que se empreguem reatores ou regimes
de reacdo que permitam a remog¢do da glicose do meio reacional. O regime de reacdo que
permite a remog¢ao da glicose é o chamado processo SSF. Neste regime o produto da hidrolise,
a glicose, é continuamente consumido na fermentacao.

A ideia de realizar a hidrélise enzimdtica e a fermentacdo em uma unica etapa foi
apresentada por Gauss et al. (1976). A inibicdo da hidrdlise pelo produto final provavelmente
¢ ainda a razdo mais importante para usar SSF, mas ha varias outras vantagens adicionais.
Gauss et al. (1976) mencionaram, por exemplo, a vantagem da glicose ndo ser
retirada/separada da fracdo do hidrolisado, evitando uma perda potencial desse actiicar. Além
disso, a combina¢do da hidrélise e da fermentacdo em unica etapa diminui o nimero de
tanques necessarios para o processamento do etanol, o que reduz os custos de investimento e
manutencdo (OLOFSSON et al., 2008).

Neste processo, as celulases e os microrganismos (leveduras) sdo adicionados na mesma
unidade de processamento. Assim, a glicose formada durante a hidrélise enzimética da
celulose é imediatamente consumida pelo microrganismo e convertida em etanol. O efeito de
inibicdo provocada pelos acticares sobre as celulases € neutralizado. Além disso, de acordo
com Quin (2010), o processo de SSF ainda apresenta as seguintes vantagens em comparacao
com o processo de SHF: (1) aumento da taxa de hidrdlise pela conversdo dos agicares que
inibiriam a atividade enzimdtica; (2) potencial uso de menores quantidades de enzimas; (3)
maiores rendimentos em produtos; (4) menor risco de contaminagdo, desde que a glicose seja
convertida em etanol; (5) menor tempo de processamento e, (6) necessidade de reator de
volume menor.

Apesar das vantagens apresentadas anteriormente, esse processo também apresenta

alguns inconvenientes, como a dificuldade de reciclar as células de leveduras fermentativas,
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pois estas se misturam com a biomassa e tornam o processo mais caro. A temperatura também
¢ um problema, existem duas faixas de temperaturas 6timas, uma para a hidrélise (45-50 °C) e
outra para a fermentacdo (28-38 °C). A levedura, S. cerevisiae, limita a temperatura do
processo em 38 °C (ANDRADE, 2012). Nessa temperatura, as celulases t€m uma perda na
atividade, que por sua vez resulta em queda na taxa da hidrélise (SANCHEZ; CARDONA,
2008). Esta diferenga pode ser contornada com a utilizagdo de diversas estratégias, como o
uso de microrganismos termotolerantes, os quais tem a capacidade de crescer em temperaturas
mais altas, ou por variagdes de temperatura ao longo do tempo reacional, visando encontrar
valores 6timos que favorecam as duas reagdes em momentos distintos do processo. Varga et
al. (2004) propuseram um regime ndo-isotérmico para processo de SSF para palha de milho
pré-tratado pelo método de oxidacdo umida. No primeiro passo da SSF, pequenas quantidades
de celulases foram adicionadas a 50 °C para obtencdo de melhores condi¢des de mistura. Na
segunda etapa, foram adicionadas mais celulases em conjunto com a levedura S. cerevisiae, e
a temperatura foi reduzida para 30 °C, o que favorece a fermentagao.

Outro obstaculo bastante importante na SSF € a inibi¢cdo do metabolismo microbiano e
da atividade das celulases pelo etanol. Wu e Lee (1997) estudaram o efeito do etanol sobre a
hidrélise enzimdtica através da taxa de hidrdlise inicial. A taxa da hidrdlise inicial foi
determinada através da concentracdo de glicose na primeira hora da reacdo. Os autores
observaram que para cada 10 g de etanol/L, a enzima celulase havia perdido 7,7% de sua
atividade original a 30 °C, 9,8% a 38 °C, e 10,3% a 50 °C. Para a temperatura tipicamente
usada na SSF, 38 °C, a celulase perde 9%, 36%, e 64% da sua atividade original, em
concentracdes de etanol de 9 g/L, 35 g/L e 60 g/L, respectivamente. Contudo, os dados
publicados nesta drea sdao conflitantes. Blotkamp et al. (1978) ndo relataram nenhum efeito
inibitério sobre a celulase de 7. reesei na concentracdo de 5% (m/v) de etanol no meio
reacional. Por outro lado, Takagi et al. (1977) demonstraram que a sacarificacdo de 10% de
celulose diminuiu em 70% a taxa reacional para concentracdes de etanol até 6% (m/v). Hogan
et al. (1984) mostraram que o etanol ndo afetou a atividade da celulase, enquanto que a da
xilanase foi ligeiramente menor em concentragdes mais elevadas de etanol (acima de 10%
m/v). Szczodrak & Tarqopsski (1989) testaram a estabilidade de uma preparacdo de celulases
sob a exposi¢do ao etanol nas concentragdes de 0 a 10% (m/v) na auséncia de substrato
celulésico. Apds a exposi¢cao ao etanol as amostras foram destiladas a véacuo, e a sua eficicia
determinada através da medi¢do da atividade enzimdtica. Os autores mostraram que nao

houve efeito do etanol sobre a atividade das celulases.
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Apesar das desvantagens acima, a diminui¢do dos custos fixos devido ao uso de um
Unico reator para as etapas de hidrélise e fermentacdo e o tempo menor de conversdo da
celulose a etanol também tornam o processo atraente (SAHA et al., 2013) e varios trabalhos
recentes t€m sido publicados usando este sistema (KOPPRAM & OLSSON 2014; CUEVAS
et al., 2015; WANG et al., 2015; UNREAN et al., 2016). Alguns trabalhos ainda sugerem a
realizacdo de uma etapa prévia de liquefacdo da biomassa e s6 entdo a inoculacdo do
microrganismo fermentador, para minimizar o problema das diferentes temperaturas de
hidrdlise e fermentacdo. Zhou et al. (2015) chamaram este processo de Quasi-Simultaneous
Saccharification and Fermentation (q-SSF), Paulova et al. (2014) de SSF com inoculacio
tardia (d-SSF, de "delayed SSF").

Assim, para os estudos de SSF, € importante considerar: (1) temperatura incompativel
de hidrélise e fermentacao; (2) tolerancia das leveduras ao etanol; e (3) inibicdo das enzimas

pelo etanol (SUN; CHENG, 2002).
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3 CAPITULO 3
EXPERIMENTOS PRELIMINARES

3.1 Introducao

Um passo limitante em um processo de biorefinaria com base em enzimas € a hidrolise
rapida e completa da celulose para acticares monoméricos, que podem ser posteriormente
convertidos em uma ampla gama de combustiveis, produtos quimicos e até mesmo
biomateriais. Para melhorar a perspectiva hidrolitica das preparacdes de enzimas celulase, as
tentativas consideradas tradicionalmente se concentraram nas celulases, porque a celulose € o
constituinte polissacarideo mais abundante na lignocelulose. No entanto, se reconhece
atualmente que € necessario alcangar uma co-hidrélise enzimatica eficiente da celulose e das
hemiceluloses presentes nos substratos lignocelulésicos pré-tratados, o que requer uma
suplementac¢do das celulases com algumas enzimas acessorias (SUN et al., 2015).

Por isso, esse Capitulo teve como um dos objetivos avaliar, primeiramente, o
desempenho de dois coquetéis enzimaticos, Celluclast 1.5 L e Cellic CTec 2, ambos da
Novozymes durante a hidrélise enzimatica do bagaco hidrotérmico (BH). O primeiro € tido
como mais antigo e ndo possui quantidade otimizada de B-glicosidase, responsavel por evitar
o acumulo de celobiose e, portanto, a inibi¢do severa das celuloses. Ja o segundo complexo é
mais novo e possui em sua féormula diversas enzimas acessorias que melhoram e contribuem
significativamente a liberacdo de agucares em variados graus, dependendo do tipo de
substrato e de pré-tratamento.

Os experimentos preliminares também foram realizados para averiguar a composi¢ao
quimica das biomassas estudadas.

Neste capitulo serd apresentada a metodologia, bem como os resultados dos
experimentos preliminares que compde a determinac¢do da composicdo quimica das biomassas
(bagaco submetido ao pré-tratamento hidrotérmico e bagaco submetido ao pré-tratamento
acido seguido de deslignificacdo com NaOH), a atividade enzimaética e o teor de proteina de
dois coquetéis enzimdticos, a hidrélise enzimética do bagaco de cana-de-agucar hidrotérmico
na presenca de dois coquetéis enziméticos diferentes e a cinética de adsor¢do dos coquetéis

enzimaticos nas biomassas.
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3.2 Metodologia experimental

3.2.1 Matéria-prima

O substrato utilizado nos ensaios foi o bagaco de cana-de-agicar (Saccharum
officinarum) submetido a dois tipos de pré-tratamento diferentes: hidrotérmico (BH) e 4cido
diluido seguido de deslignificacdo com NaOH (BAD). Ambos os materiais pré-tratados foram
fornecidos e caracterizados pela Dra. Sarita Candida Rabelo do Laboratério Nacional de

Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE).

3.2.1.1 Pré-tratamento hidrotérmico

O bagaco de cana integral foi submetido ao pré-tratamento hidrotérmico em um reator
de liga Alloy C-276 (liga niquel-molibdénio-cromo com adi¢do de tungsténio) com
capacidade de 7,5 L, marca Parr, modelo 4554. Adicionaram-se ao reator 300 g de bagaco
com 3L de 4gua destilada mantendo a razdo sélido-liquido de 1:10 (m/v). A reacdo ocorreu
por 10 minutos a uma temperatura de 190°C. Apds o tempo reacional, realizou-se o
resfriamento do reator com fluxo de 4gua e, entdo, o bagaco de cana seguiu para lavagem com
agua até pH neutro, para remocao dos residuos de hemiceluloses e outros compostos presentes
no hidrolisado. Em seguida, o material permaneceu em temperatura ambiente para secagem e

foi guardado para as andlises posteriores de caracteriza¢do quimica, hidrdlises e fermentacao.

3.2.1.2 Pré-tratamento por dcido diluido seguido de deslignificacao com NaOH
Primeiro realizou-se o pré-tratamento dcido como descrito a seguir:

Pré-tratamento acido:

Para o pré-tratamento 4cido, 15 kg de bagaco bruto (50% m/m de teor de umidade)
foram alimentados a um reator de aco leve de 350 L (Pope Scientific inc, Saukville, EUA),
sem moagem ou lavagem anterior, na concentra¢do de 10% (m/m) de sélidos. A reacdo foi
realizada a 140 °C por percolacao de fluido térmico através do revestimento do reator, durante
15 min com 0,5% (v/v) de 4cido sulfirico a 150 rpm (SANTORO et al., 2015). Apds a
reacdo, o reator foi resfriado com dgua, despressurizado e aberto. As fragdes do material pré-
tratado foram separadas por um filtro nutsche (Pope Scientific inc, Saukville, EUA) com 140
L de capacidade. A fragdo sélida, composta principalmente de celulignina, foi armazenada em
um recipiente refrigerado para depois ser submetida a uma segunda etapa de pré-tratamento

(deslignificagdo).
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Deslignificacao:

A reacdo foi realizada no mesmo reator (Pope Scientific inc, Saukville, EUA) e com a
celulignina obtida apds o primeiro passo de pré-tratamento, a 130 °C por percolagdo de fluido
térmico através do revestimento do reator, durante 30 min com 1,5% (m/v) de hidréxido de
sédio a 150 rpm e 8% (m/m) de sélido (NASCIMENTO et al., 2016). Quando o tempo de
reacdo terminou, o reator foi aberto, e a fragdo sélida (a seguir designada como material pré-
tratado ou BAD) foi separada da fracdo solivel rica em lignina (licor negro) por filtragdao. O

material pré-tratado foi completamente lavado até atingir pH 7.

3.2.2 Enzimas

Nesse capitulo foram utilizados dois coquetéis enzimdticos de celulase, Celluclast 1.5 L

e Cellic Ctec 2, ambos da Novozymes.

3.2.3 Determinacao da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade das enzimas celulases (Celluclast 1.5L e Cellic Ctec 2 -
Novozymes) utilizada no presente trabalho foi realizada conforme recomendado pela Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (ADNEY & BAKER, 1996; GHOSE, 1987)
baseado em Unidades de Filtro de Papel - “Filter-Paper Units” por mililitro da solu¢do de
enzima (FPU/mL). As metodologias para o preparo do tampao citrato de sédio pH 4,8, do
reagente Acido 3-5-dinitrosalicilico (DNS), e de determinacdo das atividades das enzimas

estdo descritas nos Apéndices I e II, respectivamente.

3.2.4 Quantificacao do teor de proteina presente nos coquetéis enzimaticos

A quantificag¢do de proteinas foi realizada para os complexos celuloliticos Celluclast 1.5
L e Cellic Ctec 2, ambos da Novozymes. Para determinacdo da concentracdo de proteina foi
utilizado o método de Bradford (1976). Esse método baseia-se na interagdo entre o corante
Coomassie Brilliant Blue G 250 (Sigma-Aldrich) e macromoléculas de proteinas que contém
aminodcidos de cadeias laterais bédsicas ou aromadticas. No pH de reacdo, a interacdo entre
proteina de alta massa molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio
do corante para a forma anidnica, que absorve em 595 nm (ZAIA et al., 1998). O cdlculo para
a dosagem de proteinas foi realizado a partir de uma curva de calibracdo com o padrdo soro-
albumina bovina da Sigma-Aldrich na faixa de 0,01-0,2 mg/mL.

A quantificac@o do teor de proteinas pelo método de Bradford foi realizada com 1 mL

do reagente de Bradford mais 0,1 mL da amostra, que permaneceram incubados por 5
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minutos. Apés o periodo de incubacdo, realizou-se a leitura das amostras em cubetas para
espectrofotometro de 1,5 mL no espectrofotdmetro 600S (Femto, Brasil) a 595 nm. As

andlises foram realizadas em triplicata.
3.2.5 Cinética de adsorcao da celulase nos bagacos pré-tratados

A cinética de adsor¢do das celulases (Celluclast 1.5 L e Cellic Ctec 2) nos materiais
pré-tratados foi realizada em concentracdo de 5% (m/v) das biomassas e adicionando uma
carga fixa de enzima de 15 FPU/g biomassa. A carga de solidos foi definida baseada no
trabalho de Machado et al. (2015). Todos os experimentos foram realizados em duplicata e
para cada ponto analisado foi utilizado um frasco. Para uma melhor visualizagdo, os

experimentos e as condicdes experimentais estao listadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Arranjo experimental para as cinéticas de adsorc¢do dos diferentes

coquetéis enzimaticos

Cinética de adsorcao

Substrato Proteina Celluclast 1.5  Proteina Cellic Ctec 2
Tempo amostragem
L (mg proteina/g (mg proteina/g (horas)
oras
(5% m/v) substrato) substrato)
BH 10,59 9,68 4
BAD 10,59 9,68 6

Os ensaios de cinética de adsor¢do foram realizados em Erlenmeyer de 125 mL com
volume reacional de 100 mL, onde se adicionou: biomassa em base seca e tampao de citrato
de sédio pH 4,8 50mM complementado com 0,02% de azida sddica por grama de biomassa.
Em seguida, os frascos foram para a incubadora refrigerada MA 832 (Marconi, Brasil) a 25°C,
com agitacdo de 150 rpm, permanecendo por 30 minutos para que a temperatura se
equilibrasse, e, posteriormente, a enzima foi adicionada em cada frasco. Durante o
experimento, amostras do sobrenadante foram recolhidas, centrifugadas em centrifuga NT
810 (Novatecnica, Brasil) e filtradas. Os diferentes tempos na amostragem se devem ao fato
de que os experimentos foram realizados em momentos diferentes e também devido a

diferenga encontrada no tempo de equilibrio ao utilizar pré-tratamentos distintos na biomassa.
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Para a filtragem, utilizaram-se filtros MILLEX - HV com membrana de PVDF, 0,45 um de
poro, 13 mm de didmetro (Milipore). As amostras, entdo, foram analisadas para a

quantificac@o do teor de proteinas pelo método de Bradford descrito no item 3.2.4.

3.2.6 Hidrolise enzimatica preliminar do BH com os coquetéis Celluclast 1.5 L e Cellic

Ctec 2

As hidrélises foram realizadas para o bagaco pré-tratado hidrotérmico (BH) em
duplicata, nas condicdes Otimas de temperatura e pH das enzimas, com a finalidade de
quantificar os agucares liberados durante esta etapa e, entdo, analisar o melhor coquetel para
as hidrélises posteriores. Apds a secagem do bagaco resultante do pré-tratamento, a hidrélise
enzimdtica foi realizada para cada um dos coquetéis enzimdticos, utilizando uma
concentracdo de 20% (m/v) de sélidos com volume reacional total de 200 mL em frascos
Erlenmeyers de vidro de 500 mL, selados com rolha de borracha. O pH das amostras foi
ajustado para 4,8 (pH 6timo) e os Erlenmeyers foram incubados em um “shaker” (MA 832 -
Marconi, Brasil) a 50°C e 150 rpm. A dosagem enzimadtica variou de acordo com o coquetel
analisado, sendo 30 FPU/g BH de celulase para Celluclast 1.5 L e de 15 FPU/g BH de
celulase para o coquetel Cellic Ctec 2.

Para avaliar a liberacdo em glicose, aliquotas do meio reacional da hidrélise
(aproximadamente 2 mL) foram coletadas em periodos de tempo pré-determinado (12, 24, 36,
48, e 72 h), e em seguida, fervidas por 10 minutos, em tubos identificados, para inativagdo das
enzimas e posterior analise dos carboidratos liberados por HPLC, metodologia descrita no

Apéndice II1.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Analise da composicio quimica dos bagacos pré-tratados

A composi¢ao quimica dos bagagos pré-tratados foi determinada pelo grupo de pesquisa
da Dra. Sarita Candida Rabelo no Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol

(CTBE). A Tabela 3.2 detalha a composicdo para os bagacos BH e BAD.
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Tabela 3.2: Composicao quimica dos bagagos pré-tratados.

Composicao quimica BH (%) BAD (%)
Celulose 61,07 +0,97 71,22+0,19
Hemiceluloses 2,1 +£0,06 2,05+0,18

Lignina Total (Solavel e Insolavel) 31,97 £0,047 20,10 + 0,47

Cinza 6,44 + 0,056 7,55 +017
Extrativos - -
Total 101,58 £ 1,05 100 +0,28

Como esperado, cada pré-tratamento teve um efeito diferente em termos dos principais
componentes estruturais da biomassa, mas, em geral, as maiores mudangas ocorreram para a
celulose e lignina. A lignina foi afetada de forma diferente pelos métodos de pré-tratamento.
Para os bagacos pré-tratados, observa-se que houve quase que total solubilizagdo das
hemiceluloses. O pré-tratamento hidrotérmico € caracterizado pela remocao de mais de 80%
das hemiceluloses, que melhora a digestibilidade da biomassa na etapa de hidrdlise
enzimatica, porém a solubilizacdo de lignina é pouca ou nenhuma. Observa-se que a
combinacdo do pré-tratamento acido seguido da deslignificagdo com NaOH (BAD) foi capaz
de aumentar em aproximadamente 10% a quantidade de celulose na composi¢do do bagaco
em comparagdo com o pré-tratamento hidrotérmico ao remover uma quantidade maior de
lignina do bagaco.

Os pré-tratamentos aplicados neste trabalho deram resultados semelhantes aos
apresentados na literatura. Como exemplo, no trabalho de Robl et al. (2016) o pré-tratamento
hidrotérmico do bagago de cana-de-acicar (BH) resultou na seguinte composi¢do (% m/m):
celulose (56,03 £ 0,26), hemiceluloses (4,59 + 0,40), lignina (36,36 £+ 0,34) e cinzas (4,24 +
0,14). Bussamara et al. (2015) também descreveram uma composi¢do quimica bem préxima
do resultado obtido nesse trabalho para o BH utilizado em seu trabalho: 60,56% de celulose,
3,13% de hemiceluloses, 29,88% de lignina e 6,2% de cinzas. Guilherme et al. (2015) ao
trabalharem com pré-tratamento combinado dcido e alcalino no bagaco de cana-de agucar
obtiveram celulose (65,03 + 2,34), hemiceluloses (10,95 + 0,19), lignina (8,124 0,31) e cinzas
(4,60 + 0,76) como composi¢do quimica. Rezende et al. (2011) utilizaram a combinagdo de
pré-tratamento acido e alcalino com NaOH (0,5%) no bagaco de cana-de-acticar € mostraram

a seguinte composicdo: 68,00% de celulose, 3,30% de hemiceluloses, 23,10% de lignina e
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4,30% de cinzas.

Nota-se uma variacdo, mesmo que pequena, entre as composi¢oes listadas da literatura
com as observadas deste trabalho (Tabela 3.2). Entretanto, cabe destacar que a composicao
quimica do material “in natura” que esté relacionada as espécies da cana-de-agucar, ao clima
(temperatura, umidade), a constituicdo do solo, a época de colheita entre outros aspectos,
varia, 0 que tornam as composi¢des diferentes, além também das variagdes relacionadas aos
pré-tratamentos, como tamanho do reator, tempo e temperatura da reacdo, reagentes quimicos

diferentes, entre outros.

3.3.2 Determinacao da atividade enzimatica das celulases comerciais

Para a determinac¢do da atividade das celulases dos complexos Celluclast 1.5 L e Cellic
Ctec 2, partiu-se de uma solucao de celulase (Celluclast 1.5 L ou Cellic Ctec 2) de dilui¢do de
1:20, e entdo, 5 novas diluigdes foram realizadas a partir desta. Seguindo a metodologia
disposta no Apéndice II efetuou-se a hidrdlise do papel de filtro e a sequente quantificacao de
glicose liberada. A Figura 3.1 (a e b) exibe a correlagdo dos dados obtidos na determinacdo da

atividade enzimatica para as celulases dos diferentes coquetéis comerciais.

Figura 3.1: Comportamento da enzima celulase a) Celluclast 1.5 L, b) Cellic Ctec 2.
Logaritmo da concentragdo da enzima em func¢io da massa de glicose liberada a partir de 0,5

mL de enzima diluida.

a) b)

y =0.190227x - 2.728000
R%=0.968874

y =0.417027x - 3.480196
R2=0.995858
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241 3,0

2 4 6
Glicose liberada na hidrolise do papel (mg/0,5 mL)

08 1:6 24
Glicose liberada na hidrolise do papel (mg/0,5 mL)

Log da concentracao da enzima Celluclast 1.5 L
Log da concentracao da enzima Cellic Ctec 2 (-)

Como descrito por Ghose et al. (1987), a atividade enzimdtica da celulase em FPU ¢é

calculada com base na concentra¢do enzimdtica necessaria para liberar 2 mg de glicose.
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Sendo assim, com a Equacdo 10-1 e Equagdo 10-2 exibidas no Apéndice Il e com as equagdes
da reta obtidas pelos graficos na Figura 3.1(a e b), foi possivel determinar as atividades
enzimdticas dos coquetéis Celluclast 1.5 L e Cellic Ctec 2, como segue na
Tabela 3.3:
Tabela 3.3: Célculo da atividade enzimética em FPU para as celulases dos complexos

enzimaticos Celluclast 1.5 L e Cellic Ctec2.

Calculo atividade Celluclast 1.5 L Calculo atividade Cellic Ctec 2
log [enzima]= 2,372 log [enzima]= 2,646
[enzima]:4,244 x107 v/ v [enzima]: 2,258x107 v/v
FPU/mL= 0,37 = FPU/mL= 0,37 =
[enzima dilm’da] [enzima dilm’da]
%:87,17 FPU/mL %:163,81FPU/mL
4,244 x10 2,258x10

Assim, os valores obtidos para as atividades em FPU/mL das enzimas celulases
Celluclast 1.5 L e Cellic CTec 2 foram de 87,17 e 163,81, respectivamente. Esses valores
foram utilizados para encontrar os volumes necessérios de cada coquetel para as hidrolises
enziméticas realizadas ao longo do trabalho. E importante destacar que esses ensaios foram
repetidos a cada 3 meses para garantir as quantidades das enzimas adicionadas aos

experimentos das reagdes de hidrdlise enzimética com um valor preciso FPU/ g de bagaco.

3.3.3 Determinacao da concentracao de proteina presente nos coquetéis enzimaticos

A dosagem de proteinas para as enzimas foi realiza com o intuito de se saber o teor
proteico presente em cada coquetel (Celluclast 1.5 L e Cellic Ctec 2) que, posteriormente, foi
correlacionado com a quantidade de proteina utilizada nos ensaios de cinética de adsor¢ao das
enzimas do complexo celulolitico. As curvas de calibracio estdo apresentadas na Figura 3.2 (a
e b). Pode-se observar que as correlagdes entre absorbancia a 595nm e concentracdo de
albumina bovina se mostraram lineares para concentracdes de albumina variando entre 0,01 e

0,2 mg/mL em ambos os casos.



79

Figura 3.2: Curvas elaboradas para a quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford, a)
curva padrdo para Celluclast 1.5 L e, b) curva padrio para Cellic CTec 2. Os graficos

correlacionam a concentrag@o de proteinas com a absorbancia a 595 nm.
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Com as equagdes da reta obtidas a partir de cada um dos graficos (Figura 3.2 a e b), foi
possivel realizar os cédlculos para a quantificacdo de proteinas. As absorbancias alcangadas a
595nm para cada solu¢do enzimdtica previamente diluida foi substituida nas devidas
equacdes. O teor proteico para a Celluclast e para a Cellic CTec 2 foi de 44,25 + 1,70 mg/mL
e 105 + 6,08 mg/mL, respectivamente. Igualmente ao das atividades enzimaticas, a dosagem
de proteinas para as enzimas celulase (Celluclast 1,5 L e Cellic CTec 2 - Novozymes) foram

realizadas a cada 3 meses para garantir o teor proteico das mesmas.

3.3.4 Cinética de adsorcao das enzimas Celluclast 1.5 L e Cellic CTec 2 nos bagacos pré-
tratados BH e BAD

Sabe-se que a estrutura das celulases é adaptada para adsorver nos substratos
lignoceluldsicos e que a hidrdlise da celulose comeca com a adsor¢do das enzimas nas
moléculas de celulose. Logo, a adsor¢cdo / dessor¢do de enzimas é uma das principais
propriedades que afetam a taxa de hidrélise (CONVERSE et al., 1988).

A cinética de adsor¢do das enzimas (Celluclast e Cellic CTec 2) foi determinada para os
bagacos, BH e BAD, e tal avaliagdo buscou observar o tempo em que a adsorcdo se

estabilizou, assim como a mdxima quantidade de proteina que foi adsorvida neste tempo

determinado. Com isso, também foi possivel verificar a quantidade de enzima perdida no
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sobrenadante e entdo, os dados obtidos foram aplicados posteriormente, como apoio no
desenvolvimento dos demais experimentos realizados nesse trabalho.

Para esses ensaios de adsor¢do seguiram-se os passos da metodologia que estd descrita
no item 3.2.5. Para isso, foram adicionados aos Erlenmeyers, tampao citrato 0,05 M pH 4,8
complementado com 0,02% de azida sdédica por grama de biomassa juntamente com a
biomassa (BH ou BAD) na concentracdo de 5% de sélidos (m/v). A enzima (Celluclast ou
Cellic CTec 2) foi adicionada no meio reacional na carga de 15 FPU/g biomassa. A agitacao
foi de 150 rpm e a temperatura da reacdo foi de 25°C, temperatura ambiente, que evita uma
possivel hidrélise do material, conforme dados obtidos anteriormente (MACHADO et al,
2015). As cinéticas de adsor¢@o das enzimas celulases (Celluclast 1.5 L e Cellic CTec 2) estdao
dispostas na Figura 3.3 (a e b) e na Figura 3.4 (a e b) para os bagacos BH e BAD,

respectivamente.

Figura 3.3: Cinética de adsorcdo da Celluclast 1.5 L no BH com adi¢do de 10,59 mg de
proteina/g de bagaco (a) e cinética de adsorcao da Cellic Ctec 2 no BH com adi¢do de 9,68
mg de proteina/ g de bagaco (b), a 25 °C, pH 4,8 e agitacdo 150 rpm, concentragao inicial de
bagaco 5 % m/v, carga enzimatica correspondente de celulase de 15 FPU/g de bagaco.
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Pode-se dizer que a adsor¢@o do coquetel enzimatico Celluclast no BH (Figura 3.3 a) foi
praticamente completa, sendo aproximadamente 90% do total massico de enzima adicionado
na solucdo adsorvida, dos 10,49 mg proteina/g de BH adicionado, 9,31 mg proteina/g de BH +

0,009 foi adsorvido quando se atingiu o equilibrio da adsor¢ado (2 horas).

Quando o coquetel Cellic Ctec 2 (Figura 3.3 b) foi usado, a adsor¢ao atingiu o equilibrio
também em 2 horas apoés o inicio da reac¢do, com adsor¢ao maxima de 6,66 mg proteina/g BH
+0,24 quando 9,69 mg proteina/g de BH foram adicionados no meio reacional. Nesse caso,
somente 68 % da massa de enzima adicionada foi adsorvida no bagaco apds o tempo de
equilibrio ser atingido. Isso provavelmente se deve ao fato de que na Cellic Ctec 2 existem
outras enzimas acessorias além da celulase, como por exemplo, as B-glicosidases, que atuam
em solugdo e ndo adsorvidas (SUN et al., 2015). No caso da Celluclast, embora também haja
atividade de B-glicosidase, esta ¢ muito baixa e € aconselhavel sempre adicionar -glicosidase

de outras fontes como complemento.
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Figura 3.4: Cinética de adsorcao da Celluclast 1.5 L no BAD com adi¢ao de 9,60 mg de

proteina/ g de bagaco (a) e cinética de adsorcdo da Cellic CTec 2 no BAD com adi¢do de 9,68

mg de proteina/ g de bagaco (b). Nas duas figuras as condi¢des foram: 25 °C, pH 4,8 e

agitacdo 150 rpm, concentracdo inicial de bagaco 5 % m/v, carga enzimdtica correspondente

de celulase de 15 FPU/g de bagaco.
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Para o bagaco BAD (Figura 3.4 a e b) tem-se que o equilibrio da adsor¢do para

Celluclast foi também atingido em aproximadamente 2 horas, enquanto que para Cellic CTec
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2, o equilibrio foi atingido somente em 4 horas de reacdo. Observa-se que a taxa de adsor¢do €
mais rdpida no inicio da reagdo, ficando mais lenta até praticamente ndo mudar a quantidade
de celulase adsorvida quando se atinge o equilibrio da adsorcao.

A adsor¢do maxima da Celluclast 1.5 L no BAD (Figura 3.4 a) foi na faixa de 6,28 +
0,17 mg/g de bagaco (cerca de 2 h depois do inicio da reagdo), aproximadamente 65,42 % do
total méssico enzimdtico adicionado no meio reacional foi adsorvido. Enquanto que para
Cellic Ctec (Figura 3.4 b), o valor maximo de celulase adsorvida € na faixa de 7,08 + 0,15 mg
proteina/g de bagaco, cerca de 73 % da massa enzimatica inicial adicionada foi adsorvida pelo
BAD ap6s 4 horas de reacdo. Neste cendrio é observado que para os dois coquetéis da
Novozymes, a Celluclast 1.5 L e a Cellic CTec 2, grande quantidade de enzima fica livre no
sobrenadante. No caso da Celluclast 1.5L a quantidade de enzima livre € maior em
comparacdo com a cinética de adsorcao da Celluclast 1.5 L no BH, o que sugere que boa parte
das enzimas adsorvidas no BH devem estar adsorvidas improdutivamente a lignina.

Nota-se que nas cinéticas de adsor¢cao usando o coquetel Cellic Ctec 2 para o BH, a
quantidade de enzima adsorvida foi menor (até 22 % menor) em comparagdo ao coquetel
Celluclast. Por isto, cabe destacar que as diferencas encontradas nos perfis cinéticos de
adsor¢do (Figura 3.3 e Figura 3.4), sdo reflexos das diversidades entre os coquetéis
enzimaticos (presenca e contetido de outras enzimas) bem como a diferenca na composi¢ao
dos bagacos, como analisado anteriormente (item 3.3.1). Entretanto, nem toda enzima é
adsorvida na celulose e quando isso acontece, a adsor¢do € denominada de adsor¢do nao
especifica da celulase, por exemplo, as enzimas sdo adsorvidas na lignina, o que pode ter um
importante papel limitante na hidrélise (KUMAR; WYMAN, 2008, 2009), ja que, em vez da
celulose, as enzimas celuloliticas sdo adsorvidas na lignina, o que reduz as enzimas
disponiveis para a hidrdlise da celulose. Além disso, uma série de outras propriedades do
substrato lignocelulésico, como por exemplo, cristalinidade, drea superficial acessivel,
tamanho de particula e conteidos de lignina e hemiceluloses estdo envolvidas na adsor¢do /

dessorcao da celulase.

3.3.5 Hidrdlise enzimatica preliminar do BH com os coquetéis Celluclast 1.5 L e Cellic
Ctec 2

Os coquetéis enzimaticos, Celluclast 1.5 L e Cellic CTec 2, ambos da Novozymes,
foram testados com a finalidade de avaliar o desempenho durante a hidrdlise enzimdtica com
bagaco de cana-de-acucar pré-tratado (BH). Para isso, foram realizados experimentos de

hidrélise enzimédtica conforme metodologia descrita no item 3.2.6. O bagacgo usado foi o BH e
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a concentragdo de sélidos foi de 20% (m/v) em tampao acetato de sédio SO mMol/L, pH 4.,8.
Os frascos com os substratos e o tampao foram pré-incubados a 50 °C em “shaker”. A
dosagem enzimdtica variou de acordo com o coquetel analisado, sendo 30 FPU/g BH de
celulase para Celluclast 1.5 L e de 15 FPU/g BH de celulase para o coquetel Cellic Ctec 2. A
maior concentracdo em FPU/g de bagaco ao se usar a Celluclast se deu devido a falta de
suplementagdo extra de B-glicosidase, por se tratar de um coquetel mais antigo.

Nos dados apresentados a seguir (Figura 3.5), tem-se a diferenga da producdo de
glicose e da conversdo de celulose em glicose para o processo de hidrélise enzimaética entre os
diferentes coquetéis enzimdticos utilizados.

Figura 3.5: Formacao de glicose e conversao da celulose do BH para Celluclast 1.5 L e Cellic

CTec 2. a) Cinética da hidrdlise enzimatica e b) conversao da celulose.
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A Figura 3.5 (a e b) mostra a concentracdo de glicose durante a hidrdlise enzimadtica e a
conversdo de celulose em glicose para os dois coquetéis enziméticos estudados,
respectivamente. Observa-se que o desempenho dos coquetéis difere em relagdo ao perfil de
liberacdo da glicose. Essa afirmacdo também pode ser confirmada com o grafico da Figura 3.5
b, que mostra a conversdo da celulose em glicose para as duas condi¢des. A enzima Cellic
CTec 2 apresentou melhor desempenho, onde a concentracdo méxima de glicose alcangada foi
de 85,13 g/LL +£0,96 em comparacio a 53,49 g/L. +0,87 quando se usou a enzima Celluclast 1.5
L, mesmo quando a quantidade desta enzima foi a metade da quantidade de Celluclast 1.5L.
As conversdes foram de 39,42 + 0,64% e 62,73 + 0,71% para Celluclast e CTec 2, nessa
ordem. Ramos et al. (2015), em seu trabalho usando bagaco pré-tratado com explosdo a
vapor, mostrou que a concentracdo maxima de glicose alcancada usando 20% m/v de solidos
ao final de 96 h de hidrélise enzimética (24 horas a mais em compara¢do com este estudo)
com a enzima Cellic CTec 2 foi de 76,8 g/L.

de Oliveira Moutta et al. (2013) estudaram a hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-
acudcar pré-tratado hidrotérmico a 5% (m/v) com as enzimas Celluclast 1.5 L e B-glicosidase
nas concentragdes de 10 FPU/g de biomassa e 30 CBU/g de biomassa, respectivamente. O
resultado encontrado em g/L. de glicose ap6s 72 horas de reacao foi de 17,2 com 68,2% de
conversdo de celulose em glicose.

Nesse trabalho, o resultado indicou que a preparacao de celulase mais antiga, Celluclast
1.5 L, tem uma eficdcia hidrolitica menor do que os novos produtos como a Cellic CTec 2.

Mesmo dobrando a concentragdo de FPU para a Celluclast 1.5 L, pois ndo houve
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suplementagdo da enzima [B-glicosidase, a quantidade de glicose obtida foi relativamente
baixa, ocasionando menor conversdo da celulose em glicose (39 %). Isso pode ter ocorrido
devido a falta de suplementacdo extra da enzima B-glicosidase, principal responsédvel pela
hidrélise da celobiose em glicose e também pela consequente inibi¢do das enzimas pelo
produto.

A Figura 3.6 evidencia que, como esperado, essas preparacdes enzimdticas
apresentaram diferencas considerdveis no teor de FPU e na concentragdo de proteina total. A
atividade da Cellic CTec 2 foi de 163 FPU por mL de enzima, que € quase duas vezes o valor
encontrado para a Celluclast (87,17 FPU/mL). Enquanto isso, o teor de proteina para a Cellic

CTec 2 e para Celluclast foi de 105 £6,08 mg/mL e 44,25 + 1,70 mg/mL, como segue.

Figura 3.6: Comparacdo da atividade enzimdtica e do teor de proteina para os diferentes

coquetéis enzimaticos.
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3.4 Conclusoes

Ap6s a andlise dos dados obtidos dos experimentos preliminares, decidiu-se utilizar o
coquetel enzimdtico Cellic CTec 2 nos demais experimentos, levando em consideracao,
quando necessdrio, o tempo de equilibrio da adsor¢do de ambos os coquetéis nos bagacos
estudados. As cinéticas de adsorcdo para a Cellic CTec 2 nos bagacos a 25 °C foram bastante
distintas, para o BH o equilibrio da adsor¢@o se deu em 2 horas apds o inicio da reagcdo com

68% de adsorcdo das enzimas na biomassa, enquanto que para o BAD o tempo de equilibrio
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da adsorcdo se deu em 4 horas com aproximadamente 73% de adsor¢do do total mdssico
enzimatico adicionado no inicio da reacao.

Esse Capitulo, como principal objetivo, mostrou as diferengas das composicoes
quimicas entre os bagacos apds os pré-tratamentos aplicados, destacando também, as
divergéncias dos coquetéis comerciais durante a hidrdlise enzimética e a adsor¢ao.

O pré-tratamento 4cido seguido de deslignificagdo mostrou os melhores resultados em
termos de concentragdo de celulose e solubilizacdo de lignina.

Em relacdo aos coquetéis enzimdticos estudados, o coquetel Cellic CTec 2 mostrou-se
melhor em termos de atividade enzimatica e eficiéncia hidrolitica quando comparado com a

Celluclast 1.5 L.
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4 CAPITULO 4

VARIACAO NA CARGA DE SOLIDOS - EFEITOS NA
HIDROLISE ENZIMATICA

4.1 Introducao

Para desenvolver um processo economicamente vidvel é de suma importancia que a
hidrélise enzimadtica seja realizada com elevadas concentracdes de s6lidos. Entretanto, com o
aumento da viscosidade no meio reacional surgem problemas relacionados a mistura
deficiente do material, tal como uma ma4 distribuicdao das enzimas e até mesmo dificuldade em
controlar a temperatura e o pH da reacdo, o que resulta em uma reducdo da conversdo dos
carboidratos (GENG et al., 2015).

Logo, no Capitulo 4, as condi¢des da hidrdlise enzimdtica em fungdo da carga de
sOlidos considerando dois tipos de pré-tratamentos (um que deslignifica e um que ndo
deslignifica) foram avaliadas, com os objetivos de se observar os efeitos do aumento da carga
de sdlidos durante a hidrélise enzimética em dois diferentes tipos de biomassa e ter uma base
de comparacio com os demais resultados que serdo apresentados posteriormente referentes as
estratégias para altas concentragdes de slidos. Também serdo obtidos dados de hidrélise por
longos periodos de tempo (144 horas) para avaliar se € possivel aumentar a conversao em

tempos muito altos.
4.2 Metodologia experimental

A partir desse capitulo a maioria dos ensaios de hidrélise enzimatica para os bagacgos
pré-tratados foram realizados utilizando o complexo enzimdtico Cellic CTec 2 (Novozymes),
que, como demonstrado anteriormente (item 3.3.5), foi a melhor celulase comercial em
termos de liberacdo de glicose (g/L) e em conversdo de celulose (%) para o BH. Quando o

complexo Celluclast for usado o mesmo serd descrito previamente.

4.2.1 Hidrolise enzimatica em batelada

Os ensaios para hidrélise enzimdtica foram realizados em modo batelada. A hidrdlise
enzimatica dos bagagos pré-tratados foi realizada em Erlenmeyers de 500 mL, contendo 150
mL de tampao citrato 0,05 M (pH 4,8) complementado com 0,02% de azida sédica por grama
de biomassa. A carga de sélidos para as hidrélises em batelada variou entre 1% a 20 % (m/v)

de bagaco hidrotérmico (BH) ou de bagaco acido diluido seguido de deslignificacio com
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NaOH (BAD). A carga enzimatica de celulase foi de 15 FPU/g de BH ou BAD. Os frascos
foram incubados em agitador orbital, mantidos a 150 rpm e 50 °C. As enzimas foram
adicionadas ap6s 30 minutos de incubag¢do. Amostras foram coletadas do meio reacional em
tempos pré-determinados por até 144 horas para a determinacdo do perfil de hidrdlise, e os
acucares liberados foram quantificados por HPLC. Todos os ensaios foram realizados em

duplicata.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Hidrolise enzimatica em batelada

As hidrélises enzimdticas em batelada foram realizadas conforme descrito no item
4.2.1 para cinco concentracdes de solidos, 1, 5, 10, 15 e 20 % (m/v). Essas concentracdes
foram escolhidas para avaliar o perfil da liberacdo de glicose no meio reacional, bem como a
conversdo dos acucares, a fim de se analisar o efeito do conteido de sélidos iniciais na
sacarificac@o. Os bagacos pré-tratados BH e BAD foram hidrolisados nas mesmas condi¢des
reacionais por até 144 horas.
A Figura 4.1 (a e b) exibe os perfis de hidrdlise enzimédtica para os bagacos pré-tratados
BH e BAD, nessa ordem. E como esperado, o BH (Figura 4.1a) em comparag¢do com o bagaco
BAD (Figura 4.1 b) resultou na menor digestibilidade da celulose e, consequentemente, na
menor concentracdo de glicose liberada, tanto para a menor concentragdo de solidos (1%)
quanto para a maior (20%) (m/v). Isso acontece ndo s6 devido ao menor teor de celulose
disponivel no bagaco BH, mas também devido a maior quantidade de lignina, que adsorve
improdutivamente as enzimas, além de dificultar o acesso destas a celulose. Em um estudo
realizado, Driemeieer et al. (2016), relatou-se que biomassas submetidas a pré-tratamentos
que promovem a deslignificacdo (alcalinos) apresentam poros maiores em sua superficie (>
10nm), além de ndo ocorrer problemas como a co-cristalizagao da celulose e agregacdo de
lignina. J4 os pré-tratamentos conhecidos por ndo remover a lignina (4cido diluido,
hidrotérmico e explosdo a vapor) provocam agregacao da lignina e da celulose, além da co-
cristalizacdo, o que provoca uma coesao nonoescalar dos poros tornando-os menores (< 4nm)
em comparacao aos observados em biomassas deslignificadas. Esses dados corroboram com a
menor digestibilidade enzimdtica mostrada pelo bagaco BH.
Ap6s 24 horas de reacdo o teor de glicose para os bagacos BH e BAD na menor
concentracdo de solidos (1% m/v) foi de 3,88 = 0,12 g/LL e de 5,99 + 041 g/L,

respectivamente. Para 5% de sélidos (m/v), a maxima concentragdo de glicose liberada foi de
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17,56 + 0,13 g/LL para BH e de 26,02 + 0,18 g/L. para BAD. Nota-se que o BAD sempre
apresenta a maior concentracdo em glicose, onde a diferenca para 5% de sdlidos € de
aproximadamente 8,5 g/L de glicose a mais. No Apéndice V, Tabela 10.5 e 10.6 encontram-se

valores para celobiose (g/L), respectivamente.

Figura 4.1: Perfis de glicose durante a hidrélise enzimatica dos bagacos pré-tratados a) BH e

b) BAD. Concentragdo de sélidos: 1, 5, 10, 15 € 20 % (m/v).
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Quando a hidrélise foi realizada com concentracdo elevada de sélidos (20% de sélidos
(m/v)), o teor de glicose aumentou significativamente quando comparado a uma hidrélise
enzimatica a 5 % m/v, passando de 17,56 + 0,13 g/L para 68,52 + 0,87 g/LL para BH. J4 para
BAD, esta passou de 26,02 + 0,18 g/L para 98,33 + 0,20 g/L. Logo, os perfis de hidrdlise
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(Figura 4.1 a e b) evidenciam que quando se aumenta o contetido inicial de sélidos na reacao,
consequentemente a concentracdo de acicares, como a glicose, também aumentam na
solucdo.

Martins et al. (2015) também reportaram essa diferenca na concentracdo de glicose
obtida quando utilizaram bagacos lignificados e deslignificados na hidrélise enzimética.

de Oliveira Moutta et al. (2013) ao usarem bagaco pré-tratado pelo método hidrotérmico
na hidrélise enzimatica a 5 % de sélidos (m/v) com outro coquetel enzimético (Celluclast 1.5
L e Novozyme 188 B-glicosidase) alcangaram uma quantidade de glicose de 13,5 g/L apds 24
h, sendo, portanto 76,78 % da alcangada nesse trabalho (17,56 +0,13 g/L).

Quando analisamos os resultados obtidos para maiores tempos reacionais, como 72
horas e 144 horas, observam-se (Figura 4.1 a e b) quantidades relativamente altas de glicose
para ambos os bagacos (BH e BAD), onde, por exemplo, em 144 horas, a glicose chegou em
95,36 + 2,33 g/L. para o BH e 115,53 + 2,92 g/LL para o BAD, evidenciando mais uma vez o
efeito do tempo sob a concentracdo de agucares produzidos durante o curso da reagdo
hidrolitica. Entretanto, para ambos os bagacos pode-se observar que as taxas da hidrdlise sdao
maiores no inicio (até 24 horas), e entdo, gradualmente, elas se tornam mais lentas e menores
conforme o passar do tempo reacional. Para ambas as biomassas (BH e BAD)
aproximadamente 70% do total de glicose foi produzido nas primeiras 24 horas. Yang et al.
(2010) relataram em seu estudo o mesmo perfil, onde no inicio da sacarificacdo a taxa de
hidrélise era bem maior e durante as primeiras 12 horas cerca de 70 % do total de acucares
redutores ja haviam sido produzidos. Os autores ainda explicam que isso deve ocorrer porque,
no inicio da hidrdlise enzimatica, os locais acessiveis a enzima do substrato sdo suficientes e
enquanto a hidrdlise prossegue, os locais acessiveis diminuem significativamente e a taxa de
hidrélise diminui nas demais 48 h.

Wang et al. (2012) pré-trataram hidrotermicamente bagaco de sorgo doce e realizaram
a hidrdlise enzimdtica da biomassa para 20% de sélidos (m/v) com carga enzimética de
celulase a 20 FPU/g de celulose e obtiveram como resultado aproximadamente 50 g/L de
glicose apds 96 horas de reacao.

Wang et al. (2016) apresentaram em seu estudo um valor, também, inferior de glicose
liberada na hidrdlise enzimatica e nesse caso com a mesma biomassa, o bagaco de cana-de
acucar hidrotérmico, a 20 % de sélidos (m/v). Os autores reportaram uma concentracao em
glicose de aproximadamente 63 g/L. em 96 horas reacionais, enquanto que para esse estudo a
concentracdo obtida no mesmo tempo reacional foi de aproximadamente 87 g/L. de glicose.

Essa diferenca encontrada nos resultados da literatura com os obtidos aqui pode estar
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relacionada as condicdes do pré-tratamento empregado no material lignoceluldsico, a propria
composi¢do do material in natura e também em relacdo ao coquetel enzimaético utilizado.

Liu et al. (2017), ao hidrolisarem bagaco de cana alcalino (NaOH 0,5 M) a 24% de
s6lidos (m/v), alcancaram, ao final de 168 horas, aproximadamente 91,90 g/L de glicose. Esse
valor encontrado na literatura estd abaixo do valor para o BAD desse trabalho, onde a
hidrdlise desse bagaco a 20% (m/v) resultou em 115,53 + 2,92 g/L. de glicose. No trabalho de
Lui et al. (2017) é também notado o efeito do tempo sob a concentracdo de agucares
produzidos durante o curso da reagdo hidrolitica.

Embora o aumento da concentragdo de s6lidos melhore a concentracdo de glicose na
hidrélise enzimdtica, ele também influencia no rendimento de agicares. Ao se aumentar a
fracdo sdlida, o contetido de 4dgua disponivel se reduz e, consequentemente, observa-se uma
diminui¢do na conversao de celulose (Figura 4.2 a e b), principalmente, para as primeiras 24
horas reacionais. Entretanto, também pode ser notado que, para o BH (Figura 4.2 a), o efeito
do contetdo de sélidos diminui até quase desaparecer em um tempo prolongado de hidrélise
(144 horas), em que a conversdo para todas as concentracdes de solidos se aproximam e
praticamente se equiparam.

Baseando-se na concentracdo de glucana inicial dos bagacos pré-tratados, a conversao
de glicose foi calculada para BH e BAD. Em 12 horas de reagdo, observa-se que a conversao
para BH diminuiu em aproximadamente 12% quando a concentracdo de sélidos passou de 1
para 5 % (52,36% + 3,17 para 40,12% + 1,12) e em 15% quando a concentragdo de s6lidos
passou para 20 % (36,42% + 1,30). Como dito anteriormente, com o passar o tempo reacional
a diminuicdo da conversdo em relacdo a concentracdo de sélidos € menos pronunciada e em
48 horas a diferenca na conversao de 1% para 20 % de sélidos foi de apenas 3,59 %, enquanto
que para 144 horas essa diferenca foi de 0,99 %. Essa relagdo também € claramente observada
na literatura para outros tipos de biomassa que passaram por tratamentos como hidrotérmico e

acido diluido (acido sulftrico) (GENG et al., 2015; WANG et al., 2016).
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Figura 4.2: Conversao de celulose em relacio a concentracdo de sélidos para hidrdlise em até

144 horas a) conversao celulose para BH e b) conversao celulose para BAD
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J4 para 0 BAD, aumentando-se a carga de s6lidos de 1 para 20% (m/v), a conversao de
glicose caiu 9,59% (62,88% + 4,18 para 52,29% + 1,49) em 12 horas, sendo que em 48 e 144
horas a diferenga na conversdo aumentou consideravelmente, com 19,29 % e 24,75 %,
respectivamente. Aqui ocorreu o contrario, com o passar do tempo reacional a diferenca na

conversao em relacdo a concentracdo de solidos ndo diminuiu. Neste caso, 0 aumento na
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concentracdo de s6lidos mostrou que os problemas relacionados a transferéncia de massa e
calor e o aumento da viscosidade somados com a inibi¢do por produto (maiores quantidades
de acgucares fermentesciveis liberados no meio reacional) interferem na conversdo final da
sacarificacao.

Para melhor visualiza¢do do efeito do aumento na carga de sélidos sobre a conversiao
de celulose para cada uma das biomassas (BH e BAD), em 48h e 144h de hidrdlise, t€ém-se os
gréficos na Figura 4.3 (a e b). A correlagdo entre a concentracdo de sélidos e a conversdo de
celulose foi linear em toda a gama de 1 a 20% (m/v) para o BAD em 48h, enquanto que para o
BH a conversdo apenas apresenta uma pequena mudanca entre 1 e 20% de s6lidos. Quando o
tempo reacional aumenta para 144 horas nota-se que o efeito do teor de sélidos desaparece
para o BH e somente é percebido para a concentracdo de 20% para o BAD. Este resultado
indica que provavelmente seria possivel obter uma concentra¢do ainda maior de glicose na
hidrélise de BAD a 20% de s6lidos se o tempo de hidrélise fosse maior, mostrando que o
aumento da concentracdo de sélidos torna a reacdo mais lenta, provavelmente devido a maior
inibicao por produto, mas parece nao alterar a conversdo final obtida se a reagdo ocorrer por

tempo suficiente.
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Figura 4.3: Gréficos do efeito do aumento da concentracdo de s6lidos na conversao de
celulose para os tempos de a) 48 horas reacionais e b) 144 horas reacionais. * corresponde ao

gréfico de linearidade da conversdao em relacdo a concentracdo de sélidos.
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Um fator bastante critico nos projetos de processo € a produtividade volumétrica, que
pode definir o tamanho necessario do reator e também serve como instrumento de anélise para
os experimentos em escala laboratorial, j4 que oferece dados importantes para discussao
(ANDRIC et al., 2010 b). Com base nesse relato, os resultados abaixo mostram a diferenca de
produtividade volumétrica de glicose entre as hidrdlises (Figura 4.4 a e b).

A produtividade volumétrica do BH (Figura 4.4 a) sofre influéncia do aumento da

carga de solidos iniciais e também do tempo reacional. Observa-se uma queda na
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produtividade bastante significativa nas primeiras 48 horas reacionais para as maiores
concentracdes de sdlidos (10, 15 e 20% m/v). A produtividade em 12 horas para 10% de
s6lidos foi de 2,24 + 0,17 g/Lh, em 48 horas, a produtividade foi de 0,80 + 0,1, e em 72 horas
de hidrélise enzimdtica a produtividade caiu para 0,60 + 0,01 g/Lh, aqui se observa uma
queda de 73,22 % na produtividade volumétrica de glicose para 10% m/v ao longo do tempo
reacional. No final da reacdo de sacarificacdo, 144 horas, a produtividade caiu em
aproximadamente 85% (0,33 + 0,01 g/Lh). Para a maior concentracdo de sélidos (20% m/v)
as produtividades ao longo do tempo reacional foram relativamente maiores em comparacao
com as demais cargas de sélidos. Nota-se que em 12 horas a produgdo de glicose foi quase
duas vezes mais rapida, na taxa média de 4,12 + 0,19 g/Lh, e em 48 horas essa velocidade
caiu para 1,47 + 0,01 g/Lh. No final da reacdo (144 horas) a produtividade volumétrica foi
0,66 + 0,02 g/Lh, aproximadamente 2 vezes maior em comparacdo a hidrolise enzimdtica

realizada a 10% de sélidos (m/v).

Figura 4.4: Produtividade volumétrica de glicose na hidrélise enzimatica em batelada para

todas as concentracoes de solidos a) BH, b) BAD
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Quando BAD foi utilizado como substrato na hidrélise enzimatica (Figura 4.4 b), as
taxas de produtividade volumétrica alcancadas foram significantemente maiores em relacao
ao substrato lignificado (BH), indicando que os substratos com menos teor de lignina tém
potencial para reduzir os volumes requeridos de reatores, pois se trabalha com redugdo da
massa através da remog¢do de lignina, e aumento da conversdo devido a maior acessibilidade
do material pelas enzimas.

A maior produtividade volumétrica de glicose foi de 6,90 = 0,19 g/Lh para BAD em
20% m/v no tempo de 12 horas. Em 48 horas observa-se que a produtividade fica menor e cai
em aproximadamente 68% (2,22 + 1,48 g/Lh). No final da reacdo de sacarificacdo a
velocidade de producao para a glicose foi de 0,80 + 0,02 g/Lh. Ao examinar os dois graficos
(Figura 4.4 a e b) nota-se a diferenca entre as produtividades volumétricas para os bagacos
BH e BAD. Durante as primeiras 48 horas a diferenga na produtividade para a maior carga de
solidos € bem evidente, e em 12 horas de reacdo essa diferenca € de quase 3 vezes do valor de
BH para BAD (BH = 4,12 + 0,19 ¢ BAD = 6,90 £ 0,19 g/Lh). Quando a carga de s6lidos €
menor, 5% m/v, a diferenca entre as produtividades dos bagacos ndo foi tdo pronunciada.
Provavelmente a menor diferenca nas produtividades estd relacionada ao fato de que em
menores concentracdes de s6lidos a hidrdlise enzimatica ndo € influenciada negativamente
pelo combo “efeito de solidos™”, e sim pelas caracteristicas do substrato. Nesse caso, a
diferenca pode estar mais ligada a propor¢ao de lignina nos bagacos.

Na literatura, Andric et al. (2010 a) referiram-se ao experimento de Jgrgensen et al.
(2007) e estimaram uma produtividade volumétrica inferior a 0,3 g/Lh para uma hidrdlise a

40% (m/m) de consisténcia em batelada da palha de milho pré-tratada por 96 horas.
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Sabe-se que a carga de sélidos € um dos fatores que mais afeta a conversdo dos aguicares
na hidrélise enzimdtica da celulose, e que a alta concentracdo de aguicares na etapa de
hidrdlise é essencial para obtencao de altas concentragdes de etanol apds a fermentacdo. Um
dos caminhos para tentar minimizar os problemas € realizar a hidrélise em modo batelada

alimentada (MARTINS et al., 2015).
4.4 Conclusoes

Com o estudo da hidrélise enzimética para duas biomassas distintas, BH e BAD, foi
possivel verificar e confirmar que o pré-tratamento do bagaco de cana-de-agicar determina a
eficiéncia na digestibilidade da celulose. Observou-se que o bagago lignificado (BH)
apresentou menor digestibilidade da celulose para todas as concentracdes de solidos estudadas
(1 a 20% m/v) em comparagdo com o bagaco que passou por uma etapa de deslignificacao
com NaOH (BAD). Provavelmente isso estd relacionado as mudangas quimicas e estruturais
causadas pelo tipo de pré-tratamento aplicado na biomassa, como por exemplo, a quantidade
de lignina.

Os resultados referentes a variacdo na carga de solidos mostraram que a concentracao
de glicose aumentou em relacdo a concentracdo de sélidos e também com o tempo reacional,
onde foi possivel alcancar altas concentracdes de glicose para os bagacos (BH e BAD) em
144 horas.

Contudo, o aumento na concentra¢do de s6lidos influenciou na conversao de celulose,
principalmente nos tempos reacionais mais curtos, onde a quantidade de dgua disponivel era
menor, ocasionando uma série de problemas como os relacionados a transferéncia de massa
que dificultam, por exemplo, a mistura eficiente dos produtos e outros inibidores que se
concentram perto do sitio catalitico enzimético inibindo as enzimas.

A conversao de celulose também foi afetada pelo tempo reacional e pelo tipo de pré-
tratamento. O efeito do conteiddo de s6lidos para o BH diminui até quase desaparecer em um
tempo prolongado de hidrdlise (144 horas) em que a conversdo para todas as concentragdes de
sOlidos (1 a 20%) se aproximam e praticamente se equiparam. Essa mesma tendéncia nao foi
tao evidente para o outro tipo de pré-tratamento (BAD), onde a conversdo de celulose
diminuiu com o aumento da carga de s6lidos. Possivelmente o efeito da inibicdo por produto
foi maior para o BAD, e em alta concentracdo de sélidos esse efeito combinado com outros
ligados a altas concentracdes de solidos ocasionou a queda na conversao de celulose.

Ainda sim, o BAD apresentou melhores resultados em comparagcdo ao BH. A

produtividade volumétrica de glicose para o BAD foi muito maior em relacio ao BH,
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indicando que a deslignificacio tem o potencial de reduzir os volumes requeridos de reatores,
j4 que a quantidade de massa necessdria € menor para alcancar quantidades maiores de
glicose. A produtividade volumétrica também mostrou a influéncia do aumento na carga de
sOlidos iniciais e do tempo. Para concentracdes de sélidos elevadas, a produtividade
volumétrica de glicose em 12 h foi de até 6,90 g/Lh para o BAD, enquanto que para o BH a
produtividade foi de 4,12 g/Lh de glicose.

No presente trabalho foi possivel aumentar a carga de soélidos e obter altas
concentracdes e produtividades de glicose. Entretanto, a carga de s6lidos afetou a conversao
dos acucares na hidrélise enzimética da celulose. Sendo assim, novas estratégias e estudos
seriam necessdrios para minimizar os problemas relacionados a hidrélise enzimatica com altas

cargas de sélidos.
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5 CAPITULO 5
HIDROLISE ENZIMATICA EM BATELADA ALIMENTADA

5.1 Introducao

Virias estratégias para viabilizar a hidrélise enzimdtica com altas cargas de sélidos
tém sido propostas em trabalhos recentes, entre elas a opera¢do em batelada alimentada (CUI
et al., 2014; DU et al., 2017; HODGE et al., 2009; JUNG et al., 2017; WANG et al., 2016;
ZHANG et al., 2012), que pode ajudar com as dificuldades difusionais no sistema. No
entanto, resultados de diferentes trabalhos sdo conflitantes, alguns mostrando aumento na
conversdo e outros at€ mesmo uma diminuicdo (CHANDRA et al., 2011). Nos trabalhos que
mostram diminui¢do da conversdo existe a possibilidade de que os autores ndo tenham
considerado a adicdo de dgua ao sistema ao alimentar a biomassa, que em geral tem uma
porcentagem de umidade. Além disso, para manter altas conversdes a determinagdo do perfil
de vazdo 6timo de adi¢do de substrato € muito importante (MODENBACH; NOKES, 2013) e
a maioria dos trabalhos faz a adi¢do de substrato por tentativa e erro. Ainda que a conversao
permaneca constante na operacdo em batelada alimentada, este modo de operagdo diminui a
energia gasta para agitacdo, uma vez que € possivel aguardar a liquefacdo do slurry antes de
adicionar mais so6lidos, mantendo sempre concentracdes mais baixas de s6lidos insoliveis no
reator.

Portanto, o Capitulo 5 visou avaliar o modo de operacdo batelada alimentada como
forma de aumentar a concentracdo de glicose (g/L) sem diminuir a conversdo dos actcares
durante o processo da hidrélise enzimatica para altas concentracdes de sdlidos. Para isso duas
configuracdes foram propostas € implementadas: C1 e C2, que estdo descritas nos itens 5.2.1
e 5.2.2, a seguir. A diferenca principal entre as duas configuracOes é uma etapa de pré-
hidrélise do bagaco a ser alimentado na configuracdo C1, que foi feita com o intuito de avaliar
se a alimentacdo de material parcialmente liquefeito diminuiria as limita¢des de transferéncia

de massa associadas com a operacdo da hidrdlise em altas cargas de sélidos.
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5.2 Metodologia experimental

5.2.1 Hidroélise enzimatica em batelada alimentada com adsorc¢io prévia da celulase —

Configuracao C1

As hidrélises em batelada alimentada C1 foram realizadas para os dois bagacos pré-
tratados, BH e BAD. A Figura 5.1 exemplifica as etapas para a realizacdo da HE em batelada
alimentada C1. Nessa estratégia, a reacdo de sacarificacdo iniciou-se com 10% de sélidos
(m/v) e, a cada 6 horas, adicionou-se solu¢do com 30% de solidos (m/v) até completar 18
horas. O bagacgo alimentado foi pré-hidrolisado por 6 horas antes de cada alimentacdo, e
entdo, o conteido pré-hidrolisado era alimentado no Erlenmeyer. No final das 18 horas,
alcancou-se 20% de so6lidos (m/v) para cada uma das hidrélises com os bagagos pré-tratados
(BH e BAD). Nesses experimentos foram utilizados Erlenmeyers de 500 mL contendo tampao
citrato 0,05 M (pH 4,8) complementado com 0,02% de azida sddica por grama de biomassa.
A cada alimentagdo de bagaco (BH ou BAD) foi adicionada a quantidade de enzima
equivalente para manter a carga enzimdtica do meio reacional no nivel de 15 FPU de
celulase/g de bagaco. Os frascos foram incubados em agitador orbital, mantidos a 150 rpm e
50 °C por até 144 horas. As enzimas foram adicionadas apds 30 minutos de incubacdo.
Amostras foram coletadas do meio reacional em tempos pré-determinados para quantificagao

dos agucares liberados.
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Figura 5.1: Fluxograma da HE em batelada alimentada — C1.
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Cada frasco foi pré-hidrolisado por 6
horas antes de serem alimentados no
Erlen 2.

5.2.2 Hidroélise enzimatica em batelada alimentada - Configuracao C2

A segunda configuragdo (C2), em batelada alimentada, foi iniciada com 10% de s6lidos
(m/v), e a cada 6 horas, foram adicionados 5% (m/v) de bagaco descontando a umidade inicial
(aproximadamente 7%) até completar 18 horas. A cada alimentacdo de bagaco foi adicionada
a quantidade de enzima equivalente para manter a carga enzimatica do meio reacional no
nivel de 15 FPU de celulase/g de bagagco. As condi¢des reacionais (temperatura, tempo,
agitacdo, pH) foram as mesmas descritas no item 5.2.1. No final das 18 horas, alcancaram-se
24,77% de sélidos (m/v) para a hidrélise com BH e 24,72% de s6lidos para o BAD.

As amostras coletadas durante as reacdes de HE foram posteriormente filtradas, e

injetadas em HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) para quantificacdo dos agucares.

5.2.3 Influéncia da alta concentracao de aciicar na cinética de adsorcao da Cellic Ctec 2
no BAD

A fim de avaliar a influéncia de concentracdes elevadas de agucar no processo de
adsor¢do do complexo celulolitico Cellic Ctec 2 no BAD, experimentos de cinética de
adsor¢do foram realizados. Com isso foi possivel verificar o quanto a adsor¢do € prejudicada

ao longo de uma HE com alta concentracdo de sélidos que gera, consecutivamente, uma
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liberacdo maior de agucares no meio reacional, e como esses acucares interferem
posteriormente na adsorcdo dessas enzimas.

Foram adicionados aos Erlenmeyers tampao citrato 0,05 M pH 4,8 complementado com
0,02% de azida sédica por grama de biomassa juntamente com a biomassa (BAD) na
concentracdo de 10% de sdlidos (m/v) (concentracdo maxima de sélidos onde se conseguiu
desenvolver a metodologia de adsor¢do, em concentracdes maiores ndo havia dgua livre para
realizar o ensaio). A enzima (Cellic CTec 2) foi adicionada no meio reacional na carga de 15
FPU/g BAD ap6s 30 minutos de incubac¢do do meio nas condi¢des reacionais de temperatura
e agitacdo estudadas. A agitacdo foi de 150 rpm e a temperatura da reacdo foi de 25°C,
temperatura ambiente, que evita uma possivel hidrdlise do material. Todos os experimentos
foram realizados em duplicata e para cada ponto analisado foi utilizado um frasco. Para uma
melhor visualizagcdo os experimentos e as condi¢Oes experimentais estdo listados na

Tabela S5.1. Cabe destacar que as concentracdes de glicose adicionadas foram
estabelecidas de acordo com os valores de glicose liberados durante a hidrélise enzimatica dos
bagacos estudados.

Durante o experimento, amostras do sobrenadante foram recolhidas, centrifugadas em
centrifuga NT 810 (Novatecnica, Brasil) e filtradas. Para a filtragem, utilizaram-se filtros
MILLEX - HV com membrana de PVDF, 0,45 um de poro, 13 mm de didametro (Milipore).
As amostras, entdo, foram analisadas para a quantificacdo do teor de proteinas pelo método de
Bradford descrito no item 3.2.4.

Tabela 5.1: Arranjo experimental para as cinéticas de adsorcao da Cellic Ctec 2 no

BAD na presenga de diferentes concentracdes de glicose.

Cinética de adsorcao

Arranjo Concentragao de Concentragao de Concentragao Cellic Ctec 2
experimental glicose (g/L) solidos (m/v) (mg de proteina/g BAD)
1 0 10 7,40
2 70 10 7,40
3 100 10 7,40

4 140 10 7,40
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Hidrolise enzimatica em batelada alimentada - Configuracoes C1 e C2

Para cada um dos esquemas de alimentacdo (Cl, secdo 5.2.1; C2, secdo 5.2.2), as
alimentacdes foram realizadas nos tempos de hidrélise de 6, 12 e 18 horas para alcancar a
quantidade total de s6lidos de 20% (m/v) para C1, e de aproximadamente 24% (m/v) para C2.
A diferenca na concentragdo de sélidos alcancada no final das trés alimentagdes para as
configuragdes C1 e C2 deve-se ao fato de que na primeira configuracdo (C1) a alimentacao de
bagaco foi realizada em solucdo (bagaco pré-hidrolisado) e o teor de umidade foi maior em
relacdo as alimentagdes feitas na configuracdo 2, onde o bagaco era adicionado praticamente
seco (7% de umidade).

A Figura 5.2 (a e b) exibe os perfis de liberacdo da glicose para os diferentes esquemas
propostos, e compara o efeito da batelada alimentada na conversdo de celulose da hidrélise
enzimdtica para os bagacos (BH e BAD). Para comparar a concentracdo de celobiose (g/L)
liberada ao longo das estratégias, verificar Apéndice V, Tabela 10.7 e 10.8.

O substrato com menor quantidade de lignina na composi¢ao (BAD) apresentou melhor
desempenho, com producio de até 136,63 + 1,59 g/L. de glicose em 144 horas na
configuragdo C1. O pré-tratamento 4dcido seguido de deslignificagdo permitiu a producdo de
concentracdes elevadas de glicose com cargas de sélidos menores na hidrdlise quando
comparado ao pré-tratamento hidrotérmico (Tabela 5.2), o que minimiza o consumo de
energia para agitacdo, bem como problemas de transferéncia de massa e calor em maiores

escalas.
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Figura 5.2: Influéncia do tipo de pré-tratamento e das configuracdes de BA empregadas na

HE. a) Concentracdo de glicose, b) Conversao de celulose em glicose.
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Tabela 5.2: Concentragdo de glicose e conversao da hidrdlise para as diferentes estratégias de

HE para 144 horas de hidrélise.

. Hidrotérmico (BH) Acido-NaOH (BAD)
Concentracao de
solidos Glicose (g/L) Conversao (%) Glicose (g/L) Conversao (%)
20 % (batelada) 95,37+234 a 70,271,772 a 115,54 £292 a 73,00+ 1,85a
20 % (batelada
91,35+0,37 a 67,31 £0,22 a 136,63 £1,59 b 86,33 +£2,02b
alimentada C1)
24 % (batelada
111,19 +2,43b 66,18+ 1,45a 126,99 £0,95 ¢ 64,82 +0,49 ¢

alimentada C2)

Meédias com letras diferentes em uma linha diferem significativamente entre si no nivel p<0,10% na anélise de
Tukey.

A concentracdo de glicose mais alta ja era esperada para o bagaco BAD devido a maior
porcentagem de celulose em sua composi¢do (Tabela 3.2), mas pode-se notar na Figura 5.2 b
que a conversdao também € mais rapida para este bagaco, mostrando a maior acessibilidade da
enzima a celulose. Embora mais rdpida no inicio, a conversdo ao final de 144 h para o BAD
na configuracido C2 foi a mesma que para o BH nas duas configuracdes.

Na configuracio C1, no entanto, nota-se uma conversao muito alta em 144 h, de 86,33+
2,02%. Uma hipotese é que a menor conversdo na configuracdo C2 pode ter sido devida a
dificuldade de acesso das enzimas ao substrato alimentado, evitada com a alimentacdo do
bagaco pré-hidrolisado, embora a mesma tendéncia ndo aconteca para o bagaco BH. Uma
hipétese para estes diferentes comportamentos pode ser a diferenca no valor de retencio de
agua (VRA) para os dois materiais. Martins et al. (2015) mostraram que materiais submetidos
a pré-tratamentos que deslignificam tendem a ter valores maiores de VRA. Por outro lado,
Modenbach & Nokes. (2013) afirmaram que VRAs elevados levam ao aumento da
viscosidade aparente da mistura, o que dificulta o acesso das enzimas ao substrato. Assim, o
bagaco BAD, tendo um maior valor de VRA, teve a hidrélise favorecida quando a adsor¢do
das enzimas foi feita em estigio separado.

No caso do bagaco BH, os resultados similares nas configuragdes C1 e C2 podem ser
também atribuidos a estrutura do material, com mais lignina, que pode ter limitado a hidrélise
mesmo quando as enzimas acessam o substrato mais facilmente na configuracdo CI.
Driemeier et al. (2015) relataram que biomassas submetidas a pré-tratamentos conhecidos por

nao remover a lignina (4cido diluido, hidrotérmico e explosdao a vapor) ocasionam agregacao
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da lignina e da celulose, além da co-cristaliza¢do, o que provoca uma coesdo nanoescalar dos
poros tornando-os menores (< 4nm) em comparagdo aos observados em biomassas
deslignificadas (>10nm).

Outra hipétese para as diferencas entre a conversdo nas configuragdes C1 e C2 para o
BAD ¢ a inibicdo da adsorcdo pela glicose produzida durante a hidrdlise. Resultados
anteriores (MACHADO, 2013) mostraram que a glicose pode causar um efeito de inibi¢do na
adsorcdo. Como na hidrélise do bagaco BAD ha liberacdo de maiores concentragdes de
glicose do que na hidrdlise do bagago BH, a adsor¢do pode ter sido inibida na configuracdo
C2, o que ndo aconteceria na configuracao C1, em que a adsor¢ao no bagaco a ser alimentado
¢ feita em etapa separada. Para tentar comprovar essa hipdtese, cinéticas de adsor¢do na
presenca de concentracdes elevadas de glicose foram realizadas, e os resultados estdo
dispostos na secao seguinte (5.3.2).

Deve-se ressaltar que a configuracdo C1 pode ter vantagens em um processo industrial,
onde a alimentacdo de uma solucao é mais fécil do que a alimentacdo de bagaco sélido.

Comparando os resultados da hidrélise enzimdtica em batelada alimentada com
adsor¢do prévia (configuracdo C1) ao controle (hidrélise a 20% sélidos (m/v), em batelada)
(Tabela 5.2), observa-se que a concentracdo de glicose no meio reacional aumentou para o
bagaco BAD, mas ndo para o BH. No caso do BH, o modo de operacdo batelada alimentada
ndo melhorou a conversdo, indicando que provavelmente a estrutura do material tenha
limitado mais o processo de hidrdlise do que as proprias limitagdes de transferéncia de massa.
Ja para o BAD a conversao na batelada alimentada (C1) aumentou muito em relacdo a obtida
em batelada para a mesma carga de sélidos.

Na configuragdo C2, batelada alimentada, a carga de sélidos € um pouco maior e a
concentracdo de glicose foi maior do que a batelada a 20% de s6lidos para os dois bagagos,
como ja era esperado. No entanto, nota-se que as conversdes sao mais baixas e iguais
estatisticamente.

Modenbach & Nokes (2013) compararam muitos trabalhos que realizaram a hidroélise de
diferentes biomassas no modo batelada alimentada. As cargas de so6lidos variaram de 10% a
30% (m/v) e foram utilizadas diferentes estratégias de alimentacdo em tempos de hidrélise de
72 a 288 h. Ma et al. (2011) relataram uma conversao de 74% para o bagaco de mandioca pré-
tratado com 4cido sulfirico diluido, ap6s 72 h de hidrdlise, com 25% de sélidos. Os autores
fizeram somente duas alimentacdes, em 6 e 12 horas reacionais, onde a enzima foi adicionada
integralmente no inicio da reagdo. Um estudo conduzido por Jung et al. (2017) demonstrou

que apds aperfeicoarem os perfis de alimentagdo da biomassa e da enzima, alcancaram 132,6
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g/L de glicose e 76,0% de conversdo tedrica com 60 horas de sacarificagdo da palha de arroz
pré-tratada com 4cido malico a 30 % de sélidos (m/v). Essa concentracdo elevada de glicose
juntamente com a conversao foram descritas pelos autores como fruto de uma otimizagao
adequada nos perfis de alimentacao da hidrdlise em batelada alimentada.

Gao et al. (2014) trabalharam com o bagaco de cana-de-acticar pré-tratado com NaOH e
descreveram uma conversao de celulose de 60,7%, com concentracio méxima de glicose de
129,50 g/L em 120 horas de hidrélise enzimdtica em modo batelada alimentada. Os autores
iniciaram o sistema de hidrélise com 12% (m/v) de sélidos, onde 7% (m/v) de sdlidos frescos
foram alimentados consecutivamente as 6 h, 12 h e 24 h para obter uma concentracdo final de
33% (m/v). Toda celulase usada (10 FPU/g de substrato) foi adicionada por completo no
inicio da reacdo de hidrdlise.

Outro estudo de hidrélise enzimética em batelada alimentada foi realizado por Wang et
al. (2016) que utilizaram como substrato o bagaco de cana-de-actcar pré-tratado pelo método
hidrotérmico. Esses autores obtiveram ao final das alimentagdes, 20% de sdlidos insoliveis
totais, e apos 120 horas a concentracdo de glicose foi de 91,6 g/LL com conversao de 68,3%.
Nesse esquema de batelada alimentada, as enzimas foram adicionadas integralmente no inicio,
juntamente com uma concentragdo otimizada de Tween80, um surfactante nio i6nico, que
melhorou o desempenho das reacdes de hidrdlise da biomassa pré-tratada em estudos
anteriores dos mesmos autores.

Zhang et al. (2012) estudaram outro método de batelada alimentada para a conversao do
bagaco de cana-de-acucar pré-tratado com NaOH. A biomassa foi alimentada no reator com
9%, 8%, T% e 6% de sdlidos ao longo de 48 h para obter uma carga de sélidos final de 30%
(m/v). Todas as enzimas foram adicionadas juntamente com a primeira adicao de biomassa. A
conversao final de glicose para o bagaco de cana foi de 55%.

Notam-se, pelas referéncias acima, que os valores de glicose e conversdao de celulose
encontrados neste trabalho estdo dentro dos valores encontrados na literatura, tanto para o BH
quanto para o BAD, quando os mesmos foram hidrolisados em modo batelada alimentada na
configuracdo C2, onde bagaco fresco era adicionado em tempos reacionais pré-determinados.
Ja os resultados apresentados nesse capitulo para a configuragdo C1 podem ser considerados
inéditos, uma vez que nao foi encontrada nenhuma estratégia parecida como a proposta nesse
trabalho.

Podem-se destacar algumas vantagens ao se trabalhar modo batelada alimentada, como
por exemplo, da viscosidade inicial ser mais baixa, de modo que a difusdo e as limitacdes da

mistura podem ser minimizadas ou completamente evitadas, pois a manutengdo da carga de
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sOlidos € baixa. Além disso, o regime de alimentacdo permite que o substrato se liquefaca
parcialmente antes da adi¢do de sélidos adicionais, o que mantém um nivel de dgua livre
disponivel para o processo de reacdo e difusdo de produtos potencialmente inibidores que
resultam da reagdo de hidrélise (HOYER et al., 2010).

A Figura 5.3 (a, b) e a Figura 5.4 (a, b) mostram as diferencas nas produtividades
volumétricas de glicose entre as configuragdes C1 e C2 da batelada alimentada e também a
comparacdo destas entre os bagacos BH e BAD, nessa ordem. Para ambas as configuracdes
Cl e C2 seja a comparacdo entre elas (Figura 5.3 a, b) ou entre as diferentes biomassas
(Figura 5.4 a, b), nota-se que as taxas das hidrélises foram relativamente altas no inicio de
cada uma das reacdes (12 horas), e entdo, gradualmente se tornaram menores com O aumento
do tempo reacional. As produtividades volumétricas de glicose para o BH nas configuracdes
C1 e C2 foram basicamente iguais durante as primeiras 12 horas, onde se alcancou 3,14 +
0,28 g/Lh de glicose na C1 e 3,07 + 0,08 g/Lh na C2.

Observa-se (Figura 5.3 a) que a partir de 18 horas reacionais a produtividade
volumétrica fica maior para a C2 e se mantem até o final da reacdo (144 horas), mesmo em
menor propor¢do. Essa diferenca na velocidade pode ser referente a maior concentracdo de
sOlidos alcangada na C2, uma vez que a ultima alimentacdo para ambas as configuragdes foi

realizada em 18 horas.
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Figura 5.3: Produtividade volumétrica de glicose nas configuracdes de BA. a)

comparacdo entre C1 e C2 para BH e b) comparacao entre C1 e C2 para BAD.
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Em relagdo ao BAD (Figura 5.3 b) nota-se também um perfil bastante préximo ao
encontrado para o BH. A produtividade volumétrica de glicose foi maior para as primeiras 12
horas e entdo, diminuiu de acordo com o tempo. Entretanto, os valores encontrados para essa
biomassa foram aproximadamente 2 vezes maiores em comparacdo ao BH, como exemplo,
em 12 horas a produtividade foi de 5,12 + 0,01 g/Lh de glicose para C1 e de 4,65 + 0,11 g/Lh
para C2.

Essa diferenca pode ser analisada através da Figura 5.4 (a, b) que exibe os gréficos

comparativos entre os bagacos BH e BAD nas configura¢des de batelada alimentada C1 e C2.
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Figura 5.4: Produtividade volumétrica de glicose para as configuracdes de BA. a) referente a

configuracdo C1 para BH e BAD e b) referente a configuracdo C2 para BH e BAD.
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Com relagdo a configuracdo C1 verifica-se que a diferencga entre as produtividades de
glicose para BH e BAD ¢ mais pronunciada do que a observada pela configuracio C2. A
velocidade na producgdo de glicose em 12 horas foi de 5,12 + 0,01g/Lh para BAD e de 3,14 +
0,28 g/Lh para BH. Para C2, observa-se que a diferenca entre as produtividades foi maior
somente no inicio da reacdo, j4, a partir de 48 horas a relacdo entre as velocidades sdo
basicamente iguais, onde se alcangou em 144 horas 0,88 + 0,01 g/Lh de glicose para BAD e
0,77 £ 0,01 g/Lh de glicose para BH.

Ao avaliar a Figura 5.5 (a e b) percebe-se que a produtividade de glicose difere entre as
hidrélises em batelada (20 % m/v) e batelada alimentada, principalmente nas primeiras 24

horas reacionais.
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Figura 5.5: Comparacao da produtividade volumétrica de glicose entre configuracdes de
batelada alimentada e batelada na hidrdlise enzimética. a) bagaco hidrotérmico — BH e b)

bagaco 4cido seguido de deslignificagdo com NaOH — BAD.
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A produtividade volumétrica de glicose para ambos os bagacgos na hidrdlise em batelada

foi maior, destacando o valor para o BAD. Em 12 horas o valor alcancado para BH na
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hidrélise enzimética em batelada (Figura 5.5 a) foi de 4,12 + 0,19 g/Lh de glicose, enquanto
que para as configuracdes de batelada alimentada C1 e C2 os valores foram de 3,14 + 0,28
g/Lh e de 3,07 £ 0,08 g/Lh de glicose, respectivamente. Apds a dltima alimentagdo de bagaco
para as configuracdes C1 e C2, em 18 horas, observa-se que as velocidades na producio de
glicose entre as configuracdes de hidrdlise ficaram bem proximas, praticamente iguais.
Somente a C2 proporcionou um leve aumento em relacdo as demais, mas porque nessa
configuracdo a concentracdo de sélidos foi ligeiramente maior em comparacdo com C1 (20%
m/v) e em comparacao a hidrélise enzimética em batelada a 20% de s6lidos (m/v).

Para o bagaco BAD as produtividades volumétricas de glicose (Figura 5.5 b) também
exibiram o mesmo perfil, mostrado através da Figura 5.5 a, no inicio, a rea¢do de hidrélise a
20% de soOlidos (m/v) obteve os maiores valores para produtividade volumétrica. Como
exemplo, em 12 horas, o valor da produtividade para a hidrolise foi de 6,89 + 0,19 g/Lh de
glicose. As configuracdes C1 e C2 alcancaram, respectivamente, 5,12 + 0,01 g/Lh e 4,65 +
0,11 g/Lh de glicose. Entretanto, apds as ultimas alimentagcdes de substrato houve uma
pequena mudanga e as produtividades para as configuracoes C1 e C2 se sobressairam em
relacdo a hidrolise enzimatica em batelada. Em 72 horas, a producdo de glicose foi de 1,48 +
0,01 g/Lh de glicose para hidrdlise, 1,77 £ 0,02 g/Lh para C1 e de 1,70 £ 0,01 g/Lh de glicose
para C2, mas sempre mantendo o perfil encontrado em todos os graficos de produtividades
volumétricas, conforme se aumenta o tempo reacional a taxa média da produtividade
volumétrica diminui.

Na literatura alguns dados para a produtividade volumétrica de glicose foram calculados
para hidrélise enzimatica em modo batelada alimentada. Em geral, os valores encontrados nao
diferem muito dos valores deste trabalho. Wang et al. (2012b), por exemplo, obtiveram 0,74
g/Lh de glicose ao final de 120 horas de hidrélise enzimdtica modo batelada alimentada ao
utilizarem 30% de bagaco de sorgo doce pré-tratado hidrotérmico. Outro estudo de hidrdlise
em batelada alimentada com 20% de sdlidos totais, entretanto, com bagaco de cana pré-
tratado hidrotérmico (WANG et al., 2016), mostrou que em 120 horas de sacarificacdo foram
produzidos 91 g/L. de glicose, que corresponde a uma produtividade volumétrica de
aproximadamente 0,76 g/Lh de glicose. Neste trabalho, com 0 mesmo tipo de biomassa e pré-
tratamento, nos tempos reacionais de 96 e 144 horas de hidrélise em batelada alimentada C1
foram produzidos 0,88 g/Lh e 0,77 g/Lh de glicose, nessa ordem.

Em relacdo a uma biomassa que passou por um tipo de pré-tratamento deslignificante,
como o BAD deste trabalho, Zhang et al. (2012) ao estudarem a hidrélise em batelada

alimentada do bagago pré-tratado com NaOH, a 30% de s6lidos, obtiveram apds 144 horas de
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sacarificacdo aproximadamente 125,97 g/L. de glicose, que corresponde a uma produtividade
volumétrica de glicose de 0,87 g/Lh. J4 Gao et al. (2014) alcangaram aproximadamente 1,08
g/Lh de produtividade volumétrica de glicose ao utilizarem como biomassa o bagaco pré-
tratado alcalino em uma concentragao de sélidos de 33% na hidrélise enzimatica em modo
batelada alimentada por 120 horas. A configuragdo C1 de hidrdlise em batelada alimentada
proposta neste trabalho proporcionou até 0,95 g/Lh de glicose em 144 horas reacionais,
enquanto que para 96 horas de hidrdlise a produtividade volumétrica de glicose foi de 1,37

g/Lh.

5.3.2 Influéncia de concentracoes elevadas de aciicares na cinética de adsorcao da Cellic

Ctec 2 no BAD

Os resultados aqui apresentados tiveram o proposito de avaliar se altas concentragdes de
acucares inibem a adsorcao das enzimas durante a hidrélise enzimética, uma vez que, mesmo
trabalhando em modo batelada alimentada para diminuir os problemas relacionados a
transferéncia de massa e calor, os valores de conversio de celulose foram dificeis de
interpretar, principalmente entre as configuracdes Cl1 e C2 para o bagaco BAD. Os
experimentos de cinéticas de adsor¢ao foram realizados a 25°C, temperatura ambiente, na qual
nio ocorre reacdo de hidrdlise enzimatica. Isso foi estipulado para tentar avaliar somente o
perfil de adsorcdo das enzimas no bagaco quando existe alta concentragdo de aciicares no
meio reacional. Aos resultados de enzima adsorvida (mg/g de BAD) aplicou-se o Teste de
Tukey.

A Figura 5.6 exibe os perfis de adsorc¢do da Cellic Ctec2 sob o BAD na presenga de trés
concentracoes de glicose (70, 100 e 140 g/L), mais o perfil sem a interferéncia do agucar.
Nota-se que em 24 horas a quantidade de enzima adsorvida foi maior quando nido houve
nenhuma adi¢@o de glicose no meio reacional (6,01 mg/g BAD de celulase). Os valores das
médias de concentragdo de enzima adsorvida no BAD para 70, 100 e 140 g/L de glicose no
meio foram de 5,38, 5,06 e 5,76 mg/g de BAD de celulase, respectivamente. De acordo com o
Teste de Tukey esses valores ndo sdo estatisticamente diferentes entre si, somente quando
comparados com o teste branco (sem adi¢do de glicose).

Aparentemente, pode-se dizer que a liberacao de agiicares em determinada concentra¢ao
no meio reacional de hidrélise enzimatica pode interferir na adsorcao das enzimas no bagaco
e levar a uma menor digestibilidade do mesmo. Machado (2013), em um estudo de adsorcao
de celulases em bagaco deslignificado adicionando ou ndo glicose no meio, mostrou que valor

de Eux (capacidade médxima de adsorcao) foi ligeiramente maior sem adic¢ao de glicose, o que
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pareceu indicar que, neste caso, o efeito da inibi¢do da adsor¢do pela glicose foi maior do que
o efeito causado pela dessor¢do devida a hidrélise (experimento realizado a 50°C). No
entanto, a diferenca entre os valores de enzima adsorvida sem glicose ou com adicdo de
glicose (11 %) parece ser pequena demais para justificar as diferencas de conversdo nas duas

configuragdes, C1 e C2, da operacdo em batelada alimentada.

Figura 5.6: Cinética de adsorcdo da Cellic Ctec 2 no BAD com adi¢do de 7,4 mg de
proteina/g de bagaco na presenca de altas concentracdes de glicose. Condic¢des reacionais: 25
°C, pH 4.8 e agitacao 150 rpm, concentracdo inicial de bagaco 10 % m/v, carga enzimatica

correspondente de celulase de 15 FPU/g de bagaco.
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5.4 Conclusoes

As estratégias Cl1 e C2 de batelada alimentada proporcionaram, ao final das trés
alimentagdes, concentracdo distintas de s6lidos para BH e BAD. Na Configuracdo C1, onde
bagaco pré-hidrolisado (com enzimas ja adsorvidas) foi alimentado, as concentracdes de
s6lidos finais alcancadas foram de 20% (m/v) para BH e BAD, j4 na C2, onde bagaco seco foi
adicionado, a concentracdo de solidos ao final da terceira alimentacdo foi de
aproximadamente 25% para os bagacos.

As concentragdes de glicose obtidas ao final de 144 horas reacionais foram distintas
entre as configuracdes, destacando o maior valor para o BAD na configuragao C1 (136,63

+1,59 g/LL de glicose), entretanto, isso ja era esperado devido a essa biomassa apresentar
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menor quantidade de lignina e maior concentracdo de glucana inicial. Nessa configuragcdo a
conversao de celulose também ficou bem alta, 86,33% + 2,02%. Contudo, na C2, onde se
alcangou maior concentragdo de sélidos, a conversdo, bem como a concentragdo de glicose ao
final de 144 h, foram menores (64,82% + 0,49 e 126,99 g/L + 0,95, como segue).

No entanto, para o bagaco BH nao houve diferenca de conversdo entre as configuragdes
Cl e C2 (67,31% £ 0,22 e 66,18% =+ 1,45) em relagdo a batelada (70,27% = 1,72).
Provavelmente a estrutura recalcitrante da biomassa, devido a agregacdo da lignina e da
celulose, além da co-cristalizacdo (Driemeier et al., 2015), fazem com que um limite de
conversdo seja atingido, de forma que mesmo com maior facilidade de acesso das enzimas ao
substrato, ndo houve diferenca na conversao.

Ja as diferencas notadas para o BAD entre as configuragdes C1 e C2 provavelmente sao
explicadas pelas dificuldades de transferéncia de massa maior na configuracdo C2. Este
material tem maior VRA do que o bagaco BH, o que aumenta a viscosidade aparente, fazendo
com que a adsorcdo realizada antes da alimentacio tenha efeito positivo (C1). Outro fator € a
inibicao da adsorc¢do pela alta concentracio de glicose produzida durante a hidrélise. Os dados
exibidos referentes a adsorcdo da Cellic Ctec 2 no bagaco na presenca de diferentes
concentracdes de glicose mostraram que a glicose pode causar um efeito de inibicdo na
adsor¢do. Como na hidrélise do BAD ha liberacdo de maiores concentracdes de glicose do
que na hidrélise do bagaco BH, a adsorc@o pode ter sido inibida na configuracdo C2, o que
nao aconteceria na configuracdo C1, em que a adsor¢ao no bagago a ser alimentado € feita em
etapa separada. No entanto, os resultados mostraram que a influéncia da glicose na adsorcao é
baixa e este ndo deve ser o Unico fator responsdvel pelas diferencas entre as configuracdes C1
e C2.

Logo, no presente trabalho foi possivel mostrar que altas concentragdes de sélidos
podem ser alcancadas em estratégias de hidrdlise enzimética em modo batelada alimentada e
que, ao se melhorar as condi¢cdes de alimentagdes (tempo, quantidade e configuracdo do
substrato a ser alimentado), € possivel alcancgar altas concentragdes de glicose e também

aumentar a conversao de celulose.
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6 CAPITULO 6

HIDROLISE ENZIMATICA EM DUAS ETAPAS —- UMA
ESTRATEGIA DE HIDROLISE PARA ALTA
CONCENTRACAO DE SOLIDOS

6.1 Introducao

Neste contexto de hidrélise com alta concentracdo de substrato, observam-se estudos
promissores, como o estudo de Xue et al. (2012) que utiliza uma técnica de hidrdlise de lascas
de madeira, sob pré-tratamento alcalino, em duas etapas distintas: um estdgio de adsorcdo da
celulase em baixa concentragdo de s6lidos (5 % m/v) por um periodo de 10 minutos seguido
de filtracdo até alcancar aproximadamente 20% de solidos totais. Apds a filtragdo, o segundo
estdgio tem inicio repondo a enzima perdida no sobrenadante e continuando a hidrdlise
enzimdtica em batelada. Por outro lado, o estudo de Xue et al. (2012) possui algumas
limitacdes, como a etapa de adsor¢do enzimatica realizada a 50°C (temperatura Otima da
hidrélise) e por um tempo reduzido de operacdo. No entanto, um estudo que realizamos
anteriormente (MACHADO et al., 2015) mostra que para o bagaco de cana-de actcar pré-
tratado (tanto por pré-tratamento que remove quanto por pré-tratamento que mantém a
lignina) sdo necessérias cerca de 2 horas para que a adsorcao das celulases atinja o equilibrio,
diferente do que ocorre com Avicel, celulose cristalina, na qual o equilibrio de adsor¢do de
celulases é atingido em 10 minutos. Fora isso, no Capitulo 3 deste trabalho, também ¢&
observado que o tipo de pré-tratamento empregado na biomassa e os complexos enzimaticos,
Celluclast e Cellic Ctec 2, exibem perfis de adsorcdo diferentes, onde muda a capacidade de
adsor¢do, bem como o tempo necessdrio para que o equilibrio da adsorcao seja atingido.

Assim, a etapa de filtracdo realizada por Xue et al. (2012) pode provocar uma perda
significativa da enzima que ainda ndo foi adsorvida no substrato em 10 minutos. Dessa forma,
um dos objetivos do presente capitulo foi realizar modificagcdes no processo citado acima, de
modo a obterem-se concentracdes de glicose satisfatorias, bem como a conversdo da celulose
em glicose para a hidrélise enzimética com alta concentracdo de sélidos para os bagacos BH e
BAD, possibilitando comparar o processo quando dois tipos distintos de material (com maior
teor de lignina e menor teor de lignina) sdo empregados na estratégia. Também foi um dos
objetivos avaliar se a etapa de adsor¢do em baixa concentracdo de sélidos traz diferenca

significativa ao processo.
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6.2 Metodologia experimental

6.2.1 Hidrolise enzimatica em duas etapas — uma estratégia de hidrolise para altas

concentracoes de sélidos

A estratégia de hidrélise em duas etapas (adsorcdo/hidrélise) estd esquematizada na
Figura 6.1(a e b), abaixo. Essa estratégia foi desenvolvida e aplicada em dois blocos
experimentais distintos. O primeiro bloco de experimentos (Figura 6.1 a) utilizou as enzimas
Celluclast 1.5 L (Novozymes) e B-glicosidase 188 (Novozymes). Ja o segundo bloco (Figura

6.1 b) visou o emprego do coquetel Cellic CTec 2 (Novozymes).

Figura 6.1: Esquema da hidrélise enzimatica em duas etapas. E1: Celulase; E2: B-glicosidase,

a) para Celluclast 1.5 L e b) para Cellic Ctec 2.
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O primeiro bloco de ensaios fez-se da utilizagdo de duas enzimas, entdo, a primeira
etapa, adsor¢do, foi realizada com 5 % (m/v) de BH juntamente com 15 FPU/g de bagaco de
celulase (E1) pelo tempo e temperatura determinados nos ensaios de adsor¢cdo da enzima

celulase no bagaco (dados exibidos no capitulo 3, item 3.3.4). O bagaco foi entdo filtrado por
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um sistema de filtracdo, onde se determinaram e fixaram as varidveis da filtracdo até a
concentracdo de solidos desejada. Em seguida, o sélido filtrado/espessado foi levado para a
etapa de hidrdlise, que ocorreu a 50 °C e pH 4,8. A quantidade de celulase (E1) adicionada foi
a quantidade ndo adsorvida na primeira etapa e a quantidade de B-glicosidase (E2) adicionada
foi de 25 CBU/g bagaco. Foram coletadas amostras em periodos determinados para posterior
andlise de acucares liberados.

Igualmente, o segundo bloco de ensaios foi realizado para os bagacos BH e BAD com o
coquetel enzimético Cellic Ctec 2. A quantidade de Cellic Ctec 2 (E1) adicionada na etapa de
hidrélise foi de 3 FPU/g de bagaco (quantidade minima de enzima encontrada através de
planejamento experimental previamente realizado que proporcionou os mesmos resultados em
termos de g/L. de glicose e conversao de celulose (%) quando comparados com a quantidade
de enzima em FPU/g de bagaco perdida no sobrenadante apds a etapa de filtragdo — item
3.3.4) e ndo houve adig¢do suplementar de B-glicosidase (E2), uma vez que esse coquetel ja
possui quantidade 6tima dessa enzima. Os dados para a cinética de adsor¢do para essa enzima

também estdo dispostos no item 3.3.4 do Capitulo 3.

6.2.2 Cinética de adsorc¢ao

As cinéticas de adsorc¢do ja foram realizadas e analisadas no Capitulo 3, logo, os
resultados referente aos tempos de equilibrio da adsor¢ao da Celluclast 1.5 L e da Cellic Ctec
2, bem como as quantidades maximas de enzimas adsorvidas nos bagacos BH e BAD estao

dispostos no item 3.3.4.

6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Hidroélise enzimatica em duas etapas

Para o primeiro bloco, onde somente o BH foi estudado, a primeira etapa, de adsorcao,
foi realizada a uma concentracdo de 5% (m/v) de bagaco (BH) na presenca do tampao citrato
de sédio pH 4,8 e celulase a 15 FPU/g de bagaco (10,59 mg de proteina/g de bagago) no
tempo de duas horas e temperatura de 25 °C, como determinados nos ensaios de adsorc¢ao
enzimatica prévios (se¢do 3.3.4).

Apés o estadgio de adsorcdo, o meio reacional passou por uma etapa de filtragdo, para
separar o s6lido do liquido. O meio operacional escolhido foi a centrifugacdo, onde a mistura
foi centrifugada em frascos de 50 mL por 3 minutos sob rotagdo de 3290 rpm, a fim de

aumentar a concentragdo de solidos totais disponiveis e, assim, seguir para a posterior
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hidrélise enzimdtica, que visava manter ou aumentar a conversdo da celulose para a
concentracdo de sélidos obtida apds a etapa de centrifugacdo. Apds esse processo
(centrifugagdo), as amostras foram checadas em relacdo a umidade para saber a quantidade de
s6lidos totais finais, chegando a um valor médio de 18,73% + 3,10 (m/v).

Em seguida, o sélido separado foi submetido a etapa de hidrdlise, 50 °C no “Shaker”
sob agitacao de 150 rpm por 48 horas. A reposi¢cdo de celulase (E1) na etapa de hidrélise foi
1,70 FPU/g de bagaco, quantidade de enzima perdida no sobrenadante apds a etapa de
filtracdo. Foram coletadas amostras em periodos determinados para posterior andlise dos
acucares pelo HPLC. Para mostrar o diferencial desse processo foram feitas reacdes de
hidrélise enzimdtica convencional em duplicata para as concentragdes de 5% e 20% de
s6lidos (m/v) na presenca das mesmas enzimas (Celluclast 1.5L. Novozymes e B-glicosidase
de Aspergillus niger Sigma-Aldrich). Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela

6.1.

Tabela 6.1: Conversao de glicose liberada na reac@o de hidrdlise enzimética do BH e

concentracdo de agucar gerada para as diferentes concentragdes de solidos.

sy Conversao celulose  Desvio Concentracio de glicose =~ Desvio
Esquema de hidroélise

(%) () (g/L) (&)

5% (m/v)* 45,65 1,34 15,49 a 3,79
20% (m/v)* 39,01 a 2,79 53,92 b 0,46
Hidrolise em™* duas 44,152 5,16 5293 ¢,b 6,31

etapas

*Representam hidrolises enzimaticas convencionais com concentragio de sdlidos de 5% e 20% (m/v) respectivamente.
**Representa o esquema de hidrdlise em duas etapas proposto nesse trabalho. Onde na primeira etapa ocorre o
favorecimento da adsor¢@o da enzima celulase na superficie do BH seguido de filtracdo, em que a concentragido de sélidos
passa de 5% para 18,73% (m/v); e na segunda etapa ocorre a hidrélise enzimadtica.

Médias com letras diferentes em uma coluna diferem significativamente entre si no nivel p< 0,005% na andlise de Tukey.

Para esse bloco de experimento em duas etapas, Tabela 6.1, observa-se que o processo
chega a uma conversao de 44,15% de celulose em glicose, enquanto que para a concentracao
de 5% (m/v), em uma reacdo de hidrdlise enzimdtica convencional, a conversdo de celulose
em glicose foi de 45,65%. Esses dados mostram que mesmo em uma concentracdo de solidos
relativamente alta (18,73% m/v), foi possivel manter a conversao de celulose em glicose em
alta concentracao de sélidos. Para a hidrélise enzimdtica convencial a 20% de sélidos (m/v),
Tabela 6.1, observa-se que a quantidade de glicose produzida é a mesma em relagdo ao

processo de hidrdlise em duas etapas. Porém, uma queda na eficiencia da conversao é notada
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para o processo convencional. Em resumo, quando utiliza-se o BH na presenca das enzimas
Celluclast 1.5L. (Novozymes) e [-glicosidase de Aspergillus niger (Novozymes-Sigma-
Aldrich) esse esquema de hidrélise nao apresentou melhores resultados em termos de
concentracoes de agucares e eficiéncia da conversdo da hidrdlise enzimética ao realizar o
processo para altas cargas de sélidos.

Ao estudar essa mesma estratégia de hidrdlise enzimdatica com outro complexo
enzimdtico, a Cellic Ctec 2, algumas mudangas sdo percebidas. No estdgio de adsor¢do, por
exemplo, o tempo necessario para atingir o equilibrio da adsor¢do fica igual ao do complexo
enzimdtico Celluclast (2 horas) quando o BH € usado, entretanto, quando o BAD foi
analisado, o tempo para atingir o equilibrio da adsor¢do aumentou para 4 horas reacionais.
Além disso, a quantidade de enzima adsorvida foi diferente.Quando utiliza-se o complexo
enzimatico Cellic Ctec 2, observa-se que a adsor¢do da enzima € relativamente menor quando
comparada com o complexo Cellusclast 1.5 L (resultados detalhados no item 3.3.4). Apés a
etapa de filtracdo, realizada nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, as concentragdes
de solidos totais alcangadas para os bagacos foram de 16,86 + 0,35 % e 18,92 + 0,12 % para
BH e BAD, respectivamente. Os resultados obtidos ao final do processo (tempo adsor¢do +
tempo hidrélise enzimatica de 48 horas) apresentam-se na Tabela 6.2, que exibe os dados para
a liberacdo de glicose e a conversdo de celulose dos bagacos BH e BAD, bem como os
resultados para as hidrélises convencionais (16,86% e 18,92% de s6lidos m/v), as quais foram

realizadas a fim de comparar com aos resultados da estratégia proposta desse capitulo.
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Tabela 6.2: Conversido de celulose na reacao de hidrdlise enzimética do BH e do BAD
e concentracao de actcares gerados para as diferentes concentragdes de sélidos usando a

Cellic Ctec2. Hidroélises convencionais realizadas por 48 horas.

R Concentracao de . Conversao .
Esquema de hidrélise slicose (/L) Desvio () celulose (%) Desvio ()
5% BH 20,75 0,80 61,17 2,36
16,86 %BH 54,19 0,17 47,37 0,15
Hidroélise duas
49,68 1,75 43,43 2,65
etapas BH
5% BAD 32,94 2,26 83,26 5,72
18,92% BAD 69,41 2,48 46,36 1,66
Hidroélise duas
77,86 0,42 52,01 0,28

etapas BAD

Apesar de apresentarem concentracdes de glicose semelhantes no tempo de 48h
(exceto a hidrolise convencional a 5% de solidos m/v), percebe-se que todas as estratégias de
hidrélises possuiram resultados diferenciados. A hidrélise enzimdtica em duas etapas
apresentou resultados satisfatérios para o BAD em relacdo ao aumento da glicose no meio
reacional bem como em relagdo a conversao da celulose em glicose quando comparada com a
hidrélise convencional para a mesma concentracdo de sélidos (18,92% m/v). Essa estratégia
também ndo foi capaz de manter a conversdo elevada, assim como a observada para a
hidrélise enzimdtica em baixa concentracdo de sélidos (5% m/v). Apesar disso, houve um
aumento de conversdo se comparar o ensaio em 18,92 % de BAD utilizando hidrélise comum
e em duas etapas. Uma hipotese € que, quando a Cellic CTec 2 € usada, boa parte das enzimas
acessorias importantes sdo perdidas na etapa de filtracdo, ja que estas ndo sdao adsorvidas ao
substrato. A perda destas enzimas, principalmente a de B-glicosidase, pode ter diminuido a
eficiéncia do coquetel enzimatico.
O ensaio em duas etapas para o BH apresentou conversao em glicose de 43,43 + 2,65 %
em 48 horas, jd o ensaio para hidrélise convencional a 16,86% de s6lidos (m/v) apresentou
conversdo em glicose de 47,37 + 0,15 % em 48 horas de reacdo. Nota-se que os valores ndao

sdo distantes, mas, ainda assim, a estratégia de hidrdlise em duas etapas com o complexo
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Cellic Ctec 2 nao foi satisfatéria. Além disso, esse método também ndo foi capaz de alcancar
a mesma conversdo de celulose em glicose que o ensaio em etapa Unica a 5% (m/v) de s6lidos
alcancou, como mostrado na Tabela 6.2 acima.

Em relacdo a conversdo de celulose em glicose para ambos os bagacos, BH e BAD, os
resultados estdo de acordo com os resultados obtidos quando os complexos Celluclast 1.5L
(Novozymes) e B-glicosidase de Aspergillus niger (Novozymes - Sigma-Aldrich) foram
usados, onde utilizou-se bagaco de cana pré-tratado pelo método hidrotérmico (BH). Nessa
ocasido, a conversdo em glicose foi semelhante para ambas as hidrdlises, em duas etapas e a
5% de so6lidos (m/v), como disposto na Tabela 6.1.

A diferenca quantificada para esse processo em duas etapas na presenca de complexos
enzimaticos distintos pode estar relacionada ao fato de que o complexo Cellic Ctec 2 é um
coquetel multi enzima, e é provdvel que uma quantidade significativa de B-glicosidase tenha
sido perdida durante o processo de filtragdo/separacdao. Trabalhos na literatura como de
Machado et al. (2015) e Qi et al. (2011) relataram que as celulases apresentam uma rapida
adsorcdo inicial seguidas de adsorcdo crescente continua e, em contrapartida, as enzimas -
glicosidases apresentam uma adsorcdo mais baixa ou inexistente em substratos pré-tratados
como os bagacos BH e BAD. Sendo assim, a conversdao poderia ser melhorada pela adi¢do de
outras enzimas complementares como as xilanases e B-glicosidases na unidade de hidrdlise
para minimizar a perda que ocorre no passo de filtracdo. Além disso, este processo pode ser
otimizado ajustando a propor¢do da celulase adicionada (quantidade superior a 3FPU/g de
bagaco), pois foi relatado que, ap6ds o liquido ser filtrado, 80% da atividade da celulase ainda

permanece no substrato (XUE et al., 2012a).
6.4 Conclusoes

A estratégia proposta por Xue et al. (2012) e devidamente modificada para as biomassas
e complexos enzimdticos deste trabalho mostraram dois resultados préximos. Ao utilizar a
enzima Celluclast 1.5 L juntamente com o BH foi observado ndo houve diferenca
significativa na concentrac¢do de glicose e na conversdo de celulose ao se comprar a estratégia
convencional a 20% (m/v) com a proposta neste capitulo. Em resumo, quando utiliza-se o BH
na presenga das enzimas Celluclast 1.5L (Novozymes) e B-glicosidase de Aspergillus niger
(Novozymes -Sigma-Aldrich) esse esquema de hidrdlise ndo possibilita obter altas
concentracdes de acucares sem diminuir a eficiéncia da conversdo da hidrélise enzimatica ao

realizar o processo com altas cargas de sélidos, ndo barateando os custos com reagentes e em
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operacoes de “downstream”, uma vez que as solugdes ndo serdo mais concentradas em édlcool
apo6s a fermentacdo dos agucares.

A mesma estratégia modificada de Xue et al. (2012) proposta neste Capitulo 6 também
nao se mostrou adequada quando a enzima Cellic Ctec2 foi utilizada, principalmente quando
o bagaco foi o BH. Quando o bagaco foi o BAD houve uma pequena melhora no
desempenho. Assim, sendo esta enzima muito mais provavel de ser usada em um processo
industrial, a etapa de adsor¢@o inicial ndo se mostra uma estratégia promissora, ainda mais
quando for levada em conta o custo adicional da operacdo de separacdo sdlido/liquido
necessaria. Obviamente muitas varidveis devem ser levadas em consideracdo, principalmente

o complexo enzimatico e o tipo de pré-tratamento empregado no bagaco.
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7 CAPITULO 7

HIDROLISE ENZIMATICA EM TRES ETAPAS —- UMA
ESTRATEGIA DE HIDROLISE ENZIMATICA PARA ALTA
CONCENTRACAO DE SOLIDOS

7.1 Introducao

Na tentativa de melhorar a estratégia de hidrdlise enzimdtica em duas etapas, um
terceiro estdgio foi implementado a estratégia (Capitulo 6) e entdo, uma nova proposta de
hidrélise enzimatica foi projetada: “hidrdlise enzimatica em trés etapas”.

Os resultados dos capitulos anteriores jd4 mostraram que as produtividades volumétricas
caem muito rapidamente com o aumento do tempo reacional. Por isso, no presente capitulo, a
ideia foi interromper a hidrélise realizada em duas etapas (Capitulo 6) em tempos mais curtos,
fazendo uma separacio sélido/liquido e permitindo que a fase sélida, que ocupa um volume
reacional bem menor, continue sendo hidrolisada. Ao final, os acucares obtidos na hidrdlise
da fase s6lida podem ser misturados aos acucares da fase liquida previamente separada. O

esquema de hidrélise em trés etapas foi realizado para os bagacos BH e BAD.

7.2 Metodologia experimental

7.2.1 Hidroélise enzimatica em trés estagios

Este esquema de hidrdlise € uma continuagdo do esquema anterior, Capitulo 6, onde os
tempos reacionais de hidrélises (2° estdgio) foram parados a cada 12 ou de 24 horas para uma
nova separacdo solido/liquido por centrifugacdo. Os sélidos separados foram submetidos a
uma nova etapa de hidrélise, como mostrado na Figura 7.1. Nota-se que sdo totalizados trés
estagios distintos: 1) primeira etapa: adsor¢do, 2) segunda etapa: primeira hidrélise enzimatica
por 12 horas ou por 24 horas e 3) terceira etapa: segunda hidrélise enzimadtica por 48 horas.

No segundo estagio, primeira reacdo de hidrélise enzimatica, a reagdo € parada a cada
12 ou 24 horas. Cada um dos solidos separados recebeu carga enzimdtica adicional de
celulase (3FPU/g de bagaco) e, entdo, foram incubados em Erlenmeyers no shaker a 50 °C e
150 rpm para a terceira etapa (segunda rodada de hidrélise). Foram retirados pontos amostrais
de 12h, 24h e 48h, os quais tiveram a concentra¢do de acucares analisada pelo HPLC. Esses
ensaios de hidrélise foram desenvolvidos somente com o coquetel enzimdtico Cellic Ctec 2 e

com os bagacos BH e BAD.
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Figura 7.1: Representacio esquematica da hidrélise em trés etapas'
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7.2.2 Cinética de adsorc¢io

As cinéticas de adsor¢do ja foram realizadas e analisadas em capitulos anteriores,
logo, os resultados referentes aos tempos de equilibrio da adsor¢do da Cellic Ctec 2, bem
como a quantidade méxima de enzima adsorvida nos bagacos BH e BAD estdo dispostos no

item 3.3.4.

7.3 Resultados e discussao

7.3.1 Hidroélise enzimatica em trés etapas

A hidrdlise em trés etapas foi realizada com o intuito de melhorar o processo da
hidrélise enzimatica em duas etapas para altas concentracdes de sélidos. Para isso, o segundo
estdgio desse processo, a hidrélise enzimdtica, foi analisado em relacdo a quantidade de
acucares liberados em funcdo do tempo, e entdo, derivadas da concentracdo de glicose em
relacdo ao tempo (d[G]/dt) foram estudadas a fim de se determinar a velocidade da hidrdlise
enzimatica em cada tempo. Ao observar os graficos dessas derivadas para cada hidrdlise
(dados ndo mostrados) foi possivel perceber que ha grande decaimento de sua velocidade no
tempo reacional de 12 horas (cerca de metade do valor de d[G]/dt em relagdo ao tempo de 10
horas) e diminui¢do ainda maior no tempo de 24 horas. E claro que periodos maiores que

estes apresentam valores mais reduzidos de d[G]/dt. No entanto, acredita-se que para

processos em escalas ampliadas tempos reacionais reduzidos sdo os mais favordveis

" A etapa adsortiva indicada foi realizada a 25°C sob agita¢do de 150 rpm e na presenca de tampdo citrato de

sodio 0,05M no pH 4,8. Todas as hidrdlises ocorreram a 50°C e agitacdo de 150 rpm.
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economicamente e, portanto, os tempos de 12 horas e 24 horas foram os escolhidos como os
sujeitos a nova separacao de sdlidos e continuacdo da hidrélise em uma terceira etapa.
Diagramas foram criados a fim de ilustrar a metodologia geral do processo de hidrélise
adotado neste Capitulo (Figura 7.2). Eles estdo divididos em fun¢@o do tempo reacional onde
se parou a primeira hidrélise enzimdtica (segunda etapa do processo). Além disso, os estagios
foram desenvolvidos de acordo com as necessidades estabelecidas para cada bagaco (tempo
para adsor¢@o onde se atingiu o equilibrio da adsor¢io médxima da enzima). Nesses diagramas

encontram-se todas as varidveis necessdrias estudadas para o desenvolvimento da estratégia.

Figura 7.2: Representacio esquematica da hidrélise em trés etapas, a)Primeira
hidrdlise (2° etapa) com 12 horas , bagaco BH, b) Primeira hidrdlise (2° etapa) com 12
horas , bagaco BAD, c¢) Primeira hidrélise (2* etapa) com 24 horas , bagaco BH, d)
Primeira hidrdlise (2° etapa) com 24 horas , bagaco BAD.

a)
Cellic Ctec 2
3 FPU/g BH
Sobrenadante (Liquido)
descartado J:
= Sdlido RGrss
Adsorciao 2 e T sapanis Hidrélise 12 h Centrifugacio
horas (5% m/v) A miaatos (16.86% m/v 3 minstos
BH BH)
T ——> Sobrenadante
Cellic Ctec 2 com 33,40%
15 FPU/g BH 0,02 g/L glicose
Cellic Ctec 2 Sélido
3 FPU/g BH separado
Hidrolise 48 h
(23.85% m/v BH)
80,77 £ 7,53
g/L de
glicose
Cellic Ctec 2
3 FPU/g BAD
Sobrenadante (Liquido)
descartado \L
— sélido S
Adsorgio 4 Contrifagacio T siiaads Hidrélise12 h Centrifugacio
horas (5% m/v) Yaninatns (18,92% m/v 3 minmin:
BAD BAD)
T

——> Sobrenadante
com57,91 %
0,92 g/L glicose|

Cellic Ctec 2
15 FPU/g BAD

Cellic Ctec 2
3 FPU/g BAD

Sélido
separado

Hidrélise 48 h
(31,38% m/v BAD)

133,24 £ 0,07
g/L de
glicose




)

Adsorcio 2
horas (§% m/v)
BH

Cellic Ctec 2

3 FPU/g BH
Sobrenadante (Liquido)
descartado J,
T Solido Hidrélise 24 h
i a d
Ce;tn.fugtat;ao separado (16,86% m/y
minutos BH )

T

Cellic Ctec 2
15 FPU/g BH

Centrifugacio

3 minutos

Cellic Ctec 2
3 FPU/g BH

Sélido
separado

Hidrélise 48 h
(24.86 % m/v BH)

87,45+ 2,23
g/Lde

——> Sobrenadante
com 40,89
0,56 g/L glicose|

glicose

d)

Adsorcao 4

Sobrenadante (Liquido)

descartado

horas (5% m/v)
BAD

Centrifugacao

]

sélido
separado

Cellic Ctec 2
3 FPU/g BAD

y

3 minutos

T

i
Cellic Ctec 2
15 FPU/g BAD

Cellic Ctec 2
3 FPU/g BAD

Hidrolise24h
(18,92%m/v

BAD)

sélido
separado

Hidroélise 48 h

(30,92% m/v BAD)

139,92 £2,19

g/L de

Centrifugaciao
3 minutos

—> Sobrenadante
com 66,59 £
1,89 g/L glicose

glicose

128

A Tabela 7.1 mostra as concentragdes de glicose obtidas na segunda hidrélise (3* etapa)

para as quatro configuracdes da Figura 7.2 para os tempos de 24 e 48h.
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Tabela 7.1: Resultados da segunda hidrélise (3* etapa) nas quatro configuracdes da Figura 7.2

nos tempos de 24 e 48h.

Concentracao de glicose (g/L)

Ensaio em que houve Ensaio em que houve
centrifugacio apoés 12h de centrifugacio apoés 24h de
hidroélise anterior hidroélise anterior
Te(‘l‘:)p" BH (Fig. 7.2a) BAD (Fig. 7.2b) BH (Fig. 7.2c)  BAD (Fig. 7.2d)
24 70,10 £ 0,87 112,02 £ 0,85 76,10 £ 1,33 116,25 £ 0,31
48 80,77+7,55a 13324+0,07b 8745+223a 139,92+2,19b

Meédias com letras diferentes em uma linha diferem significativamente entre si no nivel p<0,05% na andlise de
Tukey.

Notam-se valores elevados de concentracdo de glicose ao final das reagdes em ambos os
meios reacionais. Observa-se que ao final do processo (2 * hidrdlise - terceira etapa (48h)) a
concentragdo de glicose liberada foi de 80,77 + 7,55 g/L para BH e de 133,24 + 0,07 g/L para
BAD quando a segunda etapa (1* hidrdlise) foi realizada por 12 h (Figuras 7.2 ae 7.2 b). Ja
para o processo onde a primeira hidrélise se deu por 24 horas (7.2 ¢ e 7.2 d) a concentragdo de
glicose alcangada foi um pouco maior com 87,45 + 2,23 g/L. e 139,92 £ 2,19 g/L. para BH e
BAD, respectivamente. Essa pequena diferenca encontrada entre os processos foi analisada
pelo Teste de Tukey a 95% de confianca, e as médias para a concentracdo de glicose nao
foram estatisticamente diferentes quando a hidrélise da segunda etapa foi realizada por 12 ou
24h. Possivelmente os solidos separados apds 12 horas de hidrélise enzimatica (1* hidrélise —
2% etapa), por terem sido hidrolisados por menos tempo, continham uma quantidade maior de
glucana para ser hidrolisada, ja os solidos recuperados do esquema onde a primeira hidrélise
fora parada em 24 horas continham na lama mais actcares, pois a lama obtida através do
processo de separacdo ndo passou por nenhuma lavagem para remog¢do dos compostos
liberados. Ou ainda, apds o processo de separacdo, a concentragdo alcangada de solidos totais
para cada um dos bagacgos nao diferiu tanto como observado na Figura 7.2 (a, b, c e d).

Ao analisar os resultados de concentragao de glicose na Figura 7.2 a, vemos que,
quando a primeira hidrdlise foi realizada por 12h para o bagaco BH, a concentracio de glicose
obtida no sobrenadante foi de 33,40 + 0,02 g/L. Esta concentra¢do pode ser comparada com a

obtida no Capitulo 6, no qual a mesma hidrdlise foi realizada por 48h, de 49,68 + 1,75 g/L) e
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vemos que a produtividade volumétrica é muito maior (2,78 + 0,01 g/Lh e 1,04 £+ 0,04 g/Lh,
respectivamente). Por outro lado, o sélido submetido a segunda hidrdlise por 48 h resultou em
uma concentra¢do de glicose de 80,77 + 7,53 g/L. Caso a segunda hidrdlise fosse realizada
por menos tempo (24h), a concentracio obtida seria de 70,17 £+ 0,87 g/L. Estas duas correntes
de glicose poderiam ser entdo misturadas e enviadas a fermentagdo.

Quando a primeira hidrélise foi realizada por 12h para o bagaco BAD (Figura 2.b),
obteve-se 57,91+ 0,92 g/L de glicose, concentragdo que pode ser comparada com a obtida na
mesma hidrolise por 48h realizada no capitulo 6, que foi de 77,86 + 0,42 g/L.. A segunda
hidrdlise dos s6lidos remanescentes vindos da primeira hidrélise levou a uma concentragio de
112,02 £ 0,85 g/L de glicose em 24h e 133,24 £ 0,07 g/L em 48h.

Quando a primeira hidrdlise foi realizada por 24h para o bagaco BH (Figura 7.2c),
obteve-se 40,89 + 0,56 g/L de glicose, que, quando comparada com o resultado da mesma
hidrdlise realizada no Capitulo 6 por 48h, de 49,68 + 1,75 g/L, permite concluir que ndo se
justifica dobrar o tempo de reacdo. A segunda hidrélise dos s6lidos remanescentes levou a
uma concentracdo de glicose de 76,10 + 1,33 g/L. em 24h e 87,45 + 2,23 g/L. em 48h.

Para o bagaco BAD, realizar a primeira hidrélise por 24h resultou em 66,59 + 1,89 g/L
(no Capitulo 6 obteve-se 77,86 + 0,42 g/L. em 48h). A segunda hidrdlise resultou em 116,25 +
0,31 g/L de glicose em 24h e 139,92 + 2,19 g/L. em 48h.

Pensando numa aplicacdo em escala de planta piloto ou até mesmo escala industrial a
realizacdo e desenvolvimento desses métodos propostos ndo parecem ser interessantes além
da etapa de adsor¢do ter se mostrado indispensdvel para a estratégia. Caso as correntes de
acucares vindas da primeira e da segunda hidrdlises tivessem o mesmo volume reacional, essa
estratégia em trés etapas possibilitaria para as configuracdes com hidrdlise anterior de 12
horas (Figura 7.2 a e b) até 57,08 g/L de glicose para o BH e 95,57 g/L de glicose para o BAD
num tempo total de 62 e 64 horas, respectivamente. Quando o tempo reacional aumentou em
mais 12 horas (hidrélise anterior por 24 horas), Figura 7.2 (c e d), as concentrag¢des de glicose
em g/L. aumentaram somente 7,09 para BH e 7,68 para o BAD. Portanto, conclui-se que parar

a primeira hidrélise em 12 horas seria a melhor estratégia, ja que o tempo total € menor.
7.4 Conclusoes

Com a pesquisa para o desenvolvimento de uma hidrdlise enzimdtica em trés estagios
foi possivel obter altas concentracdes de sdlidos apds as etapas de separacdo solido-liquido e,
consequentemente, altas concentracdoes de glicose, mesmo quando a primeira hidrélise

enzimatica se dava por apenas 12 horas de reacdo. Ao interromper a primeira hidrélise em
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menos tempo, aumenta-se a produtividade volumétrica e a realizacdo de uma nova hidrélise
com os sOlidos remanescentes permite a obten¢do de uma corrente com alta concentracdo de
acicar que pode ser misturada a corrente liquida da primeira hidrdlise antes desta ser
encaminhada a fermentagao.

Cabe ressaltar que, de acordo com resultados obtidos no Capitulo 6, é sabido que a
etapa de adsorcdo realizada antes da primeira hidrdlise enzimética ndo favoreceu a estratégia
quando o complexo enzimatico utilizado foi a Cellic CTec 2, especialmente quando o bagago
considerado foi o BH e, assim, a primeira etapa, de adsorcdo, poderia nao ser realizada,
diminuindo o tempo e custos do processo. Mesmo assim, foi possivel notar que as diversas
operacgdes unitdrias inseridas no processo e a diminui¢do consecutiva do volume reacional em
cada estagio (devido as separagdes solido/liquido) levam a descartar essa estratégia,

principalmente devido ao aumento dos custos relacionados.
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8 CAPITULO 8
HIDROLISE ENZIMATICA EM RECICLOS

8.1 Introducao

Ainda pensando nos gargalos existentes no processo de hidrdlise enzimdtica com alta
concentracdo de sélidos, outras configuragdes que incluem alguma forma de reciclagem de
solidos ou a remocgao de liquido durante a reacao foram revistos por Andric et al. (2010 a, b) e
Xue et al. (2012 b). No caso exposto por Xue et al. (2012 b), os autores propuseram um
esquema de reciclo do hidrolisado como forma ndo sé de facilitar o acesso das enzimas ao
substrato, mas também reciclar a parte das enzimas que ficam livres no sobrenadante e ou que
dessorvem do substrato apos a hidrélise. No esquema proposto, a hidrélise ocorre por 48h,
seguida de uma separagdo solido/liquido, com a corrente liquida sendo usada para diluir uma
nova carga de biomassa.

No presente Capitulo o processo de hidrdlise enzimdtica proposto € baseado na
estratégia de Xue et al. (2012 b) que foi modificada e adaptada para as biomassas utilizadas,
bem como para o coquetel enzimatico empregado. Foram realizados trés reciclos, totalizando
quatro hidrélises consecutivas.

Sabe-se que entre as causas do efeito de sélidos estdo a dificuldade de agitacdo devido a
alta viscosidade da mistura, assim como a inibi¢do por produto. Também € conhecido o fato
de que a taxa de hidrdlise diminuiu com o tempo de hidrdlise devido a propria estrutura do
substrato, ja que a fracdo de celulose menos recalcitrante € hidrolisada nas primeiras horas,
sobrando a fracdo de mais dificil hidrélise. Assim, o objetivo deste capitulo foi avaliar se é
possivel aumentar a concentragdo de acticares com a adi¢do de substrato fresco ao hidrolisado
de estdgios anteriores, cujos sélidos ndo hidrolisados foram previamente separados. A adicao
de substrato fresco ao longo do tempo ja foi avaliada no processo em batelada alimentada,
mas neste caso os sélidos nao hidrolisados continuavam no reator, podendo dificultar o acesso
das enzimas a biomassa e aumentando o gasto energético para agitacdo, o que se deseja evitar
com O processo proposto neste capitulo, onde a concentracdo de sélidos final alcangada foi

maior do que para as estratégias anteriores, de 30% (m/v).

8.2 Metodologia experimental

8.2.1 Materiais

As biomassas pré-tratadas utilizadas foram o BH e o BAD.
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O coquetel enzimatico usado nas estratégias de reciclo foi a Cellic CTec 2.

8.2.2 Descricao dos processos de hidrolise enzimatica com reciclo

No presente estudo, a hidrélise enzimdtica foi realizada numa configuracdo de
reciclagem. Foram realizados trés processos alternativos, referidos como R 12, R 24 ou
processo R 48 (Tabela 8.1). A denominacdo é de acordo com 0s tempos reacionais

estabelecidos para cada ciclo de hidrélise enzimatica.

Tabela 8.1: Condicdes experimentais para realizacdo dos processos de hidrdlise com reciclo.

Tempo reacional para Tempo reacional total do

Cenario experimental cada ciclo de hidrolise processo de reciclo
enzimatica (horas) (horas)
R 12 12 48
R 24 24 96
R 48 48 192

Os experimentos (Figura 8.1) foram iniciados pela hidrolise enzimatica 1, hidrolise
convencional, onde adicionou-se 15% de soélidos (m/v) juntamente com celulase na
concentracdo de 15 FPU/g de bagaco seco e tampao citrato de sédio pH 4,8 com incubacao
por 12, 24 ou 48 h. Apds o tempo reacional estabelecido uma separagdo sdlido/liquido foi
realizada, o sélido foi transferido para um novo vaso reacional com adi¢do de somente uma
quantidade pré-estabelecida de enzima celulase (3 FPU/g de bagaco), assim, esse sélido ja
contendo enzimas adsorvidas e umidade de aproximadamente 80% foi novamente hidrolisado
por até 144 horas. Para simular a separagdo s6lido/liquido no laboratdrio, uma centrifuga (NT
810 (Novatecnica, Brasil) foi usada nesse estudo. Consecutivamente com a hidrélise do sélido
reciclado, o liquido separado ap6s filtragem foi reciclado (hidrolisado rico em agucares) para
realizar um novo ciclo de hidrélise (hidrélise 2). Bagago fresco foi adicionado na propor¢ao
de 5% (m/v) e enzima celulase na propor¢ao de 15 FPU/g de bagaco. Esse ciclo, de separacdo
sOlido/liquido, se repete mais duas vezes (hidrolises 3 e 4), entretanto, somente a fase liquida
foi reciclada para novas hidrélises, todas realizadas a 5% (m/v). Cabe relembrar que de
acordo com o processo de hidrélise (R 12, R 24 ou R 48), os ciclos eram realizados por 12, 24

ou 48 horas reacionais.
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O resultado de adsorcdo das enzimas Cellic Ctec 2 obtido no item 3.3.4, que mostra que
27% da massa total de enzima adicionada nao € adsorvida indica que o reciclo de hidrolisado
pode permitir o reaproveitamento das enzimas em solugdo, entretanto, os experimentos foram
conduzidos adicionando carga extra de enzima em cada novo ciclo de hidrdlise.

Figura 8.1: Esquema da hidr6lise enzimatica em reciclo.

Substrato Substrato Substrato
Stbstrato15% (mA); 5% (M) e 5% (M) e 5% (M) e
Enzima e tampao

enzima enzima enzima

Hidrolisado rico
> Hidrolise Hidrolise em actcares
fermentesciveis

Hidrolisado

filtrado Hidrolisado Hidrolisado

filtrado filtrado

sdlido sélido sdlido
\LEnzima
extra

Hidrélise
adicional como Hidrolisado
sélido separado filtrado
da 12 hidrolise

*Todas as hidrélises ocorreram a 50°C e agita¢do de 150 rpm e pH 4.,8.

* R 12 - Hidr6lises 1, 2, 3 e 4 a cada 12 horas = tempo total reacdo 48 horas ou,

* R 24 - Hidr6lises 1, 2, 3 e 4 a cada 24 horas = tempo total de 96 horas de reacio ou,
* R 48 - Hidrdlises 1, 2, 3 e 4 a cada 48 horas = tempo total de 192 horas de reacéo.

8.3 Resultados e discussao

Primeiro partiu-se de uma concentracdo de s6lidos relativamente alta (15% m/v), sendo
a hidrolise realizada em shaker por 12 horas, 24 horas ou 48 horas (hidrdlise enzimatica -
estagio 1). Em seguida, todo o volume reacional foi centrifugado por 10 minutos em uma
rotacdo de 3000 rpm. A fase liquida foi entdo separada da fase sélida. Duas reacdes de
hidrdlises ocorreram a partir dessa separacdo, uma com o sobrenadante ja rico em acucares
(hidrolise 2) e outra com o sélido que ja continha enzimas adsorvidas. Para a Hidrélise 2,
hidrélise em que se usou o liquido reciclado, 5 % (m/v) de bagaco seco foi adicionado ao
Erlenmeyer juntamente com todo o volume da fase liquida obtido da etapa anterior
(centrifugagdo). Esse processo de separar as fases liquida e s6lida foi repetido mais duas vezes
(hidrolise 3 e hidrélise 4), onde as hidrélises foram paradas a cada 12 horas, 24 horas ou 48

horas.
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O sélido separado a partir da hidrélise 1 foi hidrolisado somente com adicao de 3 FPU/g
bagaco de celulase, aqui, um reator de menor volume pode ser usado para a hidrélise da fase
sélida.

A Figura 8.2 (a e b) mostra o efeito dos processos de reciclos estudados (R 12, R 24 ou
R 48) sob o perfil de liberacdo de glicose durante as hidrélises enziméticas do BH e do BAD,
nessa ordem. Observa-se que o tempo de reacdo dependendo do processo pode chegar até 192
horas (4 ciclos de 48 horas — R 48), um tempo bastante extenso se tratando de hidrélise
enzimatica. Além disso, a taxa de liberagdo de glicose diminui apds a primeira hidrolise
(realizada com 15% m/v sélidos) de cada processo, e apds cada ciclo essa taxa cai mais ainda
em propor¢ao com o aumento do tempo reacional como o observado no R 48.

A concentragdo de s6lidos total alcancada ao final dos 4 ciclos de hidrélise enzimatica é
de 30% (m/v) uma concentracdo maior do que as concentracdes obtidas para os experimentos
de hidrélise enzimdtica em batelada alimentada (20% m/v) e ainda assim, verifica-se que as
concentracdes de glicose obtidas ndo sdo maiores.

Na Figura 8.2 (a) é possivel notar que quando realizamos o reciclo de hidrolisado, a
inibicao aparece apenas no ultimo estiagio. No caso em que cada hidrodlise € realizada por 12h,
a conversao permanece a mesma em todas as hidrélises, caindo apenas na quarta hidrdlise,
quando a concentracdo de glicose € mais alta. No capitulo 4, pode-se notar que a conversao
em 12h de hidrélise em batelada € praticamente a mesma para 5 e 15% de sélidos, de 40,13 +

1,12 € 40,43 + 0,90 % respectivamente, entao estes resultados sdo esperados.
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Figura 8.2: Perfil da liberacao de glicose e conversao celulose em cada ciclo dos processos R

12, R 24 e R 48, a) referente ao BH e b) referente ao BAD.
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Quando cada etapa de hidrodlise € realizada por 24h para o BH, o efeito da inibi¢do €
mais forte e a conversdo da 2° hidrdlise (5% m/v) ja é menor do que a da primeira hidrélise
(15% m/v), como pode ser visto na Figura 8.2 (a). As conversdes para a terceira e quarta
hidrélise a 5% foram de 32,25 £ 0,04 % e 41,02 £ 0,69 %, respectivamente. Este maior valor
de conversdo na quarta hidrdlise provavelmente foi devido a maior quantidade de enzimas, ja
que, além da carga enzimadtica adicionada a cada adi¢do de substrato, as enzimas nao
adsorvidas no sé6lido da hidrdlise anterior eram recicladas para a proxima etapa juntamente
om a fragdo liquida. O maior tempo de hidrdlise em cada estidgio rendeu em maiores
concentracoes de glicose, aumentando a inibicdo por produto, de forma que na quarta
hidrélise a conversdao obtida foi basicamente a mesma de R12 (37,37 + 1,21%), embora a

hidrdlise tenha sido realizada pelo dobro do tempo.
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Ainda analisando os dados para o BH (Figura 8.2 a) quando os ciclos foram realizados a
cada 48h, observa-se também o efeito da inibi¢do. Entretanto, como o processo R48 leva
tempos bem maiores de hidrélises, as conversdes ao final dos ciclos ficam maiores. Mas,
ainda assim, a partir da segunda hidrélise sdo menores do que a conversdo de uma hidrélise
em batelada a 5% (m/v) de sélidos em 48h, que é de 61,18 + 2,37 %. Nota-se que a conversao
da hidrélise 3 é levemente maior do que a hidrélise 4. Novamente a probabilidade € que a
maior quantidade de enzima presente no hidrolisado devido ao reciclo da fragao de enzima em
solucdo dos estdgios anteriores aumentou a conversdo, mesmo nha presenca de maior
concentracdo de produto.

Fazendo a mesma andlise para a Figura 8.2 (b), BAD na configuracdo R12, nota-se que
ao final da primeira hidrélise a concentracdo de glicose era de ~50 g/L. Ainda assim hd uma
queda na conversao na segunda hidrélise (1* rodada a 5%), ainda mais pronunciada do que a
queda de conversdao na quarta hidrélise na Figura 8.2 a. Isso mostra mais uma vez que a
quantidade de glicose no meio reacional tem um forte papel como inibidor da reacdo. A maior
conversao na quarta hidrolise provavelmente se deve a maior quantidade de enzima.

Comparando as estratégias de reciclo entre os diferentes bagacos (Figura 8.2 a e b), é
sabido que pode ter ocorrido a liberacdo de outros inibidores além da glicose, como a
celobiose (dados presentes no Apéndice V), e também a interferéncia fisico-quimica do tipo
de bagaco usado deve ser levada em consideracdo. O bagaco hidrotérmico tem baixa
porcentagem de hemiceluloses e alta porcentagem de lignina em sua composi¢do, que pode
ter causado inibi¢do. As menores conversdes para o bagaco BH também sdo devidas a maior
recalcitrancia que a presencga de lignina proporciona ao bagaco.

Ao se comparar os dados de concentracdo de glicose desta estratégia (Tabela 8.2) com
os dados obtidos das estratégias de hidrdlise enzimatica em batelada e em batelada alimentada
nas configuragdes C1 e C2 (Ver capitulo 5) nota-se que a estratégia proposta neste capitulo
ndo obteve bons resultados.

No caso do bagaco BH, a estratégia R12, mesmo chegando a uma concentracdo de
bagaco maior do que de todas as outras estratégias, levou a uma concentracdo de glicose final
menor até mesmo do que a concentracdo obtida na batelada no mesmo tempo. Isso €
provavelmente devido ao fato de que, ainda que a estratégia R12 tenha 48h de hidrdlise, o
bagaco € alimentado em cada estdgio, o que corresponderia a alimentar bagaco em 0, 12, 24 e
36h. Com o aumento da concentracdo de glicose em cada estdgio, a taxa de hidrélise foi
ficando mais lenta e a concentracdo final de glicose obtida foi baixa. Nota-se na Tabela 8.2

que apenas na estratégia R48 a concentracao de glicose € significativamente maior do que na
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batelada, mas ainda assim, o valor € mais baixo do que para a batelada alimentada na
configuracdo C2 em 144h (111,19 + 2,43 g/L, Tabela 5.2). A batelada alimentada na
configuracdo C2 teve alimentagcdo de bagaco em 0, 6, 12 e 18h e a estratégia R48 em tempos
equivalentes 0, 48, 96 e 144h.

No caso do BAD os resultados também ndo sdo bons, sendo que apenas a estratégia R48
levou a resultados similares a batelada alimentada, mas teve maior concentracio de sélidos e
precisou de mais tempo.

Tabela 8.2: Valores de glicose e conversao celulose para as diferentes estratégias de

hidrélise enzimatica.

Concentracao Glicose (g/L) Conversao celulose (%)

Estratégia Hidrolise

enzimatica
BH BAD BH BAD
HE*_20% m/v (48h) 83,49+0,51 106,73+0,00 61,52+0,38 67,43+0,00
HE_BA**_24% m/v
94,74+0,16 108,02+1,97 56,39+0,98 55,13+1,00
(48 h) (C2)
HE_BA**_20% m/v
74,25+0,20 a 121,36+0,74 a 54,71+0,12 a 76,68+0,94 a
(48 h) (C1)
R 12_30% m/v (48 h) 75,47+0,41 a 84,99+0,30 b 37,37+1,21 a 40,79+0,25 b
R 24_30% m/v (96 h) 86,95+0,70 b 117,84+3,56 a 41,02+0,69 a 52,39+£3,00 ¢,b
R 48_30% m/v (192
104,78+0,18 ¢ 122,47+2.98 a 39,98+0,18 a 51,50+2,51 d,b

h)

Meédias com letras diferentes em uma coluna diferem significativamente entre si no nivel p<0,05% na andlise de

Tukey.

*HE — Hidrolise enzimatica;

**HE BA — Hidrélise enzimatica batelada alimentada.

Uma outra andlise bastante interessante estd disposta na Figura 8.3 (a e b), que compara
a conversao de celulose de cada um dos ciclos de hidrdlise enzimatica entre R 12, R 24 e R
48. Mais uma vez, percebe-se que existe um fator bastante importante, a inibi¢ao por produto
final, pois de um modo geral, a conversao de celulose diminui ao passo que o tempo reacional

aumenta nas diferentes estratégias.
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Para o BH (Figura 8.3 a) observa-se que na primeira hidrélise (15% m/v) as conversoes
em 12 horas foram praticamente iguais (38,31 + 0,13, 36,66 + 0,07 e 35,43 + 0,53 % para
R12, R24 e R48, respectivamente) o que era de se esperar, jd que a concentragdes de solidos e
as condicdes reacionais eram as mesmas. Conforme o tempo reacional aumentou as
conversdes também aumentaram, uma vez que a concentracdo de glicose também era maior
no meio reacional.

Quando o primeiro reciclo foi realizado (1* hidrélise a 5% m/v), notam-se que as
conversoes de celulose diminuiram conforme o tempo reacional aumentou entre 0s processos
(R 12-12 horas cada ciclo; R 24-24 horas cada ciclo e R 48-48 horas cada ciclo). No tempo de
12 horas, por exemplo, as conversdes foram de 37,07 + 2,69, 28,33 + 0,26 e de 21,71 + 0,52
% para R12, R24 e R48, nessa ordem. Essa tendéncia continua nos demais ciclos de hidrélise
como pode ser visualizado na Figura 8.3 (a).

Além disso, existe certa tendéncia da conversdao também diminuir apds cada ciclo de um
processo, como por exemplo, na primeira hidrélise (15%) a conversao para R 12 foi de 38,31
% * 0,13, ja para os ciclos seguintes, as conversdes foram de 37,06 % + 2,69, 33,06 % + 2,24
e de 37,37 % + 1,21 (Figura 8.3 a). No caso do BH além da inibi¢do por produto final,
também podem estar relacionados outros fatores, como a inibi¢io por produtos de
decomposicdo da lignina e até mesmo devido a outros fatores como a adsor¢ao improdutiva.

A Figura 8.3 (b) referente ao BAD exibe a mesma tendéncia observada anteriormente
para o BH (Figura 8.3 a), onde a conversdo € maior para 0s processos com tempos reacionais
menores, como o R12. Contudo, ocorre uma sobreposi¢cdo das conversdoes para a segunda
hidrélise dos processos R 12, 24 e 48, possivelmente outros inibidores que agiram em
conjunto com a inibi¢ao por produto no caso do BH ndo estavam presentes no caso do BAD, e
a intensidade da inibi¢do ndo foi tdo elevada para que as conversdes fossem distintas da
primeira hidrdlise.

Quando a terceira hidrélise foi realizada e concentra¢des superiores a 80 g/L de glicose
foram alcancadas, as conversdes de celulose para os processos R12, R24 e R48 foram de
27,22 £0,27, 6,08 £ 0,93 e de 6,28 + 0,19 %, nessa ordem. No final da terceira hidrélise, para
R24 e R48, as conversodes alcangadas foram maiores do que a observada para o R12, ja que os
tempos reacionais também eram maiores.

Na quarta hidrélise a 5% (m/v) as conversdes de celulose seguiram como as vistas
anteriormente, onde em 12 horas R12 mostrou a maior conversao (40,79 + 0,25 %) frente R24
(31,58 £ 0,35 %) e R48 (15,25 £ 0,28 %). No final dos processos R24 e R48 as conversdes

obtidas foram muito préximas, 52,39 + 3,00 e 51,50 = 2,51 %, mesmo quando o tempo
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reacional foi até 24 horas menor para R24. Como as concentragdes em glicose para esses
processos foram superiores a 100 g/L, o tempo reacional ja ndo foi o suficiente para que a

conversao aumentasse no caso do processo R48.
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Figura 8.3: Influéncia do tempo de cada reciclo nas conversdes de celulose entre os processos

R 12, 24 e 48 dos bagacos, a) BH e b) BAD.
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Para que o processo proposto neste capitulo seja atrativo, dadas as baixas conversoes, a
hidrélise da fra¢do sélida que sobra apds a primeira hidrélise (15% m/v) deve ser considerada.
Através da Figura 8.4 (a e b) percebe-se que dependendo do tipo de bagaco (BH ou BAD) a
concentracdo de glicose formada apds a hidrélise enzimética do sélido pode ou ndo diferir de
acordo com o processo (R 12, R 24 ou R 48) do qual o mesmo foi reciclado. Para cada bagaco
estudado (Figura 8.4 a, b), notam-se trés perfis de concentracdo de glicose, os quais se

referem aos sélidos reciclados dos processos R 12, R 24 e R 48.

Figura 8.4: Perfil de glicose para os reciclos sélidos sendo a) hidrdlise do sélido reciclado

BH e b) hidrélise do sélido reciclado BAD
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A alta consisténcia de sélidos alcancada nessa etapa do processo resultou em

quantidades altas de glicose em tempos reacionais relativamente curtos, tanto para o BH
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quanto para o BAD. Quando o sélido reciclado do BH foi usado como substrato (Figura 8.4a)
verifica-se que independente do processo de origem, R 12, 24 ou 48, a concentracdo de
glicose foi mantida em torno de 92,52 + 0,40 g/L, 93,78 + 1,77 g/L e 92,64 + 6,08 g/L de
glicose, respectivamente, até as primeiras 48 horas reacionais. Esse valor aumentou ao passar
do tempo, e o teor de glicose em 144 horas chegou a 99,41 + 0,61 g/L, 101,00 £ 1,97 g/L e
101,91 + 3,92 g/L para os processos R 12, 24 e 48, nessa ordem. Aqui, observa-se que em 48
horas reacionais, para o processo R 12, 93 % de toda glicose ja havia sido produzida e esse
comportamento, onde mais da metade do total de glicose € produzido nas primeiras 48 horas
reacionais também € verificado nos outros processos, como exemplo, nos processos R 24 e R
48, aproximadamente 87 % do total de actcar foi liberado no meio reacional.

Enquanto isso, ao analisar a Figura 8.4 (b) referente ao BAD, nota-se que no inicio das
hidrolises enzimdticas, em 12 horas reacionais, as concentracdes de glicose foram maiores
para os processos R 24 e R 48 com 106, 73 + 3,33 g/L e 107,12 + 8,31 g/L, respectivamente,
em comparagdo com os 97,79 £+ 2,28 g/L. do processo R 12. Esse perfil pode estar ligado ao
fato de que nesses sdlidos certa quantidade de glicose ja estava presente, uma vez que OS
sOlidos ndo foram lavados para comecar a nova hidrdlise do material. Contudo, a partir de 48
horas o teor de glicose aumentou para o processo R 12, alcancando 128,72 + 5,82 g/L e ao
final da reacdo (144 horas), 141,23 + 0,69 g/L de glicose foi produzido. J4 para os demais
processos (R 24 e R 48) verificam-se em 48 horas, 122,88 + 5,08 g/L e 120,94 + 0,28 g/L de
glicose, respectivamente. No final da reagdo, 144 horas, a concentracdo de glicose foi
praticamente igual entre R 24 e R 48 (129,05 g/L + 0,73 ¢ 129,82 + 3,87 g/L).

Logo, ao se comprar os processos R 24 e R 48 com o processo R 12 para BAD do
reciclo de sélidos, a diferenga na producgdo de glicose € de até 12 g/LL + 1,61 g/L. em 144 horas
para R 12. Ainda sim, € importante destacar que quase toda glicose foi produzida durante as
primeiras 48 horas reacionais, como por exemplo, aproximadamente 91,14 %, 95,22 % e
93,16 % do total de glicose foram liberados nos meios reacionais para os processos R 12, R
24 e R 48, respectivamente. A diferenca observada entre os processos pode estar relacionada
com a digestdo das biomassas, uma vez que os soOlidos vindos dos processos R 24 e R 48
foram hidrolisados por 12 ou 24 horas a mais do que o sélido recuperado do processo R 12.
Nesse caso, uma quantidade maior de celulose ainda estaria disponivel para hidrélise nesse
sélido.

Além disso, todos os resultados apontam que € imprescindivel uma forma de lidar com
a inibicdo por glicose, que parece ser um fator mais limitante do que a dificuldade de

transferéncia de massa, j& que mesmo eliminando esta dificuldade a conversdo se manteve
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bastante baixa como os valores observados na Figura 8.2 (a e b). Neste sentido, estudos de

Sacarificacdo e Fermentagcdao Simultaneas foram realizados no Capitulo 9.
8.4 Conclusoes

Na tentativa de eliminar a interferéncia de altas concentracdes de sélidos, o estudo da
estratégia com reciclos de hidrolisado em diferentes tempos reacionais mostrou que o
acimulo de determinada quantidade de glicose no meio reacional € o principal fator da
diminuicdo da conversdo de celulose durante a hidrélise enzimdtica de materiais
lignoceluldsicos como o bagaco de cana-de-agucar pré-tratado.

Pensando na estratégia de Xue et al. (2012b) no qual esse capitulo foi baseado, pode-
se dizer que € possivel reciclar as enzimas através do liquido filtrado e do sélido separado na
primeira hidrélise, contudo, o liquido reutilizado para diluir uma nova hidrélise com a adi¢do
de soélidos frescos mostrou que o acimulo de actcares acaba interferindo negativamente o
processo.

Além disso, mesmo as estratégias tendo proporcionado trabalhar com até 30% de
sOlidos (m/v) na hidrdlise, as concentragdes de glicose obtidas foram menores do que as
concentracdes obtidas para os experimentos de hidrélise enzimdtica em batelada alimentada
(20% m/v).

A interferéncia do produto final na conversdo de celulose também estd relacionada
com o tipo de pré-tratamento empregado no bagaco, pois as conversdes foram ainda menores
quando a biomassa tinha maior quantidade de lignina em sua composi¢do (BH).
Provavelmente os inibidores vindos da lignina sejam mais importantes, j& que o bagaco
hidrotérmico tem baixa porcentagem de hemiceluloses e alta porcentagem de lignina em sua
composicao e se mostrou como a biomassa com as menores conversoes.

Logo, os resultados apontam que € imprescindivel uma forma de lidar com a inibicao
por glicose, que parece ser um fator mais limitante do que a dificuldade de transferéncia de

massa, ja que mesmo eliminando esta dificuldade a conversdo se manteve baixa.
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9 CAPITULO 9
SACARIFICACAO E FERMENTACAO SIMULTANEAS - SSF

9.1 Introducao

A producdo de bioetanol a partir da biomassa lignoceluldsica requer hidrélise
enzimatica de celulose para liberar agtcares que podem ser, posteriormente, fermentados a
etanol por leveduras. Para uma produ¢do economicamente vidvel de etanol no nivel industrial,
o etanol produzido deve atingir pelo menos 4% (v/v) no caldo de fermentacdo (LIU et al.,
2016). As altas concentracdes de substrato resultam em altas concentragdes de acucares e
consequentemente etanol, que exigem menos energia € equipamentos menores para um
determinado processo. Devido a reducdo do volume, as cargas de aquecimento e
arrefecimento também sdo diminuidas. A sacarificacio e fermentacdo simultanea (SSF) para
producdo de etanol integram a hidrélise do substrato e a fermentagdo em um unico vaso
racional, o que permite que os microrganismos fermentadores consumam os agucares
liberados da hidrélise, eliminando assim a inibi¢do pelo produto final da hidrélise, reduzindo
o custo de investimento. No entanto, a SSF € limitada pelas condi¢des sub-Gtimas para
hidrdlise e fermentacdo. Esses problemas podem ser reduzidos pela adi¢do de um passo de
pré-hidrolise na SSF, o que permite, por exemplo, que a hidrdlise e a fermentagcdo funcionem
em suas respectivas temperaturas ideais. A sacarificacio e fermentacdo simultaneas com alto
teor de sdlidos pode aumentar a produgdo do etanol e entdo, facilitar a separagdo posterior do
mesmo. Em termos praticos, o alto teor de sélidos gera problemas reoldgicos que incluem
baixa transferéncia de massa, inibidores de alta concentracio e inibicdo severa pelo produto
final. Logo, realizar a SSF em batelada alimentada também € uma estratégia que
potencialmente reduz as dificuldades de liquefagdo com alto teor de sélidos.

Neste estudo, utilizou-se somente o bagaco de cana-de-acucar pré-tratado BAD como
substrato para SSF. Escolheu-se introduzir a etapa de pré-hidrélise em modo batelada
alimentada de acordo com a configuragdo C 1 como apresentada no Capitulo 5, pois, de
acordo com todos os resultados apresentados essa foi a melhor estratégia de hidrdlise em
termos de concentracdo de glicose e conversdo de celulose. A inoculagdo de levedura foi
realizada apds a etapa de pré-hidrdlise. Apés um periodo de fermentacdo, a temperatura do
meio foi elevada novamente para a temperatura 6tima de hidrdlise. Com isso, uma nova
estratégia de SSF com oscilacdes na temperatura foi proposta nesse capitulo com o intuito de

aumentar as concentracdes de etanol liberadas no meio reacional.
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9.2 Metodologia experimental

As etapas descritas no presente trabalho foram realizadas de acordo com as

metodologias realizadas por Andrade (2012).

9.2.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi Sacchamomyces cerevisiae cultivado no Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, e
obtido na Usina Santa Adélia S/A (Jaboticabal - SP).

Essa linhagem de S. cerevisiae foi anteriormente usada por Andrade (2012) e Martins
(2015) para fermentacdo de hidrolisado de bagaco de cana-de-aciicar concentrado e
demonstrou alto rendimento em etanol obtido, conversao total de glicose presente no meio, e
certa resisténcia a inibidores, ndo necessitando de detoxificacdo ou dilui¢do do caldo
hidrolisado anteriormente a fermentacdo. A manutencdo da mesma foi feita em refrigerador
utilizando meio de ativacdo contendo dgar. A manipulacdo sempre se realizou em camara de
fluxo laminar, cujas superficies foram desinfetadas através de solugdo de alcool etilico a 70 %
e posterior exposi¢do a radiacdo ultravioleta por 30 minutos. Anteriormente a SSF,

propagacdes do microrganismo foram realizadas a cada 24 horas.

9.2.2 Meio de ativacao do microrganismo

O meio de ativagdo para cultivo de S. cerevisiae utilizado na presente pesquisa foi

composto pelos reagentes listados na Tabela 10.3 presente no Apéndice IV.

9.2.3 Meio semi-solido para ativacao da levedura

O meio semi-s6lido para ativacdo da levedura foi preparado adicionando-se 20 g/L. de
agar-agar aos compostos listados no item 9.2.2 que estdo presentes na Tabela 10.3 do
Apéndice IV. O agar-agar foi solubilizado com o auxilio de aquecimento até fervura e

agitacdo para facilitar a sua mistura com os outros reagentes.

9.2.4 Meio de crescimento do microrganismo

A composicdo e quantidades dos reagentes para preparar o meio de crescimento da S.
cerevisiae estd descrito no Apéndice IV.

Foi utilizado HCI concentrado para ajustar o pH do meio de crescimento para 6,8.
Todos os meios (de ativagdo, semi-sélido e de crescimento) foram autoclavados em autoclave

vertical (modelo AV 50 da marca Phoenix) na temperatura de 121 °C por 15 min antes de
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serem utilizados. Os meios semi-s6lidos foram mantidos inclinados até a solidificacdo do
dgar, para que o mesmo ficasse de forma inclinada no tubo de ensaio. Foi utilizado édlcool
etilico 70 % para desinfetar as superficies da camara de fluxo laminar e o uso da radiagao
ultravioleta durante um periodo de 30 min, tudo isto realizado antes da manipulag@o de todas
as etapas, a seguir, que podem ser visualizadas através da Figura 9.1.

A ativacgdo da levedura foi feita a partir de uma solucdo de estoque, onde se transferiu as
células do meio de estoque para o meio semi-sélido (dgar inclinado) com o auxilio de uma
alca de platina devidamente flambada e resfriada. Este meio foi levado para uma incubadora
por 30 °C por 24 h. Apés o crescimento do microrganismo, os tubos foram levados para o
fluxo laminar (devidamente esterilizado) e o conteddo foi transferido para tubos de ensaio
estéreis contendo 10 mL do meio de ativagdo. Estes novos tubos foram mantidos nas mesmas
condig¢des de temperatura anteriormente descritas.

Figura 9.1: Etapas para o preparo de inculo e SSF (adaptacao de Andrade (2012)).

1 2 3 a
< = -
N - /—\
Cultura estoque agar 30eC 30eC 302C
inclinado 24 horas 150 rpm 150 rpm
Agarinclinado 24 horas 24 horas

Meio complexo

Meio sintético

Centrifugacdo do indculo - células

150 rpm

SSF —meio com bagago, 30°C
tamp&o e enzima 150 rpm
24 horas

Meio de hidrolisado -
industrial

Na dltima etapa - meio de ativacdo, os tubos foram também levados para o fluxo
laminar para realizacdo do repique do microrganismo, onde o conteido dos tubos foi
transferido para Erlenmeyers (500 mL) que j& continham o meio de crescimento (meio

complexo). Esses frascos foram levados a um “shaker” por mais 24 h a 30 °C em agitagcao de



149

150 rpm na incubadora refrigerada (modelo MA-832 da marca Marconi). Apés o periodo,
verteu-se o conteddo do indculo para tubos de centrifuga previamente esterilizados, que foram
submetidos a centrifugacdo por 3290 rpm por 10 min. Apds, o sobrenadante foi descartado e
as células foram transferidas para o meio com hidrolisado (etapa 5), processo de adaptacdo da

levedura, como descrito a seguir.

9.2.5 Meio de adaptacio dos microrganismos — meio com hidrolisado

Essa etapa de crescimento da levedura foi realizada utilizando como meio o hidrolisado
do bagaco BAD. Para isso, realizou-se uma hidrélise enzimdtica com alta concentracdo de
solidos (20% m/v) nas mesmas condi¢des reacionais descritas no item 4.2.1, sem adi¢cao de
azida sddica, pois esse composto € inibidor de microrganismos como a S. cerevisiae. A
hidrdlise foi realizada por 144 horas e apos esse periodo o meio reacional foi centrifugado e
filtrado para separacdo do hidrolisado. O hidrolisado foi devidamente esterilizado em
autoclave vertical (modelo AV 50 da marca Phoenix) na temperatura de 121 °C por 15min
antes de ser utilizado.

Nesse estagio de crescimento, onde o indculo crescido em meio sintético foi transferido
para Erlenmeyer contendo meio de hidrolisado, o frasco contendo o indculo foi entdo
acondicionado em “shaker” com agitacdo de 150 rpm, 30 °C por mais 24 horas. Apds o
periodo, o conteido do Erlenmeyer foi transferido para tubos de centrifuga esterilizados, que
foram submetidos a centrifugacdo por 3290 rpm por 10 min. O sobrenadante foi entdo

descartado e as c€lulas utilizadas na etapa de SSF que sera descrita a seguir.

9.2.6 Sacarificacio e fermentacao simultaneas (SSF)
9.2.6.1 Modo batelada

Os experimentos de SSF em batelada foram realizados nas temperaturas de 34 e 38 °C,
primeiramente, para verificar a influéncia da temperatura sob a fermentabilidade, e também a
possivel interagdo da mesma com o processo de hidrolise enzimdtica, ja que durante a SSF a
hidrélise ocorre simultaneamente a fermentacdo, e a temperatura 6tima de ambas as etapas
sdo distintas.

Para esses experimentos foram utilizados frascos Erlenmeyers de 1 L contendo 250 mL
de meio reacional total, composto por 20 % (m/v) de so6lidos em tampao citrato de sédio (pH
4,8). A enzima Cellic Ctec 2 foi adicionada assepticamente na propor¢do de 15 FPU/g de
BAD. A SSF iniciou pela adicdo da enzima e com a etapa de pré-hidrélise por 12 h a 50 °C

em um shaker com agitacdo de 150 rpm. A temperatura foi reduzida para 34 ou 38 °C, e a
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levedura foi adicionada ao meio pré-hidrolisado na concentracdo celular inicial de 10 g/L, o
que converteu para a SSF. O tempo de adi¢do da levedura foi referido como o tempo zero. As
amostras do caldo de fermentacdo foram coletadas e analisadas posteriormente para
quantificagcdo do teor de agicares, etanol e glicerol. Esses experimentos nao foram realizados
em duplicata, apenas serviram para obtencdo de dados preliminares na escolha da

temperatura.
9.2.6.2 Modo batelada alimentada

Os experimentos de SSF em batelada alimentada foram iniciados com 10 % de sélidos
(m/v) e 15 FPU/g BAD de celulase, com volume reacional total de 100 mL. Realizou-se pré-
hidrélise de 24 horas a 50 °C e 150 rpm. Durante esse periodo as alimentacdes de bagaco
foram realizadas de acordo com a configuracdo C1 da hidrdlise enzimatica em batelada
alimentada apresentada nesse trabalho (ifem 5.2.1) até as primeiras 18 h reacionais da pré-
hidrélise. Em 24 horas iniciaram-se as SSFs. Para isso, a temperatura foi diminuida para a
temperatura escolhida a partir dos dados obtidos no item 9.2.6.1, acima. Apds o instante, as
células de leveduras previamente centrifugadas e aferidas foram transferidas assepticamente
(dentro do fluxo laminar e usando chama do bico de Bussen) para obter concentragdo de
10g/L nos Erlenmeyers contendo volume reacional de 100 mL.

A SSF se deu de forma diferente das convencionais. Apds a etapa de pré-hidrélise com
a reducdo da temperatura (38 °C) a SSF ocorreu por 8 horas. Apds, a temperatura dos frascos
reacionais foi elevada para 50 °C com o intuito de se favorecer a hidrolise enzimadtica por mais
24 horas reacionais, a fim de verificar uma possivel fermentacdo apds a exposi¢do das
leveduras a uma temperatura agressiva (50 °C). Entdo, a temperatura desses frascos foi
novamente diminuida para a adotada na SSF (38 °C) e assim permaneceu por mais 87 horas.
Durante todo o ensaio, amostras (1 mL) foram coletadas do meio reacional para as andlises
em HPLC (quantificag¢do de glicose, etanol, acido acético e glicerol).

Para melhor entendimento a Figura 9.2 esquematiza o processo de SSF proposto.



Figura 9.2: Esquema da SSF proposta.
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9.2.7 Parametros de desempenho da SSF

Calcularam-se dois parametros a partir dos resultados obtidos nesse Capitulo, o

rendimento etandlico (%) e a produtividade (g/(L.h)). O cédlculo do rendimento etandlico em

porcentagem do rendimento tedrico foi obtido pela Equacdo 9-1, obtida do protocolo NREL-

LAP 008, 1995.

Rendim ento(%)=

[Etan ol]f —[Etan ol]i

Onde:
[Etanol]s— Concentracao final de etanol (g/L);
[Etanol]; — Concentragdo inicial de etanol (g/L);
[C] — Concentracao de celulose presente na amostra;

0,568 — Fator de conversao de celulose em etanol.

0,568[C]

x100

Equacao 9-1

A produtividade, a qual relaciona a concentracdo de etanol obtida com o respectivo

tempo t de reagdo foi avaliada pela Equacao 9-2:

Produtividade = £ @191]
t

Onde:

)

Equacao 9-2
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[Etanol] — Concentragado de etanol (g/L);

t — Tempo reacional (h).

9.3 Resultados e discussao

9.3.1 SSF preliminar em modo batelada

Com o intuito de promover a SSF em temperaturas mais altas para que a hidrdlise
enzimatica ndo fosse tdo prejudicada, as temperaturas de 34 e 38 °C foram avaliadas. Para
1sso, experimentos unicos de SSF adicionando uma etapa de pré-hidrdlise de 12 horas com o
bagaco BAD foram realizados. A Figura 9.3 (a e b) mostra que a producdo de glicose e etanol
variou para os ensaios a 34 e 38 °C, entretanto essa variagdo se deve principalmente a
diferenca na concentracao de glicose alcancada ao final da pré-hidrdlise. Para o experimento
onde a SSF se deu a 34 °C (Figura 9.3 a) a concentracdo de glicose no final da pré-hidrolise
foi de aproximadamente 47,80 g/L, ja para o ensaio realizado a 38 °C a glicose liberada apds
12 horas foi de aproximadamente 41 g/L.. Como as condicdes de pré-hidrélise foram as
mesmas, esta diferenca é devida apenas ao erro experimental.

A concentragdo de glicose diminuiu rapidamente durante as 6 h de fermentacdo. Onde a
producdo de etanol foi rdpida, com producdo de aproximadamente 18,10 g/L e 18,60 g/L de

etanol para os ensaios a 34 e 38 °C, respectivamente.

Figura 9.3: Perfil de SSF obtido para BAD nas temperaturas: a) 34 °C e b) 38 °C.
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Nota-se que em 6 horas de SSF os rendimentos de etanol (%) para os experimentos

foram de aproximadamente 44,70 e 45,90 para as temperaturas de 34 e 38 °C, nessa ordem.

De acordo com trabalhos na literatura (GAO et al., 2014a; WANG et al., 2013), os resultados

obtidos estdo dentro da faixa de valores encontrados, lembrando que o tempo de SSF foi

curto, apenas 6 horas de reacdo. Provavelmente ao se estender o tempo reacional dos

processos, os rendimentos etandlicos seriam maiores. Logo, escolheu-se a temperatura de 38

°C para realizar as demais SSFs do trabalho.

9.3.2 SSF modo batelada alimentada

A Figura 9.4 (a) apresenta o perfil do etanol obtido em todo o processo de SSF estudado

na temperatura de 38 °C e a Figura 9.4 (b) a formagdo e o consumo de glicose durante o

Pprocesso.
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Figura 9.4: (a) Perfil da producio de etanol (b) Perfil de glicose durante o processo de

SSF do BAD a 38 °C.
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Hidrolise Enzimatica.

Nota-se que a configuracdo de hidrolise enzimatica em batelada alimentada Cl1,
escolhida como processo para iniciar a SSF, gerou quantidades altas de glicose na pré-
hidrélise por 24 horas. Ao final das trés alimentacOes realizadas até as 18 horas da pré-
hidrdlise, a concentracdo de sélidos alcancada foi de 20 % (m/v) e a glicose acumulada ao
final da pré-hidrdlise em 24 horas reacionais foi de 89,04 + 2,60 g/L, uma concentracdo de
acucar fermentescivel desejavel, j4 que para o processo ser considerado vidvel, o etanol
precisa estar em aproximadamente 4% (v/v) no meio.

Quando a temperatura do processo baixou pela primeira vez para a temperatura de 38
°C, iniciou-se entdo, a SSF, e 10 g/L de levedura (correspondente a 20 mL) foram inoculadas
aos Erlenmeyers com 100 mL reacionais. Conforme mostrado na Figura 9.4 (b), a
concentracdo de glicose diminuiu rapidamente apds a fermentagdo que se deu em apenas 8
horas reacionais, enquanto a concentracao de etanol aumentou (Figura 9.4 a) nas 8 h e
finalmente alcancou a concentragdo méaxima de etanol em 32 horas de processo (40,21 + 1,34
g/L, equivalente a 0,28 g de etanol/g de celulose ou 0,20 g de etanol/g de BAD), um valor
considerado como minimo para o processo ser economicamente vidvel. A produtividade em
etanol também foi alta, alcancou até 5,02 = 0,16 g/Lh.

A concentragdo de etanol obtida nesse trabalho (40,21 + 1,34 g/L), bem como o
rendimento em etanol (49,85 + 1,65 %) para uma SSF onde a fermentacao se deu por apenas 8

horas se mostrou bastante eficiente e estd de acordo com outros valores encontrados na
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literatura. Wang et al. (2016), por exemplo, trabalharam com bagaco hidrotérmico em uma
SSF com etapa anterior de pré-hidrélise em batelada alimentada por 120 horas para
conseguirem 91,6 g/L de glicose, e somente apds esse periodo a SSF foi iniciada e se manteve
por mais 72 horas, onde alcangaram aproximadamente 54,4 g/L. de etanol. Os autores ainda
reportaram em seu estudo que os valores encontrados por eles foram superiores a qualquer
outro resultado reportado para o mesmo tipo de bagaco pré-tratado.

Liu et al. (2015) propuseram em seu estudo um tipo diferente de SSF, com pré-hidrolise
e alimentacdo em batelada alimentada de hidrolisados. A biomassa utilizada por esses autores
também foi bagaco de cana pré-tratado alcalino (deslignificado). Com essa estratégia a SSF
atingiu uma concentragdo de etanol de até 68,047 g/L (74,13% de rendimento tedrico) a 30%
sOlidos (m/v) por 96 h reacionais. Lui et al. (2010) ao otimizarem o método de batelada
alimentada para um outro tipo de biomassa, a palha de milho pré-tratada, alcancaram a
concentracdo de etanol de 57,2 g/LL em 141,5 h, que foi cerca de 100 h a menos do que para o
método de batelada (53,2 g/L). Contudo o rendimento em etanol obtido foi de apenas 25%.

Ap0s 8 horas de SSF a 38 °C, a temperatura do processo foi modificada para 50 °C, e
entdo, a producdo de glicose se deu por mais 24 horas alcancando até 36,74 + 0,67 g/L, nesse
momento o processo estava com 56 horas totais. Na tentativa de que os microrganismos
voltassem a fermentar a glicose liberada no meio ap6s o aumento da temperatura, decidiu-se
diminuir a mesma para 38 °C, e com isso o processo de SSF se deu por mais 87 horas.
Entretanto, € constatado pela Figura 9.4 (b) que a temperatura anterior de 50 °C inviabilizou
todas as células fermentativas, onde nenhuma producio de etanol foi percebida durante o
processo. Na verdade, a concentracdo de etanol no meio acabou diminuindo conforme o
tempo se passava, provavelmente houve evaporacdo do mesmo devido a temperatura.
Andrade (2012) afirma que em altas temperaturas, o metabolismo microbiano é desviado da
producdo de etanol para realizar funcdes bdsicas das células. Assim, o rendimento em
biomassa tende a cair com o aumento desta varidvel. Em altas temperaturas, a inibi¢do do
crescimento microbiano pelo etanol também € maior, o que resulta na menor concentracao de
biomassa formada.

A concentracdo de glicose aumentou durante esse periodo (2-SSF), chegando a 60,41 +
1,36 g/L.. Ao somar todas as etapas (pré-hidrélise, 1-SSF, 2-HE e 2-SSF) o processo proposto
foi realizado por 143 horas reacionais, onde foram produzidos aproximadamente 149,45 g/L
de glicose e 40,21 + 1,34 g/L. de etanol. O valor de glicose liberada em todo o processo,
149,45 g/L., € maior do que o valor de glicose alcancado quando o BAD foi hidrolisado por
144 horas na configuracdo C1 de batelada alimentada (136,63 +1,59 g/L). Este valor,
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comparado ao valor tedrico que pode ser obtido na hidrdlise a 20% (m/v) de bagaco BAD
(158. 3 g/L) é muito alto, resultando em uma conversdo de 94,4% na hidroélise, sem levar em
conta a glicose que pode ter sido liberada durante a primeira etapa de fermentagdo e
consumida pelo microrganismo, ji que a segunda etapa de fermentacdo mostrou que a
hidrdlise continua acontecendo a 38°C, ainda que em taxa mais lenta.

Esses resultados mostraram que ao retirar a glicose do meio reacional, pelo
metabolismo microbiano, a sacarificagdo enzimatica melhora por diminuir o efeito inibitério
da glicose sob as enzimas, onde mais acucares fermentesciveis podem ser liberados e
convertidos a etanol.

Hipoteticamente se um novo indculo tivesse sido adicionado na segunda tentativa de
fermentacdo (2-SSF), toda a glicose produzida teria sido consumida, e provavelmente o dobro
de etanol seria liberado no meio reacional. Vdrias outras estratégias poderiam ser testadas. Por
exemplo, quando a temperatura foi elevada para 50 °C apds a primeira fermentacdo, o tempo
reacional poderia ter sido maior, e neste caso uma maior liberacdo de glicose ocorreria e
entdo, com a inoculacdo de microrganismos frescos para a segunda etapa de fermentagdo
levada por mais um periodo de tempo, concentracdo maior de etanol seria liberada no meio.
Outras opgdes seriam aumentar menos a temperatura na segunda hidrélise, ou usar

microrganismos termotolerantes.
9.4 Conclusoes

A SSF preliminar conduzida em duas diferentes temperaturas (34 e 38 °C) para o BAD
a 20% de solidos (m/v) demonstrou que o rendimento em etanol e sua produtividade ndo
foram afetados quando a temperatura aumentou para 38 °C. Os perfis de consumo de glicose e
formacdo de etanol foram similares para as duas situacdes distintas, indicando que na maior
temperatura a reacdo de hidrélise enzimdtica pode ser beneficiada, ja que essa ocorre em
temperaturas maiores (50 °C).

A estratégia de SSF com etapa de pré-sacarificacio em batelada alimentada com
adsor¢do prévia das enzimas (melhor estratégia para altas concentracdes de solidos
apresentada nesse trabalho) evidenciou que a produgdo de etanol pode ser realizada para altas
concentracdes de sélidos, onde foi possivel alcancar até 149,0 g/LL de glicose quando a
temperatura do sistema oscilou mais de uma vez para 50 °C durante o processo de SSF. Além
disso, esses dados mostraram que o consumo de glicose pelas leveduras (SSF 38 °C) apds a
etapa de pré-hidrdlise proporcionaram menor inibi¢do por produto final nas enzimas, o que

aumentou o teor de glicose quando a hidrélise enzimatica foi favorecida por mais 24 horas.
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A concentracdo em etanol no meio reacional foi de 40,21 + 1,34 g/L, um valor bastante
favoravel para que a produgdo de etanol a partir de bagaco de cana-de-aguicar seja vidvel.
Contudo, esse valor poderia ser melhorado se um novo inéculo de leveduras fosse realizado
quando a 2* SSF iniciou. Neste caso, aproximadamente 30 g/L. a mais de etanol poderiam ter
sido produzidos até o final do processo.

De um modo geral essa estratégia poderia ter proporcionado aproximadamente 70 g/L
de etanol, correspondente a até 0,49 g de etanol/g de celulose com 86,78 % de rendimento em
etanol tedrico.

Porém, mais ensaios e testes aprofundados deveriam ser realizados até mesmo em
fermentadores robustos, com melhor sistema de agitacdo, onde muito possivelmente

concentracdes elevadas de etanol seriam alcancadas com essa estratégia.
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10 CAPITULO 10

CONCLUSOES FINAIS

O pré-tratamento 4cido diluido seguido de deslignificacio com NaOH no bagaco de
cana-de-actiicar mostrou que o tipo de pré-tratamento empregado na biomassa interfere
grandemente nos processos de hidrélise enzimatica, bem como para a produgdo do etanol. O
BAD se mostrou como a biomassa mais digestivel enzimdticamente frente ao BH, que
apresentava maior quantidade de lignina em sua composi¢do. Além disso, para alcancar
quantidades altas de agucares fermentesciveis, mais que o dobro de massa (g) era requerido
quando o BH foi utilizado.

O tipo de coquetel enzimético empregado no processo também teve grande importancia
como um fator para melhorar a reacdo de sacarificagdo enzimdtica dos bagacos BH e BAD,
onde o coquetel comercial Celli Ctec 2, gentilmente doado pela empresa Novozymes, se
mostrou como um complexo enzimdtico altamente eficiente na digestibilidade dessas
biomassas. Aumentou a liberacdo de glicose para hidrélise do BH realizada a 20% de sélidos
(m/v) com 15 FPU/g de bagaco de celulase em até 31,64 g/LL em comparacdo com o complexo
Celluclast 1.5 L (30 FPU/g bagaco de celulase), um coquetel mais antigo. As conversoes
alcancadas foram de 62,73 £+ 0,71% com Cellic Ctec 2 e 39,42 + 0,64% com a Celluclast 1.5
L.

Em relacdo a cinética de adsor¢do enzimdtica, a Cellic Ctec 2 demostrou perfis
diferentes de adsor¢do frente aos bagacos BH e BAD. Contudo, isso ja era de se esperar, uma
vez que os bagacos apresentam composi¢des quimicas diferentes. Para o BH o equilibrio da
adsor¢do foi atingido em 2 horas, enquanto que para o BAD o equilibrio se deu em
aproximadamente 4 horas reacionais. As concentracdes méiximas de enzima adsorvidas
também foram distintas, 6,66 mg proteina/g BH +0,24 e 7,08 mg proteina/ g BAD + 0,15,
quando a concentragdo de enzima adicionada foi de 9,68 mg proteina/g de bagaco. Pode-se
dizer, que além das propriedades das enzimas, uma série de outras propriedades do substrato
lignocelulésico, como por exemplo, cristalinidade, drea superficial acessivel, tamanho de
particula e conteudos de lignina e hemiceluloses estdo envolvidas na adsor¢@o / dessor¢ado da
celulase.

A variacdo na carga de sélidos durante a hidrélise enzimética das biomassas mostrou
que o pré-tratamento do bagaco de cana-de-acticar determina a eficiéncia na digestibilidade da

celulose. O bagaco lignificado (BH) apresentou menor digestibilidade da celulose para todas
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as concentragdes de sdlidos estudadas (1 a 20% m/v) em comparacdo com o bagaco que
passou por uma etapa de deslignificacdo com NaOH (BAD). A concentracdo de glicose
aumentou em relagdo a concentrac¢do de sélidos e também com um tempo reacional estendido
em até 144 horas. Porém, o aumento na concentracdo de sélidos influenciou na conversao de
celulose, principalmente em tempos reacionais mais curtos, onde a quantidade de &dgua
disponivel era menor, ocasionando uma série de problemas, como os relacionados a
transferéncia de massa que dificultam, por exemplo, a mistura eficiente dos produtos e outros
inibidores que se concentram perto do sitio catalitico enzimatico inibindo as enzimas.

A conversdo de celulose também foi afetada pelo tipo de pré-tratamento, onde o efeito
do conteido de sélidos para o BH chegou a desaparecer com um tempo prolongado de
hidrdlise (144 horas). Para o BAD a conversdo de celulose diminuiu com o aumento da carga
de solidos. Possivelmente o efeito da inibi¢do por produto foi maior para o BAD e em alta
concentracdo de sélidos esse efeito combinado com outros ligados a altas concentragdes de
sOlidos ocasionou a queda na conversao de celulose.

As estratégias de batelada alimentada propostas forneceram altas concentracdes de
glicose e melhoram as conversoes de celulose quando foram empregadas na configuragao C1
para o BAD, que demonstrou a maior concentracdo de glicose liberada (136,63 £1,59 g/L). A
conversdao em celulose foi de 86,33% =+ 2,02%, um valor muito alto se tratando de uma
hidrélise a 20% de sélidos (m/v). Para o BH as estratégias de batelada alimentada ndo
melhoram as conversdes de celulose em relacio a uma hidrdlise normal na mesma
concentracdo de solidos (20% m/v). Essa diferenca pode ser explicada por Driemeier et al.
(2015), que relataram que biomassas submetidas a pré-tratamentos conhecidos por nao
remover a lignina ocasionam agregacdo da lignina e da celulose além da co-cristalizacdo, o
que provoca uma coesdo nonoescalar dos poros tornando-os menores (< 4nm) em comparagao
aos observados em biomassas deslignificadas (>10nm), o que acaba prejudicando a adsor¢do
enzimdtica e consequentemente a eficiéncia da hidrdlise mesmo em baixas concentracdes de
sélidos.

A diferenca nas concentragdes de glicose e na conversdo de celulose entre as
configuragdes C1 e C2 para o BAD provavelmente é devida em parte a inibicdo da adsor¢ao
pela alta concentracdo de glicose produzida durante a hidrélise, mas provavelmente também
ao valor de retengdo de dgua (VRA), que € maior para bagacos deslignificados, aumentando a
viscosidade aparente da mistura e causando maior dificuldade de acesso das enzimas ao
substrato. Como na hidrélise do BAD hé liberacdo de maiores concentracdes de glicose do

que na hidrélise do bagaco BH, e como este deve ter maior VRA, a adsor¢do pode ter sido
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prejudicada na configuragcdo C2, o que ndo aconteceria na configuracdo CI1, em que a
adsor¢do no bagaco a ser alimentado foi feita em etapa separada.

As estratégias proposta por Xue et al. (2012) e devidamente modificadas para as
biomassas e complexos enzimaticos deste trabalho mostraram que a hidrélise em duas etapas
independe do complexo enzimadtico a ser utilizado. A Celluclast 1.5 L juntamente com o BH
demonstrou que em uma concentracdo de sélidos alta (18,73% m/v), os resultados foram
todos iguais estatisticamente para concevrsao de celulose em glicose. Ao utilizar a Cellic Ctec
2, nessa estratégia modificada de Xue et al. (2012), possivelmente muitas varidveis devem ser
levadas em consideragdo, principalmente o complexo enzimadtico e o tipo de pré-tratamento
empregado no bagaco.

A pesquisa para o desenvolvimento de uma hidrdlise em trés etapas também baseada em
estudos como os de Xue et al. (2012) e Yang et al. (2011) proporcionaram altas concentracdes
de sélidos apos as etapas de separagdo solido-liquido e consequentemente altas concentragdes
de glicose, mesmo quando a primeira hidrdlise enzimdtica se dava por apenas 12 horas de
reacdo. Essa técnica se mostrou superior quando comparada com hidrélises enzimdticas
convencionais para uma mesma carga de solidos. Contudo, essa estratégia, por trabalhar com
volumes reacionais menores € mais concentrados, ao juntar as correntes liquidas obtidas das
etapas que constituem o sistema a concentracdo de glicose final acaba sendo até menor do que
a concentracdo de glicose alcancada para hidrélise realizada em cargas de s6lidos menores.
Logo, essa estratégia, assim como a estratégia de hidrélise em duas etapas, ndo é adequada,
pois requer muitas varidveis operacionais durante os processos, como a centrifugacdo para
separagao sélido-liquido.

O estudo da hidrélise enzimdtica em reciclos com diferentes tempos reacionais mesmo
proporcionado trabalhar com 30% de solidos (m/v) ndo alcancou o objetivo esperado de
melhorar as conversdes de celulose, ao contrdrio, evidenciou que o acimulo de determinada
quantidade de glicose no meio reacional € o principal fator da diminuicdo da conversdo
durante a hidrélise enzimética de materiais lignocelulésicos como o bagaco de cana-de-aguicar
pré-tratado. A interferéncia do produto final sob a conversio de celulose também estd
relacionada com o tipo de pré-tratamento empregado no bagacgo, pois as conversdes foram
ainda menores para BH. Provavelmente os inibidores vindos da lignina sejam mais
importantes, j4 que o bagaco hidrotérmico apresenta baixa porcentagem de hemiceluloses e
alta porcentagem de lignina em sua composi¢do € se mostrou como a biomassa com as
menores conversdes. Esse estudo demonstrou evidentemente que € imprescindivel encontrar

uma forma de lidar com a inibi¢@o por glicose, que parece ser o fator mais limitante do que a
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dificuldade de transferéncia de massa, ja que mesmo eliminando esta dificuldade a conversao
se manteve baixa.

Para fins de visualizacdo e melhor compreensao dos dados concluidos até aqui, a Tabela
10.1, abaixo, apresenta dados de conversio de celulose em glicose para as diferentes
estratégias de hidrdlise enziméticas que foram discutidas e apresentadas nesse trabalho.

A SSF em batelada alimentada providenciou até 149,0 g/L. de glicose quando a
temperatura do sistema foi elevada mais de uma vez para 50 °C durante o processo. Além
disso, esses dados mostraram que o consumo de glicose pelas leveduras (SSF 38 °C) apods a
etapa de pré-hidrélise proporcionaram menor inibi¢do por produto final nas enzimas, o que
aumentou o teor de glicose no meio reacional quando a hidrélise enzimaética foi favorecida
por mais 24 horas. Foram produzidos 40, 21 + 1,34 g/L. de etanol em apenas 32 horas de
processo (24 horas de pré-hidrolise + 8 horas de SSF a 38 °C). Contudo, esse valor poderia ser
melhorado se um novo inéculo de leveduras fosse realizado quando a 2* SSF teve inicio.
Neste caso, aproximadamente 30 g/L. a mais de etanol poderiam ter sido produzidos até o final
do processo e de um modo geral essa estratégia poderia ter proporcionado aproximadamente
70 g/L de etanol, correspondente a até 0,49 g de etanol/g de celulose com 86,78 % de
rendimento em etanol.

De forma geral, foi possivel observar que hd sim, possibilidades de se desenvolver uma
hidrélise enzimatica para altas concentracdes de sdlidos onde a conversdo de celulose ndo
diminua, proporcionando altas concentracbes de acgucares fermentesciveis e
consequentemente um teor considerdvel de etanol para que o processo de segunda geracao
seja vidvel. Além disso, ao realizar uma SSF de modo alternado, a inibi¢do por produto final,
que ¢ precisamente o fator mais impactante no “efeito de s6lidos” pode ser minimizada e até
mesmo evitada, pois a glicose gerada é consumida rapidamente pelas leveduras. Do ponto de
vista técnico o BAD se mostrou como a melhor biomassa para o processo de producdo do
E2G, porém, sabe-se que o BH é o que se apresenta como o mais economicamente vidvel

nessa corrida.
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Tabela 10.1: Comparacao entre as conversoes obtidas das principais estratégias de

hidrdlise enziméticas propostas nesse trabalho.

Estratégia de hidroélise enzimatica

HE 20 % (m/v)

HE BA com adsorcio prévia das

enzimas (C1)

HE BA normal (C2)
HE duas etapas
R 12
HE em reciclos R 24
R 48

Tempo reacional total

(horas)

144

144

144

48

48

96

192

Conversao celulose em

glicose (%)

BH BAD
70,27 £1,72 73,00 £ 1,85
63,31 £0,22 86,33 £2,02
66,18+ 1,45  64,82+0,49
4343 +2,65 52,01 £0,28
37,37+ 1,21 40,79 £0,25
41,02+0,69 52,39 +3,00
39.98+£0,18 51,50 +2,51
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Como uma forma de melhorar e aprofundar este estudo algumas sugestdes para

trabalhos futuros ficam listadas abaixo:

Desenvolver uma metodologia precisa para estudar a interferéncia do acimulo dos

acucares, glicose e xilose, durante a adsor¢do das enzimas do complexo celulolitico;

Desenvolver um planejamento experimental para hidrélise enzimdtica em batelada
alimentada na configuracio C1 estudada neste trabalho, a fim de aprimorar a
quantidade e o tempo em que o substrato € alimentado, bem como a quantidade de
enzimas, para aumentar e melhorar a concentracdo de glicose e a conversdo de

celulose;

Aprimorar os melhores resultados obtidos a partir do planejamento reproduzindo-os

em reatores, com agitacdo e temperatura ideais.

Realizar o balanco madssico global para o processo de produ¢do do E2G considerando

a hidrélise enzimatica em batelada alimentada Cl1;

Aperfeicoar a SSF desenvolvida nesse trabalho ao melhorar os tempos das etapas que
compdem o processo, bem como determinar uma estratégia de alimentacdo de
substrato e microrganismos fermentativos visando a melhora da producdo de etanol

final;

Aprimorar o processo de SSF ao fazer uma modelagem matematica dos dados
colhidos em todas as etapas da SSF, considerando a presenca dos inibidores. Usar o

modelo matematico para simular e encontrar condi¢cdes 6timas de operagio;

Produzir uma andlise economica do processo global de producdo do E2G para um

processo em SHF e outro em SSF, levando em consideracdo o tipo de pré-tratamento

empregado (ndo deslignifica e um deslignificante), a hidrélise enzimdtica em batelada

alimentada C1 e a etapa de fermentacdo, e ou a SSF em batelada alimentada que seria

aperfeicoada no tépico anterior.
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APENDICES

Apéndice I

PREPARO DO TAMPAO CITRATO E DO REAGENTE
DNS

Para realizar a andlise de atividade da enzima celulase dos coquetéis enzimaticos
Celluclast e Cellic Ctec 2, uma solucdo tampao citrato de sédio a pH 4,8 e concentragido de
0,05m/L foi preparada. Esse tampdo também foi utilizado em todas as hidrélises enzimaticas
realizadas nesse trabalho, entretanto azida sddica era adicionada na proporcao de 0,07 g por g
de bagaco. A metodologia da atividade da celulase leva o uso do reagente Acido 3-5-
dinitrosalicilico (DNS), necessdrio para realizar a quantificacdo dos actcares redutores
liberados durante a reacdo enzimatica. Assim, é apresentada a metodologia destes reagentes

utilizados no presente trabalho.
1. Tampao citrato

Para o preparo do tampao citrato 0,05 mol/L. com pH 4,8 foram pesados exatamente
10,5g de acido citrico monohidratado (CeHsO7.H20), a qual foi dissolvida em 37,5 mL de
agua destilada. Em seguida, adicionou-se hidroxido de so6dio (NaOH) de forma a alcancar um
pH de 4,3, e entdo, completou-se o volume para 50mL, seguindo da medicao do pH. Obteve-
se, assim tampao citrato a pH 4,5 e concentracdo de 1 mol/L. Ao se transferir este conteido
para um baldo volumétrico de 1000mL e completar o volume do baldao obteve-se a condi¢do

desejada de pH 4,8 na concentracdo de 0,05mol/L.
2. Reagente DNS

O reagente DNS foi preparado de acordo com a metodologia BAZAN (1993) onde
foram dissolvidos 10,6 g de 4cido dinitro-3,5-salicilico em 1,416 L de 4gua. Adicionou-se, em
seguida, 7,6 mL de fenol fundido a 50°C e 8,3 g de meta-bissulfito de sédio e 19,8g de
NaOH. A Parte, foi preparada uma solugdo estabilizante da cor formada do DNS, adicionando
15,1 g/L de tartarato de s6dio e potdssio tetrahidratado, que foi guardada também em frasco

ambar. Ambos foram armazenados em frascos ambar, para evitar possiveis degradacdes.
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Apéndice I1
ATIVIDADE ENZIMATICA DA ENZIMA CELULASE

1. Curva padrao de glicose

A solugdo de glicose foi feita utilizando-se a glicose anidra com pureza de 98% para
preparar uma solucdo de concentracdo de 10mg/mL e a partir desta foram feitas outras dez
diluicdes. Esta curva foi feita em triplicata. Ao invés de se utilizar dgua destilada para
preparar a solugdes padrdao de glicose, foi utilizada a solu¢cdo tampao de citrato a pH 4,8, de
modo a manter todas as amostras sob 0s mesmos meios € nas mesmas condi¢cdes. Assim, a
curva foi preparada em uma faixa de 0 a 10mg/L e as amostras ficaram armazenadas em tubos
de ensaio de 25mL para serem submetidas a andlise de DNS (preparado conforme item 2 do
Apéndice I) para a quantificacdo dos agucares redutores. A andlise dos acucares redutores
com o DNS ¢ feita pela adi¢do de 1,5 mL do reagente DNS. Os tubos foram fervidos por 5
minutos a 95°C e posteriormente transferidos para um banho de gelo fundente. Ao final,
adicionou-se 10,5 mL da solucdo estabilizante e os tubos foram invertidos para a
homogeneizacdo da solucdo. Apds todo o procedimento descrito, estas amostras foram

analisadas em espectrofotometro utilizando absorbancia de 540nm.

2. Atividade da enzima celulase presente nos coquetéis enzimaticos Celluclast e
Cellic Ctec 2.

Para determinacdo da atividade da celulase seguiu-se a metodologia descrita por Rabelo
(2010). Foi preparada uma solugdo de celulase 1:20 e a partir desta foram feitas novas 5
diluigdes em tampao citrato pH 4,8. 50 mg de papel de filtro Whatman No. 1 picado foram
exatamente pesados em tubos de ensaio com tampa. A estes tubos adicionou-se 1mL de
tampao citrato, de forma que o papel estivesse totalmente submerso neste meio. Em paralelo,
realizou-se o preparo dos tubos controle da enzima, onde foi retirada uma aliquota de 0,5 mL
de cada uma das dilui¢es enzimdticas preparadas previamente, transferindo-as para tubos de
ensaio de ensaio contendo 1mL de tampdo citrato. Um tubo para controle do substrato
também foi preparado adicionando-se a mesma quantidade de papel picado com 1,5 mL de
tampao citrato. O tubo do branco reacional foi realizado adicionando somente 1,5mL do
tampao citrato.

Todos os tubos foram levados a um banho termostético a temperatura de 50°C durante

10 min; sem retirar os tubos do banho, foram adicionados 0,5mL das enzimas previamente
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diluidas somente nos tubos para atividade enzimatica. Apds esta etapa, esperou-se o tempo de
60min para a encubagdo das enzimas. E ao final desse tempo, todos os tubos foram removidos
e a reacdo interrompida imediatamente com a adicdo de 3 mL do reagente DNS. Os tubos
foram fervidos por 5 minutos a 95°C e posteriormente transferidos para um banho de gelo
fundente. Ao final, os tubos foram invertidos para a homogeneizacdo da solucdo. Apds
assentamento do papel, as amostras foram analisadas em espectrofotdmetro utilizando
absorbancia de 540nm. Para isso pipetava-se diretamente nas cubetas 0,2 mL da solugdo de
cada tubo juntamente com 2,5 mL de dgua destilada.

Com os resultados obtidos, foi tracada uma reta onde foi relacionado o logaritmo da
concentracdo da enzima em cada uma das diluicdes em funcdo da massa de glicose liberada
pela enzima diluida (no caso para cada 0,5 mL da respectiva enzima diluida), desde modo,
determinou-se a atividade enzimdtica da celulase.

Uma unidade enzimatica (FPU) pela teoria é definida como a quantidade de enzima que
libera 2,0 mg de acucar redutor como glicose a partir de 50 mg de papel de filtro nas
condi¢des do ensaio. Para o célculo da atividade especifica (AE) da celulase, expressa em
termos de FPU por mililitro de proteina, foi utilizada a Equagado 10-1:

0,37
[enzima d ilm’da]

FPU/mL=

Equacgao 10-1

Em que [enzima diluida] é a concentragdo de enzima (mg/mL) necessaria para
transformar 50 mg de substrato em 2 mg de glicose, o numerador 0,37 € derivado do fator de
conversao de 2,0 mg de glicose gerados no ensaio por mmol de glicose, a partir do volume de
enzima (0,5 mL) utilizado e do tempo requerido para geracdo dos acucares redutores
(Equagdo 10-2):

2,0
(0,18016 x0,5x 60 x [enzima diluidal)

FPU/mL= umol.min ' mL"

Equacao 10-2

Apesar da constante 0,37 ter seu cdlculo baseado nas unidades internacionais de
atividade do Sistema Internacional de medidas (S.I.), a celulase ndo tem sua atividade
determinada nestas unidades, pois sdo baseadas nas taxas iniciais de

reacdo, portanto, esta enzima deve ter sua atividade expressa simplesmente como FPU.
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Apéndice III

QUANTIFICACAO DOS CARBOIDRATOS E PRODUTOS DE
DECOMPOSICAO LIBERADOS DURANTE A HIDROLISE
ENZIMATICA POR HPLC

1. Construcao da curva padrao e método de analise

As concentragdes de celobiose, glicose, xilose, arabinose e dcido acético presentes nos
filtrados das hidrélises enzimadticas realizadas, foram analisadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia no cromatografo liquido modelo 1260 Infinity HPLC Agilent Technologies
com o detector de indice de refracao IR.

Os padrdes para as solugdes dos agucares e do dcido acético foram realizados na faixa

de concentragdo conforme a Tabela 10.2.

Tabela 10.2: Concentracao dos padrdes usados na construcdo das curvas de calibracio.

Padroes Faixa de concentracao (g/L)
Arabinose 0,03-10,05
Celobiose 0,03-10,05
Xilose 0,05-10,05
Glicose 0,05-20,00
Acido acético 0,01-5

Foi utilizada a coluna para 4dcidos Aminex HPX-87H em temperatura de 35 °C. A fase
movel foi preparada com uma solucdo de H,SO4 com pH de 2,6 utilizando-se dgua destilada e
deionizada. Apés o preparo a fase movel foi filtrada a vicuo em Membrana HA em ésteres de
celulose com 0,45 pm e 47 mm de diametro da marca Millipore, e em seguida levada para
aparelho Ultrassom da marca Unique — UltrassonicCleaner computadorizada, para retirar
qualquer ar da solugdo e assim, evitar danos a coluna e interferéncias nas andlises. O fluxo de
fase movel utilizado foi de 0,6 mL/min. O volume de injecdo das amostras utilizado foi de 15
pL. Os compostos foram separados na fase estacionaria e monitorados com o detector de
indice de refracao (IR) a temperatura 35 °C por um tempo de execugdo de 20 min.

As concentracdes de cada componente foram obtidas pela correlagdo entre as areas dos

cromatogramas € as curvas padr()es.



181

Apéndice IV
MEIO DE ATIVA(;AO E MEIO DE CRESCIMENTO DO
MICRORGANISMO S. cerevisiae

1. A composicao e quantidades dos reagentes utilizados para preparar o meio de ativacao para

cultivar a S. cerevisiae estdo dispostas na Tabela 10.3 a seguir.

Tabela 10.3: Reagentes para meio de ativagdo do microrganismo.

Reagente Composicio (g/L)
Extrato de levedura 3
Extrato de Malte 3
Peptona 5
Glicose 10

Tabela 10.4: Meio de crescimento dos microrganismos: reagentes utilizados e a quantidade.

Reagentes Composicao (g/L)
Sacarose 20
Extrato de levedura 5

Fosfato de potassio dibasico anidro

5
(K;HPO,)
Cloreto de amonio (NH,Cl) 1,5
Cloreto de potassio (KCl) 1,15
Sulfato de magnésio heptahidratado 0.65

(MgSO4.7 Hzo)
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DADOS DE CELOBIOSE
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1. As Tabelas 10.5 e 10.6 exibem dados de celobiose (g/L.) do BH e do BAD,

respectivamente, para as hidrélises enzimaticas convencionais realizadas.

Tabela 10.5: Concentracdo de celobiose alcangada durante as hidrélises enzimaticas

convencionais do BH com variacdo na carga de sélidos de 1 a 20 % (m/v).

Tempo (horas) BH-1% desvio BH-5%  desvio BH - 10% desvio BH-15% desvio BH-20% desvio
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0.13 0.00 0.80 0.03 1.64 0.18 2.90 0.36 -
6 0.38 0.31 0.84 0.03 1.87 0.52 3.21 0.10
9 0.35 0.31 0.78 0.07 2.33 0.12 3.42 0.15 4.29 0.13
12 0.57 0.02 0.67 0.24 2.54 0.10 3.66 0.21 4.50 0.08

24 0.14 0.01 0.60 0.74 2.79 0.24 4.47 0.05 5.49 0.07
48 0.30 0.26 123 0.05 2.27 0.94 4.81 0.52 7.23 0.01
72 0.12 0.01 113 0.04 3.17 0.24 4.68 0.60 6.86 011
96 0.21 0.07 1.08 0.05 2.77 0.17 4.63 0.36 6.81 0.10
144 0.24 0.01 1.04 0.02 2.95 0.00 4.67 0.42 6.75 0.09

Tabela 10.6: Concentracio de celobiose alcancada durante as hidrélises enzimédticas

convencionais do BAD com variacdo na carga de sélidos de 1 a 20 % (m/v).

Tempo (horas) BAD-1% desvio BAD-5% desvio BAD-10% desvio BAD-15% desvio BAD-20% desvio
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0.15 0.00 0.73 0.05 1.51 0.10 2.35 0.11 - -
6 0.13 0.02 0.80 0.08 1.59 0.04 2.60 0.10 - -
9 0.17 0.04 1.27 0.86 1.76 0.07 2.74 0.13 12.62 0.12
12 0.13 0.02 0.92 0.10 1.87 0.00 3.18 0.10 12.84 0.07

24 0.15 0.00 0.94 0.01 2.37 0.15 1.29 0.09 14.68 0.03
48 0.15 0.00 1.16 0.08 1.10 0.22 1.80 0.02 1.52 0.01
72 0.13 0.02 1.03 0.13 0.91 0.09 2.03 0.04 15.87 0.04
96 0.14 0.00 0.68 0.09 1.14 0.15 1.86 0.13 3.87 0.70
144 0.44 0.38 0.73 0.01 1.22 0.01 1.99 0.08 3.07 0.32

2. As Tabelas 10.7 e 10.8 abaixo exibem dados de celobiose em g/L. para as hidrdlises em

batelada alimenta nas configuracdes com adsorcdo prévia das enzimas (C1) e alimentagao

convencional (C2) para os bagacos BH e BAD, respectivamente.
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Tabela 10.7: Concentracdo de celobiose (g/L) alcancada durante as hidrdlises enzimaticas em
batelada alimentada para o BH nas configuracdes C1 (alimentacdo de bagaco com adsor¢do

prévia das enzimas) e C2 (alimentacdo de bagaco em base seca).

Tempo (horas) BH - C2 desvio BH - C1 desvio
o 0.00 0.00 0.00 0.00
3 2.31 0.03 2.04 0.36
(S3 2.15 0.45 2.20 0.37
o 2.97 0.02 2.97 0.18
12 3.21 1.75 4.52 0.22
18 5.56 0.12 5.22 0.02
24 6.53 0.07 5.73 O.11
48 8.79 0.16 7.14 0.02
72 8.28 0.47 6.26 0.82
o6 8.30 0.18 7.07 0.05

144 8.16 0.30 6.71 0.13

Tabela 10.8: Concentracao de celobiose (g/L) alcangada durante as hidrélises enziméticas em
batelada alimentada para o BAD nas configuracdes C1 (alimentacdo de bagaco com adsor¢ao

prévia das enzimas) e C2 (alimentag¢do de bagaco em base seca).

Tempo (horas)] BAD - C2 desvio BAD - C1 desvio
(@] 0.00 0.00 0.00 0.00
3 1.58 0.02 1.449 0.44
6 1.75 0.07 1.86 0.02
9o 2.57 0.04 2.64 0.05

12 2.99 0.01 3.28 0.30
18 4.86 0.20 4.17 0.02
24 6.29 0.15 4.85 0.37
48 5.88 0.07 2.49 0.02
72 6.54 0.87 3.18 2.00
o6 4.61 0.25 4.96 0.04
144 12.00 0.53 9.68 0.16

3. As Tabelas 10.9 e 10.10 abaixo exibem dados de celobiose em g/L para as hidrdlises
realizadas com reciclos do sobrenadante nas configuracdes R 12, R 24 e R 48 para os

bagacos BH e BAD, nessa ordem.
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Tabela 10.9: Concentracdo de celobiose (g/L) alcancada durante as hidrdlises enzimaticas em

reciclos nas configuragdes R 48, 24 e 12 para o BH. As concentracdes de s6lidos estdo em

m/v.
Ciclos
R48 R24 R12
BH
Celobiose desvio |Celobiose desvio |Celobiose desvio
12 H-15% 6.41 0.109 4.88 0.01 4.41 0.05
22 H- 5% 8.18 0.022 6.27 0.03 5.60 0.04
32 H- 5% 10.87 1.418 8.30 0.22 6.71 0.21
42 H- 5% 11.59 0.024 9.25 0.10 8.62 0.21

Tabela 10.10: Concentracao de celobiose (g/L) alcancada durante as hidrélises enziméticas

em reciclos nas configuracdes R 48, 24 e 12 para o BAD. As concentragdes de sélidos estdao

em m/v.
Ciclos
R48 R24 R12
BAD
Celobiose desvio |Celobiose desvio |Celobiose desvio

12 H-15% 4.22 0.15 6.36 0.02 8.76 0.05
22 H- 5% 10.71 0.14 6.90 0.07 6.24 0.13
32 H- 5% 12.24 0.02 10.22 0.03 7.18 0.19
42 H- 5% 14.07 0.11 10.41 0.18 8.63 0.35




