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RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido no contexto do projeto intitulado “BIOPAL -
Biorefinarias Integradas ao Processamento Sustentavel da Palma - Subprojeto
Rota Biolégica”, com o suporte financeiro da empresa Vale S.A. O projeto global
visa o reaproveitamento dos residuos do processamento da palma em um processo
integrado com a aplicacao do conceito de biorrefinaria.

A producdo em grande escala do etanol celulésico de 22 geracdo possui alguns
desafios a serem vencidos. Sao eles: obter um substrato puro em celulose, sem
hemicelulose e lignina, aumentar a eficiéncia da hidrolise da celulose rendimento
glicosidico, melhorar a fermentabilidade do hidrolisado e reduzir custos para tornar o
processo viavel economicamente. Grande quantidade de palma vem sendo
produzida no Brasil e com isso a geracdo de residuos e 0 seu impacto aumentam.
Um dos residuos gerados sdo os cachos de frutos vazios ou empty fruit bunches
(EFB). O objetivo deste trabalho foi otimizar as condi¢des da hidrélise enzimatica do
residuo EFB, apés pré-tratamento fisico quimico, para obtencdo de um hidrolisado
rico em glicose e subsequente fermentagcéo para a producdo de bioetanol. Para isso
foram realizados pré-tratamentos consecutivos: o acido com HCI (2,5%) e o basico
com NaOH (5%), para a hidrolise da hemicelulose e lignina, respectivamente,
deixando a celulose mais susceptivel a hidrélise enzimatica. Ambos os tratamentos
foram conduzidos em autoclave a 121°C por 60 min. Apds o pré-tratamento basico,
lavagens sucessivas com agua deionizada no residuo foram realizadas com o
objetivo de remover os compostos inibidores, previamente a hidrélise enzimatica.
OtimizacBes das condi¢cdes de hidrolise enzimética tais como concentracdo de
enzimas, concentracdo de substrato (EFB ou Avicel-celulose cristalina) e tempo de
reacdo foram realizadas, utilizando dois complexos enzimaticos diferentes, um
composto somente por Cellic CTec2 e outro por Celluclast 1.5L em conjunto com
Novozymes 188. A producdo de etanol celulésico foi realizada pelo processo de
sacarificacdo e fermentacdo separado (SHF) do hidrolisado obtido apoés
escalonamento da hidrélise enziméatica dos EFBs pré-tratados em condicdes
otimizadas. Por meio de analises em MEV, foi possivel observar que o pré-
tratamento utilizado foi responsavel por fragilizar as fibras de celulose, tornando-as
mais acessiveis as enzimas. Além disso, a silica presente nas fibras foi eliminada
apos o pré-tratamento. Apds lavagens sucessivas 0s compostos inibidores foram
retirados da fibra, ambos para melhorar a hidrolise enzimética. O pré-tratamento
acido-basico foi responsavel pela hidrolise de 96,3% de hemicelulose e 49% de
lignina. Depois de etapas de otimizacdo das condigbes da hidrélise enzimatica foi
possivel obter 64,9 g/L de glicose, com um rendimento de 63,5% de conversdo da
celulose presente no EFB pré-tratado em glicose. Estes resultados foram
alcancados com 2,2% enzima Cellic CTec2, 15% de EFB pré-tratado e 39 h de



hidrélise em banho-maria agitado a 50°C e 100 rpm. O escalonamento das
condi¢bes citadas gerou um hidrolisado com 72,2 g/L de glicose e 68,8% de
conversdo da celulose, um aumento de 11,2% da concentragdo de glicose no
hidrolisado. Este hidrolisado foi utilizado na SHF para producao de etanol chegando-
se a 16,6 g/L de glicose apds 48 h. Com base nestes dados pode-se afirmar que o
residuo sélido (cachos de frutos vazios) da industria brasileira de 6leo de palma,
conhecido como EFB, pode ser utilizado como matéria-prima para a producédo de
etanol celulosico de 22 geracdo. Outros subprodutos gerados no pré-tratamento tais
como, o hidrolisado da hemicelulose e da lignina soltvel, podem ser utilizados no
contexto de uma biorrefinaria integrada.

Palavras-chave: EFB, pré-tratamento, otimizacdo da hidrolise enzimética, etanol de
22 geracao, biorrefinaria



ABSTRACT

This work was developed in the context of the project entitled "Biopal - Integrated
Biorefineries to Sustainable Processing of Palm - Route Biological Activity”, with the
financial support of Vale S.A. The global project aims at the reuse of wastes from the
processing of palm oil on an integrated process with applying the concept of
biorefineries.

The large scale production of second generation ethanol has some challenges to
overcome. They are: to obtain a pure cellulose substrate without hemicellulose and
lignin, to increase the efficiency of cellulose hydrolysis and the yield glycoside, to
improve the fermentability of the hydrolyzate, and to reduce cost of the process to
make the process economically viable. Lots of palm has been produced in Brazil and
thus the generation of waste and its impact increases. One of the waste generated is
the empty fruit bunches (EFB). The aim of this study was to optimize the conditions
for enzymatic hydrolysis of EFB residue after physicochemical pretreatment to obtain
a rich hydrolyzed into glucose, and subsequent fermentation, to production of
bioethanol. For this, consecutive pretreatments were carried out: the acid with HCI
(2.5%), and the basic with NaOH (5%), for the removal of hemicellulose and lignin,
respectively, leaving the pulp more susceptible to enzymatic hydrolysis. Both
treatments were conduced in an autoclave at 121°C and 60 min. After the basic
pretreatment, successive washes with deionized water were performed in the solid
residue in order to remove inhibitors compounds, prior to enzymatic hydrolysis
compounds. Optimizations of enzymatic hydrolysis conditions such as enzyme
concentration, substrate concentration (EFB or crystalline cellulose Avicel), and
reaction time, were performed using two different enzyme complex, one compound
only by Cellic CTec2, and another by Celluclast 1.5L togheter with Novozymes 188.
The production of cellulosic ethanol was performed by separate saccharification and
fermentation (SHF), of the hydrolyzate obtained after sacaling the enzymatic
hydrolysis of pretreated EFBs under optimized conditions. Through SEM analysis, it
was observed that the pretreatment used was responsible for undermining the
cellulose fibers, making them more accessible to enzymes. Furthermore, this silica
was removed fron the fibers after pretreatment. After successive washings inhibitory
compounds were removed from the fiber, both to improve enzymatic hydrolysis. The
acid-basic pretreatment was responsible for the hydrolysis of 96.3% hemicellulose
and 49% lignin. After the optimization steps of the conditions of enzymatic hydrolysis
was possible to obtain 64.9 g/L of glucose, with a yield of 63.5% conversion of the
cellulose present in the pretreated EFB in glucose. These results were achieved with
2.2% enzyme Cellic CTec2, 15% of EFB pretreated and 39 h of hydrolysis in stirred
tank at 50° C and 100 rpm. The analysis of the conditions mentioned generated one
hydrolyzate with 72.2 g/L glucose and 68.8% conversion of cellulose, a 11.2%
increase in glucose concentration in the hydrolyzate. This hydrolyzate was used in
the SHF for ethanol production reached to 16.6 g/L of glucose after 48 h. Based on
these data it can be stated that the solid waste (EFB) of the Brazilian industry of palm
oil, can be used as feedstock for 2" generation ethanol production. Other byproducts
generated during the pretreatment such as the hydrolyzate of hemicellulose and
soluble lignin may be used in the context of an integrated biorefinery.



Key-words: EFB, pretreatment, optimization of enzymatic hydrolysis, 2" generation
ethanol, biorefinery
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atividade celulasica total segundo Ghose, 1987

GJ - Giga - Joules

h — horas

HMF: Hidroximetilfurfural

ICr - indice de cristalinidade

LPB — Laboratério de Processos Biotecnoldgicos



MDA — Ministério do Desenvolvimento Agrario

MEV — Microscopia Eletronica de Varredura

min — minutos

PF — Papel Filtro

rpm — Rotagdes por minuto

SE - Solucao estoque

SHF- Separate Hydrolysis and Fermentation

Si - Silicio

SSF- Simultaneous Saccharification and Fermentation
UV - espectrofotometria de absorgao no ultravioleta
YMA - Yeast extract Malt Agar

YPG -Yeast Potato Glucose
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1 INTRODUCAO

A hidrélise enzimética de materiais lignocelulésicos para a producdo de
acucares fermentesciveis tem conquistado um lugar de destaque no
desenvolvimento tecnolégico mundial, devido as caracteristicas operacionais que
garantem vantagens em relacdo aos processos quimicos de hidrdlise convencionais.
Enzimas sdo biodegradaveis, possuem alta especificidade, o que acarreta em pouca
formacdo de subprodutos e inibidores da fermentacdo, geram residuos que né&o
necessitam de tratamentos onerosos, 0 processo € realizado sob condicdes brandas
de pH e temperatura e, como resultado, altos rendimentos do processo de hidrdlise
sao atingidos.

A hidrolise da fracao celulésica de materiais lignocelulsicos é promovida por
enzimas celuloliticas. As celulases, endo e exo-celulases, s8o as enzimas
protagonistas na degradacado da celulose, seguidas das [(-glicosidases, que nao
atacam propriamente a celulose, mas sim um subproduto da reacdo que € a
celobiose. As interacbes e a sinergia destas enzimas, também sdo pontos
importantes a serem considerados durante a hidrolise enzimatica.

Grandes empresas como Novozymes ®, Genecor ® e Amano Enzyme ®
possuem a lideranca no comércio de enzimas celuloliticas e o valor destas enzimas
pode ser extremamente significativo na implantacdo de processos industriais de
biorrefinarias. As biorrefinarias realizam o aproveitamento integral e integrado de
biomassa para producéo de bionergia, combustiveis e demais produtos de alto valor
agregado.

O d6leo de palma tem crescente aplicacdo na indUstria alimenticia, quimica e
industrias de biocombustiveis. Através de incentivos do governo brasileiro para o
cultivo de palma por pequenos produtores em busca de uma agricultura social e
sustentavel, a producdo de palma vem aumentando (BRASIL. CMADS, 2010).
Entretanto, a geracdo de residuos, solidos e liquidos, ira aumentar, mas este
aumento tambeém trara a possibilidade de integrar o processamento destes residuos
nas chamadas biorrefinarias.

Visando a criagdo de um processo integrado, o qual adota o conceito de

biorrefinaria, a Divisdo de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da UFPR
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desenvolve um projeto em convénio e suporte financeiro da Empresa Vale S.A. para
o aproveitamento de residuos da palma pensando-se em agregar valor aos
subprodutos formados durante o seu processamento. O aproveitamento integrado
de residuos solidos e liquidos da agroindastria da palma no estado do Para, que
representa um problema para o refino do 6leo de palma é, portanto, de extrema
importancia para a redugao de problemas ambientais, haja vista os grandes volumes
gerados destes.

Os cachos vazios dos frutos de palma oleaginosa (EFB), residuo gerado apés
a retirada dos frutos, por se tratarem de um residuo lignocelulésico, composto por
celulose, hemicelulose e lignina, devem passar por operacdes que separam estas
fracOes, visando a recuperacdo destes componentes que serdo destinados a outras
finalidades. A polpa celul6sica, separada apés pré-tratamentos fisicos e quimicos,
torna-se acessivel as enzimas celuloliticas que a degradam em mondmeros de
glicose. A otimizagdo das condigBes da hidrélise enzimatica é necessaria para a
reducdo de custos com as enzimas, diminuicdo do tempo de reacdo e melhora do
rendimento do processo.

Os baixos rendimentos de hidrélise enzimatica podem estar relacionados a
fatores tais como a inibicdo pelo produto final devido ao acumulo de glicose e
celobiose, a desnaturacdo térmica das enzimas, apos longos periodos de agitacdo
mecanica, e também a presenca de inibidores provenientes dos pré-tratamentos.

Sendo assim, este trabalho visa otimizar o tratamento enzimético da fracdo
celulésica de residuos de palma e fermentacéo do hidrolisado obtido rico em glicose

por leveduras alcoogénicas para a producéo de bioetanol de 22 geracao.

1.1 OBJETIVO GERAL

Otimizagdo das condicbes de hidrolise enzimética da celulose presente nos
residuos solidos da palma, conhecidos como EFB (Empty Fruit bunches), apés pré-

tratamento fisico-quimico, e fermentac&o do hidrolisado para producao de bioetanol.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizacado quimica e morfolégica do residuo;

e Pré-tratamento fisico-quimico dos EFBs;

e Tratamentos dos EFBs para remoc¢ao de compostos inibidores de atividade
enzimatica;

e Monitoramento das fibras de EFB através de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), durante os tratamentos quimicos e enzimaticos;

e Otimizacdo da hidrélise enzimatica de EFBs pré-tratados quimicamente e do
substrato sintético Avicel com enzimas comerciais, comparacdo de
resultados;

e Aumento de escala da hidrélise enzimatica nas condi¢des otimizadas;

e Comparacdo da hidrélise enzimatica dos substratos EFBs pré-tratados e
Avicel utilizando extrato enzimatico produzido no LPB;

e Producdo de bioetanol com leveduras alcoogénicas a partir do hidrolisado

obtido no escalonamento da hidrélise enzimatica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOCOMBUSTIVEIS DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Combustiveis derivados do petroleo, um tipo de energia ndo renovavel e de
origem féssil, comecaram a surgir no inicio do século XX e dominaram o mercado de
uma forma rapida. Os precos permaneceram baixos por um longo tempo, até a crise
do petréleo em 1970. O consumo indiscriminado do petréleo aumentou a liberagcédo
de CO; na atmosfera, e como consequéncia, trouxe extensas mudancas climaticas
(BUCKERIDGE et al., 2009).

A busca por fontes energéticas sustentaveis e de materiais renovaveis surgiu
atrelada a demanda energética em diversos setores, principalmente em relacao aos
transportes, diminuicdo da emissdo de CO, na atmosfera por combustiveis fosseis,
preservacdo das reservas energéticas e desenvolvimento da economia rural
(ZHANG, 2008). Muitos paises preocupados com a questdo dos combustiveis e 0
meio ambiente, iniciaram o investimento em pesquisas em busca de novas fontes
renovaveis e tecnologias alternativas, visando a substituicdo do petréleo e seus
derivados (RAMOS, 2000).

O etanol pode ser usado como fonte de energia liquida e/ou aditivo de
combustivel. Uma grande vantagem do etanol, se comparado com 0s combustiveis
fésseis, € que este pode ser produzido por processos biologicos de fermentacéo
com leveduras ou bactérias. A rota classica de sua producédo de etanol com o uso de
leveduras € conhecida ha milhares de anos e representa um dos mais antigos
processos biotecnoldgicos aplicados pela humanidade. Esta teve inicio no século
XX, principalmente destinada a combustiveis. Porém, com o dominio do petréleo a
producdo passou a ser, em grande parte, destinada para alimentos e, nos ultimos
anos, esta voltando a ser alvo de pesquisas e investimentos para combustiveis
(WILLKE e VORLOP 2004).

A utilizacdo da biomassa lignocelulosica para producéo de etanol de segunda
geracdo € vantajosa sobre a producdo que usa como base acucares (etanol de

primeira geragcdo) e amido, uma vez que a matéria-prima utilizada néo é diretamente
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ligada a alimentacdo, havendo a diminuicdo da competicdo com a producdo de
alimentos (DIAS et al., 2011, ALVIRA et al., 2010; SANCHEZ e CARDONA, 2008).

Na maioria dos casos, a producédo de etanol é realizada a partir da sacarose
presente na cana-de-acucar no Brasil e milho nos EUA (HOWARD et al., 2003).
Como exemplo de matérias primas lignoceluldésicas com potencial para a produgéo
de etanol de segunda geracéo pode-se citar: palha de cereais, bagaco de cana-de-
acucar, residuos florestais (SIMS et al., 2010).

A producdo comercial de bioetanol no Brasil € exclusivamente de cana-de-
acucar. A plantacdo de cana-de-agucar, que € destinada a este fim, ocupa apenas
0,9% das é&reas que podem ser cultivadas (excluindo as areas de protecao
ambiental). Para a producado de alimentos 15% da terra cultivavel € usada. Assim, o
Brasil tem espaco territorial suficiente para elevar significativamente a producdo de
alimentos e, também, de biocombustiveis. Com o provavel aumento da producéo de
biocombustiveis brasileiros ligados ao uso de biomassa (bagaco de cana e folhas,
residuos de palma e outros) nos proximos anos, ndo sera necessario a demanda de
novas areas agricolas (SOCCOL et al., 2010).

Tem sido relatado que a utilizacdo do etanol celulésico tem o potencial para
reduzir as emissdes de gases de efeito estufa em 86% (WANG, MU e HUO, 2007).
Com isso a producédo de biocombustiveis a partir de biomassa lignocelulésica torna-
se uma importante alternativa para a reducdo de problemas ambientais.

Biocombustiveis de primeira geracao a partir da cana-de-agucar vao continuar
a ser produzidos, uma vez que Sa0 essenciais para suprir a demanda de
combustiveis destinada ao transporte. A incorporacdo dos combustiveis de 22 para
juntamente com os de 12 geracdo deve acontecer entre as proximas 1-2 décadas. A
experiéncia adquirida a partir da implantacdo e uso de biocombustiveis de 12
geracdo serdo transferidas para apoiar e orientar o desenvolvimento de
biocombustiveis de 22 geracdo. Por se tratar de uma tecnologia nova, politicas
especificas vao ser destinadas para a implantagdo desta com intuito de aumentar o
desempenho industrial e a seguranca do abastecimento em diferentes paises (SIMS
et al., 2010).

Tendo em vista a producdo do bioetanol combustivel a partir da biomassa
lignocelulésica a eficiéncia da conversdo deste material a agucares fermentesciveis

é essencial para a viabilidade econdmica do bioetanol de 22 geragéo.
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Existem quatro estagios na producédo de etanol de materiais lignocelulésicos:
pré-tratamento, hidrélise, fermentacéo e destilacdo (LIMAYEM e RICKE, 2012).

A biomassa é sintetizada através da reacdo da fotossintese, que converte a
energia solar em energia quimica, estoca esta energia em forma de carboidratos
“6CO, + 6H,O > CgH1206 + 6057, e fixa o carbono atmosférico “carbono vivo”™. A
matéria-prima lignocelulésica € mais barata que as demais ja utilizadas para
producdo de combustiveis, como petroleo, semente de milho e dleo de soja, tendo
como base o valor em $/quantidade de energia produzida (Giga Joules-GJ). Como
exemplo pode-se citar o preco do 6leo cru que varia entre US$40 a US$80 por barril
(ou seja, $7,1-14,2/GJ) sendo muito maior do que o preco de lignocelulose ($ 0-3
/GJ) (ZHANG, 2008).

O conceito de biorrefinaria engloba o uso da biomassa para producdo de
bionergia, combustiveis e produtos/subprodutos de alto valor agregado, a partir de
tecnologias e processos biotecnolégicos. Assim, a biorrefinaria torna-se uma
indUstria integrada, com novas rotas de aproveitamento sendo descobertas e
implementadas (FERNANDO et al., 2006). Pode-se citar o uso de materiais
lignocelulésicos e a construcdo de biorrefinarias integradas, como exemplos que
seguem um conceito analogo as refinarias de petréleo ja existentes (JEFFRIES e
JIN, 2000). Além disso, deve-se observar todo o potencial energético e econémico
da cadeia produtiva das biorrefinarias, e seus reflexos econémico, social e
ambiental. A FIGURA 1 mostra um fluxograma geral de uma biorrefinaria, com
exemplos de residuos que podem ser processados e transformados em

combustiveis dentre outros subprodutos.

- Madeira

- Residuos madeireiros Pre-tra;amento Etanol (combustivel)

- Residuos agricolas | —— | . — Aclicares —» Fermentag&o » . Quimicos

- Culturas energéticas OIS (Acidos carboxilicos,
enzimatica alcoois, éters)

- Residuos Municipais

Quimicos,
alimentos

Lignina
» e
Residuos

Combustéo para
geracao de calor
e energia

FIGURA 1 - FLUXOGRAMA DE UMA BIORREFINARIA, COM PRODUCAO DE COMBUSTIVEIS,
PRODUTOS ’QUiMICOS E ENERGIA, A PARTIR DE DIFERENTES RESIDUOS
LIGNOCELULOSICOS. FONTE: Adaptado de JORGENSEN, KRISTENSEN E FELBY (2007)
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2.2 COMPOSICAO QUIMICA DOS MATERIAS LIGNOCELULOSICOS

A composicdo quimica dos materiais lignocelulésicos varia em quantidade,
mas 0s principais constituintes sdo celulose, hemicelulose e lignina, além de outros
minoritarios (extraiveis, cinzas, proteina).

Na TABELA 1 é possivel observar a composicdo de alguns dos residuos
lignocelulésicos mais estudados para a producdo de bioetanol. A composi¢cdo da
lignocelulose € muito variavel e depende da espécie do vegetal, idade e condicbes
de crescimento. A distribuicdo da celulose, hemiceluloses e lignina bem como os
contetidos dos diferentes aglcares da hemicelulose e precursores da lignina variam
significantemente entre os diferentes vegetais (JOARGENSEN, KRISTENSEN e
FELBY, 2007).

TABELA 1 — COMPOSICAO QUIMICA DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

RESIDUO CELULOSE HEMICELULOSE LIGNINA REFERENCIA
(%) (%) (%)
Palma EFB 43,8 35,0 16,4 HAMZAH, IDRIS
AND SHUAN, 2011
Cana-de-agucar 37,4 23,7 25,1 FUENTES et al.,
2011
Palha de milho 46,1 18,8 17,3 Yl etal., 2013
Palha de arroz 36,6 16,1 13,0 HSU et al., 2010
Palha de Trigo 34,8 25,2 17,7 KRISTENSEN et
al., 2007

O componente presente em maior quantidade nos materiais citados é a
celulose que apresenta entre 35 e 50%, seguido de hemicelulose 16-35% e lignina
13-25%) valores também encontrados na literatura por (HAMELINCK, HOOIJDONK
e FAAIJI, 2005). Uma pequena parte de extrativos e minerais também comp®e a
estrutura destas biomassas (GIRIO et al., 2010).

Na FIGURA 2 observa-se como estdo dispostos os componentes: celulose,

hemicelulose e lignina no material lignocelulésico.
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.~ LIGNINA

CELULOSE

FIGURA 2 - ASSOCIACAO ENTRE OS TRES PRINCIPAIS COMPONENTES DOS MATERIAIS
LIGNOCELULOSICOS: CELULOSE, HEMICELULOSE E LIGNINA
FONTE: Adaptado de MOOD et al. (2013)

O uso de materiais lignocelulésicos como fonte de aclUcares para
subsequente fermentacdo por micro-organismos, deve passar por etapas que
disponibilizam os acucares C6 (glicose) e C5 (xilose) para serem metabolizados.
Dois tercos de matéria seca presentes nas células das paredes, sdo polissacarideos
gue podem ser hidrolisados em acucares e, em seguida, fermentados a bioetanol. O
rendimento do processo em etanol vai depender apenas dos componentes celulose
e hemicelulose, uma vez que a lignina ndo pode ser usada para este fim (BALAT,
2011).

2.2.1 Celulose

A celulose esta presente na parede celular dos vegetais, sendo o maior
componente da estrutura lignocelulésica. E um homopolimero linear de cadeia
longa, de massa molecular variavel com férmula empirica (CsH1005)n (BALAT,
2011).

A estrutura da celulose forma-se pela unido de moléculas de D-glicose, por
meio de ligagbes B-1-4 glicosidicas (FIGURA 3). Quando ocorre a ligagao glicosidica
de duas unidades de glicose entre os carbonos 1 e 4, ocorre a liberacdo de agua e
a formacdo de uma unidade dissacaridica denominada celobiose (FENGEL e
WEGNER, 1989). A celulose possui uma estrutura linear ou fibrosa, na qual se

estabelecem multiplas pontes de hidrogénio entre seus grupos hidroxilas, que
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correspondem a ligagcdes intramoleculares, entre moléculas de glicose, e
intermoleculares, entre as distintas cadeias justapostas de glicose, originando
microfibrilas cristalinas e insollveis em agua. Estas deixam a estrutura com pouca
area de superficie de contato (FENGEL e WEGNER, 1989; ZHANG, 2008).

L Unidade de Celobiose n

FIGURA 3 - REPRESENTACAO DA CADEIA LINEAR DA CELULOSE, FORMADA POR VARIAS
UNIDADES CONSECUTIVAS DE CELOBIOSE
FONTE: Adaptado de YU, LOW e WU (2008)

A celobiose é definida como a unidade basica de repeticdo da celulose
(formada por duas glicoses anidras) (YU, LOU e WU, 2008), enquanto a glicose
representa a unidade fundamental das cadeias do homopolimero (FENGEL e
WEGNER, 1989).

As cadeias de celulose na matéria-prima lignocelulésica estao dispostas em
microfibrilas com regiées que apresentam estrutura cristalina, bem como areas
menos ordenadas (amorfa ou ndo cristalina) que apresentam orientacdo randémica.
Um modelo sugere que a parte cristalina da celulose se localiza no interior das
microfibrilas, enquanto que a regido menos ordenada fica na superficie (HASTRUP
et al., 2012; LAUREANO-PEREZ et al., 2005; LARSSON, WICKHOLM E IVERSEN.,
1997).

O indice de cristalinidade ou ICr mede a propor¢do da parte cristalina, e este
indice depende da origem da celulose e de como ela € obtida (YU, LOU e WU,
2008). Alguns autores relatam que a celulose amorfa, devido a sua maior area
superficial, € mais suscetivel a hidrélise acida, alcalina ou enzimatica do que a forma
ordenada ou cristalina (WOOD e SADDLER, 1988). Portanto, um dos objetivos
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principais do pré-tratamento é tornar a celulose cristalina, mais suscetivel & hidrélise
enzimatica (TAHERZADEH e KARIMI, 2008).

A celulose pode ser hidrolisada em glicose, por via enzimatica, com enzimas
celuloliticas ou quimicamente por acido sulfdrico ou outro em condicfes de alta
pressao e temperatura (ZHENG, PAN e ZHANG, 2009).

2.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose, que representa 20-40% da matéria seca total nos residuos
lignocelulésicos, € um polimero curto, altamente ramificado com pentoses e
hexoses.

Diferentes heteropolimeros ramificados de baixa massa molecular, como
xilose, arabinose, manose, galactose e glicose, bem como os acidos urbnicos, por
meio de ligagBes glicosidicas do tipo 1-3, 1-4 e 1-6, 0s quais na maioria das vezes
acetilados, compdem a estrutura hemicelulésica. Estes componentes formam
ligacdes fracas e hidrofilicas, gerando uma associacéo entre a celulose e a lignina, o
gue resulta na estabilidade e flexibilidade do complexo celulose-hemicelulose-lignina
(STAMBUK et al., 2008). Na FIGURA 4 é possivel observar algum dos mondmeros
gue compdem a hemicelulose: (B-D-glicose, B-D-manose e 3-D-galactose), pentoses
(B-D-xilose, a-L-arabinofuranose e a-L-arabnopiranose), acidos hexourdnicos (acido
a-D-4-0O-4cido metilglucurénico, acido-a-D-galacturénico, acido-p-D-glucurdnico) e
desoxi-hexoses (a-L-ramnose, a-L frutose) (GIRIO et al., 2010).

As hemiceluloses sdo mais suscetiveis a hidrélise acida do que a celulose,
uma vez que oferecem uma maior acessibilidade aos acidos minerais que sao
usados como catalisadores da reacdo. Esta caracteristica se deve ao carater
amorfo, que a hemicelulose apresenta em relacdo a celulose e também ao grau de
polimerizacdo que € menor neste caso (BALAT, 2011). A hemicelulose faz ligacdes
covalentes com a lignina e n&o-covalente com a celulose, este fato pode ser
responsavel pela integridade da parede celular e também pela protecdo contra a
degradacédo enzimatica (DING e HIMMEL, 2006; MATTHEWS et al., 2006; UFFEN
1997).
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A hemicelulose pode ser hidrolisada por hidrolise enzimatica com
hemicelulases. No entanto, um pré-tratamento adequado, por exemplo, tratamento
com &cido diluido, que hidrolisa a hemicelulose elimina ou reduz a necessidade do
uso de hemicelulases (TAHERZADEH e KARIMI, 2008). Os pré-tratamentos com
acido diluido, agua ou vapor sao as tecnologias mais comumente aplicadas para a
hidrélise da hemicelulose, obtendo-se um xarope rico em acucares (GIRIO et al.,
2010).
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FIGURA 4 — REPRESENTACAO ESTRUTURAL DOS MONOSSACARIDEOS QUE FORMAM A
HEMICELULOSE: A - B-D-XILOSE; B - A-L-ARABINOPIRANOSE; C - A-L-ARABINOFURANOSE; D -
B-D-GLICOSE; E - B-D-MANOSE; F - B-D-GALACTOSE; G — ACIDO-B-D-GLUCURONICO:; H -
ACIDO-A-D-4-O-METILGLUCURONICO; | - ACIDO-A-D-GALACTURONICO; J - A-L-RAMNOSE:; K -
A-L-FRUTOSE

FONTE: Adaptado de FENGEL e WEGENER (1989)
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2.2.3 Lignina

7

A lignina € o elemento de composi¢cdo ndo-polissacaridica presente em
materiais lignocelulésicos, e que preenche o0s espacos entre a celulose e a
hemicelulose (BERLIN et al., 2005). A lignina € uma macromolécula polifendlica,
possui estrutura heterogénea, a qual forma uma rede de anéis arométicos unidos
principalmente por ligacdes alquil-aril-éter. Através da FIGURA 5 é possivel observar
as unidades monomeéricas precursoras da lignina que sdo os alcoois trans-p-
cumarilico, trans-coniferilico e alcool trans-sinapilico (FENGEL e WEGENER, 1989;
YU, LOU e WU, 2008), derivados do fenilpropano, com diferencas no numero de
metoxilas ligadas ao anel. Estas unidades formam uma estrutura tridimensional que
dificulta a degradacdo (TAHERZADEH e KARIMI, 2008). Possui um papel biolégico
importante nos vegetais, reduz a permeabilidade da parede celular, diminuindo a
contaminac@o por patdgenos, além de representar uma barreira para a hidrélise
enzimatica (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). Quanto maior a propor¢éo de lignina no
material, maior é sua resisténcia a degradacdo quimica e enzimatica
(TAHERZADEH e KARIMI, 2008), portanto a retirada deste componente € etapa
indispensavel do pré-tratamento (MOOD et al., 2013).

OH OH OH
OCH, OCH; I OCH;
OH OH OM
Alcool p-cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

FIGURA 5 — ESTRUTURAS DOS ALCOOIS PRECURSORES DA LIGNINA: p-CUMARILICO,
CONIFERILICO E SINAPILICO
FONTE: Adaptado de YU, LOU e WU (2008)
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Algumas ligacBes covalentes também sdo encontradas entre a lignina e os
polissacarideos, reforcando ainda mais a estrutura formada pela lignina e as fibras
de celulose (YU, LOU e WU, 2008). A remocédo de lignina e hemicelulose provoca
grandes mudancas na estrutura da celulose, deixando a celulose mais acessivel ao
contato com celulases. Portanto, a hidrélise enzimatica de materiais lignocelul6sicos
tem um rendimento baixo, antes da remocg&o de lignina. A influéncia da lignina na
hidrolise enzimatica da celulose ndo € somente vista como uma barreira que
prejudica a ligacdo da enzima a celulose, ha relatos que a sua remocao aumenta a
porosidade do substrato e, consequentemente, a hidrolise enzimatica é favorecida
(MANSFIELD, MOONEY e SADLER, 1999).

2.4.4 Outros componentes

O conteudo inorganico de uma planta refere-se ao seu teor de cinzas, que &
uma medida aproximada dos sais minerais e de outros materiais inorganicos
presentes na fibra apdés combustdo, a uma temperatura de 575 + 25° C. O material
inorganico pode ser bastante elevado nas plantas que contém grandes quantidades
de silica (ROWELL, HAN e ROWELL, 2000).

Os extrativos de madeira (lignocelulésicos) compreendem uma grande
variedade de substancias quimicas, compostos aromaticos (fendlicos), terpenos,
acidos alifaticos (gorduras/ceras/6leos), alcoois e substancias inorganicas, onde a
silica pode ser o principal componente inorganico. A soma destes componentes
varia em cada espécie de material lignocelulésico e representa um baixo percentual
do todo, em torno de 5%.

Os extrativos orgéanicos presentes na biomassa podem ser extraidos por
solventes polares ou apolares. Sdo exemplos de extrativos: acidos graxos, ceras,
alcaloides, proteinas, fendlicos, acucares simples, pectinas, mucilagens, gomas,
resinas, terpenos, amido, glicosideos, saponinas e 6leos essenciais. Os extrativos
sdo compostos intermediarios do metabolismo do vegetal; proporcionam reserva
energética e protecdo ao vegetal contra o atague de micro-organismos e insetos.

Extrativos inorganicos, tais como, potassio, sodio, célcio, etc., também estado
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presentes e s&o o resultado dos nutrientes absorvidos durante o seu crescimento
(YU, LOU e WU, 2008).

SILICA

Corpos de silica sdo os minerais mais comuns encontrados na superficie de
plantas lenhosas. Sao formados pela invaséo e endurecimento de minerais do solo
gue se sedimentam nas cavidades do interior da parede celular durante o
crescimento das plantas. A morfologia superficial da fibra ndo tratada serve como
uma importante barreira fisica para a penetracdo da enzima na superficie e sua
acessibilidade a celulose e hemicelulose durante a hidrolise. Por conseguinte, é
necessario que seja realizado um pré-tratamento para remover estes corpos de
silica para destruir a superficie recalcitrante da fibra, e assim melhorar a atuacéo da
enzima (HASSAN et al., 2013).

A presenca de silica e de outros metais pode complicar a polpacéo e o

branqueamento de EFB matéria-prima (LAW, DAUD e GHAZALI, 2007).

2.3 PRE-TRATAMENTOS

7

O pré-tratamento de residuos lignocelulésicos € uma etapa essencial nos
processos de producédo de bioetanol, uma vez que a estrutura desse tipo de material
€ recalcitrante e precisa ser fracionada para que a digestdo enzimatica ocorra
(GRAY, ZHAO e EMPTAGE, 2006). Inicialmente a hidrolise da biomassa é
responsavel por quebra-la em polimeros de celulose, hemicelulose e lignina, por
meio de processos quimicos, fisicos ou enzimaticos.

As operacdes de upstream do pré-tratamento incluem principalmente
processos fisicos (ex: diminuicdo do tamanho da biomassa) e termoquimicos
(LIMAYEM e RICKE, 2012). O pré-tratamento da biomassa lignocelulésica visa

separar a lignina e hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a
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porosidade da celulose, assim minimizando a destruicdo quimica dos acucares
fermentveis necessérios para a producao de etanol (ALMEIDA et al., 2007).

Uma grande variedade de tratamentos fisicos (hidrélise aquosa, moagem),
quimicos (acidos, bases, solventes, ozbénio), fisico-quimicos (explosdo a vapor,
explosdo com aménia-AFEX), e tratamentos biolégicos com fungos produtores de
celulases e hemicelulases, estdo sendo estudados para aumentar a superficie de
contato e a acessibilidade das enzimas as fibras de celulose. Na TABELA 2 pode-se
observar alguns dos principais pré-tratamentos utilizados, seus efeitos na
composicdo quimica e estrutural da biomassa, bem como suas limitacdes.

O tipo de pré-tratamento vai influenciar os tipos de subprodutos e a avaliacdo
da viabilidade do processo, por isso é considerado uma etapa crucial no processo de
conversdo da biomassa a etanol (SOCCOL et al., 2010). O custo do pré-tratamento
€ um dos maiores dentro do processo todo, pois € influenciado tanto pelos gastos
prévios ao tratamento, ex: diminuicdo do tamanho das particulas, quanto pela etapa
de hidrolise enzimatica apO6s o tratamento, ex: custo das enzimas. Um pré-
tratamento para ser viavel economicamente deve ser de baixo custo, evitar o uso de
demasiada quantidade de energia, e a degradacdo da matéria prima (WYMAN et al.,
2005).

A efetividade do pré-tratamento € medida principalmente, pelo teor de lignina
gue € retirado no processo, quebra da cristalinidade da estrutura da celulose e a nédo
formacdo de compostos toxicos. Estes fatores diminuem a eficiéncia da hidrélise
enzimatica. O pré-tratamento também influencia fortemente 0s custos do
downstream, ao determinar a toxicidade para fermentacdo, as taxas de hidrélise
enzimatica, concentracdo de enzimas a serem empregadas, agitacdo, concentracao
e purificacdo dos produtos finais, geracédo de possiveis residuos do processo e o seu
tratamento, entre outras variaveis (WYMAN et al., 2005).

Dentre os pré-tratamentos, o tratamento com &cido e base diluidos sdo os
mais utilizados para a preparacdo do material lignocelulésico. Quimicamente a
diferenca entre os dois métodos € o de solubilizacdo da fracdo desejada e formacao
de inibidores da enzima. No pré-tratamento acido, a solubilizacdo da fracdo de
hemicelulose é observada enquanto que no pré-tratamento alcalino, o objetivo é a
fracdo de lignina (ADEL et al., 2010).
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TABELA 2 - EFEITO DE DIFERENTES~METODOS DE PRE-TRATAMENTOS NA COMPOSICAO QUIMICA E ESTRUTURAL DA BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA E SUAS LIMITACOES/ FONTE: Adaptado de — MOOD et al. (2013)

PRE- AUMENTO DIMINUICAO DA REMOCAO E REMOCAO FORMACAO DE DESVANTAGENS
TRATAMENTO ESPECIFICODA  CRISTALINIDADE  SOLUBILIZACAO DA LIGNINA  COMPONENTES
(METODOS) SUPERFICIE DA CELULOSE DA INIBIDORES
HEMICELULOSE
Fisico ++* ++ - - - Alto consumo de energia
Acido ++ - ++ + ++ Corrosdo dos equipamentos, degrada

¢do dos agucares produzidos,
neutralizacdo do residuo gerado

Alcalino ++ - + ++ +/- Longo tempo de tratamento,
neutralizacdo do residuo gerado

Liquido I6nico ++ ++ + + - Alto custo com liquido i6nico

Organossolve ++ ND ++ ++ - Alto custo de Recuperagdo e
reciclagem dos solventes

Ozondlise ++ ND - ++ - Necessidade de grande quantidade de
0z06nio, processo oneroso

Exploséo a vapor ++ - ++ +/- ++ Destruicdo incompleta de matriz
lignina-carboidrato, formacéo de
componentes toxicos

AFEX ++ ++ + ++ +/- Necessidade de pressdao alta, né&o

eficiente para biomassa com grande
concentracdo de lignina, alto custo da

aménia

Explosdo com CO, ++ - ++ - - Necessidade de presséo alta, ndo afeta
a lignina e a hemicelulose

Oxidagdo umida ++ + ++ ++ +/- Alto custo com oxigénio e catélise

LHW ++ ND ++ +/- + Altas temperaturas, necessidade de
adicionar um controle de pH alcalino

Biologico ++ + +/- ++ - Baixas taxas de hidrolise, ocupa

grandes espacos, cuidados com o
controle do crescimento dos micro-
organismos

*++: ALTO EFEITO; +: EFEITO MODERADO; +/- BAIXO EFEITO; ND: NAO DETERMINADO
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O efeito do pré-tratamento é, portanto, muito dependente da composicéo da
biomassa utilizada e da forma de conducdo do processo. Cada prée-tratamento
possui vantagens e desvantagens que devem ser estudadas visando a otimizacéo
do processo. Ndo somente a avaliagdo econdmica do pré-tratamento deve ser
considerada, o estudo do desempenho das enzimas ap0s esta etapa também deve
ser avaliada, uma vez que as enzimas vao apresentar comportamentos diferentes
frente a cada tipo de tratamento (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). Devido as
diferentes caracteristicas fisico-quimicas dos materiais lignoceluldsicos, cada pré-
tratamento é adequado para um tipo de biomassa. Além disso, a escolha do método
deve levar em conta: recuperacdo das pentoses, digestibilidade enzimatica, geracao
de inibidores da fermentacdo dos carboidratos, tratamento dos residuos liquidos e
baixa demanda de energia nos processos de downstream (ALVIRA et al, 2010).

Diversas pesquisas procuram novas tecnologias visando melhorar as
condicBes do pré-tratamento e da hidrélise enzimatica da biomassa lignocelulésica
para uma eficiente conversao a etanol. Dentre estas tecnologias pode-se destacar o
baixo custo dos pré-tratamentos, o desenvolvimento de enzimas mais eficientes na
hidrélise dos polissacarideos e a busca por micro-organismos capazes de fermentar
diferentes acUcares, pentoses e hexoses, com maior eficiéncia (GRAY, ZHAO e
EMPTAGE, 2006). As pesquisas estdo focadas em aprimorar os pré-tratamentos
para que eles consigam favorecer a etapa seguinte de hidrélise enzimética da
biomassa tratada, utilizando menor dosagem de enzima e curto tempo de conversao
(ALVIRA et al., 2010).

2.3.1 Pré-Tratamento acido

Dentre os pré-tratamentos quimicos, hidrolises com &cido diluido sdo as mais
utilizadas (ALVIRA et al., 2010; EL-ZAWAWY et al., 2011 and SILVERSTEIN et al.,
2007). O objetivo deste tratamento € solubilizar e hidrolisar a fracdo de hemicelulose
presente na biomassa e tornar a celulose mais acessivel as enzimas (MOOD et al.,
2013; ZHENG, PAN e ZHANG, 2009). Porém, este mesmo tratamento com acidos

concentrados ndo séo viaveis uma vez que produzem componentes toxicos durante
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0 processo, podem danificar equipamentos e aumentar os custos (ALVIRA et al.,
2010; SUN e CHENG, 2002).

Processos catalisados com acido podem ser divididos em duas abordagens
gerais, com base na temperatura e concentracdo: &cidos diluidos/baixas
temperaturas, acido concentrados/altas temperaturas (GIRIO et al., 2010).

O écido sulfarico (H,SO,4) e o acido cloridrico (HCI) sdo os mais utilizados nas
hidrolises de residuos lignocelulésicos embora outros acidos minerais tais como
acidos nitrico e trifluoroacético (TFA) também tenham sido relatados (LIMAYEM e
RICKE, 2012; SANCHEZ e CARDONA, 2008; GIRIO et al., 2010). Economicamente
o HCI é mais viavel, pois custa aproximadamente a metade do pre¢o do H,SOy,

Acidos fracos gerados durante a explos&o a vapor sdo o acido acético, que é
formado por grupos acéticos, presentes na fracdo hemiceluldsica, e acido fomico e
levurénico, derivados da degradacdo de furfural e HMF (ALVIRA et al., 2010;
GAMEZ et al., 2006). Uma grande variedade de compostos fendlicos também é
gerada devido a degradacéo da lignina, o que depende da caracteristica do material
usado (ALVIRA et al., 2010). Esses compostos afetam o metabolismo dos micro-
organismos no processo de fermentacdo (SANCHEZ e CARDONA, 2008). Os
derivados de furano, furfural e HMF variam de acordo com o tipo de pré-tratamento
acido e o tipo de material utilizado. O furfural € encontrado em menor quantidade
que o HMF, mas é considerado um fator inibitério para o crescimento microbiano em
torno de 1g/L (ALMEIDA et al., 2007).

Gamez e colaboradores (2006) relataram em seus estudos com bagaco de
cana-de-acucar que para obter solucdes de acucar (xilose), devem ser utilizados
tratamentos que solubilizam os aclUcares da fragdo hemicelulésica deixando as
outras fragOes, celulose e lignina, praticamente intactas. Como exemplo os autores
citam que o tratamento com acidos diluidos (sulfurico, cloridrico ou de acido acético
sdo habituais, tipicamente 1-10% (m/v) consiste na hidrélise da fracdo
hemicelulosica, utilizando uma temperatura moderada (intervalo de 100-150°C).
Assim, este tipo de tratamento néo prejudica a fracéo celulésica do material. Como
resultado da hidrélise acida espera-se encontrar a fase liquida constituida por
acucares (xilose, glicose e arabinose) e outros produtos de decomposicdo das
hemiceluloses (como oligbmeros dos polimeros e acido acético, gerados a partir da

hidrolise de grupos acetila ligados a acgucares) e/ou a decomposicdo 0s
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monossacarideos (tais como o furfural, produto de desidratacédo de pentoses e HMF,

produto de desidratacdo de hexoses).

2.3.2 Tratamento Basico

Igualmente a hemicelulose, a lignina também representa uma barreira fisica
para a hidrélise enzimatica (TAHERZADEH e KARIMI, 2008). Entretanto ela nédo é
removida com o tratamento &cido, sendo necessério o tratamento alcalino. A
remocao da lignina presente na biomassa usualmente é dada pelo tratamento da
mesma com bases, como o hidroxido de sédio, potassio e aménio (GIRIO et al.,
2010).

Tratamentos alcalinos utilizam valores baixos de pressao e temperatura se
comparado com outras tecnologias de pré-tratamentos. Pode também ser
processado em condi¢cdes ambientes, porém é exigindo um longo periodo (horas ou
dias ao invés de minutos ou segundos). A aplicacdo de solucdes alcalinas remove
grande parte da lignina, por meio do rompimento das ligagcdes estruturais,
melhorando a reatividade dos polissacarideos remanescentes (MOSIER et al.,
2005).

Pan e colaboradores (2005) sugeriram que a presenca da lignina reduz a
hidrélise enzimatica da celulose através de dois mecanismos distintos: formacao de
uma barreira fisica, que impede a enzima de aderir a celulose, e também que ela
nao faz ligacbes com as enzimas. Entretanto, quando ha menos lignina na biomassa
as enzimas conseguem realizar um hidrolise eficaz e rapida. A este fato se deve a
importancia do pré-tratamento que remova a parte da lignina da célula vegetal.

Os preé- tratamentos da biomassa lignocelulésica com NaOH diluidos causam
inchaco, aumentando a area de superficie interna e diminuicdo da cristalinidade,
quebra das ligagBes estruturais (pontes de hidrogénio) que ligam a lignina e os
carboidratos, e modificagdo da estrutura de lignina (BALAT, 2011). O tratamento
alcalino nao hidrolisa a hemicelulose tao efetivamente quanto pré-tratamentos que
utilizam éacidos, porém, € efetivo na remocéo de lignina, o que traz um aumento na

digestibilidade enzimética do material. Além disso, a remocdo da lignina causa
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modificacdes na fibra, que faz com que a porosidade aumente, e consequentemente
a hidrélise enzimatica também (MOOD et al.,, 2013; MANSFIELD, MOONEY e
SADLER, 1999).

Em geral, pouca lignina é solubilizada, mas estudos em palha de milho
sugerem que ela € apenas rompida e isso é suficiente para que a digestibilidade
celulésica aumente (YANG e WYMAN, 2004).

Han e colaboradores (2012) mostraram que a moagem da palha do trigo,
seguida de tratamento com 1,0% de NaOH durante 1,5 h aumentou o teor de
celulose em 44,5%, enquanto diminuiu o teor de hemicelulose e lignina, em 44,2% e
42,5%, respectivamente. O tratamento foi eficiente para provocar mudancas na
estrutura do material facilitando a hidrolise enzimética. No trabalho de (ZHANG et al.,
2010) o método de pré-tratamento alcalino também foi capaz de aumentar a
digestibilidade enzimética da biomassa de Typha latifolia. Quase 78% da celulose, a
partir de matéria prima crua, foi convertida em glicose fermentescivel apo6s 48 h,
usando uma carga de celulase FPU 60 por g de glucana, e cerca de 25,5, 37,4, 38,4,
42,4 e 55,9% da lignina foi removida com o pré-tratamento usando 0,5, 1, 2, 3 e 4%
de NaOH, respectivamente. A levedura Saccharomyces cerevisiae (ATCC 24858) foi

usada para fermentar os acucares liberados pela celulose presente nesta biomassa.

2.3.3 Inibidores enziméticos

A hidrdlise quimica da hemicelulose pode liberar actucares como a xilose e
outras pentoses, além do furfural, enquanto que o 5-hidroximetilfurfural é
proveniente da degradacédo das hexoses. Estes compostos quimicos furfural e HMF
séao conhecidos por apresentar alta toxicidade para o crescimento e fermentacao por
micro-organismos produtores de etanol (SAKAI et al., 2007).

Os compostos fendlicos sdo gerados devido a degradacdo da lignina. A
guantidade e o tipo de compostos fendlicos dependem da fonte de biomassa, uma
vez que a lignina em diferentes matérias-primas tém diferentes graus de
metoxilacdo, e associacdo com os demais compostos, hemicelulose e celulose, na

parede celular das plantas (ALMEIDA et al., 2007). Os fenolicos sédo conhecidos
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como os principais inibidores da producdo de enzimas por micro-organismos bem
como da atividade destas (XIMENES et al., 2010).

No trabalho de Kim e colaboradores (2011) os compostos fendlicos gerados
apos tratamento da madeira com LHW (Liquid Hot Water) foram recuperados e
adicionados a celulose (Solka-Floc) para testar o efeito da inibicdo enzimatica
durante a sacarificacdo. Apesar de estarem presentes em baixas concentracdes (5
mg/ml) foram significantemente inibidores da celulase, além de terém provocado a
precipitagdo e inativagdo das [(-glicosidases, e redugdo tanto da taxa quanto dos
rendimentos de hidrélise da celulose. Portanto, a diminuicdo dos efeitos de
compostos fendlicos € uma condicdo necessaria para o bioprocesso de producéo de

etanol a partir da celulose.

2.4 HIDROLISE ENZIMATICA DA CELULOSE

No desenvolvimento cientifico para a viabilizacdo do etanol celuldsico, ainda
existem desafios técnicos e econbmicos a serem superados antes da concretizacéo
de investimentos em escala comercial, principalmente a reducao dos custos relativos
as enzimas celuloliticas. A hidrélise enzimatica, ou sacarificacdo, dos acucares
presentes na polpa celulésica, apds separacdo dos demais componentes,
hemicelulose e lignina, € fundamental para a producdo de bioetanol. Nesta etapa, a
celulose, uma hexose, é convertida em acUcares solluveis simples, glicose, e que
subsequente séo fermentados a etanol.

O pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos é responsavel por aumentar a
digestibilidade da celulose que vai passar pelo processo de hidrolise enzimatica,
portanto, a otimizacdo dos dois processos em conjunto € importante no rendimento
final da hidrolise enzimatica (JORGENSEN, KRISTENSEN e FELBY, 2007).

A sacarificacdo dos carboidratos pode ser realizada via enzimatica ou com o
uso de acido. Em comparacdo com a hidrdlise acida, a hidrélise enzimatica requer
menos energia, em condicdes ambientais amenas, sendo que estas condi¢des giram

em torno de 45-50°C e pH 4-5, além de apresentar um custo efetivo menor
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(SARKAR et al., 2012; BALAT, 2011; CANILHA et al., 2012). Na TABELA 3 estéo

apresentadas algumas comparacdes entre a hidrolise acida e enzimatica.

TABELA 3 - COMPARAGAO ENTRE HIDROLISE ACIDA E ENZIMATICA

PARAMETRO HIDROLISE ACIDA HIDROLISE

ENZIMATICA

Taxa de hidrolise Réapida (min.) Lenta (h)
Temperatura Alta (200°C) Baixa (45°C)
Presséo Alta Atmosférica
Rendimento Depende do material e Depende do material e
dos detalhes do processo dos detalhes do processo
Formacao de subprodutos Provavel formagéo N&o ha formacgéo

FONTE: Adaptado de KRISHNA et al. (2000)

As celulases sao peca chave na producdo de etanol de segunda geracéo a
partir de residuos agroindustriais (OLIVEIRA et al., 2013). A hidrélise enzimética ndo
€ um processo bioquimicamente simples, pois a reacdo envolve um substrato
insoltuvel (lignocelulose), altamente complexo, e um sistema enzimético soltvel
(endo/exocelulases e [-glicosidases) que possui enzimas com propriedades
cataliticas distintas, embora relacionadas. Portanto, varios fatores tém sido
relacionados como limitantes a hidrélise, e podem ser divididos em dois grandes
grupos: os associados as mudancas na estrutura do substrato, e os relativos ao
comportamento das enzimas durante o processo hidrolitico (RAMOS, 2000).

Como dito na secéo 2.2.1, a celulose possui regides cristalinas e amorfas. A
cristalinidade é determinada pelas quantidades relativas de ambas as regiées, sendo
que a regido cristalina esta presente em dois tercos do total da celulose. Em alguns
estudos onde cristalinidade era considerada importante, 0s materiais
lignoceluldsicos foram pré-tratados mecanicamente, por conseguinte, qualquer
reducdo na cristalinidade foi acompanhada por uma alteracdo de outras
caracteristicas do substrato tais como reducdo do tamanho de particula ou o
aumento da éarea de superficie disponivel (ALVIRA et al., 2010). As taxas de
hidrolise da celulose mediadas por celulases flngicas séo cerca de 3-30 vezes mais
rapidas para a celulose amorfa em comparacdo com a celulose altamente cristalina
(ZHANG e LYND, 2004).



44

Além da cristalinidade, a hidrélise enzimatica leva em conta o grau de
polimerizacdo, a acessibilidade, tamanho de particula, preparacdo e propriedades
dos substratos e o tipo de pré-tratamento que o material lignocelulosico passou
previamente (ZHANG e LYND, 2004; ALVIRA et al., 2010).

O grau de polimerizacdo (GP) de substratos celulésicos determina a
quantidade de ligagdes glicosidicas terminais e interiores, e de “substrato” para acéo
de endo e exo- enzimas (ZHANG e LYND, 2004). Todos 0s processos que envolvem
o0 isolamento e utilizag&do da celulose para fins industriais geram uma diminui¢do no
seu GP. A solubilidade da celulose reduz drasticamente com o aumento do grau de
polimerizacdo devido a presenca de pontes de hidrogénio intermoleculares na
estrutura de celulose. A mudanca do GP durante a hidrélise enzimatica é
determinada pela relativa proporgéo das atividades de exo e endo-glucanases e das
propriedades da celulose. Exo-glucanases atuam nas extremidades da cadeia,
ocorrendo entdo apenas uma pequena reducdo do GP, enquanto que as
endoglucanases hidrolisam preferencialmente as ligacbes internas no polimero,
causando uma reducdo drastica do mesmo. A despolimerizacdo depende da
natureza do substrato celulosico (ZHANG e LYND, 2004; ALVIRA et al., 2010).

Os baixos rendimentos de hidrélise enzimatica podem estar relacionados a
fatores como a inibicdo pelo produto final devido ao acumulo de glicose e celobiose,
a desnaturacédo térmica das enzimas ap0s longos periodos de agitacdo mecénica, e
também pela adsorcao irreversivel de enzimas com a lignina, e/ou com o complexo
lignina-carboidrato (AGUIAR et al., 2013). Algumas condi¢cbes operacionais como
tipo de substrato, temperatura, pH, também afetam o processo (BALAT, 2011). Por
outro lado, a remoc¢ao da lignina e da hemicelulose, reducdo da cristalinidade da
celulose, o aumento da porosidade do substrato também podem aumentar
significantemente a hidrélise enzimatica (SUN e CHENG, 2002; MOOD, 2013).

A relagdo entre a concentracdo de substrato e a carga enzimatica também
afeta a produtividade e a taxa inicial de hidrolise enzimatica. Segundo SUN e
CHENG (2002), a alta concentragdo de substrato no meio de reagéao dificulta os
fendbmenos de transferéncia de massas, como também aumenta a concentracdo dos
produtos de hidrolise no meio (celobiose e glicose), diminuindo a eficiéncia do
processo de sacarificagdo. Entretanto, metodologias para diminuir estes problemas,
incluem o uso de concentracdes mais elevadas de enzimas, a suplementacdo com

B-glucosidases e a remocado de acucares durante a hidrélise enzimatica. A utilizagéao



45

dos acUcares durante a sacarificacdo pode ser realizada por sacarificacdo e
fermentacdo simultdneas (SSF) ou por ultrafiltracdo, quando a sacarificacdo e a
fermentacao séo realizadas em separado (SHF) (SUN e CHENG, 2002).

O processo enzimético consiste em trés etapas: (1) inicialmente ocorre a
adsorcdo das enzimas, celulases que estdo na fase liquida véo para a superficie de
celulose (sdlida), (2) a biodegradacdo da celulose em acucares simples,
principalmente gliciose, celobiose e oligbmeros, e (3) a desorcéo de celulase para a
fase liquida. Assim, a hidrélise € uma reacao catalitica heterogénea de contato fisico
direto entre as moléculas de celulose e das enzimas celuloliticas. Portanto, a area
de superficie acessivel do material lignocelulésico e a sua interacdo com as enzimas
podem ser um fator limitante na hidrélise enzimatica (TAHERZADEH e KARIMI,
2008).

Santos e colaboradores (2011) fizeram um estudo para correlacionar a
eficiéncia da hidrélise enzimatica da celulose obtida do bagaco de cana pré-tratado
com H,SO, diluido, usando duas preparacfes comerciais, denominadas celulase | e
Il, cedidas pelas empresas Genecor e Novozymes. Para as duas hidrolises
enzimaticas, planejamentos fatoriais completos foram empregados para avaliar 0s
efeitos causados pelas variaveis independentes: teor inicial de soélidos (1,2-4,8%,
m/m), concentracdo de enzimas (2-38 FPU/g de bagaco), e Tween 20 (0,0-0,1 g/g
de bagaco), na resposta de digestibilidade celulose. Os resultados mostraram que
as duas preparacbes enzimaticas continham endoglucanases, celobiohidrolases,
Celobiase, B-Glucosidases e Xilanase. Apds 24 horas de hidrélise enzimatica, todas
as variaveis independentes foram significativas na hidrélise da celulose pela
preparacdo enzimatica celulase |I. Usando a preparacdo enziméatica celulase I,
apenas as concentracbes de enzima e de surfactante e mostraram efeitos
significativos na conversdo de celulose. Um experimento adicional mostrou que
aumentando o teor de solidos iniciais de 4,8% (m/m) para 12% (m/m), nao
comprometeu a eficiéncia de conversdo de celulose, consequentemente,
melhorando a concentracao de glicose no hidrolisado .

No trabalho de Giese e colaboradores (2013), o tratamento &cido-basico
consecutivo em bagaco de cana pode aumentar a efetividade da atividade das
enzimas celulases na degradacgéo da celulose produzindo significativas quantidades
de acucares redutores, 0,9 g de acucares redutores por g de bagaco de cana pré-

tratadas. O delineamento experimental facilitou o estudo de condigbes favoraveis
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para a hidrolise do bagaco, em tempos mais curtos, diminuindo as concentracées
das enzimas. As condi¢cdes dos tratamentos termo-quimicos foram: 100 mg de
H.SO, por grama de bagaco em um reator de 50 L por 20 min com temperatura de
121°C. O bagaco foi lavado e seco para o tratamento seguinte com 1% (m/v) de
NaOH, reator de 50 L por 1 h, com temperatura de 100°C. A microscopia eletrbnica
de varredura (MEV) revelou a morfologia indicando o rompimento estrutural do

bagaco de cana, apds pré-tratamento acido-base, seguido de hidrolise enzimatica.

2.5 ENZIMAS: ENDOCELULASES, EXOCELULASES E B-GLICOSIDASES

Enzimas lignoceluloliticas tém importantes aplicacbes em varios setores
incluindo produtos quimicos, combustivel, alimentacdo humana e animal, cerveja e
vinho, industria téxtil e de lavanderia, papel e celulose e agricultura. Muitos estudos
estdo sendo realizados com objetivo de reduzir o custo das enzimas, entre eles
pode-se destacar: screening de micro-organismos produtores de novas enzimas,
melhoramento genético das cepas industriais existentes com engenharia enzimatica,
modelos de producdo e operacdo de fatores relacionados, como escolha de
substrato, condicbes de cultura, reciclagem de enzimas e remodelagem de
processos (HOWARD et al. 2003).

Apesar da celulose ser um polissacarideo composto somente por um tipo de
acucar que é a glicose, os fungos que a degradam produzem sistemas enzimaticos
complexos. O fungo Trichoderma reesei, 0 micro-organismo mais estudado para
producdo de celulases, produz duas celobiohidrolases, cinco endoglucanases e
duas B-glicosidases ja caracterizadas. (JORGENSEN, KRISTENSEN e FELBY,
2007).

Pelo menos trés grupos de celulases estdo envolvidas no processo de
hidrélise da celulose: endoglucanase (EG; endo 1,4-B-D-glucanases ou endo -1 ,4-
glucanohidrolase; EC 3.2.1.3) ataca randomicamente as regides de baixa
cristalinidade da fibra de celulose, gerando extremidades livres (redutoras e néo
redutoras) e diminui o grau de polimerizacdo; exoglucanase ou celobiohidrolase
(CBH I e II; 1,4—B-glucano-celobiohidrolase ou exo- 1,4-3-D-glucanase; EC 3.2.1.91),



47

que degrada a molécula por remocao das unidades de celobiose e/ou glicose das
extremidades livres — redutoras CBH | e ndo redutoras CBH Il -, e o terceiro grupo de
enzimas que trabalham em conjunto e em sinergia com a CBH e EG , sdo f-
glicosidases (BG—EC 3.2.1.21) que hidrolisam a celobiose (celobiases) para produzir
glicose, reduzindo assim o efeito inibidor da celobiose sobre as endo/exo celulases
(BALAT, 2011; SANCHEZ, 2009 ; SARKAR et al., 2012; SUN e CHENG, 2002;
CANILHA et al., 2012). A atuacao desteas enzimas pode ser vista na FIGURA 6.
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FIGURA 6 - DEGRADACAO DA CELULOSE EM GLICOSE: CBH | (CELOBIOHIDROLASE I); CBH II
(CELOBIOHIDROLASE II); EG (ENDOGLUCANASES); BG (B-GLICOSIDASE)
FONTE: Adaptado de PEREZ et al. (2002)

Endo-glucanases séo responsaveis pela catalise da hidrélise das ligagdes B-
1,4, muitas vezes chamadas de carboximetilcelulases (devido ao substrato utilizado
para a determinacdo da sua atividade-CMC). Sdo conhecidas por iniciar o ataque
aleatério nos sitios internos das regides amorfas da fibra de celulose abrindo
caminhos para o posterior ataque das celobiohidrolases (SANCHEZ, 2009).

Como mencionado anteriormente, existem dois tipos de celobiohidrolases ou
exoglucanases, sendo que a CBH | representa 60% das celulases secretadas por
Trichoderma ressei e a CBH |l representa 20% da secrecdo enzimética de T. ressei
(AGUIAR et al., 2013).

Pode ser observado na FIGURA 7 que a enzima EG tem um sitio ativo em
formato de fenda aberta, o que permite a sua ligacdo em qualquer local ao longo da
cadeia de polimero de celulose, mas mostra ser mais eficaz nas regides amorfas,
enquanto que o sitio catalitico de ExG est4d dentro de um tunel (HILDEN e
JOHANSSON, 2004; SILVEIRA et al., 2012).
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FIGURA 7 - ESTRUTURA DOS DOMINIOS CATALITICOS DE CBH E EG: A - Cel 6A DE Humicola
insolens; B - ENDOGLUCANASE E2 DE Thermobifida fusca
FONTE: Adaptado de VARROT et al. (1999)

2.5.1 Celulases comerciais

Preparacdes enzimaticas, compostas pelo sistema enzimatico celulolitico, tém

sido muito estudadas e estédo disponiveis no mercado. Alguns exemplos podem ser

vistos na TABELA 4.

As pesquisas nesta area intensificam-se cada dia mais e tem como objetivo

melhorar a producédo e a qualidade de preparacdes celuloliticas comerciais, seja

pela selecdo de melhores cepas, pelo aperfeicoamento de linhagens comerciais por

engenharia genética, ou pelo desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes.

TABELA 4 - PRINCIPAIS ENZIMAS COMERCIAIS EXISTENTES NO MERCADO

ENZIMA COMERCIAL

ORIGEM E
CARACTERISTICAS

FABRICANTE

Celluclast 1.5L

Novozyme 188
Cellic CTec2

Cellulase AP3
Accellerase Trio

Celulase; Trichoderma reesei
ATCC 26921
Celobiase de Aspergillus niger
Preparacao enzimatica para a
degradacéo da celulose;
origem néo informada
Celulase; Aspergilus Niger
Endo e exo-glucanase, e -
glicosidase; Trichoderma
reesei modificado
geneticamente

Novozymes ®
Novozymes ®

Novozymes ®

AmanoEnzyme Inc.
Genencor ®
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A descricao do fabricante diz que a Cellic Ctec2 € um complexo de celulases
para degradacao da celulose em agucares fermentesciveis; € um blend de celulases
agressivas, altos niveis de B-glicosidases e hemicelulases. Como caracteristicas a
enzima apresenta: altos niveis de rendimento de conversao, é efetiva mesmo com
altas concentracfes de substrato, tolerante a inibidores, € compativel com diversas
matérias primas, € muito concentrada e estavel. Algumas vantagens como menor
dosagem de enzima, maior producédo e viabilizacdo do etanol também séo citadas
(Cellic CTec2 — NOVOZYMES, 2010).

Celluclast 1,5L é uma preparacdo liquida de celulases produzidas por
Trichoderma reseei que hidrolisa ligacbes (1,4)-B-D-glucosidicas da celulose. O
fabricante recomenda o uso desta enzima junto com a Novozym® 188, uma

celobiase.

2.6 PALMA

A palma oleaginosa (Elaeis guineensis Jacq.) pertence a familia Arecaceae e
é originaria da Africa Ocidental. Também conhecida no Brasil como dendé, é uma
planta perene, uma espécie tropical que cresce principalmente no clima quente e
umido, com abundancia de chuvas. A regido Norte do Brasil apresenta as condicdes
ideais para o crescimento de palma de 6leo, sendo o estado do Para um dos
maiores produtores (AUGUSTO et al.,, 2011). Na FIGURA 8 pode-se conhecer a
estrutura da palmeira, os cachos contendo os frutos, a anatomia dos frutos onde é
extraido o 6leo e um residuo gerado, que sdo o0s cachos vazios apds a extracao.

A palma é cultivada em mais de 15 milhdes de hectares ao redor do mundo.
Dentre os paises mais produtores estdo a Indonésia que produziu 90 milhdes de
toneladas de fruto de palma em 2010 (ISROI et al., 2012), e a Malasia com 79,3
milhdes de toneladas em 2006 (TABI et al., 2008), gerando respectivamente, 20,7 e

17, 4 milhdes de toneladas de residuos do tipo EFB - empty fruit bunch .
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FIGURA 8 - PALMA OLEAGINOSA EM DIFERENTES SITUAGCOES. A PARTIR DO CANTO
SUPERIOR DIREITO, NO SENTIDO HORARIO: PLANTAGAO DE PALMA OLEAGINOSA; CACHOS
DE PALMA OLEAGINOSA CONTENDO OS FRUTOS; FRUTOS INTEIROS E REPARTIDOS AO
MEIO; CACHOS VAZIOS APOS EXTRAGCAO DOS FRUTOS

FONTE (SENTIDO HOARIO): TORRES E MORALES, 2014A; ABOISSA OLEOS VEGETAIS (2014);
TORRES E MORALES, 2014B; DO AUTOR (2014)

A producdo mundial em toneladas de 6leo de palma entre 2012/2013 esta no
gréfico a seguir, onde o Brasil representa 5% do total da producdo. Na FIGURA 9 é
possivel observar o gréfico elaborado pelo Sr. Eduardo leda, Presidente da Camara
Setorial da Cadeia Produtiva de Palma de Oleo e Vice Presidente ABRAPALMA,
para apresentacdo no 9° Biodiesel Congress (Junho/2013), que gentilmente cedeu

os dados para esta pesquisa.
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FIGURA 9 - PRODUCAO DE OLEO DE PALMA ENTRE 2012/2013
FONTE: BRASIL. ABRAPALMA (2013)
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Dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, publicados no
Anuario Estatistico da Agroenergia — 2012, ultimo relatério até 0 momento, mostram
que a area em hectares de palma oleaginosa plantada no Brasil cresceu
consideravelmente nos ultimos anos. No comec¢o da contagem, em 1961, a area
plantada correspondia a 2 mil hectares, enquanto a partir do ano de 2010, foi de
112,5 mil hectares. No ano de 2010, foram colhidos 1130 mil toneladas de cachos, o
qgue representa uma producdo de 16 toneladas de cachos por hectare plantado, e
uma produtividade de 248,6 mil toneladas de 6leo (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - PLANTACAO DE PALMA OLEAGINOSA NO BRASIL, EM MIL DE HECTARES
FONTE: BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (2013)

Os cachos vazios (EFBs) sdo gerados apds a extracdo dos frutos que
contem Oleo, representando, portanto, um residuo com baixo valor comercial e como
€ gerado em grandes quantidades acaba sendo um problema para as industrias de
processamento da palma. Os EFBs representam 22-23% dos cachos utilizados pela
industria. Convencionalmente, o EFB é queimado, deposto em aterros sanitarios, ou
usado em compostagem para adubo organico. A fim de impedir a poluicdo do ar e
outros problemas ambientais, a queima de EFB ndo é recomendada. Portanto,
novas metodologias para o uso sustentavel desta biomassa lignocelulsica,
incluindo a bioconversdo em produto com valor agregado é muito importante para
solucionar estes problemas (ISROI et al., 2012; ALAM et al., 2009).

Atualmente, subprodutos de 0leo de palma ainda ndo possuem um destino

eficiente, e a expansdo explosiva de plantacdo da palma gerou uma enorme
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quantidade de residuos vegetais, e problemas ambientais de acumulo de residuos.

Durante os ultimos anos a Malasia sozinha produziu cerca de 30 milhdes de

toneladas anuais de biomassa de 6leo de palma, incluindo troncos, folhagens e
cachos de frutos vazios (ABDUL KHALIL et al., 2008).
Na FIGURA 11 esta apresentado o fluxograma do processamento da palma e

geracao de residuos, destacando a etapa onde sao gerados os EFBs.
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FIGURA 11 - PROCESSAMENTO DA PALMA E PRODUCAO DO OLEO E BIODIESEL
FONTE: PROJETO BIOPAL (2013)
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O material lignocelulésico de EFB é uma importante fonte para conversao a
energias renovaveis e produtos de valor agregado (HASSAN et al, 2013; SUMATHI,
CHAI e MOHAMED, 2008; SHUIT et al., 2009).

Inicialmente os cachos frescos séo retirados da palmeira e descarregados em
vasos de esterilizacdo. Durante o ciclo de esterilizacdo os cachos sdo aquecidos a
135°C durante 60 minutos, e seus objetivos sdo: eliminar as enzimas responsaveis,
pelo aumento da fermentacdo dos frutos frescos; soltar os frutos dos cachos;
amolecer a polpa para facilitar a extracdo do 6leo e encolher parcialmente as
améndoas para facilitar a separagdo de sua casca. Depois 0s cachos sao
debulhados mecanicamente, resultando em cerca de 22% de cachos vazios. Os
frutos seguem para outras operacbes como digestdo, prensagem e filtracdo para
obtencado do 6leo (BRASIL. MDA, 2007).

2.6.1 Composicao quimica de EFB

Por se tratar de um material lignoceluldsico, a composigdo quimica principal
dos EFBs é a seguinte: celulose, hemicelulose e lignina, os quais possibilitam o
aproveitamento dos residuos lignoelulésicos serem convertidos em outros produtos
de valor agregado. Na TABELA 5 pode-se observar a composicdo de EFB

encontrada por outros autores.

TABELA 5 - COMPOSICAO QUIMICA DE EFB

CELULOSE LIGNINA HEMICELULOSE EXTRATIVOS CINZAS UMIDADE REFERENCIAS
(%0) (%) (%0) (%) (%) (%)

43,8 16,4* 35,0 4,8 - HAMZAH, IDRIE
e SHUAN,
2011
39,1 34,4* 23,0 - - - ISROI et al.,
2012
36,1 26,5% 22,4 12,7 3,0 11,0 HASSAN et al.,
2013
39,8 28,1** 17,3 - - - KIM e
KIM, 2013
46,0 20,0* 30,4 - 3,61 - RASHID et al.,
2011

*Lignina sol(vel e insoltvel **Lignina insoltvel
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Diversos autores observaram a presenca de corpos de silica ligados a
superficie de EFB (ISROI et al. 2012 ; LAW, DAUD e GHAZALI, 2007; GHAZALLI,
IWAN ROSLI e LAW, 2009) por meio de microscopia eletrdnica de varredura (MEV).
Muitos outros minerais também estavam presentes nas cadeias. A partir das
observacfes microscopicas concluiram que os corpos de silica estdo ligados a uma
rede de silicio, dentro da matriz fibrosa, e os demais minerais tendem a se
concentrar na regido adjacente a destes corpos de silica. Ainda apesar de serem
rigidos podem ser removidos da superficie por forca mecanica (LAW , DAU e
GHAZALLI, 2007). A silica foi sinergicamente removida da superficie de EFB, com as
operacbes de tratamento fungico (P. floridanus strain LIPIMC996) seguido de
moagem (moinho de bolas) por Isroi e colaboradores (2012), em comparagdo com

EFB sem pré-tratamento seguido de moagem.

2.6.2 Tratamentos quimicos e enzimaticos de EFB para a producéo de etanol

No passado, os EFBs possuiam um baixo valor comercial tornando-se um
problema devido ao grande volume necessario para a sua estocagem. Geralmente
eram utilizados como combustivel nas fabricas, entretanto a queima é proibida na
Malasia a fim de diminuir a poluicéo.

Uma possivel aplicacédo para este residuo lignocelulésico esta apresentada na
TABELA 6 onde é possivel observar que os EFBs sdo uma excelente fonte acucares

(glicose) e de energia renovavel (etanol).
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TABELA 6 - RESUMO DOS PRINCIPAIS ESTUDOS COM PRE-TRATAMENTO, SACARIFICAGAO E
PRODUGAO DE BIOETANOL

TIPO DE ENZIMA RENDIMENTO EM ETANOL REFERENCIAS
PRE- GLICOSE APOS (g/L)**
TRATAMENTO SACARIFICACAO
ENZIMATICA (%)*

Acido-basico Cellic Ctec 2 84 37,8 KIM e KIM, 2013

(H,SO,-NaOH) SSF
Basico Celulases e 3- 86,4 48,5 HAN et al., 2011

glicosidases
(NaOH) SSF
L Celulase 46,8 10,3 KASSIM et al.,
Béasico-Acido
2011
SHF
(NaOH-H,S0,)
Amoénia Acellerase 41,4 18,6 JUNG et al., 2011
1000

SSF

Exploséo a vapor Celluclast, 81,9 - HASSAN et al.,
+ acido Viscozymes e 2013
Novozymes
188

*As condi¢cdes de hidrdlise enzimética foram otimizadas e depois utilizadas tanto em SSF quanto em
SHF

** A producgédo de etanol foi realizada em conjunto com as melhores condi¢es de hidrélise enzimatica
pré-estabelecidas

No trabalho de KIM e Kim (2013) o tratamento de EFB com &cido sulfarico
4%, em 20% m/v de substrato, 121°C e 60 min, retirou aproximadamente 90% de
hemicelulose presente. O subsequente tratamento basico nas condi¢des de 10 M de
hidroxido de sodio, 121°C, apds 15 min de reacdo retirou efetivamente 70% de
lignina. A concentragdo enzimatica de 10 a 50 FPU/g da enzima CellicCtec 2 foi
testada no EFB pré-tratado. O resultado foi um aumento de 58,8% a 83,9% de
rendimento nesta faixa de concentracdo de enzima. Com 50 FPU/g a concentracéo
de glicose chegou a 70,8 g/L, correspondendo a um rendimento de 83,9% em 48
horas. A SSF da biomassa pré-tratada foi feita com a levedura Saccharomyces
cerevisiae W303-1A e as melhores condi¢gBes de hidrélise enzimatica como citado
acima. A producao de etanol em biorreator chegou a 37,8 g/L com 1,5 L de meio
contendo 10% (m/v) de fibras EPFB pré-tratadas apds 60 h. A produtividade de
etanol foi de 0,38 g de etanol/g de fibra EFB seco e 0,45 g de etanol/g de glicose.
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Otimizacdes de tratamento enzimatico também constam na literatura. Hassan
e colaboradores (2013), estudaram planejamentos variando proporcdes de enzimas
(Celluclast 1.5L, Novozymes 188 e Viscozymes), concentracdo de enzimas,
concentracdo de substrato e tempo. Apdés a otimizacdo obtiveram 81,8% de
rendimento em glicose, com 35,08 h de reacéo, 2,5% de enzima (proporcao de 0,9
Celluclast 1,5L, 0,03 Viscozymes e 0,07 Novozymes 188, totalizando 22,1 mg de
proteina/g de substrato, em EFB pré-tratado com vapor e 5% de acido acético.

Rashid e colaboradores (2011), encontraram que o pré-tratamento de EFB
com hidréxido de sédio a 3% (m/v) foi escolhido dentre outros como o melhor para a
sacarificacdo enzimética. A sacarificacdo também foi otimizada, levando em conta o
tamanho da particula de EFB, a concentracdo de EFB, a concentracdo da enzima,
concentracdo de surfactantes Twen 80 e Triton 100, agitacdo e temperatura. Através
dos melhores resultados apresentados: tamanho da particula 1mm, concentracdo
enzimatica 7% (v/v), agitacdo 150 rpm e 50°C de temperatura, foi obtido um
rendimento de 41,8% em acuUcares redutores ap6s 120 h. A enzima celulase
utilizada foi produzida por Trichoderma reesei RUT C-30 em biorreator de 30L.

O pré-tratamento de EFB com NaOH para a producdo de bioetanol foi
estudado por Han e colaboradores (2011). As condi¢cdes de pré-tratamento e de
hidrolise enzimética foram avaliados por metodologia de superficie de resposta e
definidas como: 127,7°C de temperatura, 22 min de reacdo, e concentracdo de
NaOH de 2,9 mol/L. A SSF foi utilizada para a producao de etanol, com as enzimas
complexo celulolitico (NS50013) e B-glucosidase (NS50010) — Novozymes -, € a
levedura Saccharomyces cerevisiae. Apos este pré-tratamento, com 20% (m/v) de
substrato e carga enzimética de 50 FPU/g, foi obtido 63% de rendimento em
conversdo de celulose em glicose. O estudo ainda diz que concentracdes de
biomassa interferem na sacarificacdo, pois as concentracdes de substrato de 20 e
10% obtiveram praticamente o mesmo rendimento de sacarificacdo, e explicam que
a atividade das enzimas sao inibidas com alta taxa de glicose. Valores acima de
25% m/v de substrato também séo descartados devido a dificuldade de agitacao do
reator.

Etanol celulésico foi produzido apos tratamento alcalino por SHF usando a
levedura S. cerevisiae (KASSIM et al., 2011). As condi¢des do pré-tratamento foram
de 1% de NaOH (m/v), 100°C por 2 horas, seguido de hidrolise acida com 0,7%
(v/v) de acido sulfarico,125°C por 2 horas. A hidrolise enziméatica foi conduzida sob
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temperatura de 50°C, 48 h, agitacao de 150 rpm, utilizando celulases (70FPU/mL) da
Novozymes. Um total de 34,4 g/L de acucares fermentesciveis totais (glicose, xilose
e frutose) foram obtidos apos as hidrélises acida e enzimatica. O rendimento da
producdo de etanol a partir do hidrolisado foi de 10,3 g/L, apdés 72 horas de
fermentacao a 30°C, pH 4 e agitagéo entre 100 rpm.

O etanol a partir de EFB também foi produzido ap6s de tratamento com
amonia. Os EFBs pré-tratados com amonia aquosa na concentracdo de 21% (m/m),
a 60° C, por 12 h, resultaram em 19,5% e 41,4% de rendimento de glicose durante
a sacarificacdo enzimatica por 96 h, utilizando 15 e 60 FPU de celulase (Acellerase
1000), respectivamente. Usando EFB pré-tratado na SSF durante 168 h com 5%
(m/v) de substrato (glucana), 60 FPU de celulase e 30 CBU de B-glicosidase por
grama glucana, resultou na producéo de 18,6 g/L de etanol, 65,6% do rendimento
maximo teorico (JUNG et al., 2011).

O hidrolisado obtido de EFBs pode ser empregado com substrato para a
producdo de biomoléculas de interesse comercial tais como biocombustiveis
(bioetanol) (KIM e KIM, 2013), enzimas (SHAHRIARINOUR et al., 2011) , aditivos
para racao animal (AWANG et al., 1993), single cell protein (KHADIJAH HANIM, SITI
JAMILAH HANIN e ZARINA., 2012), entre outros.

Diante destes dados, o estudo das caracteristicas dos EFBs brasileiros é de
suma importancia, bem como a otimizacdo da etapa de hidrélise enzimética do
residuo apdls pré-tratamento e subsequente fermentacdo para producdo de
bioetanol, jA que assim o processo podera proporcionar maiores rendimentos de
produtos, acUcares fermentesciveis e bioetanol, por quantidade de biomassa

utilizada.

2.7 FERMENTACAO E PRODUCAO DE ETANOL DE 22 GERACAO A PARTIR DE
RESIDUOS

Bioetanol (alcool etilico, alcool de cereais, CH3-CH,-OH ou etanol) é um
biocombustivel, o qual pode ser produzido a partir de diversas fontes de biomassa

com diferentes tecnologias de conversdo. O bioetanol torna-se atraente pois é um
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recurso renovavel de base biol6gica e é oxigenado, assim, fornece o potencial para
reduzir as emissdes de particulas nos motores de ignicdo por compressao (BALAT
et al., 2008).

A concentracdo de etanol apés a fermentacdo do hidrolisado rico em glicose
proveniente da sacarificacdo da polpa celulésica apOs pré-tratamento é um
parametro relevante na viabilidade das biorrefinarias. Fermentacfes de hidrolisados
provenientes da biomassa com 70 g/L de glicose teriam que atingir um maximo de
35 g/L de etanol, bem abaixo do minimo desejavel de concentracdo, em comparacao
com a fermentacdo do caldo de cana que de 120-160 g/L de glicose, conseguem
chegar a 60-80 g/L de etanol (SOCCOL et al., 2010). Considerando a producao de
etanol de segunda geracdo em grande escala, o financiamento para o0s
biocombustiveis de 22 geracdo e/ou instalacbes de biorrefinarias devem ser
harmonizadas com os programas nacionais e regionais de energias renovaveis, que
incorporam a producéo e utilizacdo de biomassa. Articulagdes com outras politicas
gue apoiam este tipo de processo devem ser feitas, a fim de maximizar o apoio para
o desenvolvimento de infraestrutura. Politicas nacionais e internacionais devem
estar integradas com o0s setores-chave envolvidos no desenvolvimento e uso de
biocombustiveis (SIMS et al., 2010).

O micro-organismo mais usado em bioprocessos de fermentacdo sdo as
leveduras e, entre as leveduras S. cerevisiae sdo as mais estudadas na fermentacao
de etanol. Este fato se deve a S. cerevisiae ter uma elevada resisténcia ao etanol,
consomir quantidades significativas de substrato em condicdes adversas, e
apresentar uma elevada resisténcia a inibidores presentes no meio de cultivo
(CANILHA et al., 2012; BALAT, 2011). O género Candida é reportado como produtor
de alcool a partir de xilose, um exemplo é a espécie Candida shehatae (DELGENES,
MOLETTA, e NAVARRO, 1996). Martin, e colaboradores (2010) utilizaram a
Candida tropicalis NBRC 0618 para fermentar o hidrolisado proveniente de residuos
de oliveiras, obtendo ndo somente etanol (7,2g de etanol por grama de substrato),
como xilitol.

Basicamente existem dois tipos de fermentacdo para etanol de segunda
geragcdo a partir de substratos lignoceluldsicos: fermentacdo separada da
sacarificacdo (SHF — Separate Hydrolysis and Fermentation) e fermentacdo e

sacarificagdo em conjunto (SSF - Simultaneous Saccharification and Fermentation)
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(BALAT, 2011; SARKAR et al.,, 2012; SOCCOL et al.,, 2010). Na TABELA 7 é

possivel obervar as vantagens e desvantagens da SHF e SSF.

TABELA 7 - COMPARAGAO ENTRE OS DOIS PRINCIPAIS TIPOS DE FERMENTAGAO

PROCESSO DE CARACTERISTICAS E LIMITACOES
FERMENTACAO VANTAGENS
SSF - Menor custo; - As condicbes Otimas das

enzimas  (hidrélise) e das
- Maiores rendimentos de |eveduras (fermentacdo) sdo
etanol devido a remogdo do distintas, podendo prejudicar os
produto final que inibe a resultados.
sacarificagéo;

- Diminuicdo do ndmero de
reatores  necessarios no
processo.

SHF - Cada processo é realizado - InibicAo pelo produto final
separadamente em suas minimiza o rendimento de etanol,
condi¢cdes 6timas;

- Possibilidade de contaminacéo
- Diminuicdo das interacbes devido ao longo periodo do
entre processos. processo.

Fonte: SARKAR et al. (2012)

A maior vantagem do processo SHF € a possibilidade de realizar a hidrélise e
a fermentacdo da celulose com suas proprias condicbes 6timas. A temperatura
Otima para o tratamento enzimatico utilizando a celulase é geralmente entre 45 e
50°C, enquanto a temperatura Otima para a maioria dos micro-organismos
produtores de etanol encontra-se entre 30 e 37°C (SOCCOL et al., 2010 ;
TAHERZADEH e KARIMI, 2007). E como principal desvantagem a inibicdo da
atividade de celulase por acgucares liberados que se acumulam durante a hidrélise
enzimatica (por exemplo: a glicose ndo é consumida instantaneamente pelo micro-
organismo como na SSF), e principalmente celobiose e glicose, pois com uma
concentracéo de celobiose baixa como 6 g/L, a atividade da celulase é reduzida em
60%. Apesar da glicose também diminuir a atividade da celulase, o efeito inibitério
deste aclUcar € mais baixo do que a da celobiose. Por outro lado, a glicose é um
forte inibidor de B-glicosidase, sendo que um nivel de 3 g/L de glicose, a atividade
da B-glicosidase é reduzida em 75% (TAHERZADEH e KARIMI, 2007).
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O processo de fermentacéo pode ser conduzido por processos em batelada,
batelada alimentada, ou continuos. A escolha do processo leva em conta as
caracteristicas do micro-organismo, do hidrolisado lignocelulésico e aspectos
econdmicos (BALAT, 2011)

Industrialmente, a fermentacdo em fed-batch, a adicdo de acuUcares, sem a
remocao do caldo fermentativo, no meio conduzido sob fermentacdo em batelada
alimentada € um dos métodos mais comuns para a producéo de etanol na industria.
As vantagens deste processo incluem a reducao da inibicdo pelo substrato e pelo
produto, alta produtividade de etanol, alta taxa de oxigénio dissolvido, diminui¢do do
tempo de fermentacéao, altos rendimentos, prolongar o tempo de “vida” do cultivo e
melhor controle das variaveis (pH, temperatura, oxigénio dissolvido) (CHANG et al.,
2012; STAMBURY, WHITAKER e HALL, 1995; BALAT, 2011).

Uma comparacao entre dois tipos de fermentacdo com o hidrolisado obtido
apos sacarificacdo enzimatica de sabugo de milho pré-tratado, mostrou que a
produgcdo de bioetanol com fermentagdo em fed-batch tem vantagens sobre a
fermentacdo em batelada. A taxa de conversao de etanol a partir da glicose foi maior
em fed-batch do que em fermentacdo em batch. Além disso, os efeitos da inibicdo
pelo substrato foram menos observados em fed-batch do que em batch,
evidenciados pelo crescimento de células e rendimentos de etanol (CHANG et al.,
2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Substratos

Os residuos solidos utilizados neste trabalho séo provenientes do
beneficiamento do 6leo de palma, denominado cacho vazio de palma ou EFB (do
inglés Empty Fruit Bunches) (FIGURA 12). Estes foram fornecidos pela empresa
Biopalma/Vale do estado do Para, que tem parceria com o Programa de POs-
Graduacdo em Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade
Federal do Parana (UFPR), Divisdo de Eng? de Bioprocessos e Biotecnologia no
desenvolvimento do projeto BIOPAL.

O substrato celuldsico sintético “Avicel PH 101"  (Sigma-Aldrich) foi

empregado como substrato padrdo nos estudos de hidrolise enzimatica.

FIGURA 12 - CACHOS VAZIOS DE PALMA (EFB)
FONTE: O autor (2014)

Enzimas
As preparacdes enzimaticas comerciais empregadas para a sacarificacdo dos
substratos foram: Cellic® CTec2 (que contém celulases, [B-glicosidases e

hemicelulases), gentilmente doada pela Novozymes Latin América (Novozymes,
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Araucaria, Brasil); Celluclast 1.5L® e Novozymes 188®, celulases e celobiase
respectivamente (Sigma-Aldrich).

Micro-organismos

A levedura, utilizada na producdo de bioetanol a partir do hidrolisado
enzimatico de EFB, foi a Candida pelliculosa syn. Pichia anomala CCT 7734, que foi
depositada na Colecdo de Culturas Tropical. Também foi usada a levedura
Saccharomyces cerevisiae YB 2293, pertencente ao Banco de Linhagens do

Laboratorio de Processos Biotecnoldgicos (LPB), UFPR.

3.2 METODOS

Na FIGURA 13 é possivel observar o fluxograma resumido das principais
etapas desenvolvidas neste trabalho, onde os cachos vazios de palma (EFB),
passaram por etapas de: moagem, separacao, pré-tratamento e hidrélise enzimatica
para obtencdo de um hidrolisado rico em glicose para futura aplicacdo na producao
de bioetanol.

O primeiro pré-tratamento foi o &cido com HCI (2,5% v/v), seguido do basico
com NaOH (5% m/v), em iguais condi¢cdes de temperatura e pressao (121°C e 1
atm). Os substratos obtidos apds os pré-tratamentos foram filtrados e lavados
sucessivamente em diferentes etapas até se chegar em pH 7. A 4gua de lavagem
foi analisada quanto aos compostos fendélicos presentes e sua inibicdo enzimética.
Em seguida, a fracdo insolavel obtida, contendo celulose e parte de lignina e
hemicelulose nédo hidrolisadas, foi submetida hidrélise enzimética com enzimas
comerciais cujas condi¢cbes foram otimizadas tais como o tempo de hidrélise, a
concentracdo de enzima(s) e de substrato, tendo como variavel resposta a
concentracdo de acucares (glicose) final. Em paralelo, a otimizacéo foi igualmente
realizada com o substrato sintético Avicel para comparacdo dos resultados da
sacarificacdo enzimética no substrato pré-tratado e da agdo enzimatica. Também foi
realizado um experimento de hidrélise enzimatica do substrato EFB pré-tratado com

enzimas produzidas no LPB.
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FIGURA 13 - FLUXOGRAMA DAS PRINCIPAIS ETAPAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE PRE-
TRATAMENTO QUIMICO E ENZIMATICO PARA PRODUCAO DE HIDROLISADO DE EFB PARA A
PRODUGCAO DE ETANOL CELULOSICO A PARTIR DE EFB

As condicdes otimizadas foram empregadas em um estudo onde aumentou-
se a escala para um volume de 500 mL com o objetivo de testar o comportamento
do processo de hidrélise em um volume maior. Em seguida, foi avaliada a
fermentabilidade do hidrolisado enzimético para producao de etanol. Os parametros
cinéticos: pH, concentracdo de células por peso seco e formacao do produto, foram
avaliados durante 96 horas de fermentacao.

As amostras de EFB in natura e dos pré-tratados quimicamente foram
caracterizados em relacdo as concentracdes de celulose, hemicelulose e lignina. A
informacdo acerca das mudancas na morfologia decorrentes dos pré-tratamentos
foram registradas mediante documentacédo fotogréfica, e também foi realizada uma

avaliacdo morfolégica com a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV).



64

3.2.1 Preparacgao da palma

Os cachos de palma vazios (EFB) (FIGURA 14) previamente secos a 45°C
em estufa de circulacdo de ar overnight, foram processados em moinho de facas,
em peneira de 2 mm, separados na fracdo de 0,35 a 0,85 mm (42-20 mesh,

respectivamente) e acondicionados em frascos de vidro.

3.2.2 Caracterizacdo quimica dos EFBs

A eficiéncia dos pré-tratamentos quimicos e enzimaticos em relacdo aos
componentes presentes no EFB in natura (celulose, hemicelulose e lignina), foi
acompanhada pela analise destes componentes em cada uma das etapas. Analises
de cinzas e umidade também foram realizadas.

As amostras foram enviadas ao Laboratério de NutricAo Animal da
Universidade Federal do Parand, e caracterizadas pelo método de Van Soest. Neste
método sdo dosados os teores de lignina, fibora em detergente acido (FDA) e fibra
em detergente neutro (FDN) determinados pelas metodologias de Van Soest (1967)
e Van Soest e Wine (1967). Através desta metodologia com o uso do detergente
neutro, ocorre a solubilizacdo do contetdo celular da amostra, sendo o residuo
remanescente constituido de celulose, hemicelulose e lignina. Com o detergente
acido, o que se determina é a fibra em detergente acido (FDA), que solubiliza o
contetdo celular e a hemicelulose, portanto, o restante € formado por celulose e
lignina. Enfim, a lignina é determinada com a digestdos da amostras em &cido
sulfarico 72%.

As concentracdes relativas de FDA e FDN permitem calcular a quantidade de

celulose e hemicelulose nas amostras segundo as Equagbes 1 e 2:

% Celulose = %FDA — %Lignina (Equacéo 1)

% Hemicelulose = %FDN — %Lignina — %Celulose (Equacéo 2)
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Para determinacdo do teor de cinzas, as amostras secas de EFB foram
transferidas para cadinhos, previamente tarados, e mantidos em mufla a 575°C
durante 2 horas, segundo a norma NREL/TP-510-42622 (SLUITER et al., 2008).
Apos a calcinagdo, o cadinho foi resfriado em dessecador e a massa de cinzas
determinada. O teor de cinzas foi obtido pela diferenca de massa entre o cadinho
com cinzas e o cadinho vazio, que foi expressa em relacdo a quantidade de amostra
inicial (base seca).

Uma massa definida de material celulésico foi pesada em papel filtro
previamente tarado. Este material foi colocado em estufa a 105°C por no minimo 3
h para a eliminacdo da umidade. Logo apos, o material foi resfriado em dessecador
sob vacuo, pesado e a massa seca foi calculada em relacdo a massa do material
original.

Todas as andlises da composi¢do, umidade e cinzas foram realizadas em

triplicata. Os valores relatados correspondem a média dos valores obtidos.

3.2.3 Analise estrutural de EFB por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As amostras do EFB in natura e pré-tratadas (tratamento quimico e
enzimatico) com uma granulometria entre 42 a 20 mesh, foram secas em estufa de
circulacdo de ar a 45°C previamente a andlise de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV).

As amostras foram fixadas em suporte de aluminio com fita dupla face de
cobre. As mesmas foram submetidas ao recobrimento com 30 nm de ouro por um
metalizador Balzers (Modelo SCD030 - Balzers Union FL 9496 Balzers -
Alemanha).

As fotomicrografias de MEV foram obtidas em um equipamento Jeol, Modelo
JSM — 6360LV Scanning Electron Microscope (300 mil X) — com uma poténcia do
feixe de elétrons de 15 kV (equipamento disponivel no Centro de Microscopia
Eletrénica — CME - UFPR).
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3.2.4 Andlise quimica elementar de EFB por EDS — Energy Dispersion Spectroscopy

A andlise por espectroscopia de dispersdo Espectroscopia por Dispersdo em
Energia (EDS) permite a analise dos elementos quimicos presentes nas amostras, e
foi conduzida para constatar a presenca de silicio (Si), componente da silica, que
pode influenciar o desempenho das enzimas celuloliticas.

O procedimento para a preparacdo das amostras € semelhante ao
empregado para as amostras submetidas a MEV. As amostras de EFB in natura e
pré-tratadas (tratamento quimico) com uma granulometria entre 20 e 42 mesh foram
secas em estufa de circulagdo de ar a 45°C e fixadas em suporte de aluminio com
fita de carbono, sem metalizacéo.

As analises quimicas elementares por EDS (Energy Dispersion Spectroscopy)
foram realizadas com resolugcdo de 134 eV e detector Pioneer Si(Li), acoplado ao
equipamento de MEV (Microscoépio Eletrénico de Varredura JEOL JSM 6360-LV)

pertencente ao Centro de Microscopia Eletrénica — CME — UFPR).

3.2.5 Pré-tratamento com acido diluido dos EFB

Visando a remocao de hemicelulose, amostras de EFB foram submetidas ao
tratamento acido mediante aplicacéo de solucéo de &cido cloridrico (HCI) a 2,5% vlv,
em uma relacdo sélido/liquido de 20% (m/v). O pré-tratamento foi realizado em
vidros do tipo “shot” colocados em autoclave nas seguintes condigdes: 121°C e 1
atm por 60 min. ApGs separacdo da fracdo liquida, denominada agua residual da
hidrolise acida, ajustou-se o pH do residuo sélido com lavagens sucessivas de agua
deionizada até pH 7. A agua residual da hidrélise acida foi analisada por CLAE para
verificar a quantidade de agucares da hemicelulose que estariam presentes na
amostra. Finalmente, o EFB pré-tratado foi seco em estufa de circulacdo a 45°C
overnight. Uma parte foi destinada a caracterizacdo e a outra foi encaminhada ao

préximo tratamento.
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3.2.6 Pré-tratamento alcalino dos EFB

O tratamento basico com NaOH diluido foi conduzido com o EFB pré-tratado
com acido com o objetivo de remover a lignina. Foram utilizadas solu¢des de NaOH
5% m/v, com 10% de teor de sélidos (EFB proveniente do pré-tratamento acido), que
foram colocados em vidros do tipo “shot”. As condi¢cbes do processo sdo as mesmas
do pré-tratamento acido: 121°C e 1 atm por 60 min.

Este material foi filtrado, gerando o residuo liquido denominado: liquido
residual da hidrélise basica, e o residuo solido que foi submetido as operacdes de
lavagem controladas com &gua deionizada. As lavagens foram realizadas da
seguinte maneira: o soélido foi adicionado de agua na proporcdo de 10% ml/v,
submetido a agitacdo mecanica (Equipamento Ultra-Turrax) por 15 min e filtrado. O
pH final de cada suspensao foi medido a cada processo, entdo o EFB foi filtrado e
submetido a nova adicdo de agua até que o pH final chegou a 7. Apos estabilizacédo
do pH o EFB foi filtrado e seco em estufa de circulacdo a 45°C overnight. O
substrato foi acondicionado livre de umidade e denominado a partir de entdo de
EFB; (EFB pré-tratado com acido e base).

Na literatura encontram-se relatos de que o pré-tratamento basico produz
compostos fendlicos que inibem a atividade enzimatica (ALMEIDA et al., 2007,
XIMENES et al.,, 2010). As lavagens ap0s o pré-tratamento para a remocao de
possiveis interferentes da hidrélise enzimatica e também para o ajuste do pH do
residuo para 6,5-7 sao reportadas na literatura (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009; JUNG
et al.,, 2011; TANIGUCHI et al., 2010). Portanto, com a finalidade de caracterizar
estas aguas e verificar a composicao destas, previamente ao tratamento enzimatico,
amostras de cada etapa foram guardadas para analise de fendis totais presente nas
aguas de lavagem. A atividade da enzima Cellic Ctec2 s foi determinada em cada
amostra de modo a verificar se a presenca destes componentes afetaria ou nao a

atividade enzimatica
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3.2.6.1 Caracterizacdo das aguas de lavagem do residuo EFB apds tratamento

basico

Os resultados obtidos em triplicada da caracterizacdo das aguas de lavagem
do EFB ap0s tratamento basico, foram analisados por comparacdo de médias dos
valores obtidos através de analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey com
intervalo de confianca de 95% (p<0,05) através do software estatistico GraphPad

Prism 5.

Andlise de fendis totais presentes nas amostras das aguas de lavagem

O conteudo de compostos fendlicos totais presentes tanto no liquido residual
da hidrolise basica, quanto nas aguas de lavagem apoOs pré-tratamento basico, foi
determinado utilizando o reativo de Folin-Ciocalteu seguindo a metodologia
modificada de Singleton e Rossi (1965). Para 500 pL de cada amostra (triplicata)
foram adicionados 2,5 mL de solucdo de Folin-Ciocalteu (1:10 v/v), e apds cinco
minutos adicionou-se mais 2 mL de Na,COs (7,5% m/v). As amostras permaneceram
armazenadas no escuro a temperatura ambiente durante 60 min. A absorbancia de
todas as amostras foi medida a 740 nm utilizando um espectrofotometro de UV-
SP2000. A curva padrao foi determinada utilizando as concentracées de 3,9, 7,8,
15,6, 31,2, 62,5, 125 e 250 ug/mL de acido galico. A agua destilada foi utilizada
como o branco do espectro. Os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes de acido galico por mL de amostra.

Foram preparados igualmente os brancos das amostras de cada lavagem.
Neste ensaio os reagentes Folin-Ciocalteu e Na,CO3 foram substituidos por agua.

Os compostos fendlicos também foram dosados na agua residual da hidrélise
acida e na agua de lavagem do substrato in natura (utilizando a proporcdo de 10%

m/v com agua destilada).
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Determinacdo da atividade da enzima Cellic CTec2 na presenca das aguas de

lavagem contendo compostos fendlicos

A atividade da celulase, as quais foram adicionadas as aguas de lavagens
para testar o efeito inibitdrio dos compostos fendlicos ali presentes e do pH, foi
determinada de acordo com o método descrito por GHOSE (1987).

As aguas de lavagem de EFBs obtidas ap0s cada etapa de lavagem do
residuo proveniente do tratamento basico, foram adicionadas na reacéo no lugar da
solucéo tampéo (1,0 mL) em triplicata. O controle da atividade enzimética, branco da
enzima, foi preparado com a Cellic CTec2 e tampéao citrato sédio 0,05 M e pH 4,8. A
concentracdo da enzima 1,2x10° g/L foi utilizada igualmente para o controle e
também nos diferente ensaios, portanto o branco da enzima foi 0 mesmo para todas
as amostras. O branco do espectrofotdmetro foi preparado com as amostras em
lugar do tampéo.

Neste método utiliza-se papel de filtro (PF) Whatman n°1 (50 mg ou 1 x 6,0
cm) como substrato para celulase, e o acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) para
quantificar acUcares redutores totais (ART) liberados pela reacdo. As amostras
foram analisadas em espectrofotdmetro SP-2000. As atividades foram expressas em
unidades por mililitro (U/mL).

Uma unidade internacional (U) de atividade enzimatica é definida como a
quantidade de enzima necessaria para converter 1 ymol de produto (glicose) por
minuto. Na TABELA 8 estdo apresentados os procedimentos utilizados nos ensaios
enzimaticos das amostras de aguas de lavagens provenientes do tratamento

quimico de EFBs.
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TABELA 8 - ENSAIOS ENZIMATICOS PARA DETERMINAGAO DA ATIVIDADE CELULOLITICA
PRESENTE EM AGUAS DE LAVAGENS

ENSAIO BRANCO DA ENZIMA BRANCO DO
ESPECTROFOTOMETRO

1,0 mL de amostra* 1,0 mL de tampéo 1,5 mL de amostra*
0,5 mL da enzima 0,5 mL da enzima Adig&o de 3 mL do DNS
Banho a 50 °C Adicéo de 3 mL do DNS Ebulicdo 5 min
Adi¢édo do o PF Ebulicdo 5 min Adicao de 20 mL de 4gua
Incubacgéo a 50°C 60 min Adicdo de 20 mL de agua Leitura a 540 nm
Adicéo de 3 mL do DNS Leitura a 540 nm

Ebulicdo 5 min
Adicao 20 mL de agua
Leitura a 540 nm
*Diferentes aguas residuais de lavagem.

De posse das leituras das absorbancias obtidas apos hidrélise enzimética do
papel filtro com as 4guas de lavagem substituindo o tampéao, e utilizando a equacgéo
prévia obtida da curva padrdo de glicose (APENDICE 1), foi possivel determinar a
concentracdo dos ART liberada pela enzima, e também utilizar este valor para

converte-lo em atvidade enzimatica através da Equacao 3:

FPU = [glicose liberada] x 0,185 (Equacéo 3)

Uma derivacgéo de:

1,0 mg glicose = 1,0 /[0,18 x 0,5 x 60] pmol min™® mL™ = 0,185 unidades.mL™.

3.2.7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para andlise de etanol e

acucares

O etanol e os acucares individuais (glicose, celobiose, arabinose e xilose)
foram quantificadas por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), em um
cromatoégrafo da marca Shimadzu, com detector de IR e volume de amostra no
injetor de 20yuL, usando a coluna Aminex HPX-87 H, fase movel de H,SO,4 a 5 mM,

com vazéo de 0,6 mL/min, a 60°C. As amostras foram diluidas em agua deionizada
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de acordo com suas concentragfes, centrifugadas (10.000 rpm, 10 min) e filtradas
utilizando filtros de acetato de celulose com poros de 0,22 um. A concentracdo de
acucares e de etanol finais foram obtidas pelo produto de suas respectivas
concentragcbes individuais pela diluicdo utilizada. Os padrbes utilizados foram:
glicose, celobiose, arabinose, xilose e etanol, em duas concentracbes 1 e 2 g/L. Os

tempos de retencdo podem ser vistos no Apéndice I.

3.2.8 Tratamento enzimatico dos substratos Avicel e EFB pré-tratado (EFB;)

A otimizacao das condi¢cfes do tratamento enziméatico da celulose presente no
substrato sintético Avicel e nos EFBs pré-tratados com enzimas comerciais foi
avaliada com o suporte do software Statistica 5.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK). A
resposta empregada para a degradacéo da celulose foi a recuperacdo de glicose
presente.

Para as respostas geradas, um modelo pautado em regresséao linear multipla
foi proposto e sua significAncia estatistica foi avaliada por Analise de Variancia
(ANOVA). As superficies de resposta foram utilizados para definir as condic¢des, que
separadamente e simultaneamente, maximizam a variavel resposta.

Os delineamentos experimentais foram planejados com as variaveis:
concentracdo das enzimas (Cellic CTec2 e Celuclast 1.5L em conjunto com a
Novozymes 188), a concentracdo de substrato (Avicel e EFB ap6s pré-tratamento
acido e basico) e o tempo.

Inicialmente as otimizacbes foram realizadas somente com o substrato
sintético Avicel para cada uma das enzimas: Cellic CTec2 e Celluclast 1.5L +
Novozymes 188. Para o substrato EFB; as otimizacdes partiram das matrizes pre-
otimizadas com o substrato Avicel, e foram repetidas com as mesmas condi¢oes.

Com as otimizagdes esperou-se aumentar a concentragdo da glicose (g/L)
obtida apds a hidrolise enzimética. Principalmente para o EFB; as otimizagfes visam
produzir um hidrolisado passivel de ser utilizado para a producdo de etanol
celulosico.

Os experimentos foram conduzidos em Erlenmeyers de 250 mL, com volume

total de 30 mL, contendo o substrato, o tampéo e a enzima, nos respectivos niveis
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estipulados para cada ensaio. Os frascos Erlenmeyers foram colocados em shaker
com banho maria com temperatura de 50°C e 100 rpm de agitacdo. Apds o0 término
da hidrdlise enzimética, o material foi fervido por 5 min para a desnaturacdo das
enzimas. Na FIGURA 14 é possivel observar o tipo de equipamento utilizados e

como os frascos Erlenmeyers foram dispostos durante a sacarificagdo enzimatica.

FIGURA 14 - SHAKER TIPO BANHO-MARIA E A DISPOSICAO DOS ERLENMEYERS NO
INTERIOR

A separagdo do sOlido e do sobrenadante, hidrolisado, foi feita por
centrifugacéo a temperatura ambiente, velocidade de 4.500 rpm por 15 min.
A andlise dos acucares foi realizada por CLAE conforme o item 3.2.7.
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3.2.9 Determinacéo da atividade enzimatica das enzimas comerciais empregadas na

hidrélise enzimatica de EFB e Avicel

3.2.9.1 Atividade celulolitica das enzimas empregadas no tratamento enzimatico de
EFB e Avicel

As enzimas comerciais foram previamente caracterizadas quanto a atividade
enzimatica antes de seu emprego no tratamento enzimatico de EFBs. A atividade
das celulases foi determinada de acordo com o método descrito por GHOSE (1987),
utilizando papel de filtro Whatman n°1 (50 mg ou 1 x 6,0 cm) como substrato para
celulase, e o &cido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) como reativo empregado para
qguantificar acuUcares redutores totais (ART) por método espectrofotométrico. O
resultado foi expresso em unidades de papel filtro, FPU (Filter Paper Unit) ou
atividade em papel filtro, por mililitro (FPU/mL). Para a celulase, uma unidade da
atividade de enzima (FPU) é baseada na liberacdo de exatamente 2,0 mg de glicose
equivalente, isto &, 2,0/0,18016 umol de 50 mg de papel de filtro por 0,5 mL de
enzima diluida em 60 minutos de reacéo.

A curva padréo foi preparada de acordo com o APENDICE I. O branco para
zerar o0 espectrofotdbmetro foi preparado usando 0,5mL de agua destilada em
substituicdo a solucdo de glicose.

Para o célculo das atividades enzimaticas em FPU/mL das duas enzimas
(Celluclast 1.5L e Cellic CTec2), foram feitas diluicbes que liberassem concentragdes
acima e abaixo de 2 mg de agucares redutores totais (ART).

Na TABELA 9 é possivel observar como foram realizados os ensaios para
cada diluicdo. Nos tubos reacionais utilizados para a determinagao da atividade em
FPU das enzimas citadas, foi adicionado 1,0 mL de tampé&o citrato e, em seguida, 50
mg de papel de filtro. Os tubos foram levados ao banho maria a 50°C, e entédo
adicionou-se 0,5 mL de cada uma das diluicbes da solucdo estoque de glicose
ficando imersos por exatamente 60 minutos. Apds este periodo foi adicionado 3,0
mL do reagente colorimétrico (DNS) e os tubos foram levados a ebulicdo por 5 mim.

Apos o resfriamento das amostras, 20 mL de agua deionizada foram adicionados.
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Assim, os tubos foram agitados e as amostras lidas a 540 nm em espectrofotometro
SP-2000.

TABELA 9 - PROCEDIMENTOS UTILIZADOS NOS ENSAIOS DE DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE
ENZIMATICA

ENSAIO

BRANCO DA ENZIMA

BRANCO DO
ESPECTROFOTOMETRO

1,0 mL de tampdo citrato
0,5 mL da enzima*
Banho a 50 °C
Adicdo o PF
Incubacgéo a 50°C 60 min

Adicdo de 3 mL do DNS

1,0 mL de tampéo
0,5 mL da enzima*
Adicdo de 3 mL do DNS
Ebulicdo 5 min
Adicéo de 20 mL de 4gua

Leitura a 540 nm

1,5 mL de tampéo
Adicéo de 3 mL do DNS
Ebulicdo 5 min
Adicéo de 20 mL de agua

Leitura a 540 nm

Ebulicdo 5 min
Adicéo de 20 mL de agua

Leitura a 540 nm

*CellicCtec 2 ou Celluclast 1,5L

De posse das leituras das absorbancias obtidas apd6s hidrélise enzimatica do
papel filtro e utilizando a equacéo obtida da curva padrdo de glicose (APENDICE 1)
foi possivel determinar a concentracdo dos ART liberados pela enzima em cada um
dos ensaios. A partir destes valores, foi construido um grafico semilog relacionando
as diluicbes da enzima e suas respectivas concentracdes de acucar redutor
(determinadas por DNS) liberados por 0,5 mL de enzima diluida, que serviu para
determinar, por regressao linear (interpolacéo), a diluicdo da enzima necessaria para
liberar 2 mg glicose no meio reacional. Encontrada esta diluicdo foi aplicada a

Equacéo 4 para a determinagao de atividade da enzima:

2,0
(0,18016:0,5-60-[enzima diluida]

FPU/mL = 1

umol - min~! - mL™! (Equacéo 4)

0,37
[enzima diluida]

FPU/mL =
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3.2.9.2 Atividade da enzima B-glicosidase

A atividade da enzima [-glicosidase/celobiase foi determinada para as
enzimas Novozymes 188 e Cellic CTec2, segundo o protocolo proposto por GHOSE
(1987). Aliquotas de 1 mL da solucdo enzimatica, em diluicbes diferentes, foram pré-
incubadas a 50°C e a reacéo foi iniciada com a adicdo de 1 mL de uma solucao de
celobiose a 15 mmol/L em tampé&o citrato 0,05M, pH 4,8. Ap6s 30 min, a reacao foi
encerrada com a imersao dos tubos em agua fervente por 5 min.

Os acucares soluveis produzidos foram analisados por CLAE como no item
3.2.7 (PITARELO et al., 2012). No APENDICE IV encontra-se a metodologia de
determinacao da atividade.

Uma unidade da atividade de B-glicosidase (CBU) baseia-se na liberacédo de
exatamente 1,0 mg de glicose, isto é, 0,5/0,18016 umol de celobiose convertida por
1,0 mL de enzima diluida em 30 minutos de reacéo.

A atividade enzimatica de Novozymes 188 e Cellic Ctec2 foi calculada através

da Equacéao 5:

CBU/mL = [glicose liberada] x 0,0926 (Equacéo 5)

Uma derivagéo de :
1,0 mg glicose = 0,5 de celobiose convertida/[0,18 x 1,0 x 30] pmol min®* mL*=
0,0926 U/mL.
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3.2.10 Otimizacbes das condi¢cbes do processo de hidrélise enziméatica do substrato

Avicel

3.2.10.1 Otimizacédo da hidrélise enzimatica de Avicel com as enzimas comerciais

Celluclast 1.5L e Novozymes 188

Para as enzimas Celluclast 1.5L e Novozymes 188 foram realizados dois
planejamentos. A primeira etapa consistiu em um planejamento fatorial incompleto
2*1 contendo 2 niveis, 4 variaveis, e trés repetices nas condicées do ponto central,
totalizando 11 experimentos (TABELA 10) . As variaveis independentes estudadas
foram o tempo de hidrélise, as concentracdes das duas enzimas e do substrato
(Avicel), a variavel dependente foi a concentracéo de glicose .

A segunda etapa da otimizacdo foi conduzida por meio da metodologia de
superficie de resposta gerada por delineamento estatistico experimental chamado
Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) O planejamento DCCR é
composto por 3 fatores, acima citados, em 5 niveis e , 8 pontos fatoriais, cinco
replicatas do ponto central e seis pontos axiais, totalizando 19 experimentos
(TABELA 11). Nesta fase, a concentracdo do substrato Avicel foi fixada em 15%

(m/v), e as variaveis foram as concentracdes das duas enzimas e o tempo.

TABELA 10 - NIVEIS DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO FATORIAL
INCOMPLETO — HIDROLISE ENZIMATICA DE AVICEL COM AS ENZIMAS CELLUCLAST 1.5L E
NOVOZYMES 188 — 12 ETAPA

NIVEL TEMPO % CELLUCLAST % NOVOZYMES % AVICEL

(h) 15L 188 (m/iv)*
(VIv)* (VIv)*
-1 24 1 0 5
0 48 2,5 0,2 10
1 72 4 0,4 15

*v=volume de tampé&o citrato pH 4,8
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TABELA 11 - NIiVEIS DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO DCCR - HIDROLISE
ENZIMATICA DE AVICEL COM AS ENZIMAS CELLUCLAST 1.5L E NOVOZYMES 188 — 22 ETAPA

NIVEL TEMPO %CELLUCLAST _ % NOVOZYMES
(h) 1.5L (VIV)* 188 (V/v)
1,7 6,0 0,5 0,0
-1,0 19,4 1,2 0,2
0,0 38,9 2,2 0,5
1,0 58,5 3,3 0,8
1,7 72,0 4,0 1,0

*v=volume de tampao citrato pH 4,8.

3.2.10.2 Otimizacéo das condi¢Bes da hidrélise enzimética de Avicel com a enzima

comercial Cellic CTec2

Para a otimizacdo da hidrélise enzimatica com a enzima Cellic CTec2 foi
empregado um DCCR (Delineamento composto Central Rotacional). O planejamento
DCCR foi composto por 5 niveis e os 3 fatores, acima citados, 8 pontos fatoriais,
cinco replicatas do ponto central e seis pontos axiais, totalizando 19 experimentos
(TABELA 12). As variaveis independentes estudadas foram o tempo de hidrélise, a
concentragdo da enzima e do substrato. A variavel dependente estudada foi a
concentragéo de glicose.

TABELA 12 — NIVEIS DOS FATORES ESTUDADOS NO DCCR PARA A OTIMIZACAO DA
HIDROLISE ENZIMATICA DO SUBSTRATO AVICEL COM A ENZIMA CELLIC CTEC2

NIVEIS TEMPO %CELLIC % AVICEL
(h) CTEC2 (viv)* (miv)**
-1,7 6,0 0,5 5,0
-1,0 19,4 1,2 7,0
0,0 38,9 2,2 10,0
1,0 58,5 3,3 13,0
1,7 72,0 4,0 15,0

*v=volume de tampao citrato pH 4,8.
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3.2.11 Estudo da otimizacéo das condi¢cdes do processo de hidrdlise enzimatica dos
EFB:s

Nesta etapa foi utilizada a mesma estratégia de hidrélise enzimatica do
substrato Avicel entretanto, o substrato utilizado foi EFB pré-tratado com &cido e
base.

O estudo de otimizacdo foi realizado em duas etapas com dois
planejamentos experimentais do tipo DCCR: um para as enzimas Celluclast 1,5L em
conjunto com a Novozymes 188 e outro para a enzima Cellic CTec2.

A partir destes resultados foi escolhida a melhor condicdo de processo
enzimatico, a que gerou melhor resposta, entre as enzimas utilizadas, também
considerando, além da concentracdo de acucares final, o valor econémico das

enzimas.

3.2.11.1 Otimizacdo da hidrélise enzimatica da EFB; com as enzimas comerciais

Celluclast 1.5L e Novozymes 188

Na TABELA 13 sdo apresentados os niveis dos fatores estudados para a
otimizagdo do processo de hidrélise de EFBt com as enzimas Celluclast 1.5L e
Novozymes 188.

TABELA 13 - NIVEIS DOS FATORES ESTUDADOS NO DCCR PARA OTIMIZACAO DA HIDROLISE
ENZIMATICA DE EFBt 15% (m/v) COM AS ENZIMAS CELLUCLAST 1.5L E NOVOZYMES 188

NIVEL TEMPO %CELLUCLAST % NOVOZYMES

(h) 1.5L (VIv)* 188 (VIV)
1,7 6,0 0,5 5,0
1,0 19,4 1,2 7,0
0,0 38,9 2,2 10,0
1,0 58,5 3,3 13,0
17 72,0 4,0 15,0

*v=volume de tampao citrato pH 4,8
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3.2.11.2 Otimizag&o da hidrolise enzimética de EFB; com a enzima comercial Cellic
CTec2

Na TABELA 14 sdo apresentados os niveis dos fatores estudados para a

otimizacao do processo de hidrolise de EFBt com a enzima Cellic CTec2.

TABELA 14 — NIVEIS DOS FATORES ESTUDADOS NO DCCR PARA OTIMIZAGAO DA HIDROLISE
ENZIMATICA DE EFB, COM A ENZIMA CELLIC CTEC2

NIVEIS TEMPO %CELLIC % EFB+
(h) CTEC2 (vIv)* (miv)**
-1,7 6,0 0,5 5,0
-1,0 19,4 1,2 7,0
0,0 38,9 2,2 10,0
1,0 58,5 3,3 13,0
1,7 72,0 4,0 15,0

*v=volume de tampao citrato pH 4,8.
**EFB, = EFB pré-tratado com acido e base

3.2.12 Estudo de variacao de escala da hidrélise enzimatica de EFB;

Um estudo de variacdo de escala do processo de hidrélise enzimatica de EFB;
foi conduzido em um pequeno tanque agitado de volume 1 L. A melhor condicdo de
sacarificacdo foi proporcionada pela enzima Cellic CTec2 visando um melhor
rendimento da hidrolise enzimética da celulose do EFBt.

O sistema € composto por um “reator” de volume 1L com tampa, fixada por
quatro parafusos, 0 qual fica submerso na agua com temperatura controlada a
50°C. O reator possui um orificio por onde passa uma haste contendo agitadores
do tipo hélice que promovem a agitacdo. A velocidade de agitacdo foi fixada em 100
rpm (FIGURA 15). Os valores foram ajustados para um volume de 500 mL de

tampao citrato pH 4,8.
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Terminado o tempo de reacdo, a temperatura do banho foi ajustada para
100°C e ap0Os o inicio da fervura foram contados 5 minutos, encerrando o processo.
Apos o resfriamento, a suspenséo foi filtrada a vacuo e o hidrolisado foi separado do
solido.

O residuo solido desta etapa foi seco em estufa de circulagdo de ar a 45°C
overnight e analisado quanto a composicdo quimica e morfolégica (MEV). O

hidrolisado foi analisado por CLAE como no item 3.2.7.

FIGURA 15 - EQUIPAMENTO UTILIZADO NO ESCALONAMENTO DO PROCESSO DE HIDRC')LINSE
ENZIMATICA DO EFBt: BANHO MARIA ACOPLADO A UM AGITADOR MECANICO E DISPOSICAO
DA AMOSTRA NO RECIPIENTE

3.2.13 Comparacao do tratamento enzimatico do EFB; com a enzima produzida no
LPB

ApGs a otimizacdo da hidrolise enzimatica com o EFB;, foi realizado um teste

repetindo a melhor condicdo com um extrato enzimatico obtido pelo aluno Marcelo



81

Maceno, durante a realizacdo do subprojeto C-1 intitulado “Produgéo de Celulases a
partir de Residuos de Palma”, no LPB.

O extrato enzimatico foi produzido pelo micro-organismo Phanerochaete sp.
PH-HD, que pertence ao banco de cepas do Laboratério de Processos
Biotecnolégicos (LPB). Assim, a hidrélise enzimatica ocorreu com o0 extrato
enzimatico na concentracdo de 2,4% (v/v) em tampao citrato pH 4.8, com 15% (m/v)
de EFB; em 38,9 h de hidrdlise. As condi¢des de hidrolise foram 50°C e 100 rpm.

Apébs o término da reacdo as amostras foram centrifugadas a 4500 rpm, e 0
sobrenadante foi encaminhado a analise de agucares por CLAE.

3.2.14 Céalculo do rendimento do tratamento enzimatico

Para cada concentracdo das enzimas utilizadas, Celluclast 1.5L, Cellic CTec2
e Novozymes 188, foi realizado um controle para a quantidade de glicose presente.
Estes valores foram descontados levando em consideracdo a concentragcéo
individual das enzimas em casa ensaio dos planejamentos.

O rendimento da sacarificacdo pode ser expresso em % de liberacdo de

glicose a partir de celulose, por meio da Equacao 6 (CHEN, XIA, e XUE, 2007):

(Equacéo 6)

Rendimento da sacarificagdo enzimatica %

B glicose liberada (mg) x 0,9 x 100
" Peso da amostra (mg) x contetido de glucana(%)

O rendimento pode ser simplesmente calculado como a relagdo entre a
concentracdo de glicose final e a concentragéo inicial de substrato, EFB pré-tratado,

inicial, através da Equacéo 7:

. e o al. de gli ~
Rendimento da sacarificagdo enzimatica = 2—2—"_ (Equacéo 7)
g de substrato
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3.2.15 Testes com leveduras alcoogénicas para a producao de etanol de 22 geracéo

a partir do hidrolisado enzimatico de EFBt

Para a selecdo da melhor cepa para a producdo de etanol utilizou-se
primeiramente um meio sintético modificado (ALFANI et al., 2000).

Duas leveduras alcoogénicas, Candida pelliculosa CCT 7734 e
Saccharomyces cerevisiae YB 2293, foram testadas quanto a sua capacidade em
produzir etanol. Apés a comparacgao, a cepa que apresentou o melhor resultado foi
utilizada nos experimentos de fermentagdo do hidrolisado obtido do tratamento

enzimatico de EFBs pré-tratados para a producao de alcool de 22 geracgéao.

3.2.15.1 Conservacéao das cepas

O meio de cultura utilizado para a conservacédo das cepas foi o YMA (Yeast
Extract Malt Agar), com a seguinte composicao: glicose 1,0% (m/v), peptona 0,5%
(m/v), extrato de levedura 0,3% (m/v) e extrato de malte 0,3 %, agar 2% (m/v) em
agua deionizada. Os compostos foram dissolvidos por aguecimento até a fervura e
esterilizados em autoclave a 121°C por 20 min. Em seguida, o meio foi distribuido
em tubos de ensaio previamente esterilizados e estes foram posteriormente

armazenados sob refrigeracéao a 4°C.

3.2.15.2 Condic¢bes de crescimento das cepas utilizadas

As cepas foram repicadas em tubos inclinados esterilizados com meio sélido
YMA e incubadas em estufa durante 24 a 48 h a 28°C. Este procedimento foi
executado em todos os momentos que antecederam 0s ensaios, de forma a manter

a cultura viavel e/ou obter biomassa suficiente para os procedimentos de inoculagao.
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3.2.15.3 Preparo do pré-indculo de cada levedura utilizada

O preparo do pré-indculo foi realizado por transferéncia de duas alcadas do
tubo inclinado contendo a levedura para Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de
meio de crescimento YPG (Yeast Potato Glucose). O meio em questdo € composto
por 20 g/L de glicose , 20 g/L peptona e 10 g/L de extrati de levedura em agua
destilada (KASSIM et al.,, 2011). O pH foi ajustado para 5,5 previamente a
esterilizacdo do meio. O volume do pré- inoculo utilizado foi de 10% (v/v) em relacdo
ao volume do meio. Os frascos Erlenmeyer foram incubadas a 28°C sob agitacéo
orbital de 120 rpm por 24 h, obtendo biomassa suficiente para os procedimentos de

inoculacao.

3.2.15.4 Producéo de etanol em meio sintético

Os ensaios iniciais de fermentacédo foram realizados com glicose comercial na
concentracdo de 50 g/L e com as duas cepas Candida pelliculosa — CCT 7734 e
Saccharomyces cerevisiae YB 2293 . Para tanto, foram utilizados frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 ml de meio, composto de 50 g/L de glicose, 2,5
g/L de extrato de levedura, 0,25 g/L de (NH4).PO, e 0,025 g/L de MgSO,4.7H,0O
(ALFANI et al., 2000), diluidos em agua deionizada, e 5,0 mL do in6culo (10% v/v).
O pH do meio foi ajustado para 5,5, previamente a esterilizacdo. Os ensaios foram
conduzidos em incubadora de agitacao orbital a 28°C e 100 rpm por 72 h, sendo que
apos este periodo foram realizadas andlises de crescimento celular (peso seco), pH
do cultivo e producéo de etanol.

3.2.16 Producao de etanol com o hidrolisado enzimatico de EFB;

O hidrolisado rico em glicose obtido da sacarificagdo de EFB foi utilizado

como unica fonte de carbono para producéo de etanol, que foi realizada utilizando a



84

cepa escolhida na etapa anterior (Candida pelliculosa — CCT 7734 ). As etapas: de
conservacao das cepas, condicbes de crescimento e pré-indculo foram realizadas
conforme o item 3.2.15.

A diluicdo do hidrolisado para a concentracao final de 50 g/L de glicose foi
realizada com a adicdo de uma solugcédo concentrada dos demais suplementos: 2,5
g/L de extrato de levedura, 0,25 g/L de (NH4).PO, e 0,025 g/L de MgSO,4.7H,0O
(ALFANI et al., 2000), diluidos em agua deionizada. Ambas as solu¢des tiveram o
pH ajustado para 5,5 previamente a esterilizacdo e misturadas assepticamente. A
fermentacdo ocorreu em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio e
5,0 mL do in6culo. Os ensaios foram realizados em incubadora de agitacéo orbital a
28°C e 100 rpm por 96 h, sendo que a cada 24 h ocorria 0 monitoramento do

crescimento celular (massa seca), pH do cultivo, e producao de etanol.

3.2.17 Determinacdo dos parametros fermentativos

Foram realizadas andlises dos parametros fermentativos massa seca e
producdo de etanol nas fermentacdes com o substrato sintético e com o hidrolisado
proveniente do tratamento enzimatico.

Para a determinacdo da massa seca, um volume conhecido de suspensao de
células foi transferida para tubos Falcon, previamente tarados, centrifugada a 4.500
rpm por 10 min e seca até massa constante.

A massa seca foi determinada entéo, por diferenca de massa , o0s resultados
foram expressos em termos de gramas de células secas/100mL de suspenséao (%
m/v).

O sobrenadante foi analisado quanto a producéo de etanol por CLAE como no
item 3.2.7.

A eficiéncia da fermentacdo foi calculada pela Equacéo 8 (KASSIM et al.,
2011):

n . Etanol (g) -
Eficiéncia da fermentagdo % = L % 100 (Equacéo 8)

Glicose (%)XO,Sl
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4.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO PREVIA DOS SUBSTRATOS

4.1.1 Preparacao dos cachos de frutos vazios (Empty Fruit Brunch — EFBS)

Antes de iniciar o pré-tratamento (acido/basico), os EFBs foram secos e
moidos. O material que chegou ao laboratério, proveniente da unidade de
processamento Biopalma (Vale/Pard), passou por uma etapa de secagem na
industria. Uma nova secagem do material foi realizada ap6s o recebimento,
previamente a moagem, com o0 objetivo de minimizar a proliferacdo de micro-
organismos que pudessem degradar o material. A moagem busca a redugcdo do
tamanho das particulas, o aumento da é&rea superficial e da acessibilidade do
substrato aos processos de hidrolise (ALVIRA et al., 2010).

Os EFBs moidos foram separados (item 3.2.1) em peneiras de separacdo
para garantir a homogeneidade dos tamanhos das particulas nos demais
experimentos. A fracdo escolhida da biomassa para dar inicio ao pré-tratamento foi a
de 0,35-0,85 mm. Esta escolha foi baseada na literatura que recomenda a faixa de
tamanho de particula inicial de 0,5 a 1 mm (SHAHRIARINOUR et al., 2011,
HAMZAH, IDRIS e SHUAN, 2011; HASSAN et al., 2013).

Um estudo com diferentes particulas de EFB (>0,4; 0,3-0,4;<0,3 mm) mostrou
gue o tamanho >0,4 mm propiciou um melhor rendimento de xilose independente do
tratamento quimico (branqueamento ou tratamento alcalino) de EFBs pré-
hidrolisados com H,SO,4 (AZIZ et al., 2002).

Yeh, Huang e Chen (2010) avaliaram a interferéncia do tamanho da particula
de celulose microcristalina de algodao na hidrélise enzimatica. Quando o tamanho
da particula (25,5 um) foi reduzido para 0,8 um, o rendimento de glicose foi
aumentado de 50% para 90%. Os dados demonstraram que a moagem é um
método que possibilita 0 aumento do rendimento da hidrdlise enzimatica de celulose,

pois suscetibiliza o material a agdo enzimatica.
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4.1.2 Caracterizagdo quimica e morfologica dos EFBs

Apbés a moagem e separacdo, os EFBs foram caracterizados por meio da
metodologia citada no item 3.2.2. Os resultados obtidos para os teores de umidade,
cinzas, celulose, hemicelulose e lignina, encontrados, sao apresentados na TABELA
15, onde também é possivel compara-los com alguns dados de caracterizacédo de

EFB ja relatados por outros autores.

TABELA 15 - COMPARACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EFBs SEM TRATAMENTO
PROVENIENTES DE DIFERENTES REGIOES

COMPONENTE CELULOSE HEMICELULOSE LIGNINA CINZAS UMIDADE REFERENCIA/
DE EFB % % % % % PAIS DE
PROCEDENCIA
DO RESIDUO
44,3 30,1 13,5 2,1 7,2 Este
trabalho/Brasil
43,8 35,0 16,4 - - HAMZAH, IDRIS e
SHUAN,
2011/Malasia
46,0 30,4 20,0* 3,6 - RASHID et al.,
2011/Malasia
39,8 17,3 28,8* - - KIM e KIM
2013/Malasia
36,1 22,4 26,4* 2,9 11,0 HASSAN et al.,
2013/Malasia
41,2 - 28,4* 5,4 - Purwandari et
al.,2013/
Indonésia

*Representa o valor da lignina insolavel

Analisando a primeira linha da TABELA 15 nota-se que a soma dos

componentes atingiu cerca de 97,2%. Isso se deve ao fato de que alguns compostos
tais como acidos urbénicos e compostos inibidores ndo foram quantificados.

Os valores obtidos nesta analise estdo, de um modo geral, dentro da faixa de
valores encontrados na literatura. A variacdo da composicdo se deve a fatores
climaticos como temperatura e umidade, relevo e constituicdo do solo e tipos de
plantios e colheitas (ABDULLAH, NAZIR e WAHJOEDI, 2011), além de fatores
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técnicos como diferentes metodologias utilizadas para a caracterizacdo. Nao foi
encontrado outro trabalho que apresentasse a composicdo de EFBs produzidos no
Brasil para fins comparativos.

Por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi possivel visualizar
a estrutura rigida e ordenada dos EFBs, além da constatacao de corpos de silica na
superficie do residuo lignocelulésico cru.

Nas FIGURAS 16 a 19 onde se pode visualizar o EFB sem tratamentos
quimicos, observa-se a superficie rigida coberta por uma camada de material
formado por ceras ou de lignina, como descrito na literatura. Esta camada pode ser
uma cuticula ou camada de protecéo para evitar a perda de agua nos vegetais, que
apos tratamento com vapor em EFB foi retirada da superficie tornando-a mais clara
e sendo entdo possivel observar os corpos de silica (SHAMSUDIN et al., 2012).

A presenca de silica na superficie de EFBs também foi comprovada por
outros autores (GHAZALI, WAN ROSLI e LAW, 2009; HASSAN et al.,, 2013;
HAMZAH, IDRIS e SHUAN., 2011).

Os dados obtidos a partir desta caracterizacdo foram utilizados para
acompanhar as modificacdes do residuo ao longo do pré-tratamento acido/basico,
tanto na composi¢cdo quimica dos principais componentes presentes no EFB, bem
como avaliar as modificacfes estruturais da fibra.

Com estes resultados foi possivel concluir que a composicdo quimica dos
EFBs provenientes da industria Biopalma, ap6s o processo de extracdo de 6leo de
palma para producdo de biodiesel no Brasil, esta de acordo com a composicdo do
residuo em diferentes partes do mundo. E ainda, por possuir composi¢ao
lignocelulésica, principalmente celulose, pode ser submetido a tratamentos para a
producdo de bioetanol de segunda geracdo (SUN e CHENG, 2002; JIRGENSEN,
KRISTENSEN e FELBY, 2007). O bioetanol de segunda geracdo de EFB é
recomendado como um combustivel renovavel, pois hdo compete com a inddstria de
alimentos por matéria-prima, além de evitar sérios impactos ambientais (TAN, LEE e
MOHAMED, 2010).
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4.1.2 Caracterizagao do substrato Avicel

O substrato sintético Avicel® PH-101 (Fluka, Sigma-Aldrich), o qual foi
empregado para fins de comparacdo como substrato teste, foi utilizado puro na
etapa de hidrélise enzimatica. Por se tratar de uma celulose microcristalina pura, ndo
necessitou de pré-tratamento. A média de tamanho de particula deste substrato € de
aproximadamente 50 um.

Nas FIGURAS 20 e 21 obtidas da analise por microscopia eletrbnica de
varredura observa-se a estrutura do Avicel. Como nédo se trata de um substrato
lignoceluldsico, este ndo apresenta as mesmas caracteristicas visiveis nos residuos

lignocelul6sicos, como por exemplo a estrutura compacta com poros na superficie.

X188 188mm

FIGURA 17 - ESTRUTURA SUPERFICIAL DO SUBSTRATO AVICEL NO AUMENTO DE 500X
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4.2 PRE-TRATAMENTO ACIDO-BASICO

O pré-tratamento dos EFBs foi realizado com intuito de melhorar a
acessibilidade das enzimas a celulose e, uma vez que a celulose é o principal alvo
para bons rendimentos de hidrélise enzimatica e, subsequente, producdo de
bioetanol. As pentoses e a lignina, que sao solubilizadas, estdo sendo estudadas em
outro subprojeto do Projeto global BIOPAL dentro da biorrefinaria integrada, o qual é
voltado ao pré-tramento fisico-quimico do EFB. .

O pré-tratamento prévio da biomassa lignocelulésica é fundamental, pois a
composicdo e proporcdo dos elementos constituintes estruturais dos residuos
lignocelulésicos afeta diretamente o rendimento da sacarificacdo enzimética. Tal fato
foi constatado por Mussato e colaboradores (2008) utilizando bagagco de malte.
Alguns fatores especificos da composi¢cdo e estrutura da biomassa influenciam a
hidrolise e bioconversdo da celulose, dentre eles destacam-se: area de superficie,
grau de cristalinidade, grau de polarizacdo, celulose revestida por hemicelulose e,
também, presenca de lignina e grupos acetil (MOOD et al., 2013).

Assim, inicialmente foi realizada a remoc¢do da hemicelulose com HCI, e
depois a solubilizacdo da lignina com NaOH sob acdo de temperatura e pressao,
como detalhado no item 3.2.5 e 3.2.6 respectivamente. Todas as etapas do pré-
tratamento foram acompanhadas pela amostragem das diferentes etapas e anélises
de caracterizacdo e composicdo quimica (3.2.2), MEV (3.2.3) e EDS (3.2.4) para
verificar as modificacdes estruturais sofridas e deteccdo de estruturas identificadas

visualmente como silica presente na fibra.

4.2.1 Composicédo do EFB ap0s pré-tratamento acido-basico

Os resultados da composicdo quimica dos principais componentes da
biomassa, e a solubilizacdo dos componentes apdés o tratamento acido-basico

podem ser vistos na TABELA 16 e 17, respectivamente.
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Na TABELA 16 é possivel observar uma grande faixa de composi¢des apos

diferentes tipos de pré-tratamento. Os resultados podem sofrer variacbes devido as

diferentes metodologias utilizadas para fazer a caracterizacdo. Os diferentes pré-

tratamentos influenciam a composicdo final dos residuos, e principalmente a

hidrolise enzimatica (MOOD et al.,, 2013). Nesta tabela, o valor obtido para a

composicao de celulose final (62,7%) esta dentro da faixa encontrada na literatura

(34,4-77,3%), apos os diferentes tipos de pré-tratamento. O resultado mais proximo

(66,8%), foi obtido por Hamzah, Idris e Shuan (2011), utilizando como pré-

tratamento a metodologia de Liquid Hot Water, seguida de polpacdo quimica com

NaOH e branqueamento com hipoclorito de sédio. Estes autores também relataram

que a solubilizacdo da hemicelulose e da lignina foram de 30 e 56%,
respectivamente.
TABELA 16 - COMPOSICAO DE EFBs APOS TRATAMENTO ACIDO-BASICO
COMPONENTE/  CELULOSE  HEMICELULOSE  LIGNINA  CINZAS UMIDADE REFERENCIA
TIPO DE PRE- (%) (%) (%) (%) (%) (%)
TRATAMENTO
EFB antes 44,8 30,1 13,5 2,1 7,2 Este trabalho
Apos pré 62,7 4,1 25,2 0,6 7,6 Este trabalho
- tratamento HCI-
NaOH
Exploséo a vapor 34,4 16,0 30,5* 2,4 12,4 HASSAN et al.,
+0,5% Ac. 2013
acético
Trat basico 57,3 22,4 15,6* 4.8 - RASHID et al.,
2011
Trat 1% NaOH 54,2 29,1 15,1* 2,9 - KASSIM et al.,
+0,7% H,S04 2011
LHW + NaOH 66,8 24,5 7,3 - - HAMZAH,
IDRIS e SHUAN
, 2011
Autoclave: 4% 77,3 3,5 9,1 - - KIM et al., 2012

H2804 - 10 mol/L
NaOH

* Expressa os valores de lignina insoldvel em 4cido

Na TABELA 16 também é possivel observar que a quantidade de lignina

aumentou em relagdo ao contetdo inicial. Este fato pode ser justificado pela

TABELA 17, a qual traz as perdas em massa do residuo ap0s o pré-tratamento.
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Houve uma solubilizacdo de 70% em massa total que continha estes trés
componentes (celulose, hemicelulose e lignina), e este fato fez com que a
guantidade relativa dos componentes fossem alterados considerando um mesmo
tamanho de amostra do substrato ndo tratado. Portanto, o valor em porcentagem de
lignina “aumentou”, mas nao representa um aumento verdadeiro em massa 15 e 7%
antes e depois do pré-tratamento respectivamente. Este aumento se refere somente
em % em relacdo ao total, onde ja houve a solubilizacdo de outros componentes.

O processo de pré-tratamento acido-basico demonstrou bons resultados para
a sacarificacdo de EFB e também para remocédo de lignina e hemicelulose (AZIZ et
al., 2002). Para estes autores, o EFB pré-tratado com 0,7% (m/v) de H,SO, seguido
de NaOH 2% (m/v) mostrou ser o melhor pré-tratamento para o rendimento final de
acucares apoés sacarificacdo enzimética (73,2 g/L e 51,3% de rendimento). No
trabalho de Kim e Kim (2013) a taxa de deslignificacdo chegou a aproximadamente
68%, iniciando o pré-tratamento com 4% de H,SO, seguido de NaOH 10N, sendo
qgue, a remocdo da hemicelulose foi de 82% na primeira etapa do tratamento. Por
meio desta metodologia foi obtido um EFB com maior concentracdo de celulose, tais
resultados podem ser explicados devido as altas concentracdes utilizadas dos
reagentes em comparacado com as usadas neste trabalho.

Na TABELA 17 estdo apresentados as perdas de massa ap0s 0 processo de

pré-tratamento acido-basico da biomassa.

TABELA 17 - ANALISE DE REDUCAO DOS PRINCIPAIS COMPONENTES DE EFB EM CADA
ETAPA DO PRE-TRATAMENTO

COMPONENTE EFB EFB APOS PERDA
CRU TRATAMENTO DE

ACIDO- MASSA

BASICO TOTAL**
(%)
Celulose (g)* 49,2 19,1 61,2
Hemicelulose (g)* 33,4 1,2 96,3
Lignina (g)* 15,0 7,7 49,0
Cinzas (g)* 2,3 0,2 91,9
Total de EFB (g) 100,0 28,3 71,7

*A composicdo foi normatizada em rela¢éo a umidade
**Em relac@o ao EFB Cru
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ApGs o tratamento &cido-basico, a hemicelulose foi claramente o componente
do EFB que mais foi afetado, com solubilizacdo de 96%, seguido da celulose com
61,2% e da lignina com 49% (TABELA 17). O pré-tratamento proposto foi capaz de
solubilizar no final um total de 70% em massa de EFB, sendo que a composig¢éo final
indica que a massa de EFB restante contém um total de 62,7%, ou seja, 19,1 g de
celulose, que sera posteriormente degradada pelas enzimas na proxima etapa de
hidrélise enzimatica.

Segundo Wyman e colaboradores (2005) a remoc¢éo da lignina é um fator
importante na efetividade do pré-tratamento, a qual representa uma barreira a
acessibilidade das celulases ao substrato (TAHERZADEH e KARIMI, 2008; MOOD
et al., 2013; ALVIRA et al., 2010). Este estudo apresenta ainda uma porcentagem de
lignina (25,2%) acima de outros valores encontrados como, 7,3 e 9,1%, entretanto a
quantidade de celulose disponivel se assemelha a estes autores cujos pré-
tratamentos foram mais eficientes na remocéao da lignina.

Os resultados da auto-hidrolise de EFB que foi conduzida por Shamsudin e
colaboradores (2012), utilizando como substrato o EFB obtido apds esterilizagédo
prévia na indastria para facilitar a retirada do Oleo dos frutos, mostrou que a
composicdo mudou, sendo que houve um aumento de 18% de celulose, 16% e 10%
de reducdo de hemicelulose e lignina, respectivamente. Os baixos rendimentos de
hemicelulose e lignina neste trabalho podem ser explicados pela auséncia de &cido
e base, respectivamente, que poderiam solubilizar uma fragdo maior durante o
tratamento.

Han e colaboradores (2011) realizaram otimizacao do pré-tratamento de EFB
com NaOH (72-207°C, tempo de 5-55 min e concentracdo de NaOH 0,3-4% mol/L).
A variavel resposta levou em consideracdo a hidrélise enzimética realizada apdos o
pré-tratamento, indicando que a concentracdo de NaOH é o fator dominante que
afeta a hidrélise enzimatica. A severidade do pré-tratamento resultou em uma
diminuicdo da quantidade de glicose absoluta. Este fato também foi observado na
TABELA 17.

Na TABELA 17 também observa-se que a perda de massa de EFB apés o
pré-tratamento acido basico foi cerca de 70%. A perda de massa no tratamento de
EFB também foi observada por Aziz e colaboradores (2002). Nas faixas de 0,5 e 2%
de NaOH, a perda de massa aumentou de 45% para 63%, respectivamente, em 120
minutos de tratamento em autoclave (121°C). Os autores concluiram que a perda de
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peso esta relacionada com a retirada da lignina, que aumentou ao longo do tempo
de pré-tratamento (30-120 min) e a concentracdo de base (0,5-2% m/v). No trabalho
de Kim e Kim (2013), citado anteriormente, a perda de massa com o pré-tratamento
chegou a 74%.

Uma vez que a recuperacdo das pentoses é uma etapa importante no
esquema global de uma biorrefinaria, a proposta de pré-tratamento deste trabalho é
interessante, pois recupera cerca de 56,6% destes acucares na primeira etapa do
pré-tratamento, que consiste na hidrolise acida com 2,5% de HCI. O xarope obtido,
composto por xilose, pode ser utilizado, por exemplo, na fabricagdo de xilitol e acido
latico (SAHA, 2003). Este tipo de comportamento ja era esperado, uma vez que 0
pré-tratamento com &cido diluido visa, principalmente, a solubilizacdo e remocéao
seletiva da fracdo hemicelulésica contida em materiais lignoceluldsicos (GIRIO et al.,
2010; TAHERZADEH e KARIMI, 2008).

4.2.2 Analise morfoldgica do EFB ap0s etapa do pré-tratamento acido basico

A FIGURA 22 mostra as micrografias das etapas de pré-tratamento &cido-
basico. A olho nu, é possivel observar apenas diferencas superficiais e qualitativas
nos residuos, tais como a diminuicdo do volume e diferenca na coloracdo do

material.
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FIGURA 18 - DIFERENGAS APRESENTADAS NOS EFBs ANTES DO PRE-TRATAMENTO ACIDO -
A, DEPOIS DO PRE-TRATAMENTO ACIDO - B, E APOS PRE-TRATAMENTO ACIDO-BASICO - C

Com a microscopia eletronica de varredura (MEV) € possivel confirmar a
efetividade do pré-tratamento, quando ambos, lignina e hemicelulose, foram
removidos ap0s acdo termo-quimica. A estrutura do material mostrou grande
alteracdo, deixando a celulose exposta, e muito mais susceptivel a hidrolise
enzimatica. Os corpos de silica presentes nos poros da superficie do residuo
também foram eliminados com o pré-tratamento, favorecendo também a atividade
enzimatica.

Nas FIGURAS 16 e 17 foi visto o EFB sem tratamentos quimicos, observa-se
a superficie rigida coberta por uma camada de material formado por ceras ou de
lignina. Esta camada pode ser uma cuticula ou camada de protecdo que evita a
perda de agua nos vegetais (SHAMSUDIN et al., 2012). Apés o tratamento acido
(FIGURA 23 e 24) pode-se observar uma maior quantidade de corpos de silica na
superficie, isso porque a camada que recobria as fibras parece ter sido removida
com o pré-tratamento 4cido. Entretanto, estes s6 foram efetivamente removidos
apos o tratamento basico (FIGURA 25 e 26). Além disso, nestas anadlises
morfolégicas é possivel observar as mudancas na estrutura apds o pré-tratamento

acido-basico facilitando o acesso das enzimas a celulose.
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A presenca de silica em EFBs, e a sua remocdo apds alguns tipos de pré-
tratamento é encontrada na literatura.

Corpos de silica foram encontrados em grande numero nas fibras de EFB, em
conjunto com crateras circulares, estando espalhados de maneira relativamente
uniforme sobre a superficie da fibra (LAW, DAUD, & GHAZALI, 2007).

Hamzah, Idris e Shuan (2011), a partir de micrografias da fibra de EFB,
concluiram que o pré-tratamento aplicado também foi capaz de desfazer a estrutura
rigida e ordenada observada no residuo sem tratamento. Além disso, a silica
presente nas cavidades foi removida na proporcéo de 7% para 0,9%, a depender do
aumento da superficie de contato.

As mudancas estruturais de EFB, apds pré-tratamentos com fungos e acido
fosférico, foram confirmados por analises de FTIR e MEV. Os resultados em MEV
mostraram que as estruturas das fibras dos EFBs foram completamente danificadas
apos o tratamento, além de demonstrarem que a silica também foi removida da
superficie (ISROI et al.,, 2012). Shamsudin e colaboradores (2012) também
encontraram silica na superficie de EFB e observaram que, apés tratamento com
vapor, os corpos de silica foram desalojados dos poros.

Dados obtidos com MEV e EDAX (Energy Dispersive X-ray Analysis), apés
tratamento com DTPA (diethylenediaminepentaacetic acid) e moagem, mostraram
que 86% de silica foi eliminada. Tal fato permitiu uma polpacdo quimica mais branda
com o uso de peréxido na biomassa de EFB (GHAZALI, WAN ROSLI e LAW, 2009).

Mussatto e colaboradores (2008) observaram mudancas na estrutura por
meio de MEV do bagaco de malte de cevada apds tratamentos com acido sulfurico
diluido e hidroxido de sddio. Estes solubilizaram as fragées de hemicelulose e lignina
presentes no residuo. O material sem tratamento apresentou fibras compactas e
altamente ordenadas, enquanto que, apds o pré-tratamento, a fibra estava mais
exposta, aumentando assim a area superficial e a sua porosidade.

Os dados da avaliacdo por EDS demosntram a composicdo do elemento Si
(silicio) nos EFBs em cada etapa de pré-tratamento. Apoés o final do pré-tratamento,
99,8% do Si foram retirados das fibras dos EFBs. Para estimar a quantidade de
silica nas amostras, levou-se em consideracdo a presenca o Si. O resultado foi
confirmado por meio da MEV que mostrou as diferencas encontradas na superficie

antes e depois do tratamento quimico. A concentracdo deste componente que no
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EFB cru era de 0,5% chega a 0,01% apds o tratamento acido-basico, uma reducéo
de quase 100%.

4.3 LAVAGENS SUCESSIVAS DA FIBRA DE EFBs APOS TRATAMENTO
QuiMICO

A biomassa de EFB passou por lavagens sucessivas apds 0 pré-tratamento
bésico, previamente a hidrolise enzimatica. As lavagens foram feitas de acordo com
a metodologia 3.2.6 (EFB pré-tratado+agua deionizada) e repetidas até que o pH
chegasse a 7. A cada nova lavagem uma amostra foi guardada para analises da
concentracdo dos compostos fendlicos presentes e também da atividade da enzima
Cellic CTec2. O objetivo deste experimento foi eliminar compostos fendlicos, que
supostamente poderiam estar impregnados na estrutura da fibra de EFB, impedindo
a acdo enzimatica, e caracterizar o “residuo” liquido das lavagens. A FIGURA 27

mostra visualmente as aguas de lavagens retiradas ap0s cada etapa de lavagem.

Erid.rélise 1" Lavagem 2" Lavagem 3" Lavagem 4° Lavagem 5°Lavagem 6" Lavagem
Asica

FIGURA 19 - COLORAGCAO DAS AMOSTRAS DE AGUA OBTIDAS APOS CADA ETAPA DE
LAVAGEM DOS EFBS PRE-TRATADOS TERMOQUIMICAMENTE
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4.3.1 ANALISE DOS COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NAS LAVAGENS

O processo de producdo de polpa celul@sica, requer a deslignificagcdo com
hidroxido de sédio sob presséo. Esta reacao resulta em uma celulose mais pura e o
residuo liquido conhecido como “licor negro”, que contém a lignina e outros
compostos fendlicos (SUN e TOMKINSON, 2001). Este compostos fendlicos sao
interferentes da atividade enzimatica (ALMEIDA et al., 2007).

Como pode ser observado na FIGURA 27 a coloracdo das amostras diminuiu
apos cada lavagem, e pela FIGURA 28 comprovamos que a diminuicdo da cor &
acompanhada da diminuicdo da concentracao dos compostos fendlicos. Na primeira
fitragem denominada H (residuo da hidrélise basica) a concentracdo era de 3,3
mg/mL de compostos fendlicos e com as lavagens diminuiu para 0,01 mg/mL na

sexta e Ultima etapa, chegando a quase 100% de remocao destes compostos.
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FIGURA 20 - AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES EM
CADA AMOSTRA RETIRADA DAS LAVAGENS SUCESSIVAS NAS FIBRAS DE EFB APOS O
TRATAMENTO ALCALINO
* Letras diferentes= apresentam diferenca significativa (p<0,05)

Letras iguais= ndo apresentam diferenca significativa (p>0,05)

A amostra utilizada no controle, a qual foi preparada com uma suspenséao de
EFB seco apoOs hidrélise acida e agua deionizada (10% ml/v), apresenta
aproximadamente 0,06 mg/mL de compostos fendlicos. Estes compostos

provavelmente sdo residuos do tratamento acido e permaneceram nas fibras apos
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este tratamento. A concentracdo de compostos fendlicos presentes na primeira
filtracdo (residuo da hidrdlise basica), mostrou que estes ndo estavam presentes na
amostra (EFB ap0s pré-tratamento acido), e sim do tratamento alcalino.

Quando comparado com o controle, que continha 0,06 mg/mL de compostos
fendlicos, as amostras H, 1% 2242 52 e 62 lavagens foram significantemente
diferentes (p<0,05), apresentando resultados inferiores 3,3; 1,2; 0,23; 0,02; 0,01 e
0,01 mg/mL de compostos fendlicos, respectivamente. Ja a amostra da 32 lavagem,
nao apresentou diferenca (0,05 mg/mL). Antes da 32 lavagem, as amostras
apresentaram concentracdes de compostos fenolicos maiores do que o controle
(>0,06 mg/mL), na 32 lavagem passou a ser igual (=0,06 mg/mL), e depois passaram
a ser menores (<0,06 mg/mL). Este fato deve-se a quantidade de fendlicos comecar
a diminuir nas primeiras lavagens (12 e 22) e acabar ficando semelhante ao controle
exatamente na 32 lavagem, pois o controle, como dito anteriormente, continha uma
pequena quantidade de compostos fendlicos residuais. Nas proximas lavagens (42,
52 e 62), a concentracdo de compostos fendlicos continuou a diminuir ficando menor
que o controle, o que mostra que as lavagens foram importantes para retirar 0s
compostos da fibra de EFB.

A concentracdo de compostos fenodlicos das lavagens, 4-5-6 nao sdao
estatisticamente diferentes entre si (0,02; 0,01 e 0,01 mg/mL, respectivamente), mas
diferem das demais H, 1% 22 e controle (3,3; 1,2; 0,23 e 0,06 mg/mL,

respectivamente).

4.3.2 Determinacdo da atividade enzimatica da enzima Cellic CTec2 na presenca
das amostras das aguas de lavagem

A determinacédo da atividade enzimatica da enzima Cellic CTec2 na presenca
das aguas de lavagem foram realizadas com a substituicdo do tampdao citrato pelo
mesmo volume de amostra de agua de lavagem, conforme a metodologia original de
determinacdo de atividade celulolitica (GHOSE, 1987) utilizando o PF como

substrato. No controle foi utilizada agua deionizada, pois foi empregada nas
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lavagens. Na FIGURA 29 é possivel observar o aumento da atividade enzimatica da

enzima Cellic Ctec2 conforme as etapas de lavagens.
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FIGURA 21 - ATIVIDADES ENZIMATICAS DA ENZIMA CELLIC CTEC2 EM AMOSTRAS
RETIRADAS DE LAVAGENS SUCESSIVAS DAS FIBRAS DE EFB APOS O TRATAMENTO
ALCALINO
* Letras diferentes= apresentam diferenca significativa (p<0,05)

Letras iguais= ndo apresentam diferenca significativa (p>0,05)

As atividades enziméticas das amostras provenientes diretamente da hidrolise
(H) e ap6s a 12 e 22 lavagem, ndo apresentaram atividades enzimaticas (FIGURA
29). Este fato pode ser explicado apés uma analise da FIGURA 28, na qual foi
constatada a presenca de maiores concentracdes de compostos fendlicos nestas
amostras (3,3-0,23 mg/mL), as quais podem ter inibido a acdo da enzima Cellic
CTec2.

A atividade enzimética da enzima Cellic Ctec2 aumentou de 106,4 para 141,9
FPU/mL cerca de 40 unidades com as sucessivas lavagens, da 32 para a 62
respectivamente, e consequente acompanha pela diminuicdo da concentragdo de
compostos fendlicos.

Com excecao da 62 lavagem (141 FPU/mL), todas as outras lavagens (32, 42
e 52 -106,4; 122,3 e 131,1 FPU/mL) foram diferentes significativamente (p<0,05) do
controle que apresentou atividade de 151,9 FPU/mL. Sendo a atividade enzimatica

da enzima Cellic CTec2 estatisticamente semelhante a atividade enzimatica
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controle, pode-se concluir que realizar 6 lavagens sucessivas seria o ideal para que
a enzima conseguisse atingir sua atividade maxima, com pH igual a 7 e
praticamente livre de compostos fendlicos, ou seja, em condi¢cdes semelhantes as
do controle.

Uma vez que o solvente das lavagens é agua deionizada, a qual € 100% livre
de compostos fendlicos, a comparacdo com o controle mostra que foi possivel
chegar ao melhor resultado, ndo havendo necessidades de mais lavagens. Para
chegar a atividade méxima prevista pelo protocolo (GHOSE, 1987), o pH do meio
teria que ser mais baixo, em torno de 4,8, o que seria impossivel de realizar somente
fazendo as lavagens com agua. O pH das amostras nao foi ajustado para este valor
devido a lignina ser insolivel em pHs abaixo de 7 (SUN e TOMKINSON, 2001).
Assim, os compostos fendlicos iriam precipitar e ndo seria possivel quantifica-los.

Entre a 52 e a 62 lavagem nao houve diferenca significativa de atividade
enzimatica entre as lavagens, apesar da concentracdo de compostos fendlicos ser a
mesma nestas amostras. Este resultado pode ser explicado pela diferenca de pH
entre os tratamentos (TABELA 18), sendo pH 8,5 na 52 e pH 7,0 na 62 lavagem, que
influencia o comportamento da enzima.

Com a andlise dos resultados apresentados acima, € possivel concluir que
até em baixas concentracfes, em torno de 0,01-0,02 mg/mL, os compostos fendlicos
presentes na 5% 4gua de lavagem com pH 8,5 inibiram a atividade enzimética da
enzima Cellic CTec2, nas condi¢cOes testadas. Com 62 lavagem que apresentou a
mesma concentracdo de compostos fendlicos que a 52, entretanto com o pH=7 a
diferenca da atividade da enzima em comparacdo com o controle nao foi
significativa. Os compostos fendlicos ja foram relatados como interferentes na
sacarificacdo enzimatica (ALMEIDA et al., 2007) das celulases em concentracdes
iguais a 5 mg/mL.

Um resumo das andlises realizadas nas amostras de aguas de lavagens do

EFB apos o tratamento béasico é apresentado na TABELA 18.
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TABELA 18 - RESUMO DAS ANALISES DAS AGUAS DE LAVAGENS DO EFB APOS
TRATAMENTO BASICO

HIDROLISE 12 22 32 42 52 62 CONTROLE
LAVAGEM LAVAGEM LAVAGEM LAVAGEM LAVAGEM LAVAGEM

Atividade 0 0 0 106,4 + 122,3 + 131,1 + 1419+ 151,7+
enzimatica 3,90 5,58 6,63 5,15 6,99
Cellic Ctec2

(U/mL)

[Compostos

fenolicos] 3,30 1,12 + 0,23+ 0,05+ 0,02 + 0,01 % 0,01+ 0,06

(mg/mL) 0,0071 0,0052 0,0090 0,0002 0,0001 0,0003 0,0003 0,0002

pH 14 14 13,8 11,6 10,9 8,5 7 7

Na FIGURA 30 pode-se observar que a atividade enzimatica foi praticamente
nula quando a concentracdo de compostos fenolicos eram de 3,3-0,23 mg/mL e pH

de 14-13,8, sendo estes valores altos e prejudicando a atuacédo da enzima.
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FIGURA 22 - RELACAO ENTRE O AUMENTO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA ENZIMA CTEC2 E
A DIMINUICAO DA CONCENTRAGCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES EM
AMOSTRAS DE AGUAS DE LAVAGENS SUCESSIVAS DAS FIBRAS DE EFBs APOS O
TRATAMENTO ALCALINO

Um aumento da atividade até aproximadamente 100 U/mL ocorreu quando a
concentracdo dos compostos fenolicos caiu para 0,05 mg/mL e o pH diminuiu para
11,6. A diminuicdo do pH e da concentracdo dos compostos fendlicos foram fatores
indispensaveis para o aumento da atividade enzimatica. Portanto, as lavagens sao
necessarias previamente a hidrélise enzimatica de modo a otimizar a acdo das

enzimas e melhorar os seus rendimentos.
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Industrialmente, as lavagens poderiam ser realizadas em um tanque de
mistura com agitacdo. Neste caso a relacdo massa de EFB e agua de lavagem e o
tempo de agitacdo seriam parametros a serem otimizados. Tal fato propiciaria a

lavagem com volumes menores de dgua e com maior eficiéncia.

4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS CELULASE E CELOBIASE

Antes de iniciar o estudo da aplicacdo das enzimas celulase e celobiase
comerciais, ensaios foram realizados para a determinacdo das atividades
enzimaticas destas: Cellic CTec2, Celluclast 1.5L e Novozymes 188. As atividades
enzimaticas foram realizadas de acordo com os procedimentos 3.2.9.1 e 3.2.9.2,
para FPU e CBU respectivamente, de forma a se quantificar as atividades das
enzimas empregadas. Os resultados de determinagéo das atividades das enzimas
em questdo podem ser observados na TABELA 19, onde também estdo dispostas

as atividades descritas nos roétulos de cada enzima:

TABELA 19 - ATIVIDADES ENZIMATICAS DAS ENZIMAS COMERCIAIS UTILIZADAS NA
HIDROLISE ENZIMATICA DE EFB

ENZIMA ATIVIDADE ATIVIDADE ATIVIDADE DO
CELULASE CELOBIASE FABRICANTE
(GHOSE, (GHOSE, (NOVOZYMES ®)
1987) 1987)
Cellic CTec2 187,8 802,8 U/mL NI
FPU/mL
Celluclast 1.5L 40,3 FPU/mL Ausente 2700 U/g
Novozymes Ausente 905,8 U/mL = 250 U/g
188

NI = Nao Informado

Existe uma grande diferenca na literatura de metodologias para determinacéo
de atividade enzimatica, e uma ampla faixa de atividades encontradas para as
mesmas enzimas, inclusive ha diferenca entre a atividade e na unidade de atividade
do fabricante como visto na TABELA 19. A seguir alguns exemplos que mostram

estas divergéncias:
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- Hassan e colaboradores (2013) encontraram uma atividade de Celluclast
1.5L igual a 121,85 FPU/mL contendo 12,16 mg/mL de proteina, e de Novozymes
188 44,2 CBU/mL com total proteina 24,23 mg/mL (metodologia de Zhang 2009* e
Ghose 1987)

- HAMZAH, IDRIS e SHUAN (2011) obtiveram 98,4 FPU/mL para a atividade
enzimatica da Celluclast 1,5L e 770 U/mL de atividade beta-glicosidica para
Novozymes 188 (GHOSE, 1987).

- Cellic CTec2 teve atividade celulolitica determinada por Isroi e
colaboradores (2012) que obtiveram 148 FPU/mL. Kim e Kim (2013) caracterizaram
esta enzima com 84 FPU/mL.

- Em um estudo também com estas trés enzimas LAN, LOU E ZHU (2012)
encontraram atividades para Celluclast 1.5L 60 FPUmL; CTec2 150 FPU/mL; e
Novozyme 188 490 (CBU)/mL , utilizando a metodologia de Whood e Bhat (1998)2.

4.5 OTIMIZACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DE SUBSTRATOS DE NATUREZA
CELULOSICA E LIGNOCELULOSICA

Esta etapa foi realizada com o intuito de determinar as melhores condigdes,
dentre os fatores concentracdo enzimatica de enzimas comerciais, tempo de
hidrolise e concentracdo de substrato, que levam a obtencdo de um hidrolisado com
altas concentracfes de acucares fermentesciveis (glicose). O hidrolisado obtido tera
futura aplicacédo industrial, como por exemplo, a producdo de bioetanol. Assim,
foram conduzidos estudos com o suporte de planejamentos experimentais para a
otimizacdo das condicbes de hidrolise enzimatica. Dois substratos foram
empregados neste estudo: um substrato sintético de natureza celulésica (AVICEL) e

um substrato lignoceluldsico proveniente do processo de extracao do 6leo de palma,

! Zhang YHZ, Hong J, Ye X. Cellulase assays. Mielenz JR, editor. Biofuels: methods and protocols
(method in molecular biology). New York: Human Press, p. 216-218, 2009.

2 WOOD, T. M., BHAT, K. M. Methods for measuring cellulase activities. In: W. A. Wood and S. T.
Kellog (eds.). Academic Press, San Diego, CA. Methods in enzymology, v. 160, p. 87-116, 1988.
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ou seja, os cachos vazios de frutos de palma (EFBs) pré-tratados quimicamente por
acido e base, conforme estudo da secao anterior. Ainda, dois sistemas enzimaticos
comerciais foram testados com ambos 0s substratos, na tentativa de se determinar a
melhor composicdo de enzimas celuloliticas para futura producdo de complexo

enziméatico a baixo custo.

4.5.1 Estudo da otimizacao do processo de hidrélise enzimatica do substrato Avicel

Para estudar o mecanismo de acédo e interacdo de enzimas celuloliticas em
diferentes substratos, muitos substratos relativamente “puros” estdo sendo usados,
como por exemplo o Avicel PH101. Assim, espera-se fazer a comparacdo com 0s
resultados alcancados em substratos heterogéneos. A partir destes dados pode-se
observar se houve diferenca na acdo enzimética em substratos heterogéneos, se a
presenca de outros componentes no substrato influencia o0 mecanismo enzimatico, e
se ha necessidade de outras enzimas multifuncionais (MANSFIELD, MOONEY e
SADDLER,1999).

4.5.1.1 Otimizacao das condi¢es da hidrélise enzimatica do substrato Avicel com as
enzimas comerciais Celluclast 1.51 e Novozymes 188

Primeira etapa de otimizacdo- Planejamento fatorial incompleto 2**

Na TABELA 20 pode-se observar a matriz do planejamento experimental com
os niveis decodificados de cada fator estudado, a variavel resposta, bem como os
respectivos rendimentos de hidrélise enzimatica. As variaveis independentes neste
estudo foram: concentragcdo das enzimas Celluclast 1.5L e Novozymes 188, do
substrato Avicel, e o tempo de hidrolise. Como variavel dependente foram
apresentados os resultados obtidos para a concentracdo de glicose g/L obtida no
hidrolisado.
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O melhor resultado para a hidrélise enzimética neste experimento, foi o do
ensaio 8 apresentado na TABELA 20, 87,8 g/L, o qual foi alcancado nas condicdes:
4 e 0,4% (v/v) das enzimas Celluclast 1.5L e Novozymes 188, respectivamente,
tempo de hidrélise de 72 horas e com 15% (m/v) de substrato Avicel. Estas
condi¢cBes representam 0s niveis mais altos de cada variavel testada. O resultado
menos satisfatério para a concentracdo de glicose foi 23 g/L relativo ao ensaio 1,
onde estdo presentes 0s niveis mais baixos do planejamento (5% de Avicel, 1%
Celluclast e 0% de Novozymes 188). Assim, 0 ensaio 8 apresentou uma resposta
cerca de 3,8 vezes maior que a do ensaio 1 (23 g/L), e 1,3 vezes maior em relacao
ao ponto central (média de 66 g/L entre os 3 pontos centrais). Para estas condi¢cdes,
a concentracdo maxima tedrica esperada seria de 150, 100 e 50 g/L, para o0 ensaio

8, ponto central e ensaio 1, respectivamente.

TABELA 20 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 21 COM 3 PONTOS CENTRAIS E 4 VARIAVEIS -
PRIMEIRA ETAPA DA OTIMIZACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DO SUBSTRATO AVICEL

FATORES RESPOSTA RENDIMENTOS
ENSAIOS [CELLUCLAST] [NOVOZYMES TEMPO J[AVICEL] GLICOSE RENDIMENTO mgDE
(%) 188] (h) (%) (g/L) (%) GLICOSE/
(VIv) (%) (m/iv) g DE
(vIv) AVICEL*
1 1 0 24 5 23,0 41,4 459,7
2 4 0 24 15 41,7 25,0 277,7
3 1 0,4 24 15 55,1 33,1 367,4
4 4 0,4 24 5 37,5 67,6 750,7
5 1 0 72 15 43,7 26,2 291,0
6 4 0 72 5 45,2 81,4 904,9
7 1 0,4 72 5 53,2 95,8 1064,3
8 4 0,4 72 15 87,8 52,7 585,6
9(C) 2,5 0,2 48 10 63,9 57,5 639,3
10 (C) 2,5 0,2 48 10 66,6 59,9 665,7
11 (C) 25 0,2 48 10 67,5 60,8 675,5

*Producéo de glicose/Avicel

NuUmeros em negrito representam 0s maiores valores de sua respectiva coluna

Com 95% de confianga, nenhum dos fatores foi significativo, por isso 0s

resultados estatisticos apresentados neste caso foram calculados com 90% de

confianca.
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Os rendimentos obtidos foram maiores com uma menor concentragdo de
sélidos (5% m/v), como vistos na TABELA 20 nos ensaios 6 e 7. Tal resultado era
esperado uma vez que as enzimas conseguem degradar todo o substrato presente,
chegando a quase 96% e 82% de sacarificagdo enzimatica no ensaio 7 e 6,
respectivamente.

Conforme os valores de p apresentados na TABELA 21 onde estdo
apresentados os parametros testados: tempo, concentracdo da enzima Novozymes
188, concentracdo de Avicel, foram significativos (p<0,1) para a concentragéo final
de glicose. Os efeitos destas varidveis na resposta estudada podem ser visualizados
na FIGURA 32, onde € possivel verificar que os fatores significativos apresentaram
efeito positivo na resposta final, principalmente a concentracdo de Novozymes 188 e
o tempo de hidrélise. A concentracdo de Celluclast 1.5L ndo foi significativa dentro
da faixa estudada, talvez devido a estreita faixa testada dos niveis estudados.

TABELA 21 - ANALISE DA VARIANCIA (ANOVA) PARA A CONCENTRACAO DE GLICOSE
PRODUZIDA APOS HIDROLISE ENZIMATICA UTILIZANDO: CELLUCLAST 1.5L, NOVOZYMES 188
E AVICEL - PRIMEIRA ETAPA

FATORES SQ GL QM F P
(1)% Celluclast (v/v) 173,907 1 173,9074 1,145087 0,325727
(2)% Novozymes 188 (v/v) 803,456 1 803,4558 5,290328 0,061094*

(3)Tempo (h) 660,167 1 660,1666 4,346845 0,082175*
(4)% Avicel (m/v) 599,833 1 599,8326 3,949578 0,094060*
SQ= soma dos quadrados, GL= graus de liberdade, QM= quadrado médio

R*=0,71
*Valores estatisticamente significativos a 90% de confianga (p < 0,10)

Uma maneira de avaliar os dados obtidos € por meio da analise de variancia
(ANOVA), representada pelo coeficiente de determinacéo (R%), que mostra como 0s
dados obtidos se ajustam ao modelo. O melhor valor para R? é 1, e ele s6 ocorrera
se ndo houver residuo algum e, portanto, toda a variagdo em torno da média for
explicada pela regressdo (BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 1995). A
TABELA 8, que descreve a regressao linear no planejamento em questao, mostra
que o R? = 0,71 é aceitavel para um planejamento estatistico.

Utiizando a enzima Celluclast 1.5L e Novozymes 188, Ouyang e

colaboradores (2010), conseguiram uma conversdao de 39,5% com 5% (m/v) de
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Avicel PH 101 e 15 FPU/g de glucana, apos 48 h de reacdo e somente apos a
adicdo de PEG4000 (0,05 g/g de glucana) este rendimento aumentou para 78,9%.
Em 48 h os rendimentos de sacarificacdo enzimatica observados na TABELA 20
apresentaram em meédia 59,4% de rendimento, entretanto, com uma maior
concentracéo de substrato, 10% (m/v).

Os dados analisados também mostraram que, nenhum outro acucar foi
encontrado nas analises por CLAE. O uso da enzima Novozymes 188 (-
glicosidase) em conjunto com a Celluclast 1,5L foi importante para que nao
houvesse acumulo de celobiose no hidrolisado. Este aclUcar ndo foi detectado nas
analises cromatograficas. Ouyang e colaboradores (2010) mostraram que a hidrolise
enzimatica de Avicel com Celluclast 1.5L e auséncia da enzima Novozymes 188, fez
com que 2,5 g/L de celobiose fosse encontrado no hidrolisado. Dados também
obtidos por Hassan e colaboradores (2013) com estas duas enzimas ndo mostraram
a presenca de celobiose apds sacarificacdo de EFB.

A celobiose é um inibidor das celulases durante a hidrolise enzimética da
celulose. Além disso, as leveduras industriais, utilizadas para a fermentacdo de
glicose, ndo sdo capazes de assimilar a celobiose como acucar fermentescivel
resultando em uma incompleta conversao do hidrolisado proveniente da celulose em
etanol. Em ambos os casos ha diminuicdo do rendimento final. Portanto, a utilizacao
de B-glicosidases € necessaria para se obter melhores rendimentos (SUN e CHENG,
2002).

No diagrama de Pareto (FIGURA 31) é possivel observar que os efeitos
referentes as variaveis concentracdo da enzima Novozymes 188, tempo de hidrélise
e concentragcao de substrato apresentaram diferenca significativa (p<0,1), contudo, a

concentragéo da enzima Celluclast ndo foi significativa.
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(2)% Novozymes 188 (v/v) 2,300071 4

(3)Tempo (h) 2,084909

(4)% Avicel (m/v) 1,987354

(1)% Celluclast (v/v) 1,070088

p=.1

Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

FIGURA 23 - GRAFICO DE PARETO A PARTIR DO PLANEJAMENTO 2*" PRIMEIRA ETAPA DA
OTIMIZACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DO SUBSTRATO AVICEL COM AS ENZIMAS
CELLUCLAST 1.5L E NOVOZYMES 188

Quando had uma baixa carga inicial de biomassa a concentracdo final de
bioprodutos é baixa, entretanto o rendimento de converséo de hidrélise da celulose
em glicose é alto, pois a carga de substrato e o rendimento sao grandezas
inversamente proporcionais. Tal fato resulta em baixa produtividade e elevado custo
de producdo (IOELOVICH e MORAG, 2012). Estas informacbes podem ser
confirmadas na TABELA 20 nos ensaios 1,4,6 e 7, onde € possivel observar que
com a utilizacdo de baixas concentracdes de substrato, Avicel, foi produzida uma
menor quantidade de glicose no hidrolisado final. Assim, aumentando a
concentracdo de solidos durante a hidrélise enziméatica é possivel aumentar
consideravelmente a concentracdo de acucar, entretanto este aumento leva a uma
diminuicdo do rendimento da hidrolise enzimatica. Contudo, nosso objetivo é
conseguir um hidrolisado como recomenda a literatura (IOELOVICH e MORAG,
2012), acima de 80 g/L de acgucares fermentesciveis, para que a fermentacéo
consiga atingir pelo menos 40 g/L de bioetanol (YAN et al., 2012), sendo necessario

a utilizacéo de alta concentragcéo de substrato.
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Apesar de o estudo estatistico apontar que o aumento dos niveis testados de
cada variavel seria interessante para se chegar em melhores resultados em termos
da concentracdo de glicose, existem limitacbes operacionais que impediram esse
aumento. Como o intuito das otimizacbes seria reproduzi-las com empty fruit
bunches pré-tratados - EFB;, um teste prévio foi realizado com diferentes
concentracdes deste substrato (5%, 10%, 15% e 20% m/v). Constatou-se que acima
de 15% (m/v), o sdlido absorvia todo o liquido presente, restando pouco liquido livre.
Ainda, o aumento da concentracdo de substrato prejudica a agitacdo, a diluicéo e a
acao das enzimas no meio reacional. Portanto, esta seria a concentracao limite a ser
empregada.

Assim, 0s niveis das variaveis, concentracdo de Avicel, concentracdo de
Celluclast e tempo de hidrélise ndo foram aumentados. J& que a melhor resposta
para a concentracao final de glicose ocorreu com a concentracdo de substrato de
15%, este valor foi escolhido para se manter fixo na proxima etapa de otimizacao
gue empregou um Delineamento Composto Central Rotacional — DCCR. Embora
ndo tenha sido detectado a presenca do aclUcar celobiose nos hidrolisados
estudados, foi aumentada a variavel concentracdo da enzima Novozymes 188, de
0,4 para 1% (v/v), na proxima etapa, devido ao conhecimento da importancia desta
enzima na hidrdlise total da celulose, e levando em consideracédo que esta variavel
apresentou maior efeito significativo. Assim, pode-se avaliar melhor a sua
interferéncia na hidrolise da celulose.

Por fim, a proxima etapa da otimizacao consistiu em realizar uma analise mais
completa das concentrac6es de enzima Novozymes 188 e das demais condicdes,
tempo de hidrolise e concentracdo de Celluclast 1.5L, necessarios para se atingir
melhores condi¢fes para hidrélise enzimatica com 15% (m/v) de substrato.
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Segunda etapa de otimizacédo — Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR
23

O Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR foi utilizado para
otimizar a resposta de obtencédo de hidrolisado rico em acgucares (glicose) a partir do
substrato Avicel, conforme os resultados obtidos na primeira etapa. Nesta etapa a
concentracdo do substrato 15% (m/v) foi mantida fixa em todos os experimentos,
entretanto, 0s niveis maximos das variaveis tempo de hidréolise (72 h) e
concentracdo da enzima Celluclast 1.5L (4% v/v), ndo foram ultrapassados. A
concentracdo da enzima Novozymes 188 foi aumentada de 0,4% para 1% (v/v). A
melhor concentracdo desta enzima no planejamento fatorial incompleto, primeira
fase, se encontra na extremidade da faixa estudada, sendo necessario investigar
valores mais altos para verificar se ha aumento na concentracéo obtida de glicose.

Na TABELA 22 é possivel observar os niveis decodificados das variaveis
dependentes: tempo de hidrélise (h) e concentracdo das enzimas comerciais
Celluclast 1.5L e Novozymes 188 (% v/v) e a variavel dependente, concentracdo de
glicose obtida no hidrolisado apds hidrolise enzimatica do substrato Avicel pelas
enzimas citadas acima, bem como os rendimentos da hidrodlise enzimética.

Dentre as variacdes observadas da variavel resposta na TABELA 22 (39,6 -
94,2 g/L), o resultado que representa a maior concentracédo de glicose obtida com a
sacarificacdo enzimatica de Avicel, 94,2 g/L, foi o ensaio 8. Este resultado foi
alcancado sob as seguintes condi¢cfes: 58,5 h; 3,3% de Celluclast e 0,8% de
Novozymes 188. Através destas condi¢bes, também foi observado o maior
rendimento em mg de glicose por g de substrato utilizado e em porcentagem de
conversao da celulose em glicose.

Entretanto, considerando o desvio padrdo obtido pela média dos pontos
centrais que foi de £1,9 g/L, os pontos 10 e 14 e os pontos centrais, com 92,1 e 93,6,
e 88,9 g/L respectivamente, estdo muito proximos a 94,2 g/L. Assim pode-se estimar
uma faixa oOtima de resultado em concentragdo de glicose incluindo os ensaios
8,10,14 e os pontos centrais, de 88,9-94,2 g/L de glicose. Nesta faixa variam o
tempo entre 38,9-72 h, a concentracdo da enzima Celluclast 1.5L de 2,2-3,3% (m/v)
e da enzima Novozymes 188 de 0,5-1,0% (v/v). Diante da faixa Otima observada,

dois ensaios que se destacam pelas e maiores respostas e rendimentos, o ensaio 8
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e 0 ensaio 14. Como o ensaio 14 ocorreu em menos tempo 38,9 h e com uma menor

concentracdo da enzima principal Celluclast 1.5L, 2,2% (v/v), em comparacao com o

maior resultado observado (ensaio 8), ele foi escolhido como o melhor para esta

hidrélise.

TABELA 22 - DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL COM 3 VARIAVEIS -
SEGUNDA ETAPA DE OTIMIZACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DO SUBSTRATO AVICEL

FATORES RESPOSTA RENDIMENTOS
ENSAIOS TEMPO [CELLUCLAST] [NOVOZYMES GLICOSE RENDIMENTO mg DE
(h) (%) 188] (g/L) (%) GLICOSE/
(viv) (%) 19 DE
(viv) AVICEL*
1 19,4 1,2 0,2 52,6 31,6 350,8
2 19,4 1,2 0,8 52,8 31,7 351,9
3 19,4 3,3 0,2 64,5 38,7 429,9
4 19,4 3,3 0,8 73,4 44,0 489,3
5 58,5 1,2 0,2 77,2 46,3 514,6
6 58,5 1,2 0,8 87,4 52,5 582,9
7 58,5 3,3 0,2 87,8 52,7 585,5
8 58,5 3.3 0,8 94,2 56,5 627,7
9 6,0 2,2 0,5 39,6 23,7 263,8
10 72,0 2,2 0,5 92,1 55,3 614,3
11 38,9 0,5 0,5 52,8 31,7 351,9
12 38,9 4,0 0,5 80,9 48,5 539,0
13 38,9 2,2 0,0 56,5 33,9 376,8
14 38,9 2,2 1,0 93,6 56,2 624,1
15 (C) 38,9 2,2 0,5 88,2 52,9 588,2
16 (C) 38,9 2,2 0,5 90,4 54,2 602,6
17 (C) 38,9 2,2 0,5 91,2 54,7 608,2
18 (C) 38,9 2,2 0,5 87,0 52,2 579,7
19 (C) 38,9 2,2 0,5 87,1 52,3 580,6

*Producéo de glicose/Avicel
NUmeros em negrito representam 0s maiores valores de sua respectiva coluna
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Alguns ensaios apresentaram celobiose na analise, 5-6-7-10-11-13 e 15,
variando de 0,35 até 6,6 g/L. O maior valor encontrado foi no ensaio 13, onde a
concentracdo da enzima Novozymes 188 era 0% (v/v), justificando o resultado. Este
resultado também influenciou na escolha do ensaio 14 como o melhor em questéo,
pois nao foi detectado celobiose residual.

Os rendimentos ndo foram elevados devido a grande concentracdo de
sélidos, 15% (m/v), conforme discutido anteriormente. Entretanto, a concentragcéao de
glicose do hidrolisado, acima de 80 g/L, € compativel com uma aplicacdo, por
exemplo, um estudo de producdo de bioetanol (YAN et al., 2012). A relacéo
Celluclast 1.5L e Novozymes 188 nesta condicdo, foi de aproximadamente 4:1,
chegando-se a um rendimento de 56,5% de conversdo. Uma proporcdo de 5:1
(Celulase e Novozymes 188) foi utilizada para sacarificacdo de papel filtro,
chegando-se a um rendimento de aproximadamente 45% de conversdo celul6sica,
com 15% (m/v) de soélidos em 60 h de hidrélise (KRISTENSEN, FELBY, e
JORGENSEN, 2009).

Através da ANOVA, TABELA 23, observa-se ver que todas as variaveis
estudadas: tempo de hidrélise (h), % da concentracéo das enzimas Celluclast 1.5L e
Novozymes 188 (v/v) foram significativas (p<0,05) no termo linear. Em relacdo ao
termo quadratico, apenas a variavel concentracdo de Novozymes 188 nao foi
significativa. O R? obtido, o qual esta apresentado na TABELA 23, é de 0,93, sendo
considerado excelente para um planejamento experimental do tipo DCCR.

TABELA 23 - ANALISE DA VARIANCIA (ANOVA) PARA A CONCENTRACAO DE GLICOSE
PRODUZIDA APOS HIDROLISE ENZIMATICA DE AVICEL COM DCCR UTILIZANDO AS ENZIMAS
COMERCIAIS CELLUCLAST 1.5L E NOVOZYMES 188 — SEGUNDA ETAPA

FATORES SQ GL QM F P
(1)Tempo (h)(L) 2608,173 1 2698,173 67,53471 0,000018*
Tempo (h)(Q) 661,640 1 661,640 16,56070 0,002802*

(2)% Celluclast (v/v)(L) 692,650 1 692,650 17,33689 0,002434*
% Celluclast (Vv)(Q) 597,343 1 597,343 14,95138 0,003808*

(3)% Novozymes 188 (viv)(L) 578,832 1 578,832 14,48804 0,004177*

1

1

1

% Novozymes 188 (viv)(Q) 189,779 189,779  4,75012  0,057223
1L por 2L 28,556 28,556  0,71474  0,419781
1L por 3L 7,008 7,008 017540 0,685175
2L por 3L 2905 1 2905 007271 0,793517

SQ = Soma dos Quadrados; GL= Graus de Liberdade; QM= Quadrado Médio; L = interagcdo
linear; Q = intera¢do quadratica; R® (coeficiente de determinagédo para o ajuste do modelo a superficie
de resposta )=0,93. *Valores estatisticamente significativos a 95% de confianc¢a (p < 0,05)
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No gréfico de Pareto (FIGURA 32) observam-se que os efeitos positivos
referentes as variaveis testadas com diferenca significativa (p<0,05) relacionam-se
aos termos lineares, ou seja, qualquer um dos niveis destas que forem aumentados
produzira uma resposta positiva (producdo de glicose). As interagdes das variaveis
ndo foram significativas, e a Unica que mostrou um efeito negativo foi: tempo de
hidrolise com a enzima Celluclast. Quanto a significancia, no termo quadratico, a
concentracdo da enzima Novozymes 188, foi a Unica que nao foi significativa
(p>0,05), e como o efeito referido é negativo isto indica que pode-se trabalhar com

esta enzima nas condi¢des do nivel minimo estudado nesta etapa.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Glicose (g/L)
3 factors, 1 Blocks, 19 Runs; MS Residual=39,9524
DV: Glicose (g/L)

(1)Tempo (h)(L) 8,21795

(2)% Celluclast (Vv)(L) 4,163759

Tempo ()(Q) |

% Celluclast (vV)(Q)

(3)% Novozymes 188 (V/v)(L)

% Novozymes 188 (v/v)(Q)
1Lpor2L

llpo3L | |.4188071

2Lpor3L 112696408

p=05
Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)

FIGURA 24 - DIAGRAMA DE PARETO OBTIDO A PARTIR DO DCCR PARA A PRODUCAO DE
GLICOSE - SEGUNDA ETAPA DA OTIMIZACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DO SUBSTRATO
AVICEL

Nas superficies de contorno geradas (FIGURA 33 A-C) é possivel observar
que as faixas oOtimas de producdo de glicose, de 80-100 g/L, estdo situadas
préoximas aos pontos centrais das variaveis estudadas até os pontos axiais positivos
do DCCR. A variacdo da concentracdo de glicose foi pequena nesta faixa Otima,
como por exemplo, de 88,8 g/L (média dos pontos centrais) a 94,2 g/L, na melhor
condicédo, como observado na TABELA 22.

Observa-se na FIGURA 33 A e B que, apdés o nivel maximo da variavel
tempo de hidrélise de 72 h, a tendéncia da variavel resposta é diminuir. Sheehan e

Himmel (1999) destacam a dificuldade de se produzir combustiveis a partir de
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materiais lignocelulésicos com hidrélise enzimética, devido a necessidade de altas
concentracbes enzimaticas a fim de se obter grandes concentracées de glicose.
Ainda, longos tempos de hidrélise sdo usuais devido a rapida diminuicdo da taxa de
hidrélise. Assim, conclui-se que o tempo € essencial, mas por outro lado pode-se
prejudicar a eficiéncia enzimatica nas condi¢des testadas. Yang, Willies, e Wyman
(2006) estudaram esta desaceleracédo na taxa de hidrélise em Avicel, e afirmam que
ela ndo é interrompida devido a uma perda de reatividade de celulose, mas
provavelmente o que acontece é que a acdo das enzimas pode ser retardada por
obstaculos que interferem no seu percurso, ou uma perda de atividade, e/ ou
capacidade de processamento tornando-as menos eficazes.
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FIGURA 25 - SUPERFICIE DE RESPOSTA DO DCCR PARA A CONCENTRACAO DE GLICOSE
OBTIDA APOS SACARIFICACAO DE AVICEL EM FUNGCAO: A - DO TEMPO E DA
CONCENTRACAO DE CELLUCLAST 1.5L; B - DA CONCENTRACAO DAS DUAS ENZIMAS; C - DA
CONCENTRACAO DA ENZIMA NOVOZYMES 188 E DO TEMPO



117

A relagdo entre as duas enzimas utilizadas & observada na FIGURA 33C
onde o nivel de concentracdo da enzima Novozymes 188 alcanca a faixa 6tima a
partir de 0,4% (v/v), nivel este testado na primeira parte da otimizacdo. Tal fato
comprova que o0 aumento da concentracdo desta enzima para 1% (v/v) foi
importante para os mesmos niveis de Celluclast 1.5L testados nos dois casos. Ao
analisar a FIGURA 33B também ¢é possivel observar o mesmo comportamento da
enzima Novozymes 188 em relacdo ao tempo de hidrélise a partir da concentracéo
de 0,4% (v/v).

A equacao 9 foi gerada pelos coeficientes de regressao dados pelo programa
Statistica 5,0 e descreve o modelo experimental do DCCR com as enzimas
comercias Celluclast 1.5L e Novozymes 188 para a resposta em concentracdo de

glicose (g/L):

Z = - 37,5859 + 2,2552* - 0,0181* + 36,9961*C - 6,1283*C? + 54,0974*N —
42,7760*N? — 0,0929 **C+ 0,1663**N + 2,0192*C* (Equacao 9)

Onde, Z= [glicose] (g/L); t=Tempo de hidrolise (h); C= % Celluclast 1.5L (v/v); N= %
Novozymes 188 (m/v).

Em resumo, apds duas etapas de otimizacdo realizadas com o substrato
Avicel e as enzimas comerciais Celluclast 1.5L e Novozymes 188, a variavel
resposta aumentou de 87,3 g/L na primeira etapa com planejamento fatorial
incompleto, para uma faixa de 88,8-94,2 g/L com o DCCR. Um aumento de 7% na
concentragéo final de glicose presente no hidrolisado, considerando para estas
comparacdes o valor 93,6 g/L referente ao ensaio 14, escolhido como o melhor do
planejamento. As condi¢des iniciais que eram: 4 e 0,4% (v/v) das enzimas,
respectivamente, tempo de hidrélise de 72 h e com 15% (m/v) de Avicel foram
diminuidas na segunda etapa. O tempo de 72 h passou a 38,9 h e a concentracéo
de Celluclast de 4% para 2,2% (v/v). A concentragao da enzima Novozymes 188 na
concentracéo de 0,4% (v/v), teve um aumento para 1,0% (v/v). Este fato confirma a
FIGURA 32 que mostra a influéncia positiva desta enzima na resposta, assim, uma
maior resposta foi alcancada com maior nivel da concentracédo da enzima e menores
tempo de hidrélise e concentracdo da enzima principal, Celluclast 1.5L, para uma

mesma concentracdo de 15% (m/v) de solidos testada.



118

4.5.1.2 Otimizacdo da hidrélise enzimatica de Avicel com a enzima comercial Cellic
CTec2

DCCR para hidrdlise de Avicel com a enzima comercial Cellic CTec 2

Quando ha 2 ou 3 variaveis independentes, recomenda-se realizar
diretamente um Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR (RODRIGUES
e IEMMA, 2005). Isto eliminou a necessidade de uma etapa suplementar de
otimizacdo como a que ocorreu com o0 uso da enzimas Celluclast 1.5L e Novozymes
188.

Portanto, com o objetivo de avaliar os fatores: tempo de hidrélise,
concentracdo de substrato (Avicel) e de enzima Cellic CTec2, que interferem na
concentracdo de glicose produzida pela sacarificacdo enzimética do substrato Avicel
PH 101, foi realizado um DCCR.

Na TABELA 24 é possivel observar os niveis decodificados de cada uma das
variaveis dependentes (fatores): tempo de hidrélise (h), concentracao de Avicel (%,
m/v) e de Cellic CTec2 (v/v). A variavel resposta foi a glicose obtida no hidrolisado
(g/L), bem como os respectivos rendimentos.

A variacdo entre as respostas observadas na TABELA 24 foi de 46,9 a 101,7
g/L de glicose, obtidas apds a hidrolise enzimatica de Avicel com a enzima Cellic
CTec2. A maior resposta, 101,7 g/L, foi alcancada no ensaio 8, por meio das
seguintes condicfes: 58,5 h, 3,3% (v/v) de enzima Cellic CTec2 e 13% (m/v) de
substrato Avicel, produzindo um hidrolisado com 101,7 g/L de glicose. Entretanto,
este resultado ndo é acompanhado pelos melhores rendimentos, que ficaram mais
evidentes no ponto 6, em que as condi¢cdes diferem apenas na concentragdo de
substrato (7,2% m/v). A relacdo da sacarificacdo enzimatica e a quantidade teor de
sélidos j& foi discutida na secdo 4.5.1.1, referenciada por loelovich e Morag (2012).
A diminuicdo da converséo obtida com o aumento da concentragdo de solidos é um
efeito genérico e intrinseco descrevendo uma correlagdo linear crescente entre 5-
30% (m/v) de teor de sdlidos iniciais (KRISTENSEN, FELBY e JORGENSEN, 2009).

Considerando o desvio padrao dos pontos centrais, +4,9 g/L, os ensaios 7 e 12
da TABELA 24 também mostraram bons resultados, 94,8 e 92,0 g/L em glicose,

semelhantes a 101,7 g/L. Portanto, concluimos que houve uma faixa 6tima de
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resposta, em que a concentracao de glicose variou de 92-101,7 g/L. Para esta faixa
de resultados, a concentracdo de enzima variou de 2,2-3,3% (v/v), a concentracao
de substrato de 13-15% (m/v) e o tempo de hidrolise de 38,9-58,5 h. Entre os
resultados desta faixa 6tima, pode-se destacar o ensaio 12 como sendo o melhor
para a sacarificagdo em questdo, uma vez que é o terceiro melhor resultado, obtido
em menor tempo, 38,9 h e com menor concentracéo da enzima Cellic Ctec2 de 2,2%

(v/v) do que a maior resposta observada.

TABELA 24 - DCCR COM 3 VARIAVEIS — OTIMIZACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DO
SUBSTRATO AVICEL COM A ENZIMA CELLIC CTEC2

FATORES RESPOSTA RENDIMENTOS
ENSAIOS TEMPO AVICEL [CELLIC [GLICOSE] RENDIMENTO mg
(h) (%) CTEC2] (g/L) (%) GLICOSE/
(mhv) (%) 19 DE
(VIv) AVICEL*

1 19,4 7,0 1,2 49,6 63,5 705,5

2 19,4 7,0 3,3 46,9 60,1 667,7

3 19,4 13,0 1,2 64,2 44,6 495,3

4 19,4 13,0 33 76,9 53,4 593,7

5 58,5 7,0 1,2 62,6 80,2 891,4

6 58,5 7,0 33 71,6 91,8 1176,4

7 58,5 13,0 1,2 94,8 65,9 731,8

8 58,5 13,0 33 101,7 70,7 785,0

9 6,0 10,0 2,2 48,8 44,0 488,6
10 72,0 10,0 2,2 88,6 79,8 886,7
11 38,9 5,0 2,2 47,6 85,6 951,5
12 38,9 15,0 2,2 92,0 55,2 613,0
13 38,9 10,0 0,5 56,2 50,6 579,2
14 38,9 10,0 4,0 81,5 73,4 815,3
15 (C) 38,9 10,0 2,2 80,6 72,6 806,4
16 (C) 38,9 10,0 2,2 70,2 63,2 702,1
17 (C) 38,9 10,0 2,2 82,1 74,0 821,9
18 (C) 38,9 10,0 2,2 78,2 70,4 782,6
19 (C) 38,9 10,0 2,2 81,3 73,3 814,2

*Producéo de glicose/Avicel
NUmeros em negrito representam os maiores valores de sua respectiva coluna
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Os resultados obtidos para os pontos axiais (presentes nos ensaios de 9 a 14,
vide TABELA 24 do planejamento DCCR) permitiram a avaliacdo dos efeitos das
variaveis da sacarificacdo. O aumento das variaveis: tempo de 6 para 72h, do
substrato de 5 para 15% (m/v) e de concentragédo da enzima Cellic CTec2 de 0,5
para 4% (v/v), proporcionou um aumento da resposta da hidrolise enzimética de 1,8;
1,9 e 1,45 vezes, respectivamente. Estes dados confirmam que todos niveis
maximos das variaveis testadas foram suficientes para aumentar em pelo menos 1,7
vezes, em meédia, o resultado da resposta final da concentracdo de glicose obtido
com 0s niveis minimos.

ApoOs a ANOVA, a qual € apresentada na TABELA 25, pode-se observar que
todas as variaveis estudadas: tempo de hidrélise (h), concentracdo da enzima Cellic
CTec2 e do substrato Avicel foram significativas (p<0,05) no termo linear. O R?
obtido nesta é de 0,96, o qual € um bom resultado para um planejamento

experimental do tipo DCCR, e mostra que os dados se ajustaram ao modelo.

TABELA 25 - ANALISE DA VARIANCIA (ANOVA) PARA A CONCENTRAGCAO DE GLICOSE (G/L)
PRODUZIDA APOS HIDROLISE ENZIMATICA COM DCCR UTILIZANDO: CELLIC CTEC2 E AVICEL

FATORES SQ GL QM F P
(1)Tempo (h)(L) 1878,839 1 1878,839 78,8270 0,000010*
Tempo (h)(Q) 117,140 1 117,140  4,9146  0,053836
(2)% Avicel (m/v)(L) 2418,148 1 2418,148 101,4538 0,000003*
% Avicel (m/v)(Q) 89,202 1 89,202  3,7425  0,085050
(3)% Cellic CTec2 (viv)(L) 344,571 1 344571 14,4565 0,004203*
% Cellic CTec2 (viv)(Q) 112,756 1 112,756  4,7307  0,057640
1L por 2L 39,011 1 39,011 16367 0,232774
1L por 3L 4,225 1 4,225 0,1773  0,683603

2L por 3L 22,078 1 22,078 0,9263 0,360974
SQ= Soma dos Quadrados, GL= Graus de Liberdade, QM= Quadrado Médio; L = interacdo
linear; Q = interacdo quadrética; R’ (coeficiente de determinacao para o ajuste do modelo a superficie
de resposta )= 0,96
*Valores estatisticamente significativos a 95% de confianca (p < 0,05)

As variaveis significativas no termo linear, p<0,05, apresentaram no grafico de
pareto (FIGURA 34) efeitos positivos na resposta. Em ordem decrescente tem-se:
concentragéo de Avicel (%, m/v) e da enzima Cellic CTec2 (v/v), ou seja, 0 aumento
dos niveis destas variaveis ira aumentar a concentracdo de glicose final. As
interacdes entre as variaveis e 0s termos lineares ndo foram significativas nesta

condigao.
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™
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p=,05

Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

FIGURA 26 - GRAFICO DE PARETO - DCCR PARA A PRODUCAO DE GLICOSE DURANTE A
HIDROLISE ENZIMATICA DE AVICEL COM A ENZIMA COMERCIAL CELLI CTEC2

A partir das superficies de resposta (FIGURA 35) nota-se que a medida que
0S niveis das variaveis aumentam a resposta aumenta também, uma vez que as
faixas 6timas da variavel resposta, 80-100 g/L, encontram-se proximas aos niveis
mais altos das variaveis estudadas: tempo de hidrdlise e concentragfes da enzima e
do substrato Avicel, como pode ser observado também na TABELA 24. O longo
tempo de hidrolise gerou respostas menores do que as hidrélises mais curtas
(FIGURA 35 A e B) como ocorreu na otimizacdo da sacarificacdo enzimatica de
Avicel com as enzimas Celluclast e Novozymes 188. Foi detectado que com estas
duas enzimas que, nas condi¢des testadas, o longo tempo de hidrolise comeca a ser
prejudicial a hidrélise enziméatica da glicose, e é sugerido que este fato estava ligado
principalmente a acdo enziméatica do que ao substrato, como discutido anteriormente
(YANG, WILLIES e WYMAN, 2006). Assim, conclui-se que a enzima Cellic CTec2 é
mais estavel do que a Celuclast 1.5L durante a hidrélise enzimatica de Avicel.

Como todas as variaveis mostraram diferenca significativa no termo linear, o

aumento dos niveis das variaveis (tempo, concentracdo do substrato e de enzima)
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para tentar se achar o ponto 6timo da superficie, ndo seria viavel operacionalmente
e economicamente.

As melhores respostas para a concentracdo de glicose produzida com
concentragcbes altas (FIGURA 35C) jA eram esperadas uma vez que em maior
quantidade, o substrato gera uma maior quantidade de produto, no caso glicose
(g/L). Assim, a concentracdo da enzima Cellic CTec2 acima de 1% (v/v), produziu

respostas nas faixas 6timas em relacdo a concentracdo de Avicel a partir de 12%
(m/v).
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FIGURA 27 - SUPERFICIE DE RESPOSTA DO DCCR PARA A CONCENTRAGCAO DE GLICOSE EM
FUNCAO: A - DA CONCENTRACAO DE AVICEL E DO TEMPO; B - DA CONCENTRACAO DA

ENZIMA CELLIC CTEC2 E DO TEMPO; C - DAS CONCENTRACOES DE AVICEL E DE CELLIC
CTEC2
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A partir dos coeficientes de regressdo dados pelo programa Statistica 5 ®
apos o estudo utilizando o DCCR para a sacarificacdo de Avicel com a enzima Cellic

CTec2, foi gerada a seguinte Equacao 10 para a concentracéo de glicose (g/L):

Z=- 24,4051 + 0,7317*t - 0,0076*t* + 7,5751*A — 0,2895*A? + 9,9964*C -2,6570*C? +
0,0380 *t*A+ 0,0357*t*C + 0,5389*A* (Equacao 10)

Onde, Z = Glicose (g/L); t= Tempo de hidrolise (h); A = [Avicel] (m/v); C =
[Cellic CTec2] (viv).

Em todos os ensaios utilizando a enzima Cellic CTec 2 deste experimento nédo
foi detectada a presenca de celobiose, mostrando que a quantidade de celobiase
presente foi suficiente para uma boa converséo da celobiose em glicose.

O uso da enzima Cellic CTec2 é mais atrativo pois ja contém celulases e -
glicosidases, além de néo ter celobiose residual como ocorreu com a otimizagéo da
Avicel com a Celluclast. Em relacdo a resposta final do DCCR dos dois complexos
enzimaticos, um composto somente por Cellic CTec2, e outro por Celluclast 1.5L e
Novozymes 188, a concentracao de glicose foi praticamente a mesma: 92 e 93,6 g/L
respectivamente. Comparando os resultados escolhidos nos DCCRs aplicados a
hidrolise enzimatica do Avicel, a principal diferenca observada entre as condicbes
estd no uso da enzima Novozymes 188, 1,0% (v/v) no ensaio 14 da TABELA 22
(Celluclast 1.5L e Novozymes 188), que nao existe no ensaio 12 da TABELA 24
(Cellic CTec2), visto que a enzima Cellic CTec2 ja contém [-glicosidases. A
concentracdo da enzima principal, 2,2% (v/v), do substrato 15% (m/v) e do tempo de
hidrélise 38,9 h, sdo os mesmos em ambos 0s casos.

Nestas condi¢Oes citadas acima, os rendimentos com a enzima Cellic CTec
também foram semelhantes do que com o uso das enzimas Celluclast 1.5L e
Novozymes 188 em conjunto, gerando 55,2% de conversao da celulose em glicose,
e 613,0 mg de glicose obtida a cada 1g de Avicel utilizada (TABELA 24), e 56,2% e
624,1 mg glicose/g de Avicel (TABELA 22) respectivamente.

N&o foram encontrados na literatura dados relatando hidrélise enzimatica de
Avicel com esta enzima, mas pode-se observar que ela propiciou bons resultados
em outros tipos de substratos. Assim, os dados da otimizacdo da hidrolise
enzimatica com Cellic CTec2 e o planejamento DCCR foram repetidos com EFB;

para avaliar o comportamento da enzima, e as condi¢des para os dois substratos.
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4.5.2 Estudo das otimiza¢des do processo de hidrdlise enzimética do substrato
palma pré-tratada (EFB;)

Os planejamentos do tipo DCCR realizados anteriormente com o substrato
sintético Avicel, foram reproduzidos substituindo o Avicel por EFBs; como substrato,
exatamente nas mesmas condi¢cdes fisicas e com repeticdo de cada ensaio do
respectivo planejamento, um com as enzimas Celluclast 1.5L (4.5.1.1) em conjunto

com a Novozymes 188, o outro com a enzima Cellic CTec2 (4.5.1.2).

4.5.2.1 Otimizacdo da hidrolise enzimatica com as enzimas comerciais Celluclast
1.5L, Novozymes 188 para o substrato EFB;

O DCCR foi utilizado para maximizar a resposta de concentracdo final de
glicose no hidrolisado a partir de EFB;. Os niveis e as variaveis testadas foram as
mesmas do item 4.5.1.1, portanto, a concentracdo do substrato foi de 15% (m/v), o
tempo variou de 6-72h, e as concentra¢des das enzimas: Celluclast 1.5L de 0,5-4%
(v/v) e a de Novozymes 188 de 0-1% (Vv/v).

Através da TABELA 26 é possivel observar os niveis decodificados das
variaveis independentes: tempo de hidrélise (h), e % de concentracdo das enzimas
(v/v) Celluclast 1.5L e Novozymes 188, a variavel resposta (variavel dependente)
dada pela concentracdo de glicose em g/L encontrada no hidrolisado, e também os
valores dos rendimentos em porcentagem de EFB; convertida em glicose, bem como

a producdo em mg glicose a partir de 1 g de EFB:.
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TABELA 26 — OTIMIZACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DO SUBSTRATO EFB, COM AS
ENZIMAS CELLUCLAST 1.5L E NOVOZYMES 188

FATORES RESPOSTA RENDIMENTOS

ENSAIOS TEMPO % % GLICOSE RENDIMENTO  mg DE
(h) CELLUCLAST NOVOZYMES (g/L) (%) GLICOSE/

15L 188 1gDE
(VIv) (Viv) EFBt*
1 19,4 1,2 0,2 36,4 34,3 242,6
2 19,4 1,2 0,8 51,6 48,5 343,8
3 19,4 3,3 0,2 48,3 45,5 322,3
4 19,4 3,3 0,8 64,0 60,2 426,5
5 58,5 1,2 0,2 47,0 44,2 313,2
6 58,5 1,2 0,8 56,3 53,0 375,2
7 58,5 3,3 0,2 61,8 58,1 411,7
8 58,5 3,3 0,8 65,9 62,1 439,5
9 6,0 2,2 0,5 31,5 29,7 210,1
10 72,0 2,2 0,5 48,6 45,7 323,9
11 38,9 0,5 0,5 33,8 31,8 225,6
12 38,9 4,0 0,5 41,1 38,7 274,1
13 38,9 2,2 0,0 28,2 26,6 188,1
14 38,9 2,2 1,0 65,4 61,5 435,8
15 (C) 38,9 2,2 0,5 63,1 59,4 420,8
16 (C) 38,9 2,2 0,5 64,3 60,5 428,8
17 (C) 38,9 2,2 0,5 63,1 59,4 420,5
18 (C) 38,9 2,2 0,5 61,9 58,2 412,4
19 (C) 38,9 2,2 0,5 63,7 60,0 424,8

*Producao de glicose/EFB;
NUmeros em negrito representam os maiores valores de sua respectiva coluna

Dos os 19 ensaios realizados na TABELA 26, € possivel obervar que a
concentracdo de glicose (g/L) apos a sacarificacdo enzimatica variou de 28,2 a 65,9
(g/L). A concentragdo mais alta de glicose encontrada no hidrolisado, ou seja, a
maior hidrélise de EFB; evidenciada através da varidavel resposta, ocorreu no ensaio
8, que foi de 65,9 g/L, diante das seguintes condi¢Ges: 58,5h de sacarificacdo de
EFB;, 3,3% (v/v) de Celluclast 1.5L e 0,8% (v/v) de Novozymes 188. Os melhores
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rendimentos obtidos também sé&o referentes ao ensaio 8 (vide TABELA 26), 62,1%
de conversédo de celulose em glicose e 439,5 mg de glicose/g de EFB;, apdés 58,5h
de sacarificacdo, com 3,3% (v/v) de Celluclast 1.5L e 0,8% (v/v) de Novozymes 188.
E importante lembrar que estes valores se assemelham com o valor maximo de cada
fator independente no planejamento fatorial. Ao serem incrementados estes valores
no desenho da superficie resposta observa-se que os valores da concentracdo sao
inferiores o que pode indicar que pode existir o ponto 6timo perto dessas condicoes.
Para corroborar esta suposicdo foi realizada a discriminacdo dos coeficientes
associados a cada fator independente e as interacdes de segunda ordem entre eles
realizando a analise de variancia (ANOVA-TABELA 27).

Considerado o desvio padrdo dos pontos centrais de +0,9 g/L, observamos
que houveram outras respostas que se assemelham a 65,9 g/L, € o caso dos
ensaios 4,7,14 e os pontos centrais, com 64,0, 61,8, 65,4 e 63,1 g/L (média dos
pontos centrais), respectivamente. Diante desta faixa de resposta de 63,1-65,9 g/L, o
tempo vaiou de 19,4-58,5 h, a concentracdo da enzima Celluclast 1.5L de 2,2-3,3%
(v/v) e da enzima Novozymes 188 de 0,2-1,0% (v/v). Diante desta faixa o segundo
melhor resultado, que se refere ao ensaio 14, foi destacado como o melhor para este
planejamento pois, embora tenha ocorrido um pequeno aumento na concentracao
da enzima Novozymes 188 para 1% (v/v), houve uma reducdo no tempo para 38,9 h
e na concentracao da enzima principal Celluclast 1,5L para 2,2% (v/v) em relacao ao
resultado mais alto observado (ensaio 8).

Nesta etapa com o EFB; ndo foi detectada a presenca de celobiose residual
como ocorreu com a otimizacdo do Avicel nas mesmas condicdes.

Em relacdo a comparacdo da otimizacdo da hidrélise enzimatica do EFB;,
realizada nas mesmas condigbes com o substrato Avicel (TABELA 22), o valores
escolhidos como os melhores em cada situacdo sdo ambos relacionados ao ensaio
14. A concentragdo de glicose diminuiu cerca de 30% em relacdo ao substrato EFB;
(de 93,6 para 65,4 g/L), este fato pode ser explicado pela Avicel ser composta
praticamente 100% de celulose, enquanto que a composi¢cado da celulose no EFB;
nesta etapa € de 62,7%. Além disso, a composicdo do EFB; contém residuos de
lignina, em maior quantidade, e de hemicelulose que séo interferentes na hidrélise
enzimatica (ALVIRA et al., 2010; ZHENG, PAN, E ZHANG, 2009; BALAT, 2011), que

podem ser a explicacdo para a diminuicdo da concentracao de glicose.
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Hassan e colaboradores (2013), conseguiram um rendimento de 348,4 mg de
glicose por g de EFB pré-tratado, apds otimizacdo da sacarificacdo enzimatica
através de uma mistura enzimatica composta porm 3 partes: 0,9 Celluclast 1.5L:0,03
Viscozyme: 0,07 Novozymes 188 (totalizando 2,51% (v/v) de enzima por grama de
EFB pré-tratado com explosdo a vapor em conjunto com acido acético), com 4,5%
de concentracdo de sélidos, e apds 35 h de hidrélise. A diferenca do rendimento
obtido por estes autores pode ser explicada pelas condicbes utilizadas. A
porcentagem de recuperacdo de glicose ficou muito proxima 62,4% contra 62,1%
(vide TABELA 26), entretanto as quantidades de celulose presentes eram
praticamente o dobro: 34,4% encontrado pelos referidos autores, e 62,7, por este
estudo, e a quantidade de substrato 4,5% e 15% (m/v) respectivamente de cada um.

Os pontos axiais positivos produziram uma concentracdo de glicose no
hidrolisado final, 1,5, 1,2 e 2,3 vezes maior que 0s pontos axiais negativos para 0s
fatores: tempo, % Celluclast 1.5L e de Novozymes 188, respectivamente. Em
comparacdo com o DCCR destas enzimas com o substrato Avicel, mostram que
neste caso a variacdo da resposta com 0s pontos axiais positivos foi mais visivel
para o tempo de reacdo (2,3 vezes maior que 0 negativo), enquanto que para o
DCCR com EFB; a concentracdo da enzima Novozymes 188, produziu uma maior
importancia no ponto axial positivo, 2,3 vezes maior que o observado no negativo.
Ou seja, os fatores que influenciam a resposta da concentracdo do produto obtido
apos a hidrolise enzimética, foram diferentes em cada um dos substratos testados.
Esta informacdo pode ser vista na FIGURA 36, onde mostra que a variavel
concentracdo de Novozymes 188 € altamente significativa e produz um efeito
positivo na resposta para o EFB..

Hassan e colaboradores (2013) encontram que para a sacarificagdo do EFB
pré-tratado todos os fatores testados: concentracdo das enzimas (Celluclast
1.5L+Novozymes 188+Viscozymes), do substrato e o tempo de hidrélise, foram
significativos para o aumento da concentracdo final de glicose, sendo que a
concentragdo das enzimas foi o fator mais importante.

A partir do grafico de pareto, FIGURA 36, é possivel observar as variaveis
gue foram significativas (p<0,05): concentracdo da enzima Novozymes (termo linear)
e o termo quadratico da variavel concentracdo da enzima Celluclast 1.5L. A
concentragdo da enzima Novozymes 188 no termo linear possui efeito positivo na

variavel resposta, e podera aumentar a concentracao de glicose.
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(3)% Novozymes 188 (v/v)(L) 3,204049

% Celluclast (v/v)(Q) -2,54581

-1

Tempo (h)(Q) -2,17389

52

e - -

(2)% Celluclast (v/v)(L) 1,825

S - -

(1)Tempo (h)(L) 1,775592

% Novozymes 188 (v/v)(Q) -1,26033

1Lby3L -675968

2Lby3L -,181973

1Lby2L ,0024949

p=,05

Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

FIGURA 28 - GRAFICO DE PARETO APRESENTANDO OS EFEITOS ESTATISTICAMENTE
SIGNIFICATIVOS (p<0,05) A PARTIR DO DCCR PARA A PRODUCAO DE GLICOSE DURANTE A
SACARIFICACAO ENZIMATICA DE EFB, COM AS ENZIMAS COMERCIAIS CELLUCLAST 1.5L E
NOVOZYMES 188

Através da TABELA 27 a analise de variancia mostrou que a concentracdo da
enzima Novozymes 188 foi a Unica variavel significativa no termo linear, enquanto
que a concentracdo da enzima Celluclast 1.5L foi significativa no termo quadréatico,
Ou seja, ja atingiu o ponto 6timo. Para que a enzima Novozymes 188 consiga atingir
0 ponto 6timo o nivel maximo deveria ser aumentado, pois possui efeito positivo, o
gue néo é viavel.

O valor do R? obtido na TABELA 27 é de 0,75, o qual é aceitavel para um
planejamento experimental do tipo DCCR. Em comparagdo com o DCCR com as
enzimas Celluclast 1.5L e Novozymes 188 com o substrato Avicel o valor (0,93) do
R? observado é menor, este fato pode ser explicado pois talvez as enzimas ndo se
comportem do mesmo jeito para os substratos sintéticos, “puros”, e o substrato

heterogéneo EFB; diante as condi¢des estudadas.
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TABELA 27 - ANALISE DA VARIANCIA (ANOVA) PARA A CONCENTRAGAO DE GLICOSE
PRODUZIDA APOS HIDROLISE ENZIMATICA COM PLANEJAMENTO DCCR UTILIZANDO:
CELLUCLAST 1.5L E NOVOZYMES 188 E EFB;

SQ GL oM F p
(1)Tempo (h)(L) 259.323 1 259.3235 3.15273 0.109536
Tempo (h)(Q) 388.715 1 388.7149 4.72580 0.057746
(2)% Celluclast (viv)(L) 274212 1 2742121 3.33373  0.101160
% Celluclast (v/v)(Q) 533.099 1 533.0994 6.48116 0.031410*
(3)% Novozymes 188 (v/v)(L) 844.411 1 844.4108 10.26593 0.010761*
% Novozymes 188 (viv)(Q)  130.655 1 130.6551 1.58844  0.239244
1L por 2L 0001 1 0.0005 0.00001 0.998064
1L por 3L 37584 1 37.5845 0.45693 0.516053
2L por 3L 2,724 1 27238 0.03311 0.859636

SQ= soma dos quadrados, GL= graus de liberdade, QM = quadrado médio; L = interagcéo
linear; Q = interacdo quadréatica; R’ (coeficiente de determinacao para o ajuste do modelo a superficie
de resposta )=0,75

*Valores estatisticamente significativos a 95% de confianca (p < 0,05)

A FIGURA 37, A-C, mostra as superficies de contorno geradas a partir dos
resultados da sacarificacdo enziméatica de EFBs; com as enzimas Celluclast e
Novozymes 188. A faixa 6tima da resposta esta entre 50 a 60 g/L.

Como visto na FIGURA 37 A e B, a resposta de concentracdo de glicose
presente no hidrolisado é menor conforme o tempo de hidrélise é maior. A duracao
da sacarificacdo enzimatica por mais tempo provoca a queda da concentracdo de
glicose (g/L) no hidrolisado, e pode estar associado com a diminuicdo da taxa de
hidrolise (SHEEHAN e HIMMEL 1999). Este fato também foi observado e discutido
na segunda etapa da otimiza¢do enzimatica com o substrato Avicel, exatamente nas

mesmas condi¢des utilizadas diante deste experimento com o EFB:.
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FIGURA 29 - SUPERFICIE DE RESPOSTA DO DCCR PARA A CONCENTRAGAO DE GLICOSE EM
FUNCAO: A - DA CONCENTRACAO CELLUCLAST E DO TEMPO; B - DA CONCENTRACAO DA

ENZIMA NOVOZYMES 188 E DO TEMPO; C - DAS CONCENTRACOES CELLUCLAST E
NOVOZYMES 188

A partir dos coeficientes de regressdo do programa Statistica 5 ® apos a
otimizacdo com DCCR para a sacarificacdo de EFB; com a enzima Celluclast 1.5L e

Novozymes 188, foi gerada a seguinte Equacdo 11 que descreve as superficies de
contorno, para a concentragéo de glicose (g/L):

Z = - 37,7538 + 1,4968* - 0,0139t* + 31,2883C - 5,7894C2 + 81,8618N -35,4927N?
+ 0,0004t*C - 0,3852t*N - 1,9553C*N  (Equac&o 11)

Onde, Z = Glicose (g/L); t= Tempo de hidrdlise (h); C = [Celluclast 1.5L] (v/V);
N = [Novozymes 188] (v/v).
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A relagdo Celluclast 1.5L e Novozymes 188 na melhor condi¢do escolhida
(ensaio 14), foi de aproximadamente 2:1. Uma proporcédo 6tima de 5:1 (Celluclast
1.5L e Novozymes 188) foi estabelecida como 6tima para a sacarificacdo de EFB
pré-tratado com LHW, ap6s 24 h de reacdo, produzindo 2,5 g/L de glicose
(HAMZAH, IDRIS e SHUAN, 2011). Os autores afirmam que o efeito da combinacao
de celulase com 3 1-4 glicosidades € melhor que o uso apenas de celulases em EFB
pré-tratado nestas condi¢des.

Aproximadamente 180 g de glicose/kg de EFB pré-tratado apenas com 15
minutos de tratamento a vapor, foi encontrada apds 24h de sacarificacdo enzimatica
utilizando Celluclast 1.5L (25 FPU/g de substrato e 5% m/v de concentracdo de
substrato) (SHAMSUDIN et al., 2012). O baixo rendimento pode estar relacionado
pela falta do uso da enzima Novozymes 188.

EFBs, 2% ml/v, pré-tratado com acido e posterior branqueamento, ou seja,
restando a holocelulose (celulose+hemicelulose), produziu 35,8 g/L de glicose e
45,2% de rendimento apds sacarificacdo enziméatica com Celluclast 1.5L e
Novozymes 188 (AZIZ et al., 2002).

Os rendimentos da sacarificacdo também poderiam ser aumentados, se o
pré-tratamento da biomassa fosse melhorado, assim, a celulose ficaria mais
disponivel para o ataque enzimatico. Tengborg, Galbe, e Zacchi (2001), estudaram
concentracbes enziméaticas de Celluclast 2L para a sacarificacdo da celulose de
coniferas, concluiram que a melhor condicdo para sacarificacdo enziméatica seria
utilizando 48 FPU/g de Celluclast. A adicdo de Novozymes 188 em concentracdes
acima de 50 IU/g de celulose contribuiu para maiores rendimentos, em torno de
40%, de conversdao de celulose em glicose. Os autores aumentaram estas
concentracfes para 120 FPU/g e 120 1U/g e notaram que a hidrélise completa ndo
foi alcancada, portanto, sugeriram que a melhoria dos pré-tratamentos prévios da

biomassa pode aumentar a hidrélise enziméatica da celulose.
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4.5.2.2 DCCR com o substrato EFB; e a enzima comercial Cellic Ctec2

Com o objetivo de se avaliar o efeito de diferentes concentragdes de Cellic
CTec2, tempo e concentracdo de EFB; interferem na concentracdo de glicose
produzida apos a sacarificacdo enzimatica da glicose presente no substrato EFB;, foi
realizado um DCCR com 0s mesmos niveis e variaveis usados no item 4.5.1.2. Na
TABELA 28 pode-se observar a matriz do DCCR que inclui as variaveis: tempo de
hidrolise (h), concentracdo do substrato EFB; (m/v) e da enzima Cellic CTec2, com
0s niveis decodificados, as respostas do experimentos, e 0s rendimentos em
porcentagem e em massa.

As variacOes da resposta para este experimento oscilaram entre 31,8 a 64,9
g/L nos 19 ensaios realizados. O ensaio que representa a melhor condicdo de
hidrolise de EFB; evidenciada pela maior concentracéo de glicose (TABELA 28) foi o
de nimero 12. Este ponto apresentou rendimentos de 63,5% de celulose convertida
em glicose, e 432,3 mg de glicose obtidos por g de EFB;. As concentracbes de
substratos menores possuem maiores rendimentos de conversdo de celulose em
glicose. A diminuicdo do rendimento em relacdo ao aumento da concentracdo de
sélidos presentes ja era esperado, uma vez que também foi encontrado na
otimizagdo da atividade enzimética com a enzima Cellic CTec2 com o substrato
Avicel, além disso a literatura relata que esta relacdo entre a conversao da celulose
obtida e 0 aumento da concentracdo de solidos, € um efeito genérico e intrinseco
descrevendo uma correlacéo linear crescente entre 5-30% (m/v) de teor de solidos
iniciais (KRISTENSEN, FELBY e JORGENSEN, 2009).

Considerando o desvio padrdo obtido através dos pontos centrais, de +2,3
g/L, outros ensaios como o 8 e 0 14, com 63,9 e 61,6 g/L respectivamente, ficam
muito préximos a 64,9 g/L. Diante deste fato, existe uma faixa 6tima de resultados
em concentracdo de glicose, que varia de 61,6-64,9 g/L. O maior resultado também
se destaca entre os outros dois por ocorrer em menor tempo e utilizar a menor
guantidade da enzima, sendo escolhido como o melhor ensaio para este

planejamento. N&o foi detectada a presenca de celobiose residual nos ensaios.
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TABELA 28 - DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL COM 3 VARIAVEIS —
OTIMIZAGAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DO SUBSTRATO EFBT COM A ENZIMA CELLIC
CTEC2

FATORES RESPOSTA RENDIMENTOS
ENSAIOS TEMPO % EFBT %CELLIC GLICOSE RENDIMENTO mg
(h) (mhv) CTEC2 (g/L) (%) GLICOSE/
(VvIv) 1gDE
EFB*
1 19,4 7,0 1,2 35,9 75,0 511,0
2 19,4 7,0 3,3 42,0 87,7 597,5
3 19,4 13,0 1,2 49,9 56,5 385,0
4 19,4 13,0 33 47,1 53,3 363,5
5 58,5 7,0 1,2 43,5 90,9 619,8
6 58,5 7,0 33 48,5 100,0 691,0
7 58,5 13,0 1,2 56,8 64,3 438,3
8 58,5 13,0 33 63,9 72,4 493,2
9 6,0 10,0 2,2 36,3 53,3 363,6
10 72,0 10,0 2,2 57,7 84,8 577,8
11 38,9 5,0 2,2 31,8 93,2 635,5
12 38,9 15,0 2,2 64,9 63,5 432,5
13 38,9 10,0 0,5 45,0 66,0 449,9
14 38,9 10,0 4,0 61,6 90,4 616,2
15 (C) 38,9 10,0 2,2 54,0 79,3 540,7
16 (C) 38,9 10,0 2,2 53,2 78,1 532,5
17 (C) 38,9 10,0 2,2 54,1 79,4 541.4
18 (C) 38,9 10,0 2,2 51,9 76,2 519,5
19 (C) 38,9 10,0 2,2 48,5 71,2 485,2

*Producéo de glicose/ EFB;
NUmeros em negrito representam os maiores valores de sua respectiva coluna
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Os resultados obtidos para os pontos axiais (presentes nos ensaios de 9 a 14,
vide TABELA 28) do planejamento DCCR permitiram a avaliacdo dos efeitos das
variaveis da sacarificacdo isoladas. O aumento do tempo 6 para 72h, do substrato
de 5 para 15% (m/v) e de concentracdo da enzima Cellic CTec2 de 0,5 para 4%
(v/v), proporcionou um aumento na hidrélise enzimatica de 1,58; 2,04 e 1,37 vezes
respectivamente. Assim, a concentracdo do substrato EFB;, foi a variavel que mais
influenciou a resposta.

O coeficiente de regressdo, R?, obtido através da TABELA 29 é de 0,92, o
qual é 6timo para um planejamento experimental do tipo DCCR, e mostra que os
dados se ajustaram bem ao modelo. Em comparacédo com o DCCR da enzima Cellic
CTec2 com o substrato Avicel o valor (0,95) do R? também é alto, ou seja, para 0s
dois tipos de substratos tratados com a enzima Cellic CTec2, o sintético e o natural,
o modelo foi bem ajustado. A tabela também evidencia que as variaveis: tempo de
hidrolise, concentracdo de EFB; e da enzima Cellic CTec2 séo significativas
(p<0,05). Nenhuma das interacbes entre as varidveis, nem as variaveis no termo

guadratico foram significativos.

TABELA 29 - ANALISE DA VARIANCIA (ANOVA) PARA A CONCENTRACAO DE GLICOSE (g/L)
PRODUZIDA APOS HIDROLISE ENZIMATICA COM DCCR UTILIZANDO: CELLIC CTEC2 E AVICEL

FATORES SQ GL  sSM F p

(1)Tempo (h)(D) 400.871 400.8708 28.28072 0.000482*
Tempo (h)(Q) 58.610 58.6095 4.13480  0.072532
(2)% EFB, (M\V)(L) 784.939 784.9388 55.37603 0.000039*

1
1
1
% Substrato (m/v)(Q) 35.492 1 354919 250389 0.148025
(3)% EFB, (V/V)(L) 137590 1 137.5904 9.70676 0.012407*
% Cellic CTec2 (v/v)(Q) 0.246 1 0.2459 0.01735 0.898103
1L por 2L 11296 1  11.2955 0.79688 0.395270
1L por 3L 9.755 1 9.7549 0.68819 0.428234
2L por 3L 5.719 1 5.7190 0.40346  0.541117
SQ = Soma dos Quadrados, GL= Graus de Liberdade, QM = Quadrado Médio; L = interacé@o
linear; Q = interagdo quadratica; R? (coeficiente de determinagéo para o ajuste do modelo a
superficie de resposta ) = 0,92
*Valores estatisticamente significativos a 95% de confianca (p < 0,05)

Na otimizagdo com o substrato Avicel nas mesmas condi¢fes utilizadas no
DCCR com EFB;, o melhor resultado obtido apds a sacarificacdo foi de 92 g/L de
glicose. Em comparagcdo com o substrato EFB; a diminuicdo foi de 30% na
concentracdo do produto final (glicose), lembrando que o substrato EFB; continha

nesta etapa 61,3% de celulose, cerca de 40% menos de celulose que o Avicel, que é
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composto praticamente 100% de celulose. Um fato que também foi notado € que as
condicbes da melhor resposta na otimizacdo com Avicel, referentes ensaio 12 da
TABELA 24, foram as mesmas encontradas para o DCCR de EFB,, referente ao
ensaio 12 da TABELA 28.

Em relacdo aos rendimentos tanto de conversao da celulose em glicose
quanto da quantidade de glicose obtida por grama de substrato utilizado, as
condi¢cbes onde foram observados os melhores resultados ocorreram no ponto 6 no
DCCR de ambos os substratos (Avicel e EFB;), que se caracterizava por: 58,5h de
hidrélise, com 7% (m/v) de substrato e 3,3% (v/v) de enzima Cellic CTec2. Os
rendimentos de conversdo da celulose presente foram altos em ambos 0s casos
91,8 e 100%. Em contraste com o rendimento de glicose obtida por grama de
substrato que foram bem menores, 1176,4 e 691,0, para Avicel e EFB;,
respectivamente. Os altos rendimentos para a conversao da celulose € justificada
pois leva em conta a quantidade real de celulose presente em cada substrato, por
outro lado o rendimento por grama de substrato considera somente o peso da
amostra e ndo a composigao.

Para estudar a resposta final e os rendimentos a partir da quantidade real de
celulose presente no substrato EFB; com o substrato Avicel, o ensaio 12 foi
reproduzido com a concentracdo de substrato relativa a quantidade de celulose
presente no mesmo ensaio com EFB;. Neste caso o EFB; continha 61,3% de
celulose. Como resultado, foi obtido 66,3 g/L de glicose no hidrolisado, um
rendimento de 64,9% de conversdo da celulose em glicose, e 720,7 mg de glicose
obtida por 1 grama de Avicel. Assim, conclui-se que nestas mesmas condi¢cdes
ambos os substratos utilizados proporcionaram praticamente as mesmas respostas.
O rendimento de obtencéo de glicose por grama de substrato foi mais alto, uma vez
gue a quantidade de substrato puro utilizado € menor (150 g de EFB; e 92 g para o
Avivel), entretanto o rendimento de conversdo de celulose em glicose foi
praticamente igual, 64,9% (64,86% para o Avicel e 64,87 para o EFB;), indicando
gque a enzima apresentou comportamento semelhante para os dois tipos de
substrato.

Em comparacdo a sacarificacdo do EFB; com as enzimas Celluclast 1.5L e
Novozymes 188 os resultados foram semelhantes. A melhor concentragédo de
glicose obtida foi de 65,4 g/L, no ensaio 14 da TABELA 26, préximo ao resultado
alcancado com a enzima Cellic CTec2 64,9 g/L, ambos com a mesma concentracéo
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de substrato 15% (m/v), mesmo tempo de hidrdlise utilizado 38,9 h, e mesma
concentracdo da enzima principal 2,2% (m/v). Entretanto, ndo houve necessidade do
uso da enzima Novozymes 188, pois a enzima Cellic CTec 2 contém B-glicosidases.
Assim, o uso da enzima Cellic CTec2 é mais viavel para a sacarificacdo de EFB..

A enzima Cellic CTec2 foi usada para a sacarificacdo de substratos
heterogéneos, e seus respectivos rendimentos de converséo da celulose em glicose:
EFB - 83,9% (KIM e KIM, 2013); palha de milho — 48,8% (ZHANG, XU, e HANNA,
2012); palha de trigo - 52,9% (LOPEZ-ABELAIRAS, LU-CHAU, e LEMA, 2013).

A otimizag&o da sacarificagdo enzimética da palha de trigo pré-tratada com
com o fungo Irpex lacteus e as enzimas Cellic CTec, HTec2, e NS50010 (B-
glicosidase), aumentou o rendimento de conversdo da celulose em glicose de 33
para 54%, e diminuiu a carga enzimatica em 40% em relag&o as condi¢des iniciais.

Pelo gréfico de Pareto (FIGURA 38) pode-se observar que os efeitos de todas
as variaveis estudadas, tempo, concentracdo de EFB; e de enzima Cellic CTec2, no
termo linear sdo positivos. Os termos lineares apresentam sinal positivo, assim,
qualguer aumento nos niveis destas variaveis a resposta final, concentracdo de
glicose, também vai aumentar. Como os fatores ndo foram significativos no termo
quadratico, o ponto 6timo néo foi alcancado, assim, o grafico de Pareto sugere que
0s niveis das variaveis aumentem para que 0 ponto 6timo seja encontrado.
Entretanto, o aumento destes niveis ndo é vidvel economicamente e
operacionalmente.

A concentracdo das enzimas é um fator importantissimo pois o custo com
enzimas é de 25-50% (ZHUANG et al., 2007), assim a otimizagéo ajuda a melhorar e
reduzir os custos com a hidrélise enzimatica de materiais lignocelulésicos e

consequentemente da producédo de bioetanol (BERLIN et al., 2007).
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(2)% Substrato (mAv)(L) 7,441507

(1)Tempo (h)(L) ; 5,317962

(3)% CellicCtec2 (v/v)(L) ; 3,115567
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Tempo (h)@Q) -2,03342
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FIGURA 30 - GRAFICO DE PARETO A PARTIR DO DCCR PARA A PRODUCAO DE GLICOSE
DURANTE A SACARIFICAGCAO ENZIMATICA DE EFB; COM A ENZIMA CELLIC CTEC 2

As superficies de contorno geradas, FIGURA 39 A-B, mostram que a regiao
Otima inicia com os maiores niveis de concentracdo de EFB; (acima de 12%) e da
enzima Cellic CTec2 (acima de 2,5%) em relacdo ao tempo de hidrdlise (acima de
40h). A figura 26C mostra que para concentracfes acima de 10% de EFBy, qualquer
concentracdo de enzima Cellic CTec2 atinge a resposta 6tima, acima de 60 g/L de
glicose. A otimizacdo da sacarificacdo enzimatica da cana-de-acUcar pré-tratada
com acido e base chegou a 58,4 g/L de glicose, através das variaveis: temperatura
da reacdo (47°C), carga enzimatica (25,9 FPU/g de substrato) e concentracdo de
sélidos (10% m/v) (VASQUEZ et al., 2007). A regido 6tima apresentada pela
FIGURA 39 A-C variou entre 60-70 g/L. Estes valores mostram ser um exemplo de
hidrolisado com potencial para producdo de biotenol, pois os valores estdo préximos
aos 80 g/L de acucares fermentesciveis (glicose) teoricamente necessarios para
uma producéao de bioetanol de 40 g/L (YAN et al., 2012).

Dados da literatura (Kim e Kim, 2013) mostram que a enzima Cellic CTec2 foi
utilizada na sacarificacdo de EFB ap0s pré-tratamento acido-basico, com uma carga

enzimatica de 50 FPU/g de 10% biomassa (m/v) , com 48h de reacao, gerou 70,8
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g/L de glicose. De acordo com os autores, a enzima Cellic CTec2 continha 84
FPU/mI, portanto em 10 gramas seriam 500 FPU/mI, o volume de tampéao para 10
gramas seria 100 mL, logo 5% (v/v) de enzima. O resultado obtido por este estudo
apesar de ser menor do que o obtido por estes autores, 64,85 g/L de glicose, € mais
interessante, uma vez que os valores sdo muito préximos e alcancados em 9 horas
a menos, e usando a metade da concentracdo da enzima Cellic CTec2. Outros
autores também relatam uma producéo nestas condicdes de 1,8 g/L de xilose, e em

nosso estudo a xilose ndo foi detectada ap0s as sacarificagbes em qualquer
condicao.
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FIGURA 31 - SUPERFICIE DE RESPOSTA DO DCCR PARA A CONCENTRACAO DE GLICOSE EM
FUNCAO: A - DA CONCENTRAGCAO DE EFB, E DO TEMPO; B - DA CONCENTRACAO DA ENZIMA
CELLIC CTEC 2 E DO TEMPO; C - DAS CONCENTRACOES DE EFBT E DE CELLIC CTEC2
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A partir dos coeficientes de regressdo do programa Statistica 5 ® apos a
otimizacdo com DCCR para a sacarificacdo de EDB; com a enzima Cellic CTec2, foi
gerado a seguinte Equacdo 12 que descreve as superficies de contorno, para a

concentracéo de glicose (g/L):

Z=-9,9280 + 0,36976*t - 0,00539*t* + 6,02193*EFB, - 0,18261*EFB,’ + 3,12280*C +
0, 12409*C? + 0,02044**EFB, + 0,05428*t*C - 0,27430*EFB*C (Equac&o 12)

Onde, Z = Glicose (g/L); t= Tempo de hidrélise (h); EFBi= EFB pré-tratado
com &cido e base (m/v); C = [Cellic CTec2] (v/v).

O tipo de pré-tratamento também é essencial a sacarificacdo enzimatica, e
pode aumentar os rendimentos do processo conforme for conduzido (MOOD et al.,
2013; JORGENSEN, KRISTENSEN e FELBY, 2007). Portanto, para melhorar ainda
mais nossos rendimentos, um estudo com outros pré-tratamentos seria interessante
do ponto de vista em melhorar a quantidade de glicose apds a sacarificacéo.

A proxima etapa do nosso estudo € o escalonamento destas condicdes
encontradas com a sacarificacdo do EFB; com a enzima Cellic CTec2 e espera-se

chegar a um rendimento superior ao encontrado (432 mg de glicose/g de EFB;).

4.6 HIDROLISE ENZIMATICA DE EFBt EM TANQUE AGITADO

Ap6s a otimizacdo da atividade enzimética com o substrato EFB;, com o
objetivo de aumentar em quantidade e qualidade do hidrolisado rico em glicose pra
producdo de bioetanol, a hidrélise enzimatica foi conduzida em um tanque de
hidrolise de 1L, visando o aumento de escala posterior.

No escalonamento foi utilizada a melhor condicdo do DCCR com EFB; com a
enzima Cellic CTec2, nas condi¢des: 15% (m/v) EFB;; 2,2% (v/v) de enzima Cellic
CTec2 e tempo 38,9 h, em um volume util de 500 mL.

Em um teste prévio foi observado que para esta concentracdo de solidos

15%, ndo haveria condigbes operacionais com o equipamento utilizado devido a falta
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de agitacdo homogénea. Portanto, a solugéo encontrada foi fazer a sacarificagcdo em
batelada alimentada de sélidos.

Estudos com batelada alimentada visam aumentar a quantidade de sélidos, e
consequentemente, o rendimento de glicose final (KRISTENSEN, FELBY, e
JORGENSEN, 2009). Varias estratégias de batelada alimentada tém sido realizadas
com o objetivo de aumentar a quantidade de substrato, sem atingir viscosidade em
excesso e também sem tornar a ligacdo enzima-substrato improdutiva. Além disso,
elevadas concentracfes de substrato podem acarretar problema de transferéncia de
calor e massa devido as propriedades reoldgicas de uma suspensao muito densa e
fibrosa, proporcionando problemas difusionais para as enzimas (VERARDI et al.,
2012; RUDOLF et al., 2005). O alto teor de solidos em operagdo de hidrélise
enzimatica de materiais lignoceluldsicos é motivado tanto pela diminuicdo de custos
operacionais, quanto pelo aumento da concentracdo do produto e,
consequentemente, os custos de separacao (HODGE et al., 2009).

Para que o escalonamento fosse possivel em relacdo a solubilizacdo do
substrato no tampao e agitacdo por hélice naval, um teste prévio foi conduzido com
a adicdo de 50% da massa total de EFB; no inicio e o restante apds metade do
tempo total (19,5h) com o volume total de enzima inicial, e outro com a enzima
sendo adicionada em duas metades como o mesmo procedimento do substrato. Na
TABELA 30 é possivel observar um resumo com resultados realizados em duplicata

antes do escalonamento, dos testes realizados e apds o0 escalonamento.

TABELA 30 - RESULTADOS DA SACARIFICACAO ANTES DO ESCALONAMENTO, DOS TESTES
COM BATELADA ALIMENTADA, E APOS O ESCALONAMENTO

ERLENMEYER TANQUE AGITADO
PONTO 1/2 1/2 ESCALONAMENTO
12 [SUBSTRATO]* [SUBSTRATOJ*
TABELA E ENZIMA E ¥ [ENZIMA]
31 TOTAL
Glicose 64,9 70,9 69,3 72,9
(g/L) 65,9 72,3 70,9 71,5
Média 65,4a 71,6b 70,1b 72,2b
+0,73 + 0,96 +1,10 +0,99

*Substrato = EFB;
* Letras diferentes= apresentam diferenca significativa (p<0,05)
Letras iguais= nao apresentam diferenca significativa (p>0,05)
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O teste Tuckey ndo apresentou diferenca significativa para o uso do substrato
pela metade do tempo com o total de enzima, nem para 0 mesmo tratamento com o
volume da enzima também dividido na metade do tempo total igualmente como o
substrato. Em relag&o ao ponto 12 da TABELA 31 os testes apresentaram diferenca
significativa, entretanto mostraram maior rendimento em concentracdo de glicose
(g/L) Portanto, o tratamento dividindo a massa de EFB:; inicial em duas metades,
considerando uma metade no inicio da sacarificacdo e a outra apds 19,5h e com
volume total de enzima inicial foi escolhida para o escalonamento.

O resultado final do escalonamento 72,2 g/L nestas condi¢des aumentou em
11,2% a concentracdo de glicose da condicao inicial. Os rendimentos observados, a
a partir da média (72,2 g/L) de concentracdo de glicose no hidrolisado foram: 68,8%
de conversao de celulose em glicose, sendo que este material continha 62,9% de
celulose antes da sacarificacéo, e 481,2 mg de glicose obtida por grama de celulose.

Portanto, o escalonamento em batelada alimentada permitiu que as condicdes
aplicadas em frascos de Erlenmeyer se reproduzissem e também houve um

aumento da concentragao final no hidrolisado, ainda que pouco expressivo.

4.7 HIDROLISE ENZIMATICA DO EFB; E DO AVICEL COM EXTRATO
ENZIMATICO PRODUZIDO NO LPB

A analise dos acucares mostrou que ndo houve producéo de glicose pelas
enzimas presentes no extrato enzimatico para ambos os substratos, entretanto,
houve producdo de celobiose na concentracdo de 0,24 e 0,07 g/L para o Avicel e
para o EFB; respectivamente. O extrato enzimatico ndo estava purificado e
concentrado, o que pode justificar o baixo rendimento da hidrélise enziméatica em
celobiose. Para justificar apenas o aparecimento deste agucar, pode-se entender
gue o extrato possui apenas celulases, endo e exo-celulases, ndo havendo assim a
enzima B-glicosidase para realizar a quebra da celobiose em glicose, pois a hidrolise
enzimatica da celulose em glicose depende da sinergia destas trés enzimas (BALAT,
2011; SANCHEZ, 2009 ; SARKAR et al., 2012).
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4.8 PRODUCAO DE BIOETANOL DE SEGUNDA GERACAO A PARTIR DE EFBs

Dois tipos de micro-organismos descritos na literatura como produtores de
etanol: Saccharomyces cerevisiae YB2293 e Candida pelliculosa CCT 7734 (foram
testados para verificar a produgcédo de etanol em meio sintético utilizando 50 g/L de
glicose comercial (descrito em 3.2.15.4). As duas leveduras produziram etanol:
20,25 g/L para Candida pelliculosa CCT 7734 e 19,5 g/L para Saccharomyces
cerevisiae (YB 2293). Os resultados foram semelhantes, entretanto a falta de
estudos de fermentacdo de glicose para producdo de etanol com a Candida
pelliculosa, evidenciada pela TABELA 31, motivou o estudo com esta levedura. O
género Candida é reportado como produtor de alcool a partir de xilose, um exemplo
€ a espécie Candida shehatae (DELGENES, MOLETTA, e NAVARRO, 1996).
Martin e colaboradores (2010) utilizaram a Candida tropicalis NBRC 0618 para
fermentar o hidrolisado proveniente de residuos de oliveiras, obtendo ndo somente
etanol (7,2 g de etanol por grama de substrato), como xilitol.

A principal vantagem da fermentacdo separada da sacarificacdo (SHF —
Separate Hydrolysis and Fermentation) em relacdo a fermentacdo simultanea a
sacarificacdo (SSF — Simultaneous Saccharification and Fermentation) é observada
pelo fato de que as condicdes operacionais 6timas de cada etapa podem ser
atendidas separadamente, ja que sdo diferentes (TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

TABELA 31 - COMPARAGCAO DOS RESULTADOS DA PRODUGCAO DE ETANOL OBTIDAS APOS
FERMENTACAO DO HIDROLISADO ENZIMATICO DE EFB

MICRO- ETANOL (g/L)Y TEMPO REFERENCIAS
ORGANISMO TIPO DE (h)
FERMENTACAO
Candida 16,6 48 Este trabalho
pelliculosa SHF
(CCT 7734)
S. cerevisiae 37,8 60 KIM e KIM,
(W303-1A) SSF 2013
S. cerevisiae 485 48 HAN et al.,
SSF 2011
S. cerevisiae 10,3 72 KASSIM et al.,
(ATCC SHF 2011
24860)
S.cerevisiae 18,6 96 JUNG et al.,
D5A (ATCC SSF 2011

200062)
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Os resultados obtidos na fermentacdo em batelada do hidrolisado de EFBt
rico em glicose podem ser observados na FIGURA 40. Quando houve a adi¢do do
inéculo no volume de 5 mL (10% v/v), a concentracéo inicial de acucares de 50 g/L
passou a ser de 45 g/L, sendo evidenciada pela concentragdo de glicose presente

em zero h de fermentacdo, como mostra o grafico.
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FIGURA 32 - FERMENTACAO DO HIDROLISADO ENZIMATICO DE EFB PRE-TRATADO

O méximo de producdo de etanol aconteceu entre 24 e 48 h, apds este
periodo a producdo comecou a cair. Diante dos dados da literatura, o resultado
obtido é o melhor em SHF (16,6 g/L) de hidrolisado enzimatico de EFB. Os
rendimentos obtidos foram: 72,3% de converséo de glicose em etanol, sendo que o
maximo tedrico seria 23 g/L de etanol; 0,4 g de etanol por g de glicose. No estudo
de Kim e Kim (2013) o rendimento chegou a 0,45 g de etanol por g de glicose, e de
0,11 g de etanol por grama de EFB; Jung e colaboradores (2011) chegaram a 0,1 g
de etanol por grama de EFB tratado.

A concentragdo de glicose inicial foi consumida nas primeiras 24h de
fermentacdo, como visto na FIGURA 40. Para tentar aumentar a quantidade de
etanol produzido seria necessaria a utilizacdo de leveduras geneticamente
modificadas para aguentar maiores concentracdes de glicose, ou também realizando

uma fermentacéo em batelada alimentada.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de um bioprocesso para a producéo de etanol de segunda
geracdo a partir de residuo lignocelulésico proveniente da industria de
processamento de 6leo de palma para producdo de biodiesel foi atingido com

Sucesso.

- Os resultados obtidos para a composicdo quimica do residuo EFB pré-
tratamento foram semelhantes a outros resultados disponiveis na literatura para esta
biomassa proveniente de outros paises. Através destes resultados foi possivel
observar um alto teor de celulose, que pdde ser utilizada para producédo de etanol
celulésico de segunda geracéao;

- O pré-tratamento acido-basico foi eficiente na remocdo da hemicelulose e
lignina das fibras dos EFBs, e aumentou a disponibilidade da celulose que é um fator
indispensavel para o bom desempenho da producdo de um hidrolisado enziméatico
rico em glicose, e sua posterior fermentacdo a bioetanol. Esta etapa gerou um
substrato celulésico com 62,7% de celulose;

- As lavagens controladas das fibras de EFB apds o pré-tratamento basico
foram importantes para diminuir a quantidade de compostos fendlicos presentes,
chegando a 0,01 mg/mL na sexta lavagem, e consequentemente para melhorar a
condicao para atuagéo da enzima nestas condigoes;

- As micrografias eletrbnicas revelaram que o pré-tratamento acido-basico
deixou os poros da superficie da fibra de EFB livres de silica, e que a estrutura
recalcitrante do material foi desorganizada, facilitando assim o acesso das enzimas
celuloliticas;

- ApoOs as duas etapas de otimizacéo realizadas com o substrato Avicel e as
enzimas comerciais Celluclast 1.5L e Novozymes 188, a variavel resposta aumentou
de 87,3 g/L, em concentracao de glicose presente no hidrolisado, na primeira etapa
com planejamento fatorial incompleto, para 93,6 g/L na melhor condi¢cdo escolhida
para o DCCR. Um aumento de cerca de 7% na concentracéo final de glicose;

- Através das otimizagdes da hidrolise enzimética do substrato Avicel, os

resultados mostraram que a enzima Cellic CTec2 produziu 92 g/L de glicose, diante
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das seguintes condi¢des: 15% (m/v) de substrato, 2,2% (v/v) de enzima e 38,9 h de
hidrolise. Enquanto que a otimizacdo da hidrolise deste substrato com o conjunto
Celluclast 1.5L e Novozymes 188, gerou um hidrolisado com 93,6 g/L de glicose,
diante das mesmas condigdes, entretanto houve necessidade de duas enzimas para
se obter este efeito;

- O resultado das otimizacfGes da hidrolise enzimatica do substrato EFB apés
pré-tratamento acido-basico com a enzima Cellic CTec2, gerou um hidrolisado com
64,9 g/L de glicose e 63,5% de rendimento. Nas seguintes condi¢des: 15% (m/v) de
EFB;, 2,2% (v/v) de enzima e 38,9 h de hidrélise. A otimizacdo da hidrélise
enzimatica do EFB; com as enzimas Celluclast 1.5L e Novozymes 188, obteve
resultado semelhante nas mesmas condi¢cdes, entretanto houve necessidade de
duas enzimas para se obter este efeito;

- As otimizacdes da enzima Celluclast 1.5L e Novozymes 188 para o0s
substratos Avicel e EFB; revelaram que as mesmas condi¢cbes oOtimas foram
encontradas para ambos os substratos 15% (m/v) de substrato, 2,2% (v/v) de
Celluclast 1.5L , 1% (v/v) de Novozymes 188 e 38,9 h de hidrdlise. A diferenca de
30% da resposta obtida em concentragao de glicose: 93,6 e 65,4 g/L para o Avicel e
EFB; respectivamente, pode ser explicada pela diferenca de 40% de concentracéo
de celulose presente nos substratos;

- As otimizacdes da enzima Cellic CTec2 para os substratos Avicel e EFB;
revelaram que as mesmas condicbes Gtimas foram encontradas para ambos 0s
substratos 15% (m/v) de substrato, 2,2% (v/v) de Cellic CTec2 e 38,9 h de hidrolise.
A diferenca de 30% da resposta obtida em concentracdo de glicose: 92 e 64,9 g/L
para o Avicel e EFB; respectivamente, pode ser explicada pela diferenca de 40% de
concentracéo de celulose presente nos substratos;

- O escalonamento da melhor condi¢cdo obtida com a otimizacdo da hidrélise
enzimatica com o substrato EFB pré-tratado com acido e base, proporcionou um
hidrolisado com 72,2 g/L em glicose, e um aumento de 11,2% em relag&o ao ensaio
em Erlenmeyer, na melhor condi¢cdo encontrada para a enzima Cellic Ctec2;

- A fermentagcdo do hidrolisado de EFB;, obtido no escalonamento, em
batelada, revelou uma producdo de 16,6 g/L de etanol em 48 h e um rendimento

maximo tedrico de 72,3%.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados desse trabalho sdo importantes visto que na literatura ha
poucos estudos sobre a otimizacao da hidrolise enzimatica do substrato Avicel e do
EFB pré-tratado, e principalmente utilizando a enzima Cellic CTec2, como também
ndo ha relatos da obtencdo de bioetanol celuldsico a partir de EFB com a levedura
Candida pelliculosa.

As seguintes sugestdes para trabalhos futuros, perspectivas para a producéo
de bioetanol, e melhoramento das condi¢cdes do processo como um todo dever&o

complementar a investigagao iniciada com esta dissertagao:

- Testar diferentes pré-tratamentos, sejam eles quimicos, fisicos e/ou
biologicos, que possam aumentar a disponibilizacdo da celulose, digestibilidade, e
os rendimentos de hidrélise enziméatica da celulose presente nos EFBs;

- Ampliacdo da escala do pré-tratamento em tanques com maior capacidade
atil e também que possibilitem uma melhor mistura reacional;

- Validacédo dos modelos propostos para as otimizagdes realizadas, incluindo
os dois substratos, Avicel e EFB pré-tratado, com as enzimas Cellulast 1.5L em
conjunto com a Novozymes 188, e a Cellic CTec2,;

- Continuar os estudos de hidrélise enzimatica com o uso de enzimas
produzidas e aumento da escala;

- Testar novas cepas de leveduras alcoogénicas e outros meios e condi¢des
de cultivo para aumentar os rendimentos de producao de bioetanol;

- Realizar fermentacdo em batelada alimentada de modo a prolongar a
fermentacdo com pulso de glicose e, consequentemente, aumentar o rendimento em
bioetanol;

- Ampliar a escala da producéo de bioetanol.
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APENDICE |

Os tempos de retencdo e as areas dos padrdes utilizados de um dos
cromatogramas utilizados estdo na TABELA 32 a seguir:

TABELA 32 - TEMPOS RE RETENCAO E AREAS DE CADA PADRAO UTILIZADO NA CLAE

Celobiose Gliose Xilose Arabinose Alcool
Tempo de 7,9 9,8 10,5 11,53 23,8
retencéo (min)
Area (1g/L) 284886 241530 263099 270502 68603

Area (2g/L) 539335 457658 520360 541752 148776
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APENDICE I

Para construcdo de uma curva padrdao, amostras com concentracdes
conhecidas de glicose foram preparadas e apés aplicacdo do método DNS, lidas
espectrofotometricamente no comprimento de onda de 540 nm.

Partiu-se de uma solucdo estoque de glicose 10,0 mg/mL, preparada em
tampao citrato 0,05 mol/L, sendo realizada diluicdes de 0 a 10,0 mg/mL. As reagdes
com DNS foram realizadas adicionando em cada tubo de ensaio 1,0 mL de tampéo
citrato e 0,5 mL de cada uma das diluicbes de glicose previamente diluidas em
tampdo citrato. Foi adicionado aos tubos 3,0 mL do reagente DNS. Os tubos foram
fervidos por 5 minutos a 100°C e posteriormente resfriados.

Vale ressaltar que ao preparar um novo reagente DNS, uma nova curva-
padrdo era construida.

A TABELA 33 traz as concentracdes utilizadas para a construcdo da curva
padréao

VOLUME DE SE VOLUME DE TAMPAO Volume da solulgéo [GLICOSE]
(mL) CITRATO 0,05M, pH 4,8 diluida final
(mL) (mL) (mg/mL)
1,0 1,0 0,5 3,35
1,0 2,0 0,5 2,5
1,0 4,0 0,5 1,65
1,0 50 0,5 1,0

Com os dados obtidos pela leitura da absorbancia da curva padréo de glicose,
foi possivel tracar um grafico linear da concentracdo de glicose em funcdo da
absorbéancia, obtendo assim uma equacdo que relaciona as duas grandezas. A

FIGURA 41 é um exemplo de grafico e equacao gerados por uma curva padréo.

» 0200 - y =0,1268x + 0,0295
R?=0,9963
0,000 T T T 1

0 2 4 6 8
Glicose (g/L)

FIGURA 33 — GRAFICO RELACIONADO A ABSORBANCIA (NM) E A CONCENTRACAO DE
GLICOSE (G/L)
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APENDICE Il

Atividade Celulolitica

Segundo GHOSE (1987), uma unidade da atividade de enzima celulase
(FPU) é baseada na liberacdo de exatamente 2,0 mg de glicose equivalente, isto &,
2,0/0,18016 pmol de 50 mg de papel de filtro por 0,5 mL de enzima diluida durante
60 minutos de reacédo. A liberacdo de glicose em funcao da concentracdo de enzima
pode ser observada na FIGURA 42 e 43, além disso, com as respectivas equacdes
de reta obtidas, a partir da triplicata das analises em cada diluicdo, foi possivel
determinar a concentracdo de enzima necessaria a liberacdo de exatamente 2,0 mg

de glicose (para as enzimas Cellic Ctec2 e Celluclast 1.5L respectivamente):

Cellic CTec2

Log [enzima] = (2-10,09)/3,0023
Log [enzima] = - 2,6946
[enzima] =2,02x107

0,37
1,97:103

Atividade da enzima Cellic CTec2 = = 187,82 FPU/mL

3,5 -

31 E

25 4 W

o

y=3,0023x+10,09 2 1 5

R?=0,9872 1,5 1 £

1108

054 8

r T T T O 6
-4 -3 -2 -1 0

Log daconcentracdo da enzima

FIGURA 34 - COMPORTAMENTO DA ENZIMA CELLIC CTEC 2
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Celluclast 1.5L

Log [enzima] = (2-8,1429)/3,0153
Log [enzima] = - 2,0374
[enzima] =9,18x107

2,5 -
2| &
=)
SN
[T
15 1 £
‘©
T
(4]
14 o
2
y = 3,0153x + 8,1429 é
R2 =0,9942 0,5 1 S
<)

-2,4 -2,3 -2,2 -2,1 -2 -1,9
Log da concentragdo da enzima Celluclas 1.5L

FIGURA 35 - COMPORTAMENTO DA ENZIMA CELLUCLAT 1.5L

. i 0,37
Atividade da enzima Celluclast 1.5L = W = 40,3 FPU/mL
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APENCIDCE IV

Atividade de B-glicosidases/celobiase

As atividades de B-glicosidase das duas enzimas foram feitas em U/mL de
acordo com a metodologia 2.8, para as enzimas Novozymes 188 e Cellic CTec2,

Segundo GHOSE (1987), uma unidade da atividade de B-glicosidase (CBU)
baseia-se na liberagdo de exatamente 1,0 mg de glicose, isto €, 0,5/0,18016 ymol de

celobiose convertida por 1,0 mL de enzima diluida em 30 minutos de reacao.

Novozymes 188

Para a enzima Novozymes 188 uma diluicdo de 1:3000 foi feita para o calculo:

Atividade da enzima Novozymes 188 = 3,26 - 0,0926 = 905,8 U/mL

Cellic CTec2

Para a enzima Cellic CTec2 uma diluigdo de 1:3000 foi feita para o calculo:

Atividade da enzima Cellic CTec2 = 2,89 - 0,0926 = 802,84 U/mL



