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RESUMO - A cana-de-aclcar é extensivamente utilizada como matéria-prima para
producdo de etanol no Brasil, gerando grandes quantidades de bagaco como residuo. Na
maioria das vezes, este bagaco é queimado nas caldeiras das proprias usinas sucro-
alcooleiras para fornecer energia ao processo. No entanto, diversos estudos nos ultimos
anos tém apontado este residuo como potencial matéria-prima para producédo de etanol
de segunda geracdo. Neste presente trabalho, bagaco de cana previamente tratado com
vapor a alta pressdo foi utilizado como substrato para fermentacdo alcodlica por
Saccharomyces cerevisae. Primeiramente, avaliou-se a producéo de etanol por hidrolise
por dois tratamentos utilizando diferentes complexos enzimaticos. A hidrdlise foi
realizada de duas maneiras: anteriormente a fermentacdo e simultaneamente a esta. A
maior producdo de etanol foi obtida para o complexo NS 50012 com a fermentacao
realizada posteriormente a hidrolise. A partir destes resultados, foram feitos testes
utilizando o complexo NS 50012 e variando o pH e a temperatura da hidrélise feita
anteriormente a fermentagcdo. Os melhores resultados foram obtidos em uma faixa de
pH entre 3,5 e 5 e a uma temperatura entre 45 e 70°C.

Palavras-chaves: alcool etilico, celulase, celulose.

Nesse contexto, a cana de agucar ocupa a
segunda posicdo de culturas cultivadas no
Brasil, quanto a area (ficando atras apenas da
soja). Este fato torna o pais o maior produtor

INTRODUCAO

A agricultura no Brasil sempre
desempenhou um papel importante na

economia do pais e durante muitos anos foi a
base da mesma. O setor agricola brasileiro é
um dos maiores exportadores do mundo em
diversas espécies de cereais, grdos, frutas,
entre outros (Kohlhepp, 2010).

de cana do mundo. Tem-se a expectativa que
na safra de 2012/2013, de acordo com a
Conab, as usinas sucro-alcooleiras do Brasil
irdo processar mais de 602 milhGes de
toneladas de cana, produzindo cerca de 39



milhdes de toneladas de agucar e 24 bilhGes de
litros de etanol (Canilha et al., 2012).

A composi¢do da cana de aglUcar pode
ser dividida em quatro partes: fibras, sélidos
soltveis, sélidos insolUveis e agua. As fibras
contém todos 0s compostos organicos solidos;
os sélidos ndo sollveis geralmente sdo
inorganicos, como rochas e terras, e sdo
oriundos da colheita da cana; e os sdlidos
sollveis sdo compostos principalmente de
sacarose.

Por meio de um processo de moagem, do
caule da cana é extraido o caldo, liquido
constituido por agua e acucares, utilizado para
a producgdo de agucar ou de etanol. Como um
subproduto da moagem tem-se 0 bagaco que
normalmente é queimado para fornecer
energia para todo o processo da usina. Para
cada tonelada de cana processada obtém-se um
total de 270-280 kg de bagaco (Canilha et al.,
2012).

O bagaco é composto por celulose,
hemicelulose e lignina. A celulose é um
polimero de cadeia longa, formada por um
Unico mondmero: a glicose. A hemicelulose é
um polissacarideo constituido por hexoses,
pentoses e &cidos urdnicos. A lignina é um
composto aromatico formado pela
polimerizacdo de alguns &lcoois e &
responsavel pela rigidez dos tecidos vegetais
(Canilha et al., 2012).

A producdo de etanol através do bagaco
é possivel e vem sendo uma alternativa de
destino deste subproduto nas usinas sucro-
alcooleiras, substituindo a queima do mesmo.
Diferentemente do etanol oriundo do caldo, o
bagaco deve passar por algumas etapas antes
da fermentacdo. A celulose presente no mesmo
deve ser hidrolisada por complexos
enzimaticos produzindo glicose. Assim torna-
se possivel a fermentacdo alcoolica realizada
por leveduras.

Devido ao aumento do preco do petroleo
e da preocupacdo com a quantidade de CO;
emitida, os biocombustiveis ganham espaco no
mercado mundial (Kohlhepp, 2010). Dessa
forma o etanol de segunda geragdo surge como
uma boa opgéo. Estima-se que com 0 emprego
deste tipo de alcool o rendimento de producéo
de etanol por hectare de cana plantada
aumentara de 6000 L/hectare para 10000
L/hectare (Canilha et al., 2012).

OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo: avaliar
diferentes complexos enzimaticos comerciais
na produgdo de alcool de segunda geracdo a
partir do bagaco de cana; avaliar o
procedimento de hidrolise prévia ou
simultanea a fermentacdo alcodlica; estudar o
efeito do pH e da temperatura na hidrélise do
bagaco através de um planejamento composto
central.

MATERIAIS E METODOLOGIA

Materiais

Para producdo de etanol de segunda
geracdo, utilizou-se bagaco de cana-de-agUcar
previamente tratado por explosdo a vapor a
uma pressdo de 19 kgf/cm® O bagaco tratado
foi adquirido do Centro de Tecnologia
Canavieira (Piracicaba — SP).

As enzimas utilizadas na hidrolise do
bagaco foram os complexos NS 50012, NS
50010 e NS 20074, todos adquiridos da
empresa  Novozymes®. Estes complexos
celuloliticos foram adquiridos em frascos
plasticos e armazenados sob refrigeragao.

A levedura Saccharomyces cerevisiae
Y904 foi adquirida da empresa Mauri Brasil
Ind. e Com. Ltda na sua forma liofilizada.

Metodologia

Quantificacdo do etanol: O etanol
produzido na fermentacdo foi quantificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia,
utilizando um HPLC modelo Shimadzu LC-20
equipado com coluna Supelcogel Ca. A
solucdo de arraste utilizada foi &gua
deionizada, fluxo da bomba 0,5 ml/mim,
temperatura do forno de 80°C e volume de
injecdo de 20 microlitros. A deteccéo foi feita
por indice de refracdo.

Testes  preliminares:  Primeiramente
foram realizados testes preliminares para
selecdo do melhor complexo enzimatico e do
procedimento de hidrolise e fermentacdo. Para
isto, realizaram-se  quatro  tratamentos
diferentes, conforme apresentado na Tabela 1.
O complexo NS 50012 foi adicionado em
0,5% (v/v) sem complementagdo de outras
enzimas, uma vez que, segundo o fabricante,
consegue hidrolisar a celulose até unidades de




glicose. O complexo NS 20074 foi
complementado com o complexo NS 50010,
uma vez que este Ultimo apresenta atividade de
hidrolise da celobiose, um dissacarideo de
glicose, resultante da hidrolise incompleta da
celulose pelo complexo NS 20074. Para a
mistura destes dois complexos, adicionou-se
0,25% (v/v) de cada, totalizando 0,5% (v/v) no
meio reacional. A hidrdlise e a fermentacdo
foram conduzidas em erlenmeyer de 500 mL
acondicionados em incubadora provida de
mesa agitadora. A concentracdo de bagaco
utilizado nos ensaios foi de 160 g/L (8 g/50
mL).

Tabela 1 - Testes preliminares para
avaliacdo dos complexos enzimaticos NS
50012 e NS 50010 + NS 20074 e do
procedimento hidroélise/fermentacao

estatistica dos resultados foi realizada através
de uma regressdo multipla, mostrada na
Equagdo 1, utilizando o software Statistica 7
(StatSoft™). Somente parametros com nivel p
de probabilidade menor que 10% foram
considerados significativos. Apos realizada a
hidrélise, iniciou-se o processo fermentativo
nas mesmas condicdes descritas no item 2.2.

Tabela 2 — Valores codificados e respectivos
valores reais adotados para as variaveis pH
e temperatura para o Planejamento
Composto Central

(Valor Codificado)
Valor Real

(o) | (D) | (O | (*+1) | (o)

pH | 34 | 40 | 55 | 70 | 7.6

T(C) | 24 30 45 60 66

Procedimento Complexo
1 Hidrolise prévia s~egmda NS 50012
da fermentacao
9 H|dr0I|§e e fgrmentagao NS 50012
simultaneas
3 Hidrdlise prévia seguida | NS 50010 +
da fermentacao NS 20074
4 Hidrolise e fermentagdo | NS 50010 +
simultaneas NS 20074

Para a hidrdlise prévia, o meio foi
mantido a 45°C por 36 horas. Posteriormente,
adicionou-se 6 g da levedura (120 g¢/L) e
manteve-se a fermentacdo a 35°C por 48 horas,
cujas condicdes foram as mesmas para 0S
ensaios com hidrélise e fermentagdo
simultaneas.

Efeito do pH e da temperatura na
hidrolise do bagaco: Um planejamento
composto central (PCC) foi realizado com o
objetivo de otimizar o processo de hidrdlise do
bagaco em relacdo as varidveis pH e
temperatura. Com excecdo destas variaveis, as
quais foram ajustadas de acordo com o PCC,
as demais condicbes de hidrélise foram as
mesmas descritas no item 2.2 para 0
tratamento com hidrolise prévia. As faixas de
pH e temperatura variaram de 3,4 a 7,6 e 24 °C
a 66°C, respectivamente, conforme o0s pontos
axiais apresentados na Tabela 2. O PCC foi
composto de trés pontos centrais e o alfa de
rotabilidade utilizado foi de 1,41. A analise

k k k k
Y =Bo+ DX+ > D bimX X+ > b2 (1)
j=1 j=1m=1 j=1

Y = concentracdo de etanol (g/L)

Bo = média da concentracdo de etanol (g/L)
k = nimero de variaveis independentes

X = variaveis independentes

bj; bjm; bj; = parametros do modelo

RESULTADOS E DICUSSOES

O tratamento que apresentou maior
producdo em etanol para os testes preliminares
foi o tratamento 1, sendo obtido 8,23 g/L de
alcool, conforme apresentado na Tabela 3.
Portanto, decidiu-se utilizar o complexo
enzimatico NS 50012 previamente a
fermentacdo para hidrolisar o bagaco e
posteriormente, proceder & adi¢do da levedura
para fermentar o meio hidrolisado. A hidrdlise
prévia do bagaco para o complexo NS 50012
apresentou um aumento da producédo de etanol
em aproximadamente 37% em comparagao ao
tratamento feito com o mesmo complexo,
porém com a hidrélise simultanea a
fermentacdo. Isto pode estar relacionado ao
maior tempo de hidrolise, que por sua vez,
pode ter aumentado a concentragéo de




acucares fermentesciveis no meio.

Tabela 3 — Resultados dos testes preliminares para avaliagdo dos complexos enzimaticos NS
50012 e NS 50010 + NS 20074 e do procedimento hidrélise/fermentacéo

Procedimento Complexo Etanol (g/L)
1 Hidrolise prévia seguida da fermentacao NS 50012 8,23
2 Hidrolise e fermentacdo simultaneas NS 50012 5,99
3 Hidrolise prévia seguida da fermentacao NS 50010 + NS 20074 5,93
4 Hidrolise e fermentacdo simultaneas NS 50010 + NS 20074 7,86

O uso da mistura dos complexos NS
50010 e NS 20074, principalmente para o
tratamento de hidrélise prévia seguida da
fermentacdo pode ter apresentado baixos
resultados pela liberacéo de inibidores no meio
de fermentacdo, uma vez que a producdo de
etanol para o tratamento com maior tempo de
hidrolise foi menor do que o resultado
apresentado para o tratamento com hidrélise e
fermentacdo simultanea. Como se trata de
complexos enzimaticos contendo diversas
carbohidrolases, o0 maior tempo de hidrolise
pode ter aumentado a concentragdo de alguns

Pelos resultados obtidos no
planejamento ~ composto  central, uma
superficie de resposta foi gerada com o auxilio
do software Statistica 7 (StatSoft™), como
mostra a Figura 1. Para a faixa de estudo
trabalhada, apenas a variavel pH foi
significativa ao nivel de 10% de probabilidade.
Pela superficie obtida, verifica-se que o
grafico aponta maior producdo de etanol para a
faixa de pH entre 3,5 e 50 e faixa de
temperatura entre 45°C e 70°C. Para valores de
pH mais alcalinos, a producdo de alcool
diminuiu drasticamente, 0 que pode estar
relacionado & menor atividade enzimatica
nestas condicdes. Segundo a literatura
apresentada por Um e Walsum (2010), o
complexo NS 50012 apresenta melhor
atividade para a faixa de pH entre 4,5 e 6,0. A
melhor faixa de pH encontrada neste presente
trabalho estd de acordo com os trabalhos de
Andrade et al. (2013) e Mesa et al. (2011), que
também estudaram, a producdo de etanol por
hidrolise prévia do bagaco de cana por
complexos enzimaticos seguida de
fermentacao por Saccharomyces cerevisiae.

Como ndo houve correcdo do pH apds o
procedimento  de  hidrolise, o  pH,

provavelmente, também afetou o desempenho
da levedura. Os trabalhos de fermentacdo
alcodlica por S. cerevisiae a partir de
diferentes substratos encontrados na literatura
geralmente utilizam valores de pH dentro da
faixa de pH de maior producdo de etanol
encontrado neste presente estudo (Fischer et
al., 2013; Romdo et al., 2012; Leite et al.,
2012; Jackowetz et al., 2011).
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Figura 1 — Superficie de resposta do
Planejamento Composto Central para o
efeito do pH e da temperatura na hidrolise
do bagaco de cana para fermentacao
alcoolica.

CONCLUSAO

O complexo enzimatico NS 50012 e a
fermentacdo realizada depois da hidrolise
apresentaram melhores resultados. Para estas
condicdes, obteve-se uma concentracdo de
alcool de 8,23 g/L.

Utilizando o complexo enzimatico NS
50012 a uma concentracdo de 0,5% e uma
fermentacdo com pH de 4,5 e temperatura de
35°C, observou-se que a hidrélise deve ser
feita preferencialmente a um pH entre 3,5e 5,0
e a uma temperatura entre 45 e 70°C. Também
se observou que a temperatura, ao contrario do




pH, ndo apresentou efeito significativo na
hidrolise.

De forma geral os resultados obtidos
foram satisfatorios, o que confirma que o
bagaco de cana tem potencial para ser
utilizado na producdo de etanol nas usinas
sucro-alcooleiras.
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