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RESUMO - A hidrélise enzimdtica é a uma das principais etapas na conversdao da
biomassa em etanol. Este trabalho estudou o efeito da carga de sélidos e de enzimas na
hidrélise enzimdtica da palha da cana-de-agtcar pré-tratada hidrotermicamente (195 °C,
10 min, razdo sél.-lig. 1:10). Os experimentos foram realizados em frascos de Erlenmeyer a
50°C, 250 rpm e pH 4,8 (volume reacional de 50 mL). Dois conjuntos de experimentos foram
realizados. No primeiro avaliou-se o efeito da carga de sélidos (10, 15 e 20% m/v) mantendo
a carga enzimdtica em 10 FPU/g u05e. NO segundo conjunto avaliou-se o efeito da carga de
enzimas (5, 10, 15, 20 e 30 FPU/g¢ci0se) mantendo a carga de sélidos em 15%. Em 72h de
hidrélise as conversdes de celulose obtidas foram: 51,6% (10% de sélidos), 50,9% (15% de
s6lidos) e 48,2% (20% de sélidos). Nos experimentos realizados com 15% de sélidos as
conversdes obtidas foram: 41,7% (5 FPU/geiuiose)s 50,9% (10 FPU/gcetutose), 98,8%
(15 FPU/gcelutose)s 62,5% (20 FPU/gcetuiose) € 63,2% (30 FPU/gcetuiose). Considerou-se como
melhor resultado o ensaio com 15% de sélidos e 20 FPU/gceiuose-

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos com a crescente preocupagdo com a preservacao ambiental juntamente com 0s
problemas de oferta e prego de petroleo, tem-se intensificado a busca por novos combustiveis que
sejam renovdaveis e sustentdveis. Nesse contexto o etanol derivado de biomassas lignoceluldsicas
residuais surge como uma alternativa promissora, pois a utilizacdo desses materiais além de
apresentar facilidade pela sua disponibilidade e baixo custo, ndo acarretam em um aumento da area
cultivada nem ocasionam aumento de preco ou diminui¢do da disponibilidade de alimentos.

O processamento da cana-de-acticar para a producdo de aclicar e etanol gera uma grande
quantidade de residuos agricolas dentre eles a palha. Grande parte desta biomassa ¢ deixada no campo
e poderia ser utilizada para aumentar a produg@o de bioetanol. Para cada tonelada de cana processada
sdo gerados cerca de 280 kg de residuos, divididos entre aproximadamente 140 kg de palha e 140 kg
de bagaco em base seca (Santos et al., 2012). Teoricamente cada tonelada de palha (base seca)
poderia gerar cerca de 280 litros de etanol a partir da celulose.
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Os materiais lignoceluldsicos sdo complexos organicos de carbono cuja estrutura é
principalmente representada pela interagdo fisico-quimica entre a celulose (polimero linear formado
por unidades de PB-(1,4)-D-glucopiranose unidas entre si por ligacGes inter e intra-moleculares de
hidrogénio), a hemicelulose (heteropolimero altamente ramificado formado principalmente por
actucares contendo cinco dtomos de carbono) e a lignina (macromolécula aromadtica de alta massa
molar) (Ferreira-Leitdo et al., 2010; Santos e Gouveia, 2009). A producdo de etanol a partir de
materiais lignoceluldsicos envolve quatro etapas principais: pré-tratamento da biomassa (para prover a
diminui¢do da cristalinidade da celulose e separacdo das trés fracdes), hidrdlise (para obtencdo dos
acucares fermentesciveis), fermentacdo (para conversdo dos acucares em etanol) e destilacdo (para
concentracdo do etanol) (Canilha et al., 2012; Santos et al., 2013).

A conversdo de materiais lignocelulsicos em agucares fermenteciveis pode ser feita tanto por
via 4cida como por via enzimdtica. O uso de enzimas apresenta vdrias vantagens quando comparada a
rota 4cida. Citam-se menores custos de equipamento (pelo fato da reacdo ser realizada em condicdes
mais amenas) e menor formagao de subprodutos que podem trazer prejuizos na etapa de fermentacao
(Cara et al., 2007). No entanto, o uso de enzimas ainda apresenta alto custo. Assim, o estudo da carga
de s6lidos e da dosagem de enzimas empregada € fator de grande importancia.

Muitos fatores t€ém contribuido para o elevado custo da hidrélise enzimética, como os efeitos de
inibicdo das enzimas, a acessibilidade das enzimas ao substrato e a ligacdo ndo produtiva, exigindo o
uso de altas concentracdes de enzimas e tornando a carga enzimdtica uma importante varidvel do
processo (Leu e Zhu, 2012; Mussato et al., 2008).

Outra varidvel importante na hidrdlise enzimatica € a carga de sélidos. O aumento de carga de
s6lidos é fundamental para a producdo industrial, assim € possivel alcangar elevadas concentracdes de
aclcares o que traz economia significativa no processo como diminui¢do do custo operacional das
etapas de hidrdlise e fermentagcdo e minimizacdo do consumo de energia nas etapas de
evaporacao/destilacio reduzindo assim o custo de produ¢do (Ioelovich e Morag, 2012).

O aumento da carga de substrato, a reducdo da carga enzimdtica e do tempo de residéncia
associados as melhorias na atividade do complexo enzimdtico sdo fatores que contribuem para a
viabilidade da rota enzimdtica (Ouyang et al., 2013). Para o processo de hidrélise enzimdtica ser
realizado com elevada eficiéncia, é necessdria a otimizacdo das condi¢des de hidrdlise. Desta forma
este trabalho prop0s avaliar o efeito da carga de s6lidos e de enzimas na hidrélise enzimatica da palha
da cana-de-acucar pré-tratada hidrotermicamente.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

A palha de cana-de-acucar in natura utilizada neste trabalho foi gentilmente cedida pela Usina
Itapira (Catanduva, SP). O complexo enzimdtico Cellic®CTec2, composto por celulases,
B-glicosidases e hemicelulases tem uma atividade medida em termos de unidade de papel de filtro de
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203 FPU/ml (Ghose, 1987). Este complexo foi doado pela Novozymes Latin America (Araucdria,
PR).

2.2. Métodos

Pré-tratamento hidrotérmico: O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado em reator de aco
inoxiddvel (modelo 4532, Parr Instruments Company, Moline, Illinois, EUA). A palha de cana-de-
acUcar in-natura previamente seca e moida foi submetida a temperatura de 195°C por 10 min na
propor¢@o 1:10 m/v (200 rpm). Ao final da reacdo a fragdo sélida foi separada por filtracdo e lavada
com dgua para remog¢do dos componentes solubilizados. Parte da fragdo sélida foi reservada para a
determinacdo da umidade e caracterizacdo quimica.

Caracterizacdo das amostras: As amostras foram caracterizadas de acordo com procedimento
descrito por Gouveia et al. (2009).

Hidrdlise enzimdtica: O material pré-tratado foi submetido a hidrdlise enzimdtica em meio
contendo tampao citrato (50 mM, pH 4,8) em um volume total de reacdo de 50 ml. A palha pré-tratada
e o tampao foram adicionados a frascos Erlenmeyers de 250 mL e transferidos para o shaker (50°C e
250 rpm) onde permaneceram por 30 min para atingir o equilibrio térmico. Apds esse periodo, as
reacoes de hidrdlise foram iniciadas pela adi¢do de enzimas. O efeito da carga de sélidos foi avaliado
em experimentos contendo 10, 15 e 20% m/v de biomassa com 10 FPU/gcu0se. O efeito da carga de

enzimas foi avaliado mantendo-se a carga de sélidos em 15% e variando-se a carga de enzimas em 5, 10,
15, 20 € 30 FPU/gCe]ulose,

As concentragdes de agucares foram determinadas por andlises em cromatdgrafo equipado com
detector de indice de refracdo. As amostras foram diluidas e filtradas (0,45 pum) antes de serem

injetadas no equipamento. Para a separacdo dos componentes foi utilizada a coluna Biorad Aminex
HPX-87H na temperatura de 65°C, fase mével H,SO4 5,0 mM na vazao 0,6 mL/min.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados da caracterizacao das amostras de palha (in natura e pré-tratada hidrotermicamente) e
a perda/remocao dos componentes das amostras de palha submetidas as diferentes condi¢des de pré-
tratamento encontram-se na Tabela 1. O fator de severidade é uma medida da intensidade das
condicdes operacionais (tempo e temperatura) empregadas durante o pré-tratamento. Esta estimativa
foi proposta por Overend et al. (1987).

Ap6s o pré-tratamento 85,3% da hemicelulose e 32,5% da lignina foram removidos. Uma boa
remoc¢do da hemicelulose pode contribuir para a acdo das enzimas celuloliticas uma vez que essa

estrutura forma uma barreira fisica ao redor da celulose dificultando o acesso das enzimas (Diaz et al.,
2010).
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Tabela 1 — Caracterizacdo da palha antes e apds pré-tratamento hidrotérmico e
perda/solubilizacdo dos componentes das amostras de palha.

In natura Pré-Tratamento-195°C / 10 min -
Componente Perda/remocao (%)
(g/100 gpana) (/100 gpana)
Celulose 36,7 31,9 13,1
Hemicelulose 29,9 4,40 85,3
Lignina 19,7 13,3 32,5
Cinzas 6,2 2,6 58,1
Extrativos 6,2 -
Fator de severidade™™ (-) - 3,60

* . L.
Rendimento mdssico = (mﬁnal amostra ap6s pré-tratamento (BS) / Mipicial amostra (BS)) x 100 = 51’8%
“* Estimando segundo Overend et al. (1987)

Os perfis de concentracido de glicose e conversdo em fun¢do do tempo de hidrdlise para as trés
cargas de sélidos avaliadas sdo apresentados na Figura 1(a) e (b) respectivamente.
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Figura 1 — Perfil de concentracdo de glicose em g/L (a) e conversao da celulose (b) em fungao
do tempo de hidrélise para cargas de sélidos de 10, 15 e 20% de sélidos e carga enzimdtica de 10
FPU/ Eeelulose-

O ensaio realizado com 10% de sélidos resultou em uma concentracdo de glicose de 37,9 g/L
(em 72 h), com conversao de celulose de 51,6%. Quando a carga de s6lidos foi aumentada para 20%,
a concentracdo de glicose atingiu 70,7 g/L (em 72 h), cerca de 86,7% maior que a obtida com 10% de
s6lidos, porém a conversio nesta condicdo foi de 48,2%. Para a carga de solidos de 15% obteve-se
55,9 g/L de glicose (em 72 h), conversao de 50,9%. Pode-se observar pelos resultados que o aumento
na carga de sélidos ocasiona um aumento na concentragdo final de glicose demonstrando um
comportamento aproximadamente linear entra a carga de sélidos e a concentragdao de glicose final,
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como observado por Lépez-Linares et al. (2014) com palha de colza. Segundo Ramachandriya et al.
(2013), ¢ importante operar em concentracdes altas de s6lidos a fim de se obter altas concentragdes de
etanol na fermentagdo, reduzindo assim o consumo de energia na destilacao.

A partir dos resultados obtidos decidiu-se avaliar o efeito da carga de enzimas em experimentos
empregando 15% de carga de s6lidos, em func¢do da maior conversdo de celulose obtida.

Na Figura 2 sdao mostrados respectivamente os resultados de concentragdo de glicose e
conversao durante a hidrélise com diferentes cargas enzimaticas. Os resultados obtidos demonstram
que o aumento da carga de enzimas promoveu uma maior liberacdo de glicose e melhor eficiéncia na
conversao da celulose, no entanto cargas enzimaticas acima de 20 FPU/gccni0se N30 apresentaram uma
melhora na conversao e na concentra¢io de glicose liberada. Resultados semelhantes foram obtidos
por Chen et al. (2007) utilizando como substrato sabugo de milho, Caspeta et al. (2014) com bagaco
de agave e por Mesa et al. (2010) que durante a hidrélise do bagaco de cana a variacdo das cargas de
enzimas de 15 e 25 FPU/gc.ui0se N0 apresentaram diferenca significativa na concentragcdo de glicose
liberada no final do ensaio.
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Figura 2 — Perfil de concentracdo de glicose em g/L (a) e conversdo da celulose (b) em fungdo
do tempo de hidrdlise para cargas enzimdticas de 5, 10, 15, 20 e 30 FPU/gccniose € carga de sélidos de
15%.

O aumento da carga de enzimas de 20 para 30 FPU/gceuiose apresentou um aumento na
velocidade inicial da hidrdlise. Contudo, esse fator ndo compensa o uso dessa carga visto que apds
72h as conversdes obtidas nos dois experimentos foram muito préximas (62,5% e 63,2% de
conversdo para os experimentos com 20 e 30 FPU/gcniose respectivamente). O custo do complexo
enzimdtico contribui significativamente para o custo total do processo de conversdo da biomassa,
desta forma a dosagem da enzima deve ser minimizada (Chen et al., 2007).

Area temética: Processos Biotecnoldgicos 5



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC

Engenharia Quimica

A Figura 3 apresenta a conversao de celulose em funcdo da carga de enzimas em 72h. Observa-
se 0 aumento da conversdo com o aumento da carga de enzimas até 20 FPU/gccpi0se. Uma possivel
explicacdo para esse efeito da redugcdo da taxa de aumento da conversdo com o aumento da carga de
enzimas € a inibicdo das enzimas pela elevada concentragdo de glicose (cerca de 68 g/L), segundo
Mussato et al. (2008).
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Figura 3 — Conversdo da celulose em fun¢do da carga de enzimas emprega na hidrdlise (em 72 h).

4. CONCLUSAO

Com relac@o a carga de enzimas o aumento desta varidvel promove uma maior liberacdo de
glicose e eficiéncia de conversao. No entanto para valores acima de 20 FPU/g.ejyi0se N30 houve ganhos
considerdveis na conversdo. A fim de se obter altas concentracdes de glicose ao final da etapa de
hidrdlise, para que se obtenham concentracdes mais elevadas de etanol na etapa de fermentacdo,
deve-se encontrar uma boa relacio entre a carga de s6lidos e de enzimas a ser utilizada. Desta forma,
a partir dos resultados obtidos neste trabalho, concluiu-se que a melhor condicdo experimental foi
obtida para o experimento que utilizou 15% de carga de solidos e 20 FPU/gcc10se de carga enzimatica.
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