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RESUMO - Neste trabalho comparou-se a deslignificacdo por peroxido de
hidrogénio alcalino seguida de hidrdlise enzimatica de dois tipos de biomassa
lignoceluldsica: a palha de cana-de-acicar e o sabugo de milho. Na
deslignificacdo das duas biomassas foi utilizado peréxido de hidrogénio alcalino
em diferentes concentragdes (2, 5 e 10 %v/v). Apos a deslignificacdo a 2%, houve
redugdo de 92,1% e 51,8% da lignina do sabugo de milho e da palha de cana. A
hidrolise enzimatica foi realizada utilizando-se celulase obtida por fermentacdo
semi-solida de A4. niger e celulase comercial de 7. reesei. Com os resultados
experimentais realizou-se o balango de massa e verificou-se que a partir de uma
tonelada de biomassa in natura, apos deslignificagdo e hidrolise, obtiveram-se 4,2
e 2,1 kg de glicose, na hidrdlise da palha de cana e do sabugo de milho com o
extrato celulolitico de A.niger. Com a hidrolise com celulase de T.reesei,
obtiveram-se 76 e 46 kg de glicose por tonelada de biomassa para a palha e para o
sabugo, respectivamente.

1. INTRODUCAO

A preocupagdo com o meio ambiente vem modelando o planejamento estratégico em
varios setores da engenharia e sua influéncia na engenharia quimica ¢ muito grande. Fontes
energéticas limpas, capazes de substituir adequadamente os derivados de petroleo, como a
obtencdo de energia a partir de biomassa, motivam muita pesquisa e desenvolvimento na
atualidade. O foco atual esta direcionado no uso de biomassas lignoceluldsicas, que sédo
encontradas em abundéncia no setor agricola, tais como: bagaco de cana-de-acucar, palha de
milho, palha de trigo, sabugo de milho e palha de cana-de-agucar. Estes materiais sdo
compostos basicamente por celulose e hemicelulose, entremeados por lignina, que ¢ uma
macromolécula composta por polifenois (Mood et al., 1981).

A celulose ¢ um dos polissacarideos mais abundantes no planeta e também ¢é fonte de
carbono ¢ bloco de construgdo no metabolismo de grande parte dos seres vivos. A
hemicelulose, que é um heteropolissacarideo constituido por pentoses e hexoses, encontra-se
intercalada as microfibrilas de celulose e assim confere elasticidade e impede que as mesmas
se toquem. Por se tratarem de macromoléculas ricas em agucar sdo matérias-primas potenciais
para uma série de conversdes biotecnologicas, tais como a fermentagdo alcodlica (Mood et
al., 1981).
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Devido ao fato de a lignina formar uma rede hidrofobica impedindo a hidrélise da
celulose e hemicelulose, faz-se necessario a deslignificagdo da matéria-prima para o acesso ao
conteudo fermentescivel. O método mais empregado industrialmente ¢ o processo Kraft,
utilizado em industrias de papel e celulose, que pode apresentar uma inevitavel poluicao
odorifica, baixo rendimento de polpagdo e alto custo de branqueamento (Klock ef al., 2005).
Assim, métodos fisicos e quimicos alternativos de deslignificacdo vém sendo estudados para a
producdo de etanol de segunda geracdo, com o intuito de expor a fracdo celuldsica facilitando
a hidrolise, melhorando a producdo de actcares fermentesciveis e evitando a formacdo de
subprodutos que possam atrapalhar a fermentagdo posterior. O pré-tratamento por oxidagao
por peroxido de hidrogénio em meio alcalino apresenta facilidade de manuseio, ndo
toxicidade relativa dos componentes e versatilidade do método (Azzam ,1989).

Nesse estudo, realizou-se o processo de hidrolise de duas biomassas disponiveis em
grandes quantidades no Brasil, residuos de atividade agroindustrial: o sabugo de milho e a
palha de cana de agucar. A hidrolise da celulose se da a partir de duas vias: acida ou
enzimatica. Para que a celulose seja hidrolisada enzimaticamente € necessaria a acdo da
celulase, complexo formado por endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase, que agem de
forma sinergética para produzir glicose. A celulase ¢ produzida por mais de 200
microrganismos, dentre fungos, protozodarios e bactérias de diversos géneros, sendo que os
mais utilizados para essa producdo sdo os fungos dos géneros Aspergillus e Trichoderma (Sun
e Cheng, 2002).

O objetivo principal do presente trabalho foi desenvolver o estudo da hidrolise
enzimatica das biomassas lignocelulosicas, sabugo de milho e palha de cana, e avaliar o
potencial do processo e biomassa como fonte de glicose para producdo de etanol de segunda
geracdo. Foi realizada para isso a caracterizagdo das biomassas, o estudo do efeito da
concentracdo de H,0, na deslignificacdo, a producdo de extrato enzimatico através de
fermentag@o semi-solida e o balango de massa do processo.

2. METODOLOGIA

2.1. Matéria-prima e Deslignificacao

As biomassas utilizadas (sabugo de milho e palha de cana) foram lavadas, secas a 90 °C
até massa constante, moidas em moinho tipo facas e armazenadas em local seco. Para a
caracterizacdo fisica da matéria-prima (analise dimensional), peneirou-se o sabugo
fragmentado em agitador de peneiras sequencias tipo Mesh/Tyler. Para a palha, selecionaram-
se 200 amostras, aferiram-se largura e comprimento e calculou-se a area (Gomide, 1991).
Para a caracterizacdo quimica da biomassa realizaram-se os testes de cinzas, lignina Klason,
holocelulose e celulose. Os testes de composigcdo foram feitos para a biomassa in natura e
deslignificada, em triplicata.

Para a deslignificagdo por tratamento com perdxido de hidrogénio foram utilizadas
solugdes de peroxido de hidrogénio a 2, 5 ¢ 10% (v/v) (proporgdo 1:25 — massa em kg de
biomassa:volume em L de solugdo de peroxido de hidrogénio). Ajustou-se o pH da suspensio
para 11,5 com hidroxido de sodio. A reagdo ocorreu durante 14 horas a 30°C. Apds a reagdo,
o material foi filtrado e lavado com agua até o pH neutro e seco em estufa a 60°C até massa
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constante (Azzam ,1989). O percentual de lignina removida apds a deslignificagdo foi
calculado de acordo com a Equagéo 1.

% Lignina (biomassa) — % Lignina (apds deslignificacdo) (1)

% de Lignina Removida = % Lignina (biomassa)

2.2. Hidrolise Enzimatica

O processo de hidrolise enzimatica da biomassa deslignificada foi realizado a 50°C e
pH 5 com uma propor¢do enzimatica de 20 FPU (Filter Paper Unit)/g de substrato (Ghose,
1987). Foram realizadas hidrdlises enzimaticas de duas maneiras diferentes: (1) com celulase
comercial de Trichoderma. reesei ATCC 26921 (Sigma C8546) com atividade enzimatica de
1,11 FPU por mL de solugdo enzimatica na concentracdo de 1 g.L™' de solidos em 4agua; e, (2)
com um extrato bruto de celulase de A.miger preparado por fermentagdo semi-solida em
laboratério com 0,048 FPU por mL de extrato enzimatico. A obtencdo do extrato bruto de
celulase de 4. niger foi realizada de acordo com metodologia desenvolvida por Lucarini et
al.(2012). Para a avaliagdo da hidroélise enzimatica foram preparados substratos secos de palha
de cana e sabugo de milho deslignificados com 2% v/v de perdxido de hidrogénio. Para
manter a atividade em 20 FPU/g de substrato foram necessarios 18 mL de solucao de celulase
comercial e 400 mL de extrato bruto de celulase.

Para o calculo da eficiéncia relativa da hidrolise considerou-se uma hidrélise com
eficiéncia de 100% aquela na qual toda a massa de celulose presente na amostra foi convertida
em glicose e a eficiéncia foi calculada segundo a Equacéo 2.

Eficéncia [%] — Massa de Glicose +100% (2)

Massa de Celulose

2.3. Determinac¢oes Analiticas

O teor de cinzas totais foi determinado calcinando-se 1 grama de biomassa seca até que
apos pesagens sucessivas a massa ficasse constante. O teor de cinzas consiste na diferenga
percentual das massas inicial e final.

Para a determinagdo do teor de lignina Klason, pesou-se 1g de biomassa seca e
adicionou-se 20 mL de H,SO4 72% (m/m). O sistema foi agitado por 2 horas a 200 rpm,
adicionou-se 560mL de agua destilada e o sistema permaneceu em refluxo por 4 horas. O
residuo foi seco, e calculou-se o teor de lignina a partir da diferenga percentual das massas
inicial e final, subtraindo-se o teor de cinzas (TAPPI — T222 om-88, 1999).

Para o teor de holocelulose, pesou-se 5g de biomassa seca e adicionou-se 100 mL de
agua destilada, 0,5g de acido acético glacial e 0,75g de clorito de s6dio. O sistema foi
colocado em aquecimento a 75°C durante 1 hora. O residuo foi filtrado e seco, e calculou-se o
teor de holocelulose a partir da diferenca percentual das massas inicial e final (TAPPI — T9
wd-75, 1975). Para o teor de celulose, pesou-se 1g do residuo de teste de holocelulose e
adicionou-se 15mL de KOH 24% (m/m). O sistema foi agitado por 15 horas a 200 rpm em
temperatura ambiente. Depois de filtrado, neutralizado e seco, calculou-se o teor de celulose a
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partir da diferenca percentual das massas inicial e final (Rossi et al., 2010).

Para a determinagdo da composi¢do em agucares dos hidrolisados foi realizada a
determinagdo de aglcares redutores (AR) pelo método do DNS (Miller, 1959) e da
concentracdo de glicose por método enzimatico GOD-POD segundo kit do fabricante
Laborlab® cat. 02200.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacio da Biomassa in natura

Foi determinado a partir da analise granulométrica que o didmetro médio das particulas
do sabugo de milho foi de 1,960 + 0,043 mm, o que indicou que a amostra era
dimensionalmente homogénea. Calculou-se a area superficial média da palha de cana em
72,750 + 57,530 mm? Os resultados da caracterizagdo quimica das biomassas in natura
encontram-se na Tabela 1, para o sabugo de milho e palha de cana, respectivamente.

Tabela | - Caracterizagdo quimica dos materiais lignocelulosicos in natura

Biomassa Umidade Composigdo em percentual em massa (base seca) (%om/m)
(%om/m) Cinzas Lignina Holocelulose Celulose
Sabugode | 73,40+0,65 | 0,53+0,04 | 10,20+0,19 | 90,72 +0,24 | 48,02+ 1,70
milho
Palha de 5543+3,20 | 424+£0,35 | 14,33+£0,80 | 77,29+ 1,40 | 58,55+2,00
cana
3.2. Resultados Obtidos apos Deslignificacio

Estdao apresentados nas Tabelas 2 e 3 a caracterizacdo quimica obtida apos a
deslignificagdo do sabugo de milho e da palha de cana, respectivamente, utilizando-se
concentragdes crescentes de peroxido de hidrogénio alcalino para a oxidagdo, como descrito
na secdo 2.3.

Tabela 2 - Caracterizagdo quimica do sabugo de milho deslignificado

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos

Biomassa % H,0, Composi¢do em percentual em massa (base seca) (%om/m)
(%v/v) Cinzas Lignina Holocelulose Celulose
Sabugo de 2 0,017+ 0,002 | 0,85+0,095 | 83,19+0,54 | 62,36 2,20
milho 5 0,015+0,001 | 0,89+0,13 | 84,90+0,75 | 63,97+ 1,23
10 0,016 = 0,001 1,31 £0,21 | 85,57+0,80 | 64,45+ 1,60
Tabela 3 - Caracterizagdo quimica da palha de cana deslignificada
Biomassa % H,0, Composicdo em percentual em massa (base seca) (%om/m)
(%v/v) Cinzas Lignina Holocelulose Celulose
Palha de 2 0,074 +0,013 | 892+0,66 | 68,03+1,30 | 62,15+0,24
cana 5 0,078 +0,012 | 7,59+0,60 | 82,01 +1,20 | 68,87 +1,07
10 0,082 +0,009 | 6,38+1,23 | 83,19+0,54 | 69,87 0,60
4
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Analisando-se os dados apresentados nas Tabelas 2 e 3, juntamente com o percentual de
lignina removida, apresentado na Figura 1, verifica-se que a remocao de lignina pelo ataque
com peroxido foi mais eficiente para o sabugo de milho do que para a palha de cana. Para o
caso do sabugo de milho o aumento da concentragdo de peroxido utilizado ndo foi
significativo na reducdo de lignina, tendo em vista que ja se reduz em 92% a quantidade de
lignina presente, com concentragdo de 2%. Operacionalmente isto € benéfico, pois o consumo
de peroxido ¢ menor, assim como o potencial de risco do agente oxidante. Analisando-se os
dados obtidos para a deslignificagdo da palha de cana, vé-se que a deslignificacdo mais
eficiente foi ao se utilizar H,O, a 10% em volume. Entretanto, os ensaios utilizando as
concentragdes de 5% e 10% de H,O, foram muito instaveis devido a grande producdo de gas,
e a eficiéncia da deslignificacdo utilizando H,O, a 2% foi aproximadamente 12% inferior.
Assim, considerando-se estes aspectos concluiu-se que a concentragdo de H,O, a 2% ¢
suficiente para uma deslignificagdo adequada tanto do sabugo de milho como da palha de
cana nas condi¢Oes avaliadas.

M Sabugo de Milho H Palha da Cana
100

80

60

40

% Lignina Removida

20

2 5 10

Percentual de Peréxido (%v/v)

Figura 1 — Percentual de lignina removida da palha de cana e do sabugo de milho tratado com
diferentes concentragdes de peroxido de hidrogénio

Outro fator relevante para as diferentes eficiéncias de deslignificagdo estdo ligadas a
porosidade da biomassa. O sabugo de milho ¢ mais poroso, o que facilita o ataque oxidante
em comparagdo a palha de cana, que é mais fibrosa. Outra vantagem que o sabugo de milho
apresenta em relacdo a palha de cana ¢ a filtragdo pos-tratamento, que ¢ mais rapida e atinge
pH neutro com menor consumo de agua.

3.3. Hidrolise Enzimatica da Biomassa Deslignificada

Os resultados obtidos dos estudos da hidrélise enzimatica com o extrato bruto de
celulase proveniente da fermentagdo semi-solida de Aspergillus niger e celulase comercial de
Trichoderma reesei estdo apresentados na Tabela 4. A eficiéncia de hidrolise calculada ¢
mostrada na Figura 2.
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Tabela 4 - Dados médios resultantes dos ensaios de hidrolise enzimatica

Concentracao de Concentracao de
Substrato acucares redutores glicose
(g/L) (g/L)
Celulase Palha 25,34+ 2,73 13,12+ 0,39
Comercial Sabugo 24,67 +1,23 13,78+ 0,76
Extrato Palha 0,437+ 0,0212 0,026 + 0,0045
Enzimatico Sabugo 0,315+ 0,0276 0,023 + 0,0029
45,00%
+,39,50%

40,00% 37,60%°°F

35,00% - M Palha de cana - enzima
_30,00% - comercial
X M Sabugo de milho - enzima
2 25,00% - comercial
5§ 20,00% - i Palha de cana - extrato
b bruto

15,00% -

M Sabugo de milho - extrato
10,00% - bruto
5,00% T Z,UB"O 1,8400
0,00% - .

Figura 2 - Eficiéncia da hidrolise

Com os dados da Figura 2, observa-se que os processos que utilizaram a celulase
comercial foram significativamente mais eficientes que os processos com extrato enzimatico
bruto. Possivelmente, isto ocorreu por diferencas de composicao das celulases, tendo em vista
que a celulase proveniente de Aspergillus niger é rica na fracdo B-glicosidase, responsavel
pela clivagem da celobiose em glicose. Ja a celulase de T.reesei atuou melhor na clivagem da
celulose em agtcares redutores como celobiose e celotriose e na formacao de glicose, pois
produz um complexo celulolitico superior ao proveniente de outros fungos (Sun e Cheng,
2002).

Foi proposto um processo para a obtengdo de glicose a partir de biomassa que esta
apresentado na Figura 3. Com base nos resultados experimentais foi efetuado um balanco de
massa para quantificar a glicose obtida por tonelada de biomassa in natura utilizada,
considerando as diferentes rotas de hidrolise enzimatica propostas. Na Tabela 5 sdo
apresentados os valores em quilos das correntes (1, 3, 4, 8, 11, 14 e 15) indicadas na Figura 3,
que sdo as principais correntes para 0 processo.
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Figura 3 — Fluxograma de blocos do processo proposto

Tabela 5 — Balanc¢o de massa para as principais correntes do fluxograma de blocos

Sistema Reacional
+
Corrente Descricdo Palha + E?(ltl;:to Sabugo + Sabugo +
¢ Celulase T. Celulase T. Extrato Bruto
. Bruto 4. . .
reesei . reesei A. niger
niger
1 Biomassa in natura | 1000 kg 1000 kg 1000 kg 1000 kg
3 Biomassa seca 445,7 kg 445,7 kg 266,0 kg 266,0 kg
4 Biomassa moida 445,7 kg 445,7 kg 266,0 kg 266,0 kg
Biomassa
8 deslignificada seca 324,5kg 324,5kg 185,8 kg 185,8 kg
11 Glicose 75,9 kg 4,2 kg 45,8 kg 2,1 kg
Solugdo alcalina da s s s s
14 H,05 a 2% 11,1 m 11,1 m 6,7 m 6,7 m
15 Preparado 5,8 m?® 129,8 m? 33 m? 74,2 m?
enzimatico

Com os dados apresentados, conclui-se que a utilizacdo de palha de cana de agtcar ¢
mais eficiente do que o uso do sabugo de milho para a produg@o de glicose. Apesar da
eficiéncia de hidrolise em ambos os casos ser de aproximadamente 40%, essa diferenca na
producdo de glicose por tonelada de biomassa in natura ¢ causada pela diferenca entre os
teores de agua das biomassas. Observa-se que o teor de agua do sabugo de milho ¢ igual a
73,4% e que o da palha de cana ¢ igual a 55,4%, portanto ha mais celulose na palha de cana
do que no sabugo de milho, em termos absolutos. No entanto, em termos de biomassa seca, a
produgdo de glicose a partir das duas biomassas ¢ muito semelhante. Entretanto, devido as
dificuldades técnicas que a palha de cana apresentou durante seu manuseio, nas operagdes
unitarias feitas em laboratorio, conclui-se que o sabugo de milho é operacionalmente melhor
para ser utilizado no processo de obtencdo de agtcares fermentesciveis do que a palha de

cana.
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4, CONCLUSAO

O estudo da composi¢do da biomassa mostrou que ambas possuem valores proximos de
celulose em sua estrutura. Apos a avaliagdo dos resultados de deslignificagdo, verificou-se
que o peroxido de hidrogénio a 2% em volume € a concentragdo mais adequada, pois nao
houve aumento significativo da porcentagem de lignina removida com o aumento da
quantidade de perdxido. Apos a hidrélise com ambos os complexos enzimaticos, constatou-se
que o extrato bruto produzido em laboratério ndo apresentou bons resultados por sua baixa
eficiéncia nas condic¢des aplicadas de tempo de reacdo, pH e temperatura. Para os processos
que utilizaram celulase comercial, obteve-se uma producao de 172,2kg e 170,3kg de glicose
por tonelada de biomassa seca, para o sabugo e a palha de cana, respectivamente, dados
obtidos ap6s balanco de massa do processo. Portanto, concluiu-se que o sabugo de milho foi a
matéria prima mais viavel para o processo, dado que a producdo de glicose ¢ semelhante a
outra biomassa em base seca e que sua manipulacdo ¢ mais facil.
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