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RESUMO - O desenvolvimento tecnoldgico de uma matriz energética limpa e
renovavel € estratégico para o Brasil, de modo que a busca por viabilizar o
aproveitamento de residuos celuldsicos na producdo do chamado etanol de
segunda geragdo por via bioquimica tem sido investigada em diferentes vertentes.
No presente trabalho, propos-se empregar enzimas produzidas por cultivo solido
na sacarificacdo de papel de escritorio residual, possivel fonte de acucares
fermentaveis a partir de degradagdo da celulose. Foram testados o papel in natura
e submetido a um pré-tratamento combinado (fisico-quimico) sobre a eficiéncia
de sacarificacao, bem como diferentes dosagens de enzima (4 € 8 mL) e tempos de
hidrélise (8 e 24 h). O papel com pré-tratamento foi o que mais liberou ART,
atingindo aproximadamente 27 mg ART liberados por grama de papel, porém na
média os resultados ndo diferiram significativamente, indicando ser mais
interessante empregar o papel in natura, poupando o uso de energia e de reagentes
quimicos. J& com relagdo ao tempo de hidrdlise, o mesmo ndo influenciou
significativamente na liberacio de ART e o volume de extrato enzimatico so
apresentou influéncia significativa na liberacio de ART a partir do papel
submetido ao pré-tratamento. As melhores condi¢des foram definidas como: papel
in natura, volume de extrato 4 mL e tempo de hidro6lise 8 horas, tendo em vista
economia de energia, enzima e reagentes.

1. INTRODUCAO

O fornecimento de energia esta embasado tanto na estruturagdo quanto na dinamica
operacional da sociedade, abrangendo desde o bem-estar individual até o desempenho
industrial e de prestacdes de servicos. O petroleo, fundamental nesse fornecimento, ¢
responsavel por um ter¢o da energia primaria consumida no planeta (ODAC, 2007). Contudo,
devido a tratar-se de uma matriz ndo-renovavel e ainda a sua respectiva combustdo, recorrente
h4a 60 anos, gerar o acimulo de gases como o CO2, que intensificam o efeito estufa e
alteragdes climadticas, tem sido fomentada a busca por fontes renovaveis de energia (Pereira Jr.
et al.,2008).

1.1. Etanol de Primeira e Segunda Geracao

O etanol convencional ou etanol de primeira geragao (E1G) origina-se a partir da
fermentacdo do caldo da cana-de-agucar, rico em sacarose. As estratégias para aumento da
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producao de etanol incluem aumento da area de cana plantada, aumento de produtividade das
usinas ou emprego de biomassa residual como matéria-prima. Essa ultima alternativa se
traduz como a tecnologia de producao do denominado etanol de segunda geracao (E2G), que
tem como matéria-prima agucares provenientes da quebra das cadeias de celulose de biomassa
residual, por exemplo, e tem sido incentivada pelos governos federal e estadual paulista desde
2010, quando foi criado o Centro Paulista de Pesquisa em Bioenergia, visando a impulsionar
estudos na area.

Neste contexto da possibilidade do emprego de diferentes tipos de biomassa residual
celuldsica para obtencdo de E2G, pode-se destacar o papel, que pode ser considerado como
importante matéria-prima para a producao de bioetanol, uma vez que congrega caracteristicas
de ser um substrato de baixo valor agregado, abundante e de facil disponibilidade. Sua
composi¢do ¢ basicamente celuldsica, de forma que a hidrolise da cadeia pode levar a
obtengdo de agucares fermentesciveis (Maiti et al., 2011).

1.2. Vias de Obtencao de Etanol de Segunda Geracao

O processo envolvendo a conversdo de biomassa celuldsica a E2G consiste
basicamente em quatro etapas: pré-tratamento, hidrélise, fermentacdo e destilacdo. O pré-
tratamento € essencial para tornar as fibras de celulose mais disponiveis para a hidrélise, que
por sua vez consiste na conversdo dos carboidratos das cadeias de celulose a agucares
fermentesciveis, podendo ser feita por rota quimica ou enzimadtica. Finalmente, os acucares
fermentesciveis liberados podem ser fermentados e o caldo fermentado pode seguir para a
destilacdo, como no processo convencional de produ¢cdo do E1G. Os pré-tratamentos fisico-
quimicos consistem de reagdes quimicas realizadas a altas temperaturas e pressoes.
Atualmente, as principais pesquisas sdo voltadas para tecnologias desse tipo de pré-
tratamento, que tem como exemplos: explosdo a vapor, explosdo com CO2 e tratamento com
agua quente.

A etapa seguinte ao pré-tratamento, de hidrolise da celulose a aglicares fermentesciveis
ou sacarificagdo, pode ocorrer por duas vias: enzimatica ou quimica. A via quimica, embora
eficiente e rapida, gera residuos toxicos que devem ser tratados, aumentando o niimero de
operagdes, consumindo energia e tornando o processo pouco competitivo. A hidrolise
enzimatica apresenta diversas vantagens sobre a quimica, dentre as quais se devem destacar o
menor gasto energético ¢ a alta especificidade pelo substrato, evitando a producgdo de
compostos indesejaveis. As principais enzimas envolvidas neste processo sdo as celulases,
nome genérico usado para designar uma classe de enzimas que atuam conjuntamente na
quebra da celulose a glicose, sendo constituidas por endoglucanases (quebra a celulose na
regido amorfa e libera os celo-oligossacarideos), exoglucanases (quebra a celulose e os celo-
oligossacarideos maiores e libera a celobiose) e B-glucosidase (cliva os dimeros celobiose e
finalmente libera as moléculas de glicose) (Pinto, 2010). No entanto, a via enzimatica ¢ mais
lenta e tem como uma das principais barreiras o custo das enzimas requeridas. Uma
alternativa eficiente que vem sendo estudada para a producdo dessas enzimas a serem
aplicadas na hidrolise da biomassa celuldsica visando a obtencdo de E2G a custo que viabilize
seu uso (Mishima et al., 2006) ¢ o cultivo em estado solido (CES).

O cultivo em estado sdlido (CES) pode ser definido como o crescimento de
microrganismos sobre particulas solidas imidas, em situagdes nas quais o espaco entre as
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particulas contém uma fase gasosa continua ¢ a agua estd ou impregnada nas particulas ou
forma um fino filme de dgua sobre elas. Entretanto, o contetido de 4gua da matriz porosa deve
ser suficientemente alto para assegurar adequadas condi¢gdes de crescimento ao metabolismo
microbiano (Mitchell et al., 2006). Devido as atividades de 4gua mais baixas encontradas nos
sistemas de CES, os microrganismos que mais se adaptam a esse tipo de cultivo sdo os fungos
filamentosos, para os quais o CES reproduz o habitat natural, o que faz com que estes
excretem naturalmente grandes quantidades de enzimas para o meio extracelular. Dentre estes
fungos filamentosos, os termofilicos apresentam a vantagem adicional de produzir enzimas
mais termoestaveis, uma caracteristica bastante interessante do ponto de vista industrial da
produgdo de E2G, sobretudo quando pré-tratamentos que envolvem o uso de calor sdo
empregados na etapa anterior a hidrolise enzimatica (Da Silva et al., 2005). Como as enzimas
produzidas por fungos termofilicos atuam bem em temperaturas mais elevadas, ¢ possivel
gastar uma quantidade de energia menor para resfriamento do material entre as operagdes de
pré-tratamento a quente e de sacarificagao, aumentando a viabilidade do processo.

Em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa em Bioenergia do Ibilce/UNESP, foi
selecionado o fungo termofilico Myceliophtora thermophila 1-1D3b como bom produtor de
celulases. Ja foram realizados alguns estudos de aplicagdo dos extratos enzimaticos
produzidos por este fungo em CES na sacarificacdo de bagaco de cana in natura e pré-tratado
e resultados promissores foram reportados (Pinto, 2010; Travaini, 2011; Casciatori, 2015),
denotando a viabilidade de se testar sua aplicagdo em outros substratos celuldsicos passiveis
de serem destinados a produgdo de E2G.

Neste projeto, prop0s-se empregar enzimas produzidas por cultivo sélido na hidrélise
de papel residual, visando avaliar a liberagdo de agucares fermentesciveis a partir da celulose.

2. METODOLOGIA

Foram comparados papel sem tratamento (in natura) e papel submetido a tratamento
combinado. Também foram testados dois tempos de hidrélise (8 e 24 h) e ainda se variou o
volume de extrato enzimatico (4 e 8 mL). O tratamento combinado consistiu em aquecer 10 g
de papel pré-umidificado com 10 mL de solugdo HCI 0,1 M em autoclave (121 °C por 20
minutos); a amostra in natura foi apenas umidificada. Antes da hidrolise, os papéis foram
secos em estufa até peso constante.

Para os testes de hidrolise, 0,5 g de papel foram pesados em seis frascos de
Erlenmeyer e acrescidos de 4 mL (trés frascos) e 8 mL (trés frascos) de extrato enzimatico
produzido pelo fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b em cultivo sélido, sendo o volume
final completado para 10 mL com solugdo tampao acetato em pH = 5. A hidrélise ocorreu em
incubadora com convec¢do forcada de ar e agitagdo orbital a 120 rpm. A temperatura foi
mantida em 50 °C, haja vista as enzimas serem termofilicas.

Para determinacdo do teor de agucares redutores totais (ART) no hidrolisado,
adicionaram-se, em tubos de ensaio, 0,5 mL de hidrolisado e 0,5 mL de reagente contendo
acido-3,5-di-nitro-salicilico. Os tubos foram levados a fervura por 10 min, ap6s o que foram
resfriados em gelo e adicionados de 4 mL de 4gua, procedendo-se a leitura da absorbancia em
espectrofotometro a 540 nm. Com base na curva padrdo de glicose € no volume do meio
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reacional por grama de papel, os resultados foram expressos em mg de ART por grama de
papel. Os ensaios foram feitos em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sdo apresentados na Tabela 1, onde se observa que foi obtida maior
liberagdo de ART a partir de papel pré-tratado (com aproximadamente 27 mg de ART por
grama de papel), contudo nas analises estatisticas de comparagao das médias realizadas com
auxilio do software livre Chemoface v1.5 (UFLA, Lavras-MG, Brasil), foi possivel notar que
o0 mesmo nado teve efeito significativo sobre a liberacdo de ART a partir do papel in natura e
pré-tratado, conforme mostra a Figura 1. Ainda, quanto a intera¢do entre as variaveis tempo
de hidrolise e volume de extrato enzimatico aplicado, a mesma so6 foi significativa somente
para o papel pré-tratado, para o qual também se observou efeito de interagdo entre o volume
de extrato enzimatico e o tempo de hidrolise.

Tabela 1 — Liberagao de ART a partir da hidrdlise enzimatica de papel residual

R Volume de ART (mg / g papel)
Amostras Tempo T}i)h idrolise extrato [Média + desvio
enzimatico (mL) padrio]
o 4 18,1 £0,2
8 20,7 1,5
In natura
4 12,4+0,5
24
8 11,2+2,1
4 18,8 +0,3
) 8 8 27,1+£7,5
Pré-tratado 4 218+32
24 8 7,3+0,5

Figura 1 — Gréfico box-plot das médias de ART liberados por grama de papel in natura
e pré-tratado
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No caso do papel pré-tratado, observou-se que, para o tempo de 8 horas de hidrolise, a
liberacdo de ART foi maior quando se empregou maior volume de extrato enzimatico. Por
outro lado, para 24 horas de hidrdlise, a liberacdo de ART foi menor quando se aumentou o
volume de extrato aplicado. Considerando que houve evaporacao do excipiente liquido, tais
resultados podem estar associados ao efeito da presenca de ions hidrogénio livres (H") no
meio reacional no caso da aplicagdo dos pré-tratamento dcido combinado com autoclave e ao
volume de solu¢do tamponante empregado. Para o maior volume de extrato enzimatico,
menor volume de solugdo tampao foi utilizado. Considerando a maior evaporacdo nas 24
horas de hidrdlise, a concentragdo de ions H" em solu¢do pode ter atingido um nivel tal que o
menor volume de tampao nao foi suficiente para manter o pH na faixa 6tima de atuacao da
enzima. Por outro lado, tendo havido menor evaporagdo com 8 horas de hidrolise,
possivelmente mesmo o menor volume de tampdao empregado no caso do uso de maior
volume de extrato enzimatico foi suficiente para manter o pH na faixa desejada, favorecendo

a atuacdo da enzima em seu estado de ionizagdo que proporcionasse maior atividade catalitica
(Borzani, 2001).

Como rendimento teorico, a maxima liberagdo de ART permitiria obter cerca de 13,5 L
de etanol por tonelada de papel. Casciatori (2015), que realizou a hidrolise enzimatica de
bagaco de cana com o extrato produzido a partir do mesmo fungo empregado neste resumo e
utilizando as mesmas consideragdes, obteve a estimativa da produgao de 36,7 L de etanol por
tonelada de bagago de cana in natura. Assim, comparando-se ambos os substratos, tem-se que
a producdo de etanol a partir do papel corresponde a 37 % da produgdo esperada a partir de
bagaco de cana. Penariol ef al. (2015), que também utilizou bagaco de cana in natura e
realizou a hidrélise enzimdtica com o extrato produzido a partir do mesmo fungo M.
thermophila, obteve a liberagdo de ART de aproximadamente 70 mg/g de bagaco.
Novamente, quando comparados ambos os substratos, ¢ possivel notar que a liberacdo de
ART por grama de papel in natura (cerca de 20,7 mg de ART por grama de papel) representa
cerca de 30 % do obtido a partir do bagaco de cana. No entanto, considerando que tanto o
bagaco quanto o papel sdo residuos, toda e qualquer forma de aproveitamento destes para a
geragdo de bioenergia deve ser considerada valida, sobretudo se for realizada de forma
integrada a biorrefinarias e se empregar o minimo possivel de recursos quimicos e energéticos
na sua conversao.
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