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Resumo do Projeto Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte dos

requisitos necessdrios para obtencao do grau de Graduagdo em Engenharia Quimica.

HIDROLISE ENZIMATICA ASSOCIADA A TECNOLOGIA DE MEMBRANAS
PARA A OBTENCAO DE XAROPES DA BIOMASSA DE CANA-DE-ACUCAR

Raul Alves de Oliveira
Rodrigo da Rocha Olivieri de Barros
Janeiro, 2010

Orientadores: Prof.(a) Suely Pereira Freitas
Prof.(a) Elba Pinto da Silva Bon

O Brasil possui grande vantagem para a producdo e comercializagdo de etanol de
segunda geracdo em relacdo a outros paises, pois existem grandes quantidades
excedentes de bagaco e palha de cana, estimada em 12% e 50 %, respectivamente. O
uso destes materiais permitiria aumentar a produ¢do de etanol sem expandir a drea
plantada de cana. Entretanto é necessdrio aperfeicoar o processo de pré-tratamento e
sacarificac@o destes materiais para obter xaropes de glicose com altos rendimentos. Este
trabalho avaliou a hidrélise do bagacgo in natura, do bagago tratado por moagem, do
bagaco tratado termicamente com vapor e daquele tratado por explosdo a vapor. Foi
observado que o bagaco tratado por explosdo a vapor e o bagaco moido apresentaram os
maiores rendimento em glicose apds 48 horas de hidrélise enzimadtica. As enzimas
foram produzidas pelos fungos T. reesei RUT C30 e A. awamori. Todos os ensaios de
hidrélise foram realizados com um pool enzimdtico apresentando uma relacdo
BGU/FPU igual a quatro, a 50°C e 200 RPM. Andlises estatisticas, definiram as
condicdes otimas de concentracdo de substrato e concentragdo de enzima como sendo
de 100 g/L e 10 FPU/g. Estas condi¢des foram utilizadas na integracdo do processo de
hidrélise da biomassa com a separagdao dos xaropes obtidos, utilizando membranas de
microfiltracdo e ultrafiltracdo, e para ensaios de batelada alimentada. Estes ensaios de
hidrélise foram realizados utilizando bagaco tratado termicamente com vapor, pela sua
maior disponibilidade no laboratério. Avaliou-se o fator de concentragdo volumétrico
(FCV) a fim de recuperar as enzimas e separar a o xarope de glicose formado nas
primeiras 14 horas de operacdo. Os resultados mostraram que para um FCV igual a
quatro obteve-se uma recuperacao da atividade de FPase e de B-glicosidase de 77,9 % e
60,8 %, respectivamente. Porém, para este fator ndo houve separacdo da glicose durante
a ultrafiltracdo. Ja para um FCV igual a 11, a recuperacdo da atividade enzimética de
FPase e B-glicosidase foi 22,4 % e 43,5 %, respectivamente. No entanto para este FCV
obteve-se uma melhor separacdo da glicose. Ao utilizar as enzimas recuperadas numa
segunda batelada alimentada com uma carga de enzimas de 5 FPU/g e mantendo a
concentracdo de substrato inicial de 100g/L, somado ao bagaco da primeira batelada,
gerou-se um ganho de 10 % em massa de glicose / FPU gasto para um FCV igual a 11,
e um ganho de 61 % para um FCV igual a quatro.

PALAVRAS-CHAVE: hidrdlise enzimdtica da biomassa, tecnologia de membranas,
enzimas celuloliticas, bagaco de cana-de-agucar, bioetanol.
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1. INTRODUCAO

O mundo esta atualmente envolvido em uma crise energética que desafia a nossa
capacidade de manter padrdes atuais de vida. Com a demanda acelerada por
combustiveis fdsseis, principalmente relacionados ao crescente desenvolvimento de
paises como India, Brasil e China concomitante a escassez dos recursos fésseis que
regem as bases fundamentais dos meios de transporte atuais, energia e sistemas
agricolas estdo sendo questionados. Por razdes técnicas, econOmicas € ambientais os
bicombustiveis t€tm se mostrado como fontes energéticas mais vidveis do que outras
fontes renovdveis (como a energia solar e a energia edlica, por exemplo), que poderia

servir de imediato a substitui¢do dos produtos petroliferos (HIRA et al., 2009).

No contexto da bioenergia, a produ¢do de biocombustiveis liquidos visa atender
em particular as necessidades de transporte veicular. Para esses fins, além dos
biocombustiveis, ainda ndo existem alternativas renovaveis com maturidade tecnoldgica

e viabilidade econdmica para implantacao em escala comercial.

No processo de producdo de bioetanol, a biomassa lignocelulésica € hidrolisada
pela acdo de enzimas celuloliticas, gerando xaropes ricos em glicose e outros agucares
fermentaveis pela levedura Saccharomyces cerevisiae, para a producdo de dalcool
combustivel. Altos niveis de conversao em glicose sdo necessdrios para que a etapa de
geracdo do dlcool seja eficiente. E para a obtencdo de xaropes com alto teor de glicose e
rendimentos de hidrélise satisfatorios, torna-se necessdria, a otimiza¢do das etapas
envolvidas em todo o processo como: o pré-tratamento da biomassa, a producdo de

enzimas, a hidrélise enzimatica e a fermentacao alcodlica (BON et al., 2008).

A hidrdlise enzimdtica é uma das etapas mais importante na producdo do
bioetanol e envolve vérios parametros que afetam o teor de agucares produzidos e o
rendimento do processo, dentre eles estdo: a concentracdo de substrato e a
granulometria do substrato, a carga de enzimas, dentre outros. Esses xaropes podem
contribuir de forma importante para aumentar a producao de etanol sem a necessidade
de aumento da drea plantada de cana-de-acicar. (REVISTA BRASILEIRA DE
BIOENERGIA, 2009)

Outra etapa crucial da produgdo de etanol de segunda geracdo é a producao das

enzimas hidroliticas. Por razdes econdmicas, estas devem ser produzidas na propria



planta para minimizar os custos de transporte, estabilizacdo e armazenamento, podendo
ou ndo passar por uma etapa de concentracio caso haja necessidade. Diversos trabalhos
utilizam o processo de ultrafiltracdo para concentrar estas enzimas (ROSEIRO et al.,
1993; TAKAC, et al., 2000; GOTTSCHALK, 2002; KRSTIC et al., 2007 e LI et al.,
2006).

O crescente aumento do mercado de membranas no pais associado aos avancos
em pesquisas tecnoldgicas nesta drea incentiva ao uso da tecnologia de membranas em

processos de separagdo e/ou concentragdo (HABERT, et al. 2006).



2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Aumentar o rendimento do processo de hidrdlise enzimdtica da biomassa através
da otimizagdo de parametros da etapa de sacarificacdo da biomassa e do

reaproveitamento das enzimas envolvidas neste processo.
2.2. Objetivos Especificos
Avaliar o efeito do pré-tratamento do bagaco no rendimento de hidrélise, em

conjunto com a variacdo da carga de enzima, concentragdo e granulometria do bagaco.

Separagao/recuperagdo dos biocatalisadores, integrando o processo de separacao
por membranas a hidrélise enzimatica, utilizando um modulo de ultrafiltracdo, com a

finalidade de reduzir a demanda por carga de enzimas.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Enzimas Celuloliticas e Acessorias

As enzimas celuloliticas, também conhecidas como celulases, reconhecem as
ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4 e as hidrolisam, o que mostra seletividade em relagao
a outros diferentes sitios do substrato. Dependendo do seu sitio de a¢ao, as celulases sdo
classificadas em trés grupos: exoglicanases/celobioidrolases (CBH) (1,4- B-D-glicano-
celobioidrolase, EC. 3.2.1.91), endoglicanases (1,4-B-D-glicano-4-glicanoidrolase, EC
3.3.1.4), e B-glicosidases (EC 3.2.1.21) (GHOSH & GHOSH, 1993).

A atuacgdo das enzimas celuloliticas € iniciada por meio da a¢do conjunta de trés
grupos de enzimas denominadas celulases: (1) as endo-1,4-B-glicanases, que quebram a
longa molécula de celulose, ao acaso, em variados fragmentos; (2) as exo-1,4-B-
glicanases, que dividem os fragmentos em pedacos ainda menores; e (3) as 1,4-B-D-
glicosidases, que degradam tais pedacos, liberando moléculas simples de glicose (figura
3.1). J4 a hemicelulose, por ter estrutura quimica diferente, requer um conjunto de
enzimas mais complexo (as hemicelulases) para sua degradacdo. Tais enzimas incluem
xilanases, que rompem ligacdes entre moléculas de xilose; mananases, que quebram
ligacdes entre moléculas de manose; glucuronidases, que rompem liga¢des entre acidos

urdnicos e moléculas de aguicares (como xilose € manose), dentre outras.

No entanto, na determinagdo da atividade celulolitica de preparacdes brutas ndao
€ possivel separar as atividades de endo- e exoglicanases, sendo as preparacdes
caracterizadas de acordo com os substratos utilizados para a quantificacdo da atividade
enzimatica. Por exemplo, se na reacdo enzimadtica utiliza-se como substrato o papel de
filtro, diz-se que a dosagem feita € de atividade FPase (Filter paper activity). O mesmo
se aplica quando a carboximetilcelulose (CMC) é usada como substrato. Neste caso,

trata-se da atividade de CMCase (GHOSE, 1987).



Celulose

Endo-1,4-p-glucanases

Exo-1,4-p - glucanases

1,4 -0 -D-glucosidases

( ) Molécula de glicose

Figura 3.1. Acao conjunta das endoglicanases, exoglicanases e -glicosidases.

3.1.1. Endoglicanases (EC 3.2.1.4)

As endoglicanases sao hidrolases que clivam a celulose em suas regides internas,
liberando oligossacarideos. Em virtude da forte coesdo molecular entre as cadeias
celuldsicas, estas proteinas tém baixa atividade em fibras com alto teor de cristalinidade,
pois t€m seus acessos aos sitios-alvo espacialmente dificultados (COUGHLAN, 1990).
A retirada de oligossacarideos por estas enzimas cria um sinergismo de grande
importancia com as CBHs, pois gera novos terminais na cadeia celulésica (WITHERS,

2001).

3.1.2. Exoglicanases (EC 3.2.1.91)

As celobiohidrolases sdo enzimas que agem progressivamente sobre a cadeia de
celulose, iniciando a digestdo a partir dos terminais redutores ou nao-redutores deste
polissacarideo. Esta € a unica classe enzimatica capaz de hidrolisar o polimero em sua

forma cristalina e é a maior responsdvel pela liberacdo de celo-oligossacarideos

(oligossacarideos compostos de glicose -1,4) da fibra celulésica (COUGHLAN, 1990).
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3.1.3. B-glicosidases (EC 3.2.1.21)

As B-glicosidases sdo hidrolases responsdveis pela quebra dos celo-
oligossacarideos soliveis produzidos pelas outras enzimas do complexo celulolitico
(celulases). Tendo em vista que seu substrato € soldvel em &4gua, muitos
microrganismos ndo apresentam excrecdo destas enzimas, frequentemente exibindo-as

ancoradas as suas membranas plasmaticas (KUBICEK, 1981).

Durante o processo de hidrélise da celulose, as B-glicosidases t€ém o importante
papel de diminuir a repressdo da atividade enzimatica das celulases causada pelo
acimulo de celobiose. Em altas concentragdes, este produto acarreta uma diminui¢do
significativa na eficiéncia de hidrélise e, portanto, é de vital importincia que as cargas
enzimaticas produtoras (celulases) e consumidoras (-glicosidases) de celobiose sejam
equilibradas. Em razao disso a concentragdo de biomassa no processo possui influéncia
em sua eficiéncia, ja que o aumento da concentracao de celulose provocard um aumento
da concentragdo de seus produtos, repressores do sistema (PHILIPPIDIS, SMITH &
WYMAN, 1993).

3.1.4. Xilanases

As xilanases sdo as hemicelulases mais pesquisadas. Estas enzimas sdo
responsaveis em clivar as cadeias de xilose em oligossacarideos, causando um aumento
da superficie passivel de digestdo da fibra de celulose adjacente e diminuindo a ligacao
desta a lignina. Dependendo do pré-tratamento utilizado na biomassa, o emprego destas
enzimas, em conjunto com as celulases durante a hidrdlise enzimdtica, resulta em

aumento na eficiéncia deste processo (SELIG et al., 2008).

As xilanas sao polissacarideos ndo-celuldsicos mais comuns em angiospermas.
Localizam-se principalmente na parede celular secundaria, formando uma interface
entre a lignina e os outros polissacarideos. Existem evidéncias de que xilana e residuos
fendlicos de lignina estejam unidos por ligacdes covalentes e de que pontes de
hidrogénio e forcas de van der Waals unem este polissacarideo a cadeia de celulose
(FERREIRA FILHO, 1994). Xilanases sdo enzimas extracelulares, produzidas
principalmente por fungos e bactérias, que podem ser empregadas em industrias de
papel como auxiliares no branqueamento de polpas Kraft. Tais enzimas atuam

principalmente na xilana insoldvel, apds o cozimento, na superficie das fibras da polpa,



hidrolisando este polissacarideo e proporcionando maior permeabilidade a estrutura das

mesmas.

3.1.5. Mercado das Enzimas

Atualmente, o nimero de enzimas identificadas e integrantes da lista da
Comissdo Internacional de Enzimas (E. C.) é de cerca de 3.000. Contudo, somente um
pequeno nimero destas enzimas, cerca de 60, tém aplicacdo industrial e sdo utilizadas
em quantidade aprecidveis. Devido as limitagdes legais (particularmente na industria
alimenticia) e, principalmente, aos altos custos de produ¢do envolvidos (especialmente
nos casos de enzimas intracelulares), o mercado mundial de enzimas esta limitado a um

volume relativamente pequeno (COELHO et al., 2008).

Em 1998, as vendas mundiais de enzimas acumularam mais de US$ 1,5 bilhdes,
com uma taxa anual de crescimento variando de 2% na industria de couros a 15% na
producdo de papel e 25% em racdo animal; e em 1999, a taxa anual média de
crescimento do mercado foi de 6,5%, sendo que, atualmente esta taxa se mantém numa

faixa de 4 a 5% (ibid).

Atualmente a demanda global de enzimas € conduzida pelo crescimento robusto
e continuado em biocatalisadores para o setor farmac€utico e de quimica fina, alem da
rdpida expansio na producdo do bioetanol a partir de graos e matéria prima celuldsica

(LANDIM, 2009).

O mercado estd distribuido principalmente em enzimas utilizadas em
detergentes (37%), téxteis (12%), amido (11%), panificacdo (8%) e racdo animal (6%),
que aproximadamente 10% do mercado total de enzimas sdo produzidos para uso

interno (COELHO et al., 2008).

3.2. Cinética Enzimatica

A cinética enzimdtica estuda a velocidade de uma reacdo em presenca de uma
molécula de enzima. Os principais fatores que podem influenciar a velocidade de reacio
enzimatica sdo: concentragdo e granulometria do substrato, temperatura, pH do meio e
presenca de ativadores ou inibidores. Em geral, na maior parte dos estudos cinéticos nao
€ necessdrio utilizar equipamentos sofisticados ou formas purificadas de enzimas, sendo

os protocolos relativamente acessiveis (BON et al., 2008).



Os primeiros estudos sobre cinética enzimatica foram realizados em 1902, por
Brown, e complementados por Henri em 1903, onde se incluiu nos célculos do modelo
a formacdo de um complexo intermedidrio formado pela enzima (COELHO et al.,

2008).

Na teoria do equilibrio rdpido, Michaelis-Menten, assume-se o estabelecimento
de um equilibrio entre E, S e ES, o que implica que as velocidades de formacdo de ES, a
partir de E e S e da decomposi¢do em E e S, sdo muito maiores que a velocidade de

decomposicdo de ES em E e P (ibid):

k1 k2
E+S<k__’ES—> E+P [Eq.3.1]
-1

Para estabelecer a cinética enzimatica, as seguintes hipdteses devem ser consideradas:

e A enzima se combina rdpido e reversivelmente com o substrato S para formar o
complexo ES;

e A etapa limitante da reacdo é o desdobramento de ES em E+P (ky<<k ;). Apds
atingir rapidamente o equilibrio, a concentracdo de ES define a velocidade da
reacdo;

¢ A enzima participa da reacdo em quantidades cataliticas ([E]<<<[S];).

A partir destas restricdes 0 modelo cinético pode ser representado pela equacao 3.2:

il k,[ES] [Eq.3.2]

Considerando que a concentracdo total de enzima ([E];) é conhecida (equacdo 3.3, onde
[E] representa a concentracdo de enzima livre), parte-se entdo para a equacdo de

velocidade em fun¢do de varidveis conhecidas.
[E]e = [E] + [ES] [Eq.3.3]

Considerando que a velocidade de formagdo e a velocidade de degradagdo do complexo

[ES] sdo iguais, tem-se a equagao 3.4:
ki[E][ST = k1 ([E]; — [ESDIS] = k_1[ES] + k2 [ES] [Eq.3.4]

Rearranjando a equacdo 3.4, tem-se que:



ki[E]:[S] — ky[ES][S] = (k_1 + k2)[ES]
ki[ET[S] = (ky[S] + k_1 + k) [ES]
Explicitando o termo [ES], chega-se a equagdo 3.5:

ki [E]e[S]  _ [E]e[S]
ki[S1+ k_q +k, (k1 +k3)
151 (5144522

[ES] =

[Eq.3.5]

Definindo K, como a constante de Michaelis-menten, tem-se as equagdes 3.6 e 3.7

k_y+k,
m = —— [Eq.3.6]
kq
[E]e[S]

ES| = ——— Eq.3.7
[ES] = o i [Eq.3.7)
Multiplicando a equagdo 3.7 por k», tem-se a equagao 3.8, onde:

ko [E]e[S]
v =ky,[ES] = ST+ K. [Eq.3.8]

Por definicdo, V, € a velocidade maxima de reacdo, i.e, V = Vy; se [E] = [E];, ou seja,
k,[E];. Chegando finalmente a equacdo de Michaelis-Menten, expressa pela equacio

3.9:

_ _ValS]
v —m [EC[39]

3.3. Estrutura da Biomassa

A estrutura lignoceluldsica refere-se a parte do vegetal que forma sua parede
celular, composta por estruturas fibrosas, constituidas basicamente por polissacarideos
(40 a 60% de celulose ¢ 20 a 40% de hemicelulose), associados a uma estrutura
macromolecular contendo substancias aromaticas, a lignina (15 a 25%). Esses materiais,
em geral, possuem em sua composicdo cerca de 65 a 75% de polissacarideos (em base
seca) que contétm em suas unidades monoméricas valiosos glicidios (agucares)

(PEREIRA JR., 2006).
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Figura 3.2. Representacao da estrutura da biomassa: (a) microfibrilas, (b) cadeia p-1,4, (c) pontes
de hidrogénio.

3.3.1. Celulose

A celulose é um polimero linear, que contém até 15.000 unidades de D-glicose
unidas por ligagdes glicosidicas -1,4. Estas cadeias individuais estabelecem ligacdes de
hidrogénio intermoleculares, sdo rigidas e em forma de microfibrilas, uma estrutura
altamente ordenada que se associam formando as fibrilas de celulose (figura 3.3.). As
fibrilas apresentam regides com elevado grau de cristalinidade, nas quais as cadeias de
glicana estdo firmemente ligadas em paralelo, até regides com menor grau de

ordenacdo, chamadas regides amorfas. Estas caracteristicas conferem a molécula

elevada resisténcia a hidrélise acida e enzimatica (BON et al.,2008).

OH 0OH
ANy A A
oH 2 of
OH
o A
~

celobiose

OH OH
OH
A
(o}
OH OH
oH OH
n

Figura 3.3. Representacao da cadeia polimérica da celulose constituida de residuos de D-glicose
unidos por ligacoes glicosidicas -1,4; celobiose, a unidade fundamental da estrutura.
A estrutura da celulose ndo € uniforme, apresentando regides altamente

cristalinas e outras menos organizadas, as regides amorfas (ATALLA, 1993) (figuras
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3.3 e 3.4). Em virtude de tal complexidade, a solubilizagdo enzimética eficiente dos
substratos celulésicos requer a presenca de diferentes enzimas atuando de forma
sinérgica. Adicionalmente, a dificuldade em degradar completamente a estrutura da
celulose nativa, presente na biomassa, estd relacionada a sua interagdo com outros

polimeros da parede celular dos vegetais, como a hemicelulose, a lignina e a pectina.

Repido
amaorfa

R\:Et:‘m
eristaling

Figura 3.4. Esquema das regides cristalinas e amorfas da celulose.

3.3.2. Hemicelulose

Em contraste com a celulose, que € cristalina, forte e resistente a hidrélise, a
hemicelulose tem uma estrutura aleatéria amorfa, com pouca forca. E facilmente
hidrolisada com acido ou base diluidos. Trata-se de um grupo misto de polissacarideos
nao celuldsicos lineares e/ou ramificado que compreende dois grandes grupos: 0s

pentosanos e os hexosanos (TAVARES et. al., 2006).

Esta macromolécula contém, ainda, substituintes, como grupamentos acetila, L-
arabinofuranola, acido D-glicur6nico e acido 4-O-metilglicurdnico, na cadeia principal
ou nas ramificacoes. A variedade de ligacdes e de ramificacOes assim como a presenca
de diferentes unidades monoméricas contribui para a complexidade da estrutura
hemicelulésica e suas diferentes conformacdes. Este polissacarideo estabelece a ligagao

entre a celulose e a lignina (BON et al., 2008).

As hemiceluloses (xilanas, arabinanas, arabinoxilanas, mananas e
galactomananas) sao polissacarideos de baixa massa molecular, apresentando entre 100
e 200 unidades glicosidicas. Consiste em cadeias ramificadas de agucares, cujas
unidades incluem principalmente aldopentoses, como D-xilose e L-arabinose, e Aldo-
hexoses, como D-glicose, D-manose e D-galactose. Contém, também, acetatos e

substituintes como, L-arabinofuranosila, dcido D-glicurdnico, acido D-galactur6nico e
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acido B-D-4-O-metilglicuronico, na cadeia principal ou nas ramificacdes. A variedade
de ligacdes e de ramificagGes, assim como a presenca de diferentes unidades
monomeéricas, contribui para a complexidade da estrutura hemiceluldsica e suas
diferentes conformacdes. Diferentemente da celulose, a estrutura hemicelulésica nao

7z

contém regides cristalinas, e €, portanto, mais suscetiveis 4 hidrélise quimica sob
condi¢cOes mais brandas. A hemicelulose estd intimamente associada a celulose na
estrutura da parede celular e estabelece a ligacdo entre a celulose e a lignina. A
hemicelulose, que constitui o segundo grupo de polissacarideo mais abundante da
biosfera, ¢ decomposta por um conjunto amplo de microrganismos, em particular
fungos filamentosos e actinomicetos (ibid). Na figura 3.5 é apresentada a estrutura de

hemicelulose de angiosperma.

0-4-0-Me-Gleh
COOH
O

Figura 3.5. Composicao do O-acetil-4-O-metilglicuronoxilana (hemicelulose de angiosperma). Os
nimeros indicam os atomos de carbono que sofreram substituicao. Ac: Grupo Acetil; a-4-O-Me-
GlcA: acido 0-4-O metilglicuronico. (BON et al., 2008).

3.3.3. Lignina

A palavra lignina vem do latim lignum, que significa madeira. A lignina € o
terceiro componente fundamental da madeira, ocorrendo entre 15 e 35% de seu peso.
Assim como a celulose, também é uma macromolécula, mas difere desta porque é
predominantemente um composto aromdtico, e porque € altamente irregular em sua
constituicdo e estrutura molecular. Trata-se de um dos principais componentes dos
tecidos de gimnospermas e angiospermas, ocorrendo em vegetais e tecidos vasculares.
Sabe-se que a lignina tem um importante papel no transporte de dgua, nutrientes e
metabolitos, sendo responsavel pela resisténcia mecanica de vegetais, além de proteger

os tecidos contra o ataque de microrganismos. Vegetais primitivos como fungos, algas e

liquens ndo sdo lignificados (FENGEL & WEGENER, 1984).

A lignina apresenta um cardter hidrofébico que inibe a absor¢do de 4gua e o

inchamento das fibras (TAVARES et. al., 2006).
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A lignina é uma rede tridimensional constituida de dimetoxiladas (siringil),
monometoxiladas (guaiacil) e ndo-metoxiladas (p-hidréxifenil). Unidades de
fenilpropandides derivadas de seus alcodis p-hidroxiciamil correspondentes
(ONNERUD et al., 2002) (figuras 3.6 e 3.7). A proporcdo desses componentes varia de
acordo com os grupos taxondmicos vegetais, por exemplo, as gimnospermas
apresentam lignina rica em guaiacil (ALVES et al, 2009), enquanto as gramineas
possuem uma distribuicdo mais equilibrada dos trés tipos de fenilpropanédides (HE &

TERASHIMA, 1990).

Figura 3.6. Estrutura da Lignina.

H,OH H,0H H;OH
OCH; H;CO OCH;
OH OH OH
Alcool p-coumaril Alcool coniferil Alcool sinapil

Figura 3.7. Alcodis precursores majoritarios da lignina.

3.4. O Bagaco de cana-de-acicar

O esgotamento progressivo das reservas mundiais de petréleo estd
impulsionando uma nova ‘“corrida do ouro”; a busca de combustiveis renovaveis e

economicamente vidveis. Adicionalmente a queima de combustiveis fdsseis €
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responsavel pelo acimulo de CO,, um dos gases responsaveis pelo efeito estufa. O uso
de fontes alternativas de energia, produzidas a partir de matérias-primas renovaveis,
como a biomassa, vem transformando-se em alvo prioritario no nivel internacional por
permitir o desenvolvimento mais sustentdvel, diminuindo assim, o acimulo de gases
responsdaveis pelo aquecimento global; o CO, proveniente da queima dos

bicombustiveis € reciclado no processo de fotossintese para a biosfera (LIN e

TANAKA, 2006).

O Brasil possui uma posicado privilegiada em relacdo a produgdo de etanol de
segunda geracdo (biomassa da cana - bagaco e palha) devido a extensao de area agricola
disponivel, clima favordvel, 4gua em abundincia e por sua vasta experiéncia na

producdo e uso do etanol de cana-de-agucar (primeira geragao).

A expansdo do cultivo da cana, motivada pela crescente demanda por etanol
acarretard um aumento proporcional do bagaco excedente. Adicionalmente a queima da
palha esta atualmente proibida, devendo ser banida gradativamente no estado de Sdo

Paulo em um prazo de 30 anos (Lei 11.241 e Decreto 47.700, de marco de 2003).

3.4.1. Pré Tratamento

A caracterizacdo dos compostos poliméricos majoritdrios da biomassa constitui
uma dificil tarefa experimental que, muitas vezes, exige a utilizagdo de mais de um tipo
de metodologia analitica, quer puramente quimica (como em métodos de extracdao
seletiva para preparacdo de alfa-celulose e holocelulose), quer cromatografica ou
espectroscopica. Por outro lado, o grau de associacdo molecular entre eles dificulta a
utilizacdo destes materiais como matérias-primas para processos quimicos e
biotecnoldgicos, razdo pela qual hd a necessidade do emprego de um método de pré-
tratamento que amenize a interagdo entre os principais componentes da fitobiomassa e
os torne susceptiveis a conversdao em (bio) combustiveis e/ou insumos para a industria

quimica (RAMOS, 2003; GAMEZ et al., 20006).

Viérios métodos de pré-tratamento t€ém sido propostos na literatura para
separacdo e aproveitamento de materiais lignoceluldsicos. Tais técnicas sdo baseadas
em processos mecanicos, fisicos, quimicos, biolégicos ou na combinacdo destes. Dos
varios processos descritos na literatura, os mais comuns sdo baseados no emprego de

alcali, hidrdlise 4dcida, explosdo a vapor, dgua quente, fluido supercritico, amonia liquida
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(Ammonia Fibre Explosion ou AFEX) e hidréxido de sédio, todos com o propdsito de
desagregar a estrutura associativa da lignocelulose para produzir combustiveis

renovaveis ou insumos quimicos a partir da biomassa (GAMEZ et al., 2006).
3.4.2. Tratamento Térmico a Vapor

Os materiais lignocelulésicos, quando submetidos a altas pressdes de vapor por
um determinado periodo de tempo, sofrem um processo que € comumente descrito
como auto-hidrélise (EXCOFFIER et al., 1991). Estas reagdes ocorrem em
temperaturas superiores a temperatura de amolecimento da lignina e das hemiceluloses.
Ao longo do processo, as ligacdes que asseguram a coesdo da biomassa sao fragilizadas
e em partes quebradas, de forma que, no momento da descompressdo, o material é
desfibrado e reduzido a particulas menores. Isto explica o aumento da susceptibilidade

do material ao ataque de enzimas e reagentes quimicos.

Durante o processo de pré-tratamento a vapor, todos os componentes da
biomassa sofrem hidrdlise, mas as hemiceluloses sao as mais susceptiveis a este tipo de
reacdo. Sob a acdo da temperatura e da pressio do vapor, os grupamentos acetil
presentes nas hemiceluloses sdo hidrolisados a dcido acético e o acido liberado no meio
catalisa a quebra das ligagdes do complexo lignina-carboidrato, provocando a
solubilizacdo de grande parte das hemiceluloses que sdo facilmente removidas por
extracdo aquosa. A frac@o insolivel em dgua contém celulose e lignina parcialmente
modificada, sendo que a maior parte desta lignina pode ser removida por extragdo com

alcali, etanol ou dioxano.

O efeito do tratamento térmico a vapor sobre a organizacdo estrutural da
celulose aumenta sua drea superficial e, como conseqiiéncia, sua susceptibilidade a
hidrélise acida e/ou enzimatica IMTHURM et al., 2000). Este tratamento € comumente

aplicado para producao de racao animal.

3.4.3. Hidr6lise Enzimatica do Bagaco de Cana

Virios autores t€ém sugerido que a celulose amorfa, devido a sua maior area
superficial, é mais suscetivel a hidrélise enzimética do que a forma ordenada ou
cristalina. No entanto, complexos enzimaticos produzidos por vdérios tipos de

microrganismos sdo capazes de catalisar a hidrdlise de celulose, tanto cristalina quanto
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amorfa, em agucares soliveis de baixa massa molar como a glicose e a celobiose

(MARTINS, 2005).

Estas enzimas, que coletivamente apresentam especificidade para as ligacdes
glicosidicas B-1,4, sdo necessdrias para a solubilizagdo completa da celulose, mesmo
das regides cristalinas, exigindo sinergismo na sua forma de atuar. Tradicionalmente,
dependendo do seu sitio de ac@o na celulose, elas t€ém sido divididas em dois grupos; as
endoglicanases e as exoglicanases / celobio-hidrolases. As endoglicanases (1,4-B-D-
glican-4-glicano-hidrolase, EC 3.3.1.4) hidrolisam randomicamente regides internas na
molécula da celulose, tendo mais afinidade pelas regides amorfas, produzindo celo-
oligossacarideos com diversos graus de polimerizagdo, que serdo atacados pelas
enzimas celobio-hidrolases. Da sua a¢do, que envolve o consumo de uma molécula da
dgua, resulta um novo terminal redutor e um novo terminal nao redutor (BON et al.,

2008). A figura 3.8 esquematiza a atuagao dessas enzimas sobre a celulose.

Exoglucanases '

Wm@fgh
Sinergismo Endo—Exo
Bﬂm%ﬁ
M m
»2’34_'? Celobiases .., celobiose
glucose ( )n

Figura 3.8. Modo de acio do complexo celulésico.

Completando a degradacdo da celulose a glicose, a celobiose, dissacarideo

solivel em dgua, e potente inibidor de muitas celulases, é hidrolisada em duas
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moléculas de glicose pela enzima celobiase (B-glicosidase, EC 3.2.1.21). O nivel de
atividade da celobiase nas preparacdes de celulases € critico, ndo apenas para evitar a
inibicdo das celulases, como também para finalizar a degradacdo completa da celulose
em glicose, fundamental para a producio de etanol de biomassa. E também conhecido

que a celobiase sofre inibi¢ao pelo seu produto de hidrdlise, a glicose. (ibid).

Para a realizacdo dos testes de hidrolise enzimdtica € necessario ter um pool
enzimatico capaz de hidrolisar efetivamente a complexa estrutura da biomassa
(JACOBSEN, 2000). Dentre todas as enzimas celuloliticas, as [-glicosidases
desempenham um papel fundamental no processo de hidrélise, pois sdo elas, as

responsaveis pela etapa final, ou seja, a geragao de glicose.

3.5. Processos de Separacao por Membranas

De uma maneira geral, uma membrana pode ser definida como uma barreira que
separa duas fases e que restringe, total ou parcialmente, o transporte de uma ou varias

espécies quimicas presentes nas fases (HABERT et al., 2006).

Os processos de microfiltracdo e ultrafiltracdo sdo alguns dos processos de
separacdo com membranas (PSM) de maior importincia comercial no mundo,
movimentando um mercado estimado em US$ 2 bilhdes, crescendo a 8% por ano, em
membranas e equipamentos. O inicio da utilizacdo comercial destes processos data
cerca de 30 anos atrds. A microfiltracdo teve origem na Alemanha pouco antes da 1?
Guerra Mundial utilizada em laboratérios em escala reduzida. A ultrafiltragdo comecou
a ser empregada apds este periodo, também na Alemanha, mas a sua utilizacdo
comercial em larga escala sé iniciou na década de 1960 nos EUA, para concentracio de

macromoléculas (ZEMAN e ZYDNEY,1996).

A figura 3.9 apresenta um diagrama esquematico dos processos de separacao

com membranas que utilizam o gradiente de pressdo como for¢a motriz.
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PSN = Forca motriz AP

Moléculas
de medio PM

Moléculas de

baixo PM

e jons ;
1A

Atomos

Figura 3.9. Principais caracteristicas dos processos que utilizam diferenca de

pressdo como for¢a motriz (HABERT et al., 2006).

A denominada “teoria cientifica da filtracao” foi desenvolvida nos dltimos 50
anos pelas escolas ilustres de Frank M. Tiller (Universidade de Houston, Estados
Unidos) e Mompei Shirato (Universidade de Nagoya, Japdo), este teoria leva a “teoria
simplificada”, base para o projeto e andlise do desempenho de filtros (MASSARANI,

2002). A figura 3.10 representa um esquema simplificado de filtracio em meios

pororos.
w— APy AP
Pl .
Filtrado / S Suspensao
Qv e c
Z AP,
P
L — s |e—dx
b
e L| Lz
Meio Torta de
filtrante filtragao

Figura 3.10. Esquema simplificado de filtracio em meios porosos

O escoamento unidirecional segundo a lei de Darcy para um fluido newtoniano

incompressivel é descrito pela equacao 3.10.
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k
J =AP [Eq.3.10]

Onde AP, representa a queda de pressdo total definida pela soma da queda de
pressdao no meio filtrante (AP;) com a queda de pressdo da torta de filtracdo (AP,),

definidos pela equacdo 3.11:

pljLly pj m
AP = AP, + AP, = —— 4 —— % ——
PTTETOK K p(1-e)A
<L1+ ! m) J [Eq.3.11]
=|\—+t—F7F—<*— 3.
Ky Kps(1—¢) A : 1

Sabendo que a massa de liquido na torta € muito menor que a massa de filtrado,

m, pode ser definido aproximadamente pela equacao 3.12:
m= pxcx*V [Eq.3.12]

Definindo a resistividade da torta (o) e a resisténcia do meio filtrante (Rpg),

através das equagoes 3.13 e 3.14, temos:

1

=— Eq.3.13

“ Kyps(1 —¢) [Eq |
Ly

Rmf = ?1 [Eq314-]

Substituindo as equagdes 3.12, 3.13 e 3.14 na equagdo 3.11, pode-se chegar

facilmente a equacgao 3.15:

%
arpe )u] [Eq.3.15]

AP = (Rmf+ v

Pela defini¢cao de velocidade superficial do fluido (J), podem-se escrever as

equagoes 3.16 e 3.17:

Q 1lav AP o a1e
= AT Adr azpeV [Eq.3.16]
(Rmf + A )u
dt U agpcV
WzAAP< mr Ty ) [Eq.3.17]
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Integrando-se a equagdo 3.17 a pressdo constante, tem-se a equagao 3.18, que
representa a equagdo geral de filtracdo em meios porosos a pressdo constante com

formacao de torta.

t arspcV
a (fp Rmf) [Eq.3.18]

vV AAP\ 24

Para processos de filtracdo onde ndo ha formacdo de torta o termo referente a
queda de pressdo na torta pode ser desprezado da equacgdo 3.18, chegando finalmente a
equagdo 3.19:

7= TR [Eq.3.19]

Processos de associacdo com membranas em reatores t€m como vantagem a
possibilidade de reutilizagdo das enzimas e menor inibi¢do da reacdo de hidrolise pelos
produtos formados, pois os mesmo sdo retirados continuamente do reator

(CARMINATTI, 2001; MOURA et al, 2007).

Uma das principais limitagdes dos processos de separacao por membranas
porosas € a queda continua do fluxo permeado com o tempo indicando a polarizacao de
concentracdo e bloqueio de poros (HABERT, 2006). Em estudo visando a recuperagdo
de enzimas, este fendmeno foi também observado por Gottschalk e colaboradores
(2008), onde o aumento da pressdo aplicada a membrana resultou em maiores perdas de

fluxo permeado.

A eficiéncia de limpeza dos mddulos contendo membranas porosas €
fundamental para viabilizar técnica e economicamente o processo de separagdo. A
limpeza pode ser conduzida por métodos fisicos (limpeza hidrdulica ou com ar
comprimido), por métodos quimicos (dcida ou basica) ou enziméticos (CASSANO et.
al., 2003). A recuperaciao do fluxo depende de vérios fatores associados ao meio e ao
modo de operagdo e devem ser estudados simultanecamente (BLANPAIN-AVET et al,
2009).

3.5.1. Microfiltragao

E o processo de separacdo com membranas mais préxima da filtracdo cldssica

entre 0,1 ¢ 10 um (100 e 10.000 nm), sendo, portanto indicado para a retencdo de
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materiais em suspensdo e emulsdo. Como as membranas de microfiltracio sao
relativamente abertas, as pressdes empregadas como for¢a motriz para o transporte sao
pequenas, dificilmente ultrapassando 3 bar. Na microfiltracdo o solvente e todo material
solivel permeia a membrana. Apenas o material em suspensdo é retido (HABERT et

al., 2006).
3.5.2. Ultrafiltragcao

E um processo de separacio por membranas, utilizado quando se deseja purificar
e fracionar solucdes contendo macromoléculas. As membranas de ultrafiltracao
apresentam poros na faixa entre 1 a 100 nm, portanto mais fechadas do que as
membranas de microfiltracdo: solugdes contendo solutos numa ampla faixa de massa
molar (10 - 10° Dalton) podem ser tratadas por este processo. Como os poros das
membranas de ultrafiltracdo sdo menores, uma for¢ca motriz maior é necessdria para
obter fluxos permeados elevados o suficiente para que o processo possa ser utilizado
industrialmente. Por este motivo as diferengas de pressdo através da membrana variam

na faixa de 2 a 10 bar (HABERT et al., 2006).
3.5.3. Membranas associadas a biorreatores

A aplicacdo dos processos de separagdo com membranas associados aos
processos bioquimicos, nos chamados biorreatores associados a membrana, &
comumente utilizados nos tratamento de efluentes (VIANA, 2004). No entanto, nao foi
encontrado na literatura trabalhos envolvendo membranas associadas a reatores de

hidrdlise da biomassa visando a produc¢do de etanol.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismos, propagaciao e manutencao

Foram utilizadas cepas de duas espécies de fungos filamentosos para a produgdao

das enzimas celuloliticas: Trichoderma reesei RUT C30 e Aspergillus awamori.

Os microrganismos liofilizados em ampolas foram hidratados e plaqueados
através de cultivo em placas de Petri contendo meio de cultura PDA (Potato Dextrose
Agar). Em seguida foram obtidas suspensdes de esporos de ambos através da adi¢do de
solucdo salina (0,90% m/v) e raspagem das placas esporuladas apds 7 dias de
crescimento a 28°C. As suspensdes obtidas foram centrifugadas e preservadas em

solugdo de glicerol a 20 % m/v a - 4°C.

4.2. Producao de enzimas celuloliticas

A produgdo das enzimas celuloliticas se deu por meio de fermentacdes
submersas em biorreatores utilizando as suspensdes de esporos previamente preparadas

e meios de cultura adequados para cada microrganismos (MANDELS, 1969).

Para o preparo do pré-indculo foi utilizado 1% v/v da suspensdo de esporos no
meio de fermentagdo, contidos em frascos Erlenmeyers de 500 - 1000mL. O cultivo foi
mantido em shaker incubador a 30°C e 200 RPM por um periodo 2 dias. Apds este
periodo 10% do pré-indculo foi acrescido ao meio de fermentagdo presente no
biorreator Sartorius Biostat B plus com volume ttil de 2L previamente esterilizado. Para
o T.reesei Rut C30 foi utilizado o meio Mandels modificado (tabela 4.1) e a
fermentacdo foi conduzida durante 4 dias a 30°C, 200 RPM, pH 5,0 e 0,5 vvm. J4 para o
A. awamori foi utilizado o meio Breccia modificado (tabela 4.2) e a fermentagao foi

conduzida por 7 dias a 30°C, 200 RPM, pH 7,0 ¢ 0,5 vvm.

Ap6s o tempo de fermentagdo, os sobrenadantes enzimaticos foram separados do
micélio por centrifugacdo, utilizando-se uma centrifuga de bancada Beckman & Coulter
Allegra a 7°C e 2568 g, seguida de filtracdo a vicuo através de membranas de fibra de

vidro MN-GF-2.

Tabela 4.1. Meio de fermentacio de Mandels modificado (Mandels et al., 1969).
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Componentes Concentragao
Uréia 3,0g/L
(NH.),SO,4 1,4g/L
KH,PO, 2,0g/L
MgS0O, 7 H,0 0,3 g/L
CaCl, 03g/L
CoCl, 6 H,0 20 mg/L
MnSO, 4 H,0 1,6 mg/L
ZnS0O4 7 H,0 1,4 mg/L
FeSO,.7H,0 5 mg/L
Milhocina 0,6% (v/v)

Extrato de Levedura
Lactose

0,6% (p/v)
3,0% (p/v)

C30.

Figura 4.1. Producio de enzimas celuloliticas em fermentador utilizando a cepa de T.reesei Rut
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Tabela 4.2. Meio de fermentacido de Breccia modificado (Breccia et al., 1995).

Componentes Concentracao
NaNO; 1,2 g/L.
KH2PO4 3,0g/L
KoHPO, 6,0 g/L
MgSO, 7 H,O 0,2 g/LL
CaCl, 0,05 g/L
CoCl, 6 H,O 20 mg/L
MnSO, 4 H,O 1,6 mg/L
ZnS0O, 7 H,O 1,4 mg/L
FeS0O,.7H,0 5 mg/L
Extrato de Levedura 1,2% (p/v)
Farelo de trigo 3,0% (p/v)

4.3. Concentracao de Enzimas celuloliticas

Os sobrenadantes enzimadticos foram concentrados através de um moddulo de
ultrafiltracdo de bancada que utiliza membranas de poliétersulfona com corte de 30 kDa

e drea util de filtracdo de 0,093 m? sob pressdo de 1 bar.

4.4. Preparo das misturas enzimaticas

Para garantir a eficiéncia da hidrélise, as misturas enziméaticas foram preparadas
de modo a manter uma relacdo fixa entre as exoglicanases e as B-glicosidases (FPU:
BGU). As B-glicosidases hidrolisam moléculas de dissacarideos em monossacarideos,
garantindo assim, um bom rendimento em glicose durante todo o processo. Para o
preparo das misturas enzimdticas fixou-se a relacio FPU:BGU igual a 1:3, a fim de
restringir o acimulo de celobiose durante os ensaios de hidrélise. Esta relagdo foi
adotada tendo como base resultados reportados por PEREIRA (2008). Segundo este
autor, a relacio FPU:BGU igual a 1:1 apresenta acimulo de celobiose no final da
hidrélise, indicando que hd uma caréncia de B-glicosidases no meio. J4 a relacdes 1:3 e
1:5 apresentam rendimentos de glicose similares e auséncia de actimulo de celobiose ao

final do processo de hidrélise enzimatica.

4.5. Caracterizacao da Biomassa da cana Pré-Tratada

A caracterizagdo da biomassa foi realizada através de ensaios de hidrélise dcida

para garantir a completa hidrélise da hemicelulose e da celulose presente no material.
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Este procedimento foi realizado com base no protocolo de determinacdo de carboidratos

e lignina na biomassa utilizado no NREL - National Renewable Energy Laboratory,

E.U.A (SLUITER et al., 2008)

4.6. Ensaios enzimaticos

Tanto para os sobrenadantes das fermentacdes quanto para as fragdes retiradas
durante as etapas do processo de hidrélise enzimética, foram realizados os ensaios de
determinacgao das atividades de CMCase, FPase, B-glicosidases e xilanase. Todos estes
ensaios foram realizados em duplicatas. Uma unidade de atividade enzimaética é definida

pela produgao de um pmol de produto por minuto durante o ensaio enzimatico.

4.6.1. Atividade de endoglicanases (CMCase)

A atividade de endoglicanases foi determinada de acordo com a metodologia
padrao descrita pela IUPAC (GHOSE, 1987). O método se baseia na dosagem da
concentracdo de acucares redutores liberados durante a degradacdo de

carboximetilcelulose (CMC).

O meio reacional foi formado por 0,5 mL de uma solu¢do de CMC 4% m/v em
tampao citrato de sédio 50mM pH 4,8 e 0,5 mL do sobrenadante das fermentagdes
(diluido em tampao citrato de sédio SOmM pH 4,8, quando necessdrio). A mistura
reacional € incubada a 50° C, durante 10 minutos, sob agita¢do. Ao final da reagdo,
aliquota de 0,5 mL ¢ retirada, e imediatamente € adicionada em um tudo contendo 0,5
mL de DNS (4cido 3,5-dinitro salicilico). O reagente DNS, além de interromper a
reacdo enzimatica, possibilita a realizacdo da dosagem da concentracdo de agucares
redutores produzidos pela acdo enzimética (MILLER, 1959). Pela equacao 4.1, pode-se

calcular a atividade de CMCase:

Aabs * Fator™ (u:nngl) « Vol.reacional(mL)  diluigio

tempo(min.) = Vol.sobrenadante(mlL)

[Enzima] = [Eq.4.1]

* Fator obtido através da curva padrio de glicose
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4.6.2. Determinacdo da atividade de FPase

A atividade de FPase foi determinada de acordo com a metodologia padrao
descrita pela IUPAC (GHOSE, 1987). O método se baseia na dosagem da concentragdo

de agucares redutores liberados durante a degradacdo de uma fita de papel de filtro.

O meio reacional é formado por 0,5mL do sobrenadante da fermentacao (diluido
em tampdo citrato de s6dio S0mM pH 4,8, quando necessdrio), 1,0 mL de tampao
citrato de sédio 50mM pH 4,8 e uma tira de papel de filtro Whatman n° 1 medindo
1,0cm X 6,0cm (aproximadamente 50 mg). A mistura reacional é incubada a 50° C,
durante 60 minutos, sob agitacdo. A reagdo é interrompida pela adi¢do de 0,5 mL da
mistura reacional a um tubo contendo 0,5 mL de DNS. A determina¢@o da concentracdo
de acucares redutores € realizada em seguida e a atividade pode ser calculada através da
equacao 4.2:

H;nnfl) * Vol.reacional(mlL) * diluicdo

Aabs * Fator* (

tempo(min.) * Vol.sobrenadante(mL)

[Enzima] = [Eq.4.2]

* Fator obtido através da curva padrdo de glicose
4.6.3. Determinacdo da atividade de B-glicosidase

A atividade de [B-glicosidase foi determinada de acordo com a metodologia
padrdo descrita pela [IUPAC (GHOSE, 1987). O ensaio se baseia na determinacio da

concentracdo de glicose liberada quando a enzima hidrolisa celobiose.

O meio reacional é formado por 0,5 mL de sobrenadante (diluido em tampao
citrato de sédio pH 4.8, 50mM quando necessario) e 0,5 mL de solu¢do do substrato
(celobiose 15mM em tampao citrato de s6dio 50 mM, pH 4.8). A mistura reacional é
incubada a 50°C por 30 minutos, sob agitacdo. A reacdo é terminada por imersdo dos

tubos em dgua fervente por 5 minutos para a inativacdo da enzima.

A determinagdo da concentracdo de glicose foi medida utilizando equipamento

YSI-2700 (figura 4.2).
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Figura 4.2. Equipamento YSI 2700, utilizado para quantificacio de glicose nas amostras obtidas
durante os testes de hidrolise enzimatica e também para a quantificacio da atividade enzimatica de
B-glicosidases.

O cdlculo da atividade de B-glicosidase pode ser obtido pela seguinte equacéo
4.3:

[Enzima]
Alglicose] (%) * Fator <%) * Vol.reacional(mL) * diluicao

= Eq.4.
tempo(min.) * Vol.sobrenadante(mL) [Eq.43]

4.6.4. Determinacao da atividade de xilanase

O ensaio de atividade enzimdtica para xilanase foi realizado conforme
metodologia ja descrita na literatura (FILHO et al., 1993; CARDOSO E FILHO, 2003).
Para a preparagdo do substrato 1g de xilana de aveia (“oat spelts”) tratada com 20 mL
de NaOH 1,0 M por 1 hora sob agitacdo e apds esse periodo foram adicionados, sob
agitacdo, 20 mL de HCI 1,0 M. A solucdo homogeneizada foi completada a 100 mL
com tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,0, ao final a solucio foi homogeneizada por
uma hora e centrifugada por 20 minutos para a remocao de xilana insoldvel (FILHO et

al., 1993).

Para a medida de atividade enzimatica, 100 uL da solucdo de xilana tratada
foram adicionados a 50 uL da preparacdo enzimdtica. Apds um periodo de incubagdo, a
50°C por 30 minutos, a concentracdo de acticares redutores foi determinada pelo método

do DNS (MILLER, 1959), utilizando xilose como padrao.

Uma unidade de atividade enzimdtica (1 UI) corresponderd a liberagdo de 1

umol de produto por minuto, em condi¢des de velocidade inicial. Os ensaios para
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determinacgao da atividade enzimadtica foram realizados em triplicata. A concentracio da

enzima, na preparacao enzimadtica, foi calculada pela equacdo 4.4 a seguir:

[Enzimal]

Aabs * Fator™ (H;nnfl) * Vol.reacional(mL) * diluicdo
= Eq.4.4
tempo(min.) * Vol.sobrenadante(mL) Eq.4.4]

* Fator obtido através da curva padrao de xilose
4.7. Hidrdlise enzimatica do bagaco de cana-de-aciicar

Os ensaios de hidrélise enzimdtica foram conduzidos em frascos de 250 mL
contendo 25 g/L. de material lignocelulésico e 100 mL de volume reacional. As cargas
enzimaticas utilizadas foram de 5-20 FPU/g de material e a relacdo FPU:BGU utilizada
foi de 1:3. Todos os ensaios ocorreram em shaker incubador a 50°C. Foram retiradas

amostras nos tempos relativos a 0, 2, 4, 6, 8, 10, 24 e 48h para todos os ensaios.

As amostras retiradas foram aquecidas em banho-maria a 100°C por 5 min. Para
inativar as enzimas e em seguida foram centrifugadas a fim de separar o sobrenadante

para a quantificacdo de glicose e agucares redutores totais.

4.7.1. Dosagem da concentrag¢do de agucares redutores totais

A concentracdo de agucares redutores foi determinada de acordo com MILLER
(1959). Neste método, os tubos contendo 0,5 mL da mistura reacional e 0,5 mL de DNS
sdo aquecidos a 100°C durante 5 minutos. Logo apds, a mistura € diluida com 6,5mL de
dgua destilada. A leitura € realizada em espectrofotdmetro a 540nm. As absorbancias
obtidas sdo transformadas em concentracdo de acucares redutores através de uma curva

padrdo de glicose.

4.7.2. Dosagem da concentragdo de glicose

A dosagem da concentracdo de glicose é feita através do analisador bioquimico
YSI 2700. Trata-se de um biosensor comercial que funciona com uma membrana
especifica para quantificacdo de glicose. Esta contém uma enzima imobilizada que
catalisa e reacdo e transmite o sinal do produto gerado para um transdutor que por sua

vez converte o sinal em um sinal elétrico. Em seguida, o sinal elétrico é amplificado e
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processado, fornecendo assim, o valor da concentra¢do de glicose na amostra. A faixa

de leitura do equipamento € de 0 — 9 g/L de glicose.

Para este tipo de quantificacdo sdo necessarios 10uL da amostra previamente
diluida para a faixa de leitura do aparelho e a resposta € fornecida em gramas por litro

em aproximadamente 30 segundos.

4.8. Analise do Substrato

A quantificacdo de celulose e hemicelulose foram estimadas pelo teor de
acucares liberados na hidrolise 4cida do material, sendo estes agticares quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando padrdes como: glicose,
xilose, arabinose, galactose, manose e celobiose. Ja a lignina foi quantificada em duas
etapas. A lignina solivel que obtida por espectrofotometria e a lignina insolivel obtida

pelo peso seco do material, ap6s o ataque dcido (SLUITER et al., 2008).

4.9. Ensaios estatisticos

O planejamento fatorial composto central foi utilizado como ferramenta
estatistica com objetivo de selecionar as condi¢des Otimas para os ensaios de hidrélise.
Este planejamento consiste em avaliar os pontos do planejamento fatorial acrescidos dos
pontos axiais e das replicatas no ponto central. As principais varidveis independentes
selecionadas foram: concentracdo de biomassa, concentracdo de enzimas e

granulometria do substrato (tabelas 4.3 e 4.4).

A fim de estudar a varidvel granulometria neste planejamento experimental, o
bagaco previamente tratado com vapor, foi submetido a duas etapas de moagem: sendo
a primeira, realizada pela passagem do material em um moinho de facas continuo da
marca Marconi, modelo MA 048. Ja a segunda etapa de moagem foi efetuada em dois
ciclos de 10 minutos, cada em batelada, com o uso do moinho de facas IKA, modelo
A1l basic. A determinacdo do tamanho de particula de cada fracdo foi feita através do

uso de peneiras.

29



Para estimar o erro puro desta abordagem foram utilizados trés ensaios no ponto
central. Os dados experimentais foram analisados com auxilio do software

STATISTICA 7.0 (Statsoft, U.S.A).

Tabela 4.3. Matriz do planejamento estatistico para as variaveis codificadas

Ensaio| Conc. de Substrato | Conc. de Enzima | Granulometria
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 -1,68 0 0
13 1,68 0 0
14 0 -1,68 0
15 0 1,68 0
16 0 0 -1
17 0 0 1

Tabela 4.4. Niveis selecionados para as variaveis independentes

Variavel Cédigo  Nivel inferior Nivel intermediario  Nivel superior
Concentracao
do substrato X1 S0 g/L 75 g/L 100 g/L
Concentracao
de enzima X2 S FPU/g 10 FPU/g 15 FPU/g
Granulometria X3 0,5 mm 1,0 mm Integral

4.10. Integracdo das etapas de hidroélise e separacao por membranas em escala

semi-piloto
4.10.1. Ensaios de hidrélise em reator agitado e separacao

Os ensaios de hidrélise enzimatica em escala semi-piloto foram conduzidos em
um vaso de mistura com agitador do tipo turbina e volume util de 4,5 L (figura 4.3) nas
condicdes favordveis ao rendimento de hidrélise, com base nos resultados obtidos

através dos ensaios estatisticos do planejamento experimental.
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Figura 4.3. Vaso de mistura com agitador do tipo turbina e volume util de 4,5L.

Ap6s 14h de ensaio, a suspensdo hidrolisada foi processada em um Sistema de
Microfiltracao/Ultrafiltracio montado em suporte do tipo “skid” contendo medidores
analégicos de vazdo e pressio (PAM Membranas) com o objetivo de fracionar os
acucares gerados durante a hidrdlise e recuperar as enzimas utilizadas na etapa inicial

(figura 4.4).

Figura 4.4. Modulo de membranas utilizado durante os experimentos de hidrolise enzimatica do
bagaco de cana pré-tratado termicamente a vapor.

Neste sistema de Microfiltracao/Ultrafiltracdo, foram utilizadas membranas de
fibra oca de polietérsulfona (figura 4.5) com tamanho de poro médio igual a 0,2 um no

moédulo de microfiltragdo e didmetro de corte de 30 kDa no moddulo de ultrafiltracdo,
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ambas com 4rea nominal de filtragdo igual a 0,1 m”. Os processos de filtragdo ocorreram

em temperatura ambiente e em pressdes variando na faixa de 0,4 a 1,8 bar.

FL LA -

Figura 4.5. Estrutura de membranas do tipo fibra oca (PAM Membranas)

Para todos os ensaios foi utilizado bagaco de cana sem nenhum tipo de moagem
prévia, a concentra¢do inicial de bagaco foi de 100 g/L e a carga de enzimas inicial foi
de 10 FPU/g. Para esta abordagem, a eficiéncia de separacdo foi analisada variando-se o

fator de concentragdo volumétrico, FCV, conforme definido na equagao 4.5.

VOl-alimentagéo

FCV = [Eq.4.5]

VOl-alimenta(;éo - VOl-permeado

A figura 4.6 apresenta o fluxograma simplificado do processo integrado de

hidrélise e separacao dos acgiicares com recuperagdo das enzimas.

Moduio do Microhkragso

Permaadno da miorofiltragao

Concentrado da microfiltragas

Bagaga ratodo

i |xarms pmnario o, Harope primdrio
Cantrifuge Filtro 18 da widro

Raator de Hidiise Racpenis — karope primara

Hidrolisado

‘Concentrado da witrefitragan lj ) ‘/—\

Bomba

Recplente — Parmeato micmilitragao

Pemmeedo da uirafiitrag o

a0 da
Hico em dicose

Figura 4.6. Fluxograma simplificado do processo de hidrdlise enzimatica associada a tecnologia de
membranas.
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Durante a separacdo das fragdes no moddulo de filtragdo, foram avaliados, a
pressdo 6tima de operacao e também os perfis de fluxo ao longo do tempo de operacao

na microfiltracdo e na ultrafiltracdo.

4.10.2. Batelada Alimentada em escala Piloto

Os retidos da microfiltracio e da ultrafiltracdo, separados apds as 14h iniciais de
hidrdlise, foram completados com bagaco de cana e enzimas. Em seguida o experimento
de hidrélise prosseguiu por mais 24h. Ao final do processo foram avaliados a
concentracdo e o rendimento em glicose e comparados com a hidrélise em batelada

simples.

4.10.3. Limpeza das membranas

A limpeza das membranas de microfiltracdo e ultrafiltracio se deu em duas

etapas:
- Lavagem hidréulica;
- Lavagem combinada (NaOH + Cloro + Acido citrico — 45°C);

A primeira etapa consiste na permeacdo de dgua microfiltrada no sistema,
seguida de retrolavagem e lavagem pela carcaca, no tempo de 20 minutos para cada

etapa, e a permeabilidade foi medida na pressdo de 1 bar.

Ja a segunda etapa consiste na utilizacdo de agentes quimicos para a limpeza,
como: NaOH (10'4 M), Acido citrico (0,1 g/L) e cloro (0,5 g/L). Inicialmente a solucdo
aquosa de NaOH a 45°C foi permeada no sistema durante 1 hora e meia e em seguida,
nesta mesma solugdo foi adicionado o cloro mantendo a filtragdo por mais 20 minutos.
Ap6s a etapa de filtragdo o sistema foi modificado para o0 modo de retrolavagem onde
foi utilizada novamente a solucdo aquosa de NaOH a 45° C durante 30 minutos e
seguida da adi¢do de cloro e retrolavagem por mais 25 minutos, ao final foi o realizado

o enxdgue com 3 L de dgua microfiltrada para a retirada do excesso de base e cloro.

Apoés a retrolavagem, o sistema foi drenado e foi realizada a permeacdo da
solucdo de acido citrico por 10 minutos seguido de enxdgiie com 3 L de dgua para
obtenc@o do pH neutro. O procedimento foi finalizado com solucdo alcalina aquecida

permeando o sistema por 10 minutos seguido de enxdgue no qual foram gastos 4 L de
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agua. Esta lavagem combinada obteve €xito, pois o valor de permeabilidade hidraulica
foi restaurado para valores proximos aos declarados pelo fabricante. A determinacdo da
permeabilidade foi realizada com auxilio de proveta graduada e crondmetro na pressao

de 1 bar.

Adicionalmente resultados de regeneracdo do fluxo através de diferentes

técnicas de limpeza das membranas podem ser visualizados no APENDICE A.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao do bagaco de cana pré-tratado termicamente

A andlise feita por CLAE mostrou que a hidrélise dcida do bagaco liberou
48,45% de glicose (43,61% de celulose) e 10,29% de xilose (9,06% de hemicelulose).
Nao foi identificada a liberagao de outros agicares como manose, galactose, arabinose e
celobiose nos cromatogramas do material hidrolisado (figura 5.1). Conforme ja
mencionado anteriormente, materiais de origem lignoceluldsica possuem entre 40-60%
de celulose e 20-30% de hemicelulose (PEREIRA JR., 2006). Em geral pré-tratamentos
térmicos, hidrotérmicos e do tipo explosdo a vapor, removem a maior parte da fracao de

hemicelulose da biomassa, que originalmente, possui cerca de 20-30% de hemicelulose

(FOCHER et al., 1988).

Em relacdo a lignina 4,2% corresponderam a fracdo solivel e 29,8% a fracdo
insoldvel da lignina e cinzas, totalizando 33,99% de lignina mais cinzas presente no

substrato.

E Celulose
B Hemicelulose
B Lignina+Cinzas

B Outros

Figura 5.1. Caracterizacio do bagaco de cana pré-tratado termicamente a vapor.

Adicionalmente, trabalhos como o de OLIVEIRA (2009) mostram outros
materiais de origem lignocelulésica tratados ou ndo previamente por diferentes
tecnologias de pré-tratamento que foram caracterizados pela mesma metodologia

empregada para a caracterizacio do bagaco de cana tratado com vapor (APENDICE B).
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5.2. Cinéticas de conversao

O comportamento cinético da hidrélise enzimética do bagaco de cana pré-tratado
com vapor estd apresentado nas figuras 5.2 e 5.3 ao longo de 48h de ensaio. A
concentracdo e o rendimento em glicose foram avaliados para diferentes concentracdes
de enzima e diferentes concentragdes de bagaco. Como esperado, o aumento na
concentracdo de enzimas favoreceu a producdo de glicose no meio. Entretanto, ndo se
observou um aumento significativo para concentracdes de enzima acima de 15 FPU/g

(figura 5.2).

——5 FPU/g

-\ 10FPU/g
15FPU/E

—20FPU/g

Concentracdo de glicose (g/L)

0 10 20 30 40 50 60

Tempo (horas)

Figura 5.2. Perfil cinético de glicose gerada para ensaios de hidrdlise enzimatica utilizando 25 g de
bagaco/L e concentracao de enzima variando de 5-20 FPU/g de bagaco.
Pode-se observar na figura 5.3 que a concentragdo de glicose € diretamente
proporcional a concentracdo de bagaco. Este resultado indica que, nas condicdes

experimentais analisadas, o aumento da concentragao de substrato no meio reacional

ndo reduziu a eficiéncia de conversao.
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Figura 5.3. Perfil cinético de glicose gerada para ensaios de hidrélise enzimatica utilizando 10
FPU/g de bagaco e concentra¢ao de bagaco variando de 25-100 g de bagaco/L.

Adicionalmente, trabalhos como o de OLIVEIRA (2009) apresentam perfis
cinéticos de hidrélise enzimadtica utilizando outros materiais de origem lignoceluldsica

tratados ou ndo previamente por diferentes tecnologias de pré-tratamento (APENDICE
O).

5.3. Avaliacao estatistica

Na tabela 5.1 estdo apresentados os resultados obtidos para a concentracdo de

glicose e rendimento de hidrdlise.
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Tabela 5.1. Ensaios de planejamento experimental com valores reais e suas

respectivas respostas em termos de concentracio de glicose e rendimento.

Ensaio Subii’r‘;f(') ‘g 1 %%I;Ci}nie Gran(‘;rll‘;’;etﬁa (Glicose] (/L) | di‘leen N
(FPU/g)
1 50 5 0,5 (baixa) 9,08 37,43
2 100 5 0,5 (baixa) 17,26 35,58
3 50 15 0,5 (baixa) 12,77 52,66
4 100 15 0,5 (baixa) 26,05 53,72
5 50 5 Integral (alta) 10,43 43,01
6 100 5 Integral (alta) 20,23 41,71
7 50 15 Integral (alta) 13,99 57,69
8 100 15 Integral (alta) 29,06 59,91
9 75 10 1,0 (média) 19,15 52,65
10 75 10 1,0 (média) 20,10 55,25
11 75 10 1,0 (média) 19,59 53,86
12 33 10 1,0 (média) 8,54 53,36
13 117 10 1,0 (média) 28,55 50,31
14 75 1,6 1,0 (média) 8,42 23,15
15 75 18,4 1,0 (média) 20,53 56,44
16 75 10 0,5 (média) 18,05 49,62
17 75 10 Integral (alta) 20,30 55,8

Nas tabelas 5.2 e 5.3 estdo discriminados os efeitos de cada variavel

independente, e suas possiveis interagdes sobre a concentragdo e o rendimento de

glicose, respectivamente.
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Tabela 5.2. Efeitos estimados da concentracao de substrato (x;), carga de enzimas

(x,) e granulometria (x3), bem como suas interacdes sobre a concentracao de glicose

em 48h de ensaio considerando um limite de confiabilidade de 90% (p<0,10).

Efeito |Erro Padrio| t(7) p-valor Lim. De conf -90% | Lim. De conf +90%
Média 119,51415] 0,242804 |80,3701| < 0,00001 19,05414 19,97416
x1(L) |11,71835| 0,251813 |46,5360 | < 0,00001 11,24128 12,19543
x1(Q) |-0,63457| 0,265129 | -2,3935 0,04793 -1,13688 -0,13227
x2(L) 6,62865 | 0,251813 | 26,3237 | < 0,00001 6,15157 7,10573
x2(Q) |-3,51864| 0,265129 |-13,2714| < 0,00001 -4,02095 -3,01634
x3(L) | 215970 0,294145 | 7,3423 | 0,00016 1,60242 2,71698
x3(Q) |-0,26362( 0,458399 | -0,5751 0,58323 -1,13210 0,60485
x1x2 2,59338 | 0,328864 | 7,8859 0,00010 1,97032 3,21643
x1x3 0,85112 | 0,328864 | 2,5881 0,03605 0,22807 1,47418
x2x3 |-0,02438| 0,328864 | -0,0741| 0,94299 -0,64743 0,59868

Tabela 5.3. Efeitos estimados da concentracao de substrato (x;), carga de enzimas

(x,) e granulometria (x3;), bem como suas interacdes sobre o rendimento em glicose

em 48h de ensaio considerando um limite de confiabilidade de 90% (p<0,10).

Efeito [Erro Padrdo| t(7) p-valor Lim. De conf -90% | Lim. De conf +90%
Média |[53,72667| 0,781919 [68,7113| < 0,00001 52,2453 55,20808
x1(L) -0,73031| 0,810932 | -0,9006 0,39774 -2,2667 0,80607
x1(Q) |-1,23809( 0,853816 | -1,4501 0,19032 -2,8557 0,37953
x2(L) |17.,90868| 0,810932 | 22,0841 < 0,00001 16,3723 19,44506
x2(Q) |-9,77108| 0,853816 [-11,4440 0,00001 -11,3887 -8,15346
x3(L) 5,82239 | 0,947257 | 6,1466 0,00047 4,0277 7,61705
x3(Q) |-1,22098| 1,476219 | -0,8271 0,43547 -4,0178 1,57583
x1x2 1,60876 | 1,059066 1,5190 0,17255 -0,3977 3,61525
x1x3 0,42887 | 1,059066 | 0,4049 0,69761 -1,5776 2,43535
x2x3 |-0,11856| 1,059066 | -0,1119 0,91401 -2,1250 1,88793

Pode-se visualizar através dos graficos de Pareto (figura 5.4) que os parametros

com maior significancia estatistica quando se avaliou a concentra¢ao de glicose no meio

foram: concentracdo de substrato seguida da carga de enzimas. Apesar de a

granulometria ter sido significativa (p<0,10) a influéncia desta € bem inferior quando

comparada as demais varidveis.
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Figura 5.4. Grafico de Pareto para a concentracio de glicose em fun¢io da concentracgio de
substrato(x;), carga de enzimas(x;) e granulometria(x;).

Quando se avaliou o rendimento em glicose (figura 5.5) pode-se observar,
através do gréafico de Pareto, que os parametros mais relevantes foram: a carga de
enzimas e a granulometria. Neste caso, o efeito da carga de enzimas foi mais de trés
vezes que o apresentado pela granulometria enquanto a concentracdo de substrato ndo

foi significativa na faixa estudada.

40



22,08404
7

Efeitos padronizados

Figura 5.5. Grafico de Pareto para o rendimento em glicose em funcio da concentracao de
substrato(x;), carga de enzimas(x;) e granulometria(x;).
Com isso pode-se concluir que além da enzima ser um limitante do processo em
termos de viabilidade econOmica, esta também pode ser considerada limitante no

rendimento do processo.

Pela andlise dos gréficos de residuos (figuras 5.6 e 5.7) pode-se verificar que os
pontos experimentais se aproximam satisfatoriamente do ajuste matemadtico nos dois

casos analisados: concentragcdo de glicose e rendimento em glicose.
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Figura 5.6. Comparacio entre os valores previstos (modelo matematico) e os valores experimentais
para a concentracio de glicose em 48h de ensaio.
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Figura 5.7. Comparacio entre os valores previstos (modelo matematico) e os valores experimentais
para o rendimento em glicose em 48h de ensaio.

Através da andlise de variancia (ANOVA), levando-se em conta apenas os
parametros significativos e desprezando as demais varidveis, os modelos gerados no

STATISTICA ajustam bem os resultados experimentais obtidos para a concentracao e
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rendimento em glicose, ou seja, Feaiculado. >>> F tabelado, para ambos os casos (tabela 5.4).

Isto significa que os residuos sdo relativamente pequenos.

Tabela 5.4. Analise de varidncia (ANOVA) para a concentracio de glicose e para o

rendimento em glicose em 48h de ensaio.

. Soma dos quadrados Graus de liberdade Quadrado médio [Fep
Fonte de variacao calc.
IConc. de glicose| Rendimento [Conc. de glicose| Rendimento [Conc. de glicose| Rendimento [Conc. de glicose| Rendimento
Regressao 683,12 1484,48 7 3 97,59 494,83 581,65 409,73
Residuo 1,51 15,70 9 13 0,17 1,21
Total 684,63 1500,18 16 16
Concentragdo de glicose: Fup(z;9;0,1) = 2,51; R = 99,78% e p-valor<0,00001; Rendimento em glicose: Fip(3;13,0,1)= 2,56; R = 98,95% e p-valor < 0,00001

Considerando a validade dos modelos ajustados podem-se indicar equagdes
matemadticas (modelo codificado) que descrevem o comportamento da concentragdo e
do rendimento em glicose em 48h em funcdo das varidveis independentes estudadas
(Eq. 5.1 e Eq. 5.2). E importante ressaltar que estes modelos sio vélidos apenas no

intervalo estudado para cada uma das varidveis e em 48h de hidrélise.

Concentracio de glicose = 5,86 xx; — 0,32 * x;% + 3,31 x x, — 1,76 * x,2 + 1,08 * x5 + 1,30
X1 * X, + 0,43 * xy * x5 + 19,51 [Eq.5.1]

Rendimento em glicose = 8,95 * x, — 4,89 * x,2 + 2,91 * x5 + 53,73 [Eq.5.2]

Através das superficies de resposta (figuras 5.8, 5.9 e 5.10) pode-se confirmar a
influéncia da concentracdo de substrato e da carga de enzimas na concentracdo de
glicose obtida em 48h de hidrdlise. Além disso, pode-se inferir que a carga de enzimas
que fornece a maior concentracdo de glicose se dd em torno de 15 FPU/g, entretanto
para uma carga de 10 FPU/g a diferenca foi menor que 10%. Como a enzima € um dos
pontos limitantes faz-se necessario estudar os aspectos econdmicos antes de se optar por

operar na condi¢do 6tima do processo, que nem sempre € a condicao mais atraente.

A menor influencia da granulometria, na faixa estudada, também pode ser
confirmada nas figuras 5.9 e 5.10. Para o bagaco tratado com vapor, quanto maior a
granulometria do substrato maior foi a concentra¢do de glicose obtida, isto se deve a
dificuldade de homogeneizac¢ao no inicio da hidrélise. Neste caso, ndo € necessdrio uma
etapa prévia de moagem do material tratado antes da etapa de hidrdlise. Este resultado €
importante, pois contribui para a reducdo dos custos de processamento da matéria-

prima.
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Através das superficies de resposta, apresentadas nas figuras 5.11, 5.12 e 5.13,
pode-se observar a influéncia significativa da carga de enzimas no rendimento em
glicose em 48h de hidrélise do bagaco de cana. Além disso, pode-se inferir que a carga
de enzimas que fornece o maior rendimento ocorreu em torno de 15 FPU/g (figura
5.13). Este resultado também foi observado para a concentracdo de glicose no meio.

Adicionalmente, pode-se constatar que a concentracdo de substrato ndo influenciou o

rendimento de hidrélise, considerando o intervalo estudado.

O menor efeito da granulometria também pode ser observado nas figuras 5.11 e

5.12. Para o bagaco tratado com vapor quanto maior a granulometria maior foi o

rendimento em glicose.
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Figura 5.11. Superficies de resposta para o rendimento em glicose em funcio da concentracio de
substrato e da carga de enzimas em 48h de ensaio de hidrdlise.
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5.4. Rendimentos em glicose

O célculo dos rendimentos em glicose foi baseado na caracterizacdo prévia do
bagaco. Tendo como base, a caracteriza¢io por hidrélise dcida do bagacgo utilizado nos
ensaios, tem-se que, este gera 48,45% de glicose. Através deste dado, obteve-se o
rendimento em glicose para todos os ensaios de hidrélise. Os resultados apresentados
nos gréficos das figuras 5.14 e 5.15 confirmam que o rendimento em glicose depende da

carga de enzima enquanto a concentragdo de bagaco ndo apresentou influéncia

significativa.
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Figura 5.14. Rendimento em glicose para ensaios de hidrolise enzimatica utilizando 25 g de
bagaco/L e concentracao de enzima variando de 5-20 FPU/g de bagaco.
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Figura 5.15. Rendimento em glicose para ensaios de hidrolise enzimatica utilizando 10 FPU/g de
bagaco e concentracdo de bagaco variando de 25-100 g de bagaco/L.

Para obter niveis mais elevados de glicose no meio, outros fatores como o tipo
de pré-tratamento, a granulometria e a cristalinidade do material também devem ser
otimizados, pois segundo INOUE (2008), uma carga de celulases igual a 40 FPU/g ja é
considerada excessiva. Entretanto isto depende fortemente do tipo de substrato

estudado.

5.5. Perfis de Filtracao

Através da andlise do comportamento do fluxo (J) para diferentes valores de
queda de pressdo (AP), pode-se obter a pressdo 6tima de operacdo para a microfiltragdao

e para a ultrafiltracdo. Estes resultados estdo apresentados nas figuras 5.16 e 5.17,

respectivamente.
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Figura 5.16. Fluxo do permeado na microfiltracao para diferentes valores de pressao em regime
estacionario.
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No caso da microfiltragdo do hidrolisado, na faixa de pressao estudada (1 a 1,8
bar ) ndo houve formacgdo de torta (bloqueio de poros e/ou polarizacdo) e a membrana

permaneceu com a mesma resisténcia inicial.
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Figura 5.17. Fluxo do permeado na ultrafiltracao para diferentes valores de pressao em regime
estacionario.

Neste caso a relacdo entre fluxo e pressdao deixa de ser linear. Isto pode ser
observado nos resultados da UF em regime estaciondrio. Até 1,4 bar a filtracdo ocorre
sem formacdo de torta. Para pressdes maiores ocorre o bloqueio de poros e/ou
polarizacdo de concentracdo. Isto é confirmado pela reducio no fluxo quando a pressao
aumenta. Neste caso, o fluxo maximo (35,64 L/h.mz) ocorreu na pressdao de 1,4 bar,

determinando assim a pressao 6tima de operacdo para a ultrafiltracao.

Como os resultados para a microfiltracdo apresentaram carater linear, nao foi
possivel estabelecer uma pressdo 6tima de operagdo e, portanto adotou-se a mesma

pressdo utilizada na ultrafiltracdo, igual a 1,4 bar.

Adicionalmente, o fluxo(J) ao longo do tempo de filtracdo, na pressdo 6tima de

operacao, foi verificado na microfiltragdo e na ultrafiltracao (figuras 5.18 ¢ 5.19).
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Figura 5.18. Fluxo do permeado na microfiltracio a 1,4 bar ao longo do tempo de operacao.

Analisando a figura 5.18 pode-se perceber que na microfiltracio ocorre uma
queda significativa do fluxo durante os primeiros minutos de operacao, isto corresponde
ao tempo de polarizacdo ou fouling da membrana. Entretanto apds esta fase o sistema se
comporta de maneira estdvel com pequenas variagdes no fluxo. Para aplicacoes
industriais futuras e manuten¢do do fluxo em torno de 25 L/h.mz, recomenda-se a

limpeza da membrana de microfiltracdo a cada 30 minutos de operagao.
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Figura 5.19. Fluxo do permeado na ultrafiltracio a 1,4 bar ao longo do tempo de operacio.

J4 na figura 5.19 pode-se perceber que na ultrafiltracdo a polarizag¢do ou fouling
da membrana se dd de forma mais lenta e o fluxo médio é mais alto do que o da
microfiltracdo. Entretanto, para aplicacdes industriais futuras e manuten¢do do fluxo em
torno de 29 L/h.m’, recomenda-se a limpeza da membrana de ultrafiltragdao a cada 30

minutos de operacao.
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5.6. Balancos materiais

As condi¢des selecionadas para hidrdlise do bagaco de cana a partir dos modelos
empiricos gerados pela técnica de superficie de resposta foram: 100 g/L do substrato
sem moagem prévia e carga de enzimas de 10 FPU/g. Estas condi¢des foram fixadas
para avaliar a eficiéncia do processo de hidrélise do bagaco em um reator de mistura
acoplado a um sistema de separacdo com membranas de microfiltracio (MF) e

ultrafiltracao (UF).

Tabela 5.5. Balancos materiais para as fracées obtidas apés 14h de hidroélise

utilizando o médulo de separacao MF/UF.

Fragdes Retido MF Permeado MF Retido UF Permeado UF | Recuperagdo UF (%) | Perdas UF (%)
Faotr de concentragdo na UF - - Ax Ax - -
Ativ. de FPase (FPU/mL) 0,46 0,32 0,79 0,13 71,88 28,13
Ativ. de B-glicosidase (Ul/mL) 3,9 3,76 9,07 0,07 60,77 39,23
Conc. de glicose (g/L) 17,25 15,1 17,11 14,38 - -
Volume (mL) 533 2316 579 1737
Fragdes Retido MF Permeado MF Retido UF Permeado UF | Recuperagdo UF (%) | Perdas UF (%)
Faotr de concentracdo - - 11x 11x - -
Ativ. de FPase (FPU/mL) 0,405 0,201 0,407 0,089 22,43 77,57
Ativ. de B-glicosidase (Ul/mL) 3,71 2,01 9,49 0,13 43,51 56,49
Conc. de glicose (g/L) 17,85 19,55 9,67 17,8 - -
Volume (mL) 180 1908 170 1300 - -

Pela andlise dos resultados apresentados na tabela 5.5 pode-se observar que o
fator de concentracdo volumétrico (FCV) foi um parametro determinante para o
fracionamento das enzimas e do hidrolisado. Para um alto valor de FCV (11) observou-
se uma melhor separagdo de acticares e uma grande perda de atividade enzimadtica. Este
resultado deve-se ao estresse causado pela recirculacdo das enzimas através da bomba.
Ja para um menor FCV (4), obteve-se uma razodvel recuperacdo das enzimas e uma

separacdo de acucares menos eficiente.

Do ponto de vista industrial hd uma grande vantagem em separar os agucares do
meio reacional, pois em altas concentragdes de glicose, as enzimas podem ser inibidas
durante a hidrélise promovendo um efeito negativo no rendimento do processo.
Entretanto, a separa¢do das enzimas permite a reutilizacdo das mesmas em outras

bateladas simples ou alimentadas ou ainda em reatores acoplados em série.
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5.6.1. Batelada Alimentada

Os resultados conduzidos em batelada alimentada (FCV=11) com recuperacao

parcial das enzimas por UF foram comparados com aqueles obtidos em batelada

simples (tabela 5.6).

Tabela 5.6. Comparaciao entre batelada simples e batelada alimentada na hidrélise

enzimatica do bagaco de cana tratado termicamente com vapor.

[Substrato] [Enzimas] [Glicose] Rendimento | Glicose/FPU
(g/L) (FPU/R) (g/L) (%)
Batelada Simples 100 10 26,92 55,51 2,69
Batelada Alimentada 100 8 27,87 57,46 3,48

O processo conduzido em batelada alimentada com recuperacido de enzimas por
UF apresentou um rendimento em glicose similar ao obtido em batelada simples, porém
uma maior relacdo de glicose/FPU, provando ser mais eficiente para uma possivel

aplicacdo em escala industrial.

5.7. Comparaciao dos resultados principais

Com base nos resultados de bancada e na andlise estatistica, a melhor condicdo
de hidrélise foi obtida com cargas de enzimas elevadas, da ordem de 15 FPU/g.
Entretanto ao recuperar a enzimas no retido da ultrafiltragio houve uma reducdo na

demanda de enzimas a ser adicionada durante a realimentagao do reator (figura 5.20).
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Figura 5.20. Ganho relativo em gramas de glicose por unidades de papel de filtro para a hidrdélise
enzimatica do bagaco de cana tratado termicamente a vapor em processos do tipo batelada
alimentada com recuperacao de enzimas por UF.
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6. CONCLUSOES

Pela avaliacdo estatistica dos efeitos, aplicada aos principais pardmetros da
hidrdlise enzimatica do bagaco de cana, concluiu-se que a carga de enzimas é um fator
relevante para o processo com influéncia tanto no teor de acguicares gerados quanto no
rendimento da sacarificacdo. O aumento da concentracdo de substrato até 100 g/L

favoreceu a geracao de xaropes com alto teor de glicose.

A andlise estatistica dos ensaios preliminares permitiu concluir que altas
concentracdes de substrato assim como particulas com menor granulometria dificultam
a homogeneizagao da meio reacional. Isto ocorre devido ao alto cardter higroscépico do

bagaco de cana.

Se comparado com dados da literatura, o tipo de pré-tratamento utilizado nao
favoreceu o rendimento de hidrélise, cujos valores se situaram entre 50-60% de
rendimento em glicose. Outros tipos de pré-tratamento mais conhecidos como o de
explosdo a vapor utilizando um catalisador &4cido pode atingir até 70-80% de

rendimento.

A integracdo do reator de mistura com o sistema de separa¢do e concentracao
das enzimas por membranas permitiu concluir que o fator de concentragao volumétrico
estd diretamente associado a seletividade das enzimas na corrente retida da UF. Altos
valores de fator de concentracdo favoreceram a separagdo dos agicares que contribuem
para a reducdo dos efeitos de inibi¢do das enzimas por produto. Entretanto, nestes casos
a atividade das enzimas foi muito baixa, devido provavelmente ao stress causado pela

recirculacao destas proteinas pela bomba.

O uso de tecnologia de membranas associada a hidrélise enzimédtica da biomassa
de cana-de-agucar permite a reducao progressiva da carga de enzimas necessdria a etapa
de sacarificagdo uma vez que as enzimas recuperadas durante a ultrafiltracdo podem ser

recicladas.
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APENDICES

APENDICE A

REGENERACAO DO FLUXO DO PERMEADO ATRAVES

PROCEDIMENTOS DE LIMPEZA DAS MEMBRANAS.

DE DIFERENTES
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APENDICE B

CARACTERIZACAO DE DIFERENTES MATERIAIS DE ORIGEM LIGNOCELULOSICA

PRE-TRATADOS OU NAO POR DIFERENTES METODOLOGIAS (OLIVEIRA, 2009)

(
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H Celulose
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(a) - Bagaco in natura; (b) - Bagaco tratado por moagem 20 pum; (c) Bagaco tratado por

explosdo a vapor; (d) - Bagaco tratado termicamente com vapor.
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APENDICE C

PERFIS DE RENDIMENTO EM GLICOSE NA HIDROLISE ENZIMATICA DE DIFERENTES
MATERIAIS DE ORIGEM LIGNOCELULOSICA PRE-TRATADOS OU NAO POR

DIFERENTES METODOLOGIAS (OLIVEIRA, 2009).
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0
0 2 4 6 8 10 24 48
H Innatura 0,00 11,41 16,38 19,94 21,22 22,98 23,51 26,30
H Moido 0,00 24,16 40,38 47,33 53,06 55,21 64,34 69,41
W Tratado a vapor 0,00 13,84 21,94 26,53 29,89 32,89 48,80 55,61
M Tratado por explosdo a vapor| 0,00 14,68 27,47 34,23 36,43 38,56 59,56 71,45
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