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RESUMO: Estudou-se a hidrélise enzimdtica da palha da cana para a obtengdo de
aclicares fermentesciveis. A palha passou por processos fisicos (moagem, lavagem e
secagem), foi submetida a uma deslignificacdo com H>02 em meio alcalino e hidrdlise. Apos
caracterizacdo da biomassa lignoceluldsica in natura e deslignificada observou-se remogdo
de 50% da lignina. Foi quantificada a atividade enzimdtica da celulase de T. reesei e
comercial Cellic® CTec2. Foram estudados pH da reagdo, concentragdo de enzima e tempo
de reagdo, obtendo-se pH 6timo 4,0 e 5,5 para a T. reesei e Cellic® CTec2, respectivamente.
O maior rendimento em termos de concentracdo de enzima foi de 10 FPU/g de palha para
ambas as enzimas e para o tempo, ambas enzimas apresentaram queda de conversdo apos 24
horas de hidrolise, possivelmente por contaminacdo microbiana. Por fim realizou-se o
balanco material para a celulase comercial, projetando-se um rendimento do processo de
hidrolise enzimdtica da palha de 23,8%.
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1. INTRODUCAO

O setor energético € um dos setores de maior relevincia para a economia mundial e a
demanda pelo consumo de combustiveis como fonte de energia vem crescendo cada vez
mais. Uma alternativa para a producdo de energia renovavel € através do uso de matérias-
primas renovaveis e os biocombustiveis, tais como bioetanol e biodiesel, sdo promissores
para um desenvolvimento econdomico sustentavel (KOHLHEPP, 2010). O Brasil possui alto
potencial de lideranca mundial quando se trata de producdo de biocombustiveis a partir de
matérias-primas renovaveis, devido a sua extensdo territorial, condi¢des climéticas, solo e
potencial tecnoldgico, favoraveis para diversos agronegdcios (KOHLHEPP, 2010).

O etanol de segunda geracdo (2G) é uma fonte de energia limpa, renovavel e com
menor impacto ambiental. O etanol de segunda geracdo é um biocombustivel promissor uma
vez que sua producdo envolve como matéria-prima os materiais lignoceluldsicos, biomassa
mais abundante do planeta, sendo a palha e sabugo de milho, a palha de trigo, a palha e
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bagaco da cana de acicar entre outros, matérias-primas ndo competitivas no mercado
alimenticio, mas sim residuos da agroindustria € com baixo custo associado. No Brasil, com
a utilizagdo da colheita mecanizada na cultura da cana de agucar residuos como a palha da
cana de agucar tornaram-se favordveis ao reaproveitamento para coprodu¢do do etanol,
diminuindo a dependéncia dos combustiveis fosseis. No Estado de Sao Paulo, o decreto
estadual N. 47.700 de 11 marco de 2003, prevé que até 2021 toda a colheita da cana seja
mecanizada, eliminando as queimadas (NOVACANA, 2013).

1.1. Materiais Lignoceluldsicos

Define-se biomassa como sendo todo recurso renovavel que provém de matéria
organica, vegetal ou animal, utilizado para producdo de energia e produtos quimicos. Os
materiais lignocelulésicos que ddo origem ao etanol sdo chamados comumente de biomassa
lignoceluldsica e sdo majoritariamente compostos por lignina, celulose e hemicelulose. A
composicido quimica da biomassa lignoceluldsica, geralmente contém: 35-50% de celulose,
seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-25% de lignina e uma pequena quantidade de cinzas
e extrativos (SANTOS et al., 2012).

Os materiais lignoceluldsicos representam cerca de metade da biomassa no planeta
Terra, ou seja, 50% da matéria organica em nossa biosfera € constituida por biomassa
lignoceluldsica. Tais materiais tem o potencial de aplicacdo para a produgdo de energia
(térmica e eletricidade) e de biocombustiveis, ja que sdo renovaveis e de baixo custo. Dentre
os substratos lignoceluldsicos mais gerados nos dias atuais estdo em destaque: a palha e o
bagaco da cana, sabugo e palha de milho, palhas de trigo e arroz, entre outros. A fracdo
lignoceluldsica dos materiais citados acima refere-se a parte que constitui a parede celular
dos vegetais, a qual é responsavel por dar firmeza as suas estruturas. E composta por uma
matriz fibrosa, onde a lignina, uma macromolécula cuja estrutura tem natureza aromaética,

envolve as fibras flexiveis (celulose, hemicelulose e pectina) (SANTOS et al., 2012).

Estes materiais necessitam de um pré-tratamento fisico, mecanico e/ou quimico de
deslignificacdo para a obtencdo do etanol, através da sacarificagdo e fermentacido (SILVA,
2009). A etapa de pré-tratamento desta biomassa tem a finalidade de separar a lignina da
celulose e da hemicelulose, uma vez que a area superficial da lignina torna a biomassa
praticamente inacessivel e resistente a acdo de enzimas e ao ataque de acido. Através de um
pré-tratamento eficaz a estrutura cristalina da matriz lignocelulésica € modificada,
promovendo uma maior porosidade do material e diminuindo sua cristalinidade,
possibilitando um maior acesso das enzimas ou ataque acido a celulose (SUN; CHENG,

2002; SANTOS et al., 2012).

1.2. Hidrolise Enzimatica

O processo de producdo de etanol de segunda geracdo requer a hidrolise da celulose e
da hemicelulose, que sdo os polissacarideos presentes na biomassa lignoceluldsica, o que
pode ser realizado com o emprego de 4cidos ou enzimas para que haja liberacdo de acticares
fermentesciveis. A hidrdlise pode ser realizada por diferentes métodos, tais como: a hidrdlise
acida que utiliza 4cidos minerais concentrados (concentracdo maior do que 5%) ou diluidos
(concentracdo menor do que 5%), ou a hidrdlise enzimatica com enzimas celuloliticas que
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atuam sinergicamente em diferentes sitios da cadeia celulésica (ADEN et al., 2002; SUN;
CHENG, 2002).

A principal diferenca entre a hidrélise acida e a enzimética estd no catalisador. Na
hidrolise acida, pelo fato do 4cido mineral ser um catalisador nio especifico, € essencial o
controle da reacdo para nao levar a reagdes paralelas indesejaveis. Entretanto, na hidrdlise
enzimatica, pelas enzimas serem catalisadores de elevada especificidade as reacoes
secundarias ndo ocorrem, o que se torna uma grande vantagem (BON et al., 2008). Em outras
palavras, a enzima tem a particularidade de promover reagdes muito especificas no meio,
com o maximo de eficiéncia, no entanto, o ataque € muito mais lento. Além disso, a
biocatdlise é muito mais sensivel a acdo dos inibidores de reacdo, consequentemente o

processo requer uma tecnologia mais complexa.

No processo de degradacdo da celulose, os microrganismos celuloliticos produzem uma
mistura complexa de enzimas, chamadas de celulases. Estas enzimas, que coletivamente
apresentam especificidade para as ligacdes glicosidicas B-1,4, sdo necessdrias para a
solubilizacdo completa da celulose, mesmo das regides cristalinas, existindo sinergismo na
sua forma de atuar. Tradicionalmente, dependendo do seu sitio de ac@o na celulose, elas tém
sido divididas em dois grupos: as endoglucanases (EG) e as exoglucanases/celobio-hidrolases
(CBH). As endoglucanases (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 polimerizacdo, que serdo
atacados pelas exoglucanases. Da sua agdo, que envolve o consumo de uma molécula de
agua, resulta um novo terminal redutor € um novo terminal ndo redutor (BON et al., 2008).

As exoglucanases sao formadas pela celodextrinase (1,4-B-D-glicana-glicano-hidrolase,
EC 3.2.1.74), e pela celobio-hidrolase (CBH - 1,4-B-D-glicana-celobio-hidrolases, EC
3.2.1.91). A CBH pode ser dividida em dois tipos: CBH I e CBH II. As enzimas do tipo I
(CBH 1) hidrolisam terminais redutores, enquanto que as do tipo II (CBH II) hidrolisam
terminais ndo redutores. As CBH apresentam em sua estrutura uma regido responsavel pela
ligacdo da molécula ao substrato e sofrem inibi¢cdo pelo seu produto de hidrdlise, a celobiose
(AWAFO et al., 1998).

Completando a degradacdo da celulose a glicose, a celobiose, dissacarideo solivel em
agua, e potente inibidor de muitas celulases, € hidrolisada em duas moléculas de glicose pela
enzima celobiase (B-glicosidase ou B-glicosideo glico-hidrolases, EC 3.2.1.21). O nivel de
atividade da celobiase nas preparagdes de celulases é critico, ndo apenas para evitar a
inibicdo das celulases, como também para finalizar a degradacdo completa da celulose em
glicose, fundamental para a producdo de etanol em biomassa. E também reportada que a
celobiase sofre inibi¢do pelo seu produto de hidrolise, a glicose (AWAFO et al., 1998;
LYND et al., 2002). A reagdo sinérgica ocorre como um resultado da acdo sequencial,
cooperativa entre os componentes do complexo celulolitico, em que o produto de uma reagdo
enzimatica torna-se o substrato para o outro (LYND et al., 2002).

7z

Um dos microrganismos celuloliticos mais extensivamente estudados é o fungo
filamentoso do género Trichoderma e especialmente as espécies de T. reesei e T.
longibrachiatum, que também sdo usados industrialmente para a producdo da celulase. O
sistema celuldsico extracelular de T. reesei é composto de 60 a 80% de exoglucanases ou
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celobiohidrolases, 20 a 36% de endoglucanases, e 1% de B-glicosidases (SUN; CHENG,
2002). A espécie T. reesei foi melhorada ao longo dos anos, por mutagénese aleatéria, o que
resultou no aumento da produtividade substancial da enzima (LI et al., 2016). T. reesei RUT
C-30 € uma cepa que fornece alto rendimento e é comercialmente usada na atualidade. Com
o advento de novas fronteiras no campo da biotecnologia, celulases tém atraido muito
interesse cientifico, por causa da diversidade de suas aplicagcdes, e também para aumentar a
compreensdo do mecanismo de hidrélise enzimatica (LI et al., 2016).

Para hidrélise enzimatica, muitas pesquisas estdo sendo realizadas no sentido de
viabilizar economicamente o uso de celulases na produg¢do de etanol. Um exemplo é a
Cellic® CTec2 que é uma enzima comercial produzida pela empresa Novozymes para a
producdo de etanol celulésico. E um biocatalisador concentrado, que contém um complexo
de enzimas formulado para melhorar o desempenho do biocatalisador e reduzir a dosagem
requerida para a conversao da celulose em aguicares fermentesciveis. Devido ao elevado teor
de B-glicosidase, enzima que permite a conversdo final da celobiose em glicose, o produto
proporciona melhor desempenho ao hidrolisar substratos lignoceluldsicos pré-tratados com
maiores quantidades de solidos totais.

Neste trabalho estudou-se a hidrdlise enzimética da palha de cana de aguicar para a
obtenc¢do de acucares fermentesciveis para a producdo de etanol de segunda geracdo. Foram
estudadas as condi¢des de hidrélise: pH, quantidade de biocatalisador e tempo de reacio;
para duas celulases, uma purificada de T.reesei e uma comercial, Cellic® CTec2.
Desenvolveu-se também um balanco material para cilculo do rendimento da etapa de
hidrdlise.

2. MATERIAIS E METODOS

A palha de cana de agucar, biomassa utilizada neste trabalho, foi coletada, lavada e
moida em moinho de facas. Realizou-se a caracterizacdo da biomassa lignoceluldsica através
da determinacao do teor de cinzas totais, lignina Klason, holocelulose e celulose, antes e apds
pré-tratamento quimico da palha de cana de acticar com perdxido de hidrogénio alcalino. Os
testes de caracterizagdo foram realizados de acordo com método descrito em Morais et al.
(2010).

Para a deslignificagdo foi utilizado o pré-tratamento quimico com perdxido de
hidrogénio alcalino (AZZAM, 1989). Foram pesadas 10 g de amostras de palha triturada e
adicionados 250 mL de solucdo de per6xido de hidrogénio 2% em massa (propor¢do 1:25).
Ajustou-se o pH da suspensdo para 11,5 utilizando escamas de hidréxido de sddio.
Posteriormente a mistura reacional foi agitada a 200 rpm, a temperatura de 30°C até
completar 24 horas. Ap0s esse periodo foi filtrada e o componente residual lavado até a dgua
de lavagem apresentar pH neutro. Posteriormente, o material obtido permaneceu em estufa a
60°C até massa constante.

A partir da palha de cana deslignificada iniciou-se o estudo da hidrélise enzimatica
com as enzimas celulase Cellic® CTec2 , Cellic® HTec, celulase de 7. reesei e celulase de T.
longibrachiatum. Analisou-se a atividade enzimatica das enzimas através do método de
determinagdo da atividade de papel de filtro - FPU (Filter Paper Activity), proposto por
Ghose (1987), e apenas as celulases que apresentaram melhor desempenho seguiram para os
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estudos de pH, concentracdo de enzima e tempo de hidrdlise. Para encontrar os valores de
maior rendimento nos ensaios foram realizadas a determinacido da concentracio de agtcares
redutores pelo método do DNS (MILLER, 1959) e da concentracdo de glicose pelo método
enzimatico (reativo enzimatico LABTEST Glicose Liquiform® Ref.: 133).

Os ensaios de hidrélise foram realizados da seguinte forma: em um erlenmeyer de 250
mL foi pesado 5g de palha deslignificada e adicionou-se a quantidade de enzima que
forneceu a atividade desejada (10 FPU/grama de palha para os ensaios de pH e tempo de
reacdo e varidvel para os ensaios de concentragdo de enzima). Adicionou-se 100 mL de
solucdo tampao citrato de s6dio 50 mM ou fosfato de s6dio 50 mM, dependendo do pH em
estudo. Entdo esta mistura foi levada a um incubador rotativo onde ficou durante 48 horas
reagindo a 45°C, numa rotacdo de 150 rpm. Apds este periodo, filtrou-se a mistura, o residuo
foi levado a estufa por 24 horas e 60°C e pesado e o filtrado seguiu para posterior
quantificagcdo dos agucares formados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a caracterizagdo da biomassa lignoceluldsica apds a deslignificacdo foi realizada a
quantificagdo dos teores de cinzas totais e lignina Klason. Determinou-se para a palha de
cana de acucar in natura um teor de lignina de 16,99 % 0,33 %(m/m). Apos o pré-tratamento
com peroxido de hidrogénio alcalino o teor de lignina da biomassa foi reduzido para 8,6 +
0,35 % (m/m). Esta quantificacdo permitiu verificar a eficicia do pré-tratamento utilizado,
que resultou numa redu¢do de cerca de 50% do teor de lignina presente na palha da cana de
acucar. Vale salientar que o pré-tratamento € necessario para proporcionar maior
acessibilidade das enzimas a fibra celuldsica, pela redugao do teor de lignina que dificulta o
acesso das enzimas a celulose, assim como por mudangas estruturais da fibra, como reducao
da cristalinidade (SUN; CHENG, 2002).

Foram realizadas determinagdes da atividade enzimatica de quatro complexos
enzimaticos contendo celulase: celulase de Trichoderma reesei, celulase de Trichoderma
longibrachiatum, celulase comercial Cellic® CTec2 e celulase comercial Cellic® HTec,
ambas da empresa Novozymes. A atividade enzimatica foi expressa em FPU — Unidade de
Papel de Filtro (Filter Paper Unit), seguindo o método proposto por Ghose (1987).

Foi necessario a realizagdo da medida da atividade enzimatica das enzimas antes de seu
uso, para padronizar a quantidade de enzima utilizada nas reacdes, em termos de atividade
enzimatica e ndo em sua massa, pois os biocatalisadores podem diferir entre si em relagdo a
pureza, teor de proteina total, grau de desnaturacdo e presenca de suporte de imobilizacdo.
Na Tabela 1 encontram-se os resultados obtidos de atividade enzimatica FPU das enzimas
celuloliticas estudadas.

O estudo da hidrélise enzimética para a palha de cana deslignificada foi realizada com
duas celulases, escolhidas através do critério de maior atividade, sendo uma purificada, a
celulase de Trichoderma reesei e uma celulase comercial Cellic® CTec2 , que apresentaram
uma atividade enzimatica de 960 FPU/g enzima e 307 FPU/g enzima, respectivamente. Para
o estudo das condi¢cdes de reacdo que resultam num melhor desempenho da hidrdlise
enzimatica da palha da cana deslignificada foram escolhidas trés varidveis: pH, concentragdo
de enzima e tempo de hidrdlise. Para avaliar a efici€ncia da hidrélise foram quantificados os
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acucares fermentesciveis liberados durante o tempo de reagdo, tais como glicose e aguicares
redutores totais (AR).

Tabela 1 - Atividade enzimaética das celulases estudadas.

Enzima Solucao Enzima Atividade Atividade
(g/ L) (FPU/ mLsolugﬁo) (FPU/ genzima)
T. reesei 1,0 0,96 960
T. longibrachiatum 1,0 0,52 520
Cellic® CTec2 1,5 0,46 307
Cellic® HTec2 3,0 0,41 137

O estudo do pH foi realizado com condi¢des reacionais de 48 horas, 45°C e 10 FPU/g
de palha deslignificada. As concentracdes de agucares fermentesciveis liberadas foram
quantificadas a fim de determinar o valor do pH 6timo para este substrato, como ¢é

apresentado na Figural para a reagdo com celulase de T. reesei e na Figura 2 para a celulase
Cellic® CTec?2 .

Analisando-se o perfil da Figura 1 pode-se determinar que o pH 6timo, onde ha a maior
liberacdo de agucares fermentesciveis, para a celulase de T.reesei, € o pH 4,0, tanto para a
obten¢cdo de maior quantidade de glicose (4,65 g/L) como acucares redutores (4,98 g/L).
Porém € possivel observar que, afastando-se do pH 4,0 ocorre uma queda acentuada da
concentracdo de acucares produzidos e este efeito é mais acentuado para a liberacdo de
glicose na hidrélise. Analisando-se o perfil da Figura 2 pode-se determinar que o pH 6timo,
da celulase Cellic® CTec2 € o pH 5,5. Segundo os dados da empresa Novozymes, empresa
produtora da Cellic® CTec2 , o pH 6timo de trabalho desta enzima esta na faixa entre 5,0 e
5,5, em uma temperatura teste de 50°C e 72 horas de reagao.
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Figura 1 - Concentragdo de acucares fermentesciveis liberados na hidrolise enzimatica com a
celulase de T.reesei em diferentes valores de pH.
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Figura 2 - Concentragdo de acucares fermentesciveis liberados na hidrolise enzimatica com a
celulase comercial Cellic® CTec2 em diferentes valores de pH.

Diferente do que ocorreu com a celulase de T. reesei, para a Cellic® CTec2 os valores
de pH 6timo se mantém em uma faixa de operacao de pH de 4,0 a 5,5, com liberacdo de 5,5 a
6,2 g/L de acucares redutores e 5,2 a 5,6 g/LL de glicose nesta faixa. Isto a torna interessante
em uso industrial, pois em um biorreator de alta capacidade torna-se dificil a manutencao de
condi¢des homogéneas em todo o reator. Neste caso uma faixa larga de valores de pH 6timo
nao acarreta perda de eficiéncia por pequenas variacoes de pH.

Outra diferenca entre o comportamento da atividade das celulases purificada e
comercial em fun¢do do pH é que, a primeira apresenta um distanciamento entre as curvas de
acucar redutor e glicose, mostrando que ha uma grande conversdo de celulose em oligdmeros
(tais como celobiose, celotrioses, etc.), que sdo agucares redutores, devido a presenca de endo
e exoglucanases. Porém nem todo o agucar redutor € transformado em glicose, pela pequena
quantidade de B-glicosidase, fracdo celulolitica que converte os oligdmeros em glicose, no
complexo celulolitico purificado. A celulase Cellic® CTec2 , por ser uma enzima comercial,
possui em sua formulagdo as fragdes celuloliticas necessarias, em quantidades proporcionais,
viabilizando uma liberacdo de glicose e agucares redutores em quantidades equivalentes,
principalmente na faixa de pH indicada pelo fornecedor; 5,0 a 5,5. Isto pode ser observado na
curva apresentada na Figura 2, que mostra que a curva de glicose e agucares redutores
caminham juntas, ou seja, sdo formados oligdbmeros e estes convertidos em glicose quase
simultaneamente.

O estudo da quantidade de enzima usada para a hidrolise, expressa em FPU/g de palha
de cana (biomassa), foi realizado em condig¢des reacionais de 48 horas, 45°C e pH 6timo de
cada enzima. As concentracOes das celulases estudadas, a fim de determinar a concentragcio
de enzima em que houvesse uma maior liberagdo de aguicares fermentesciveis, foram: 1; 2,5;
5; 10 e 20 FPU/g substrato. A Figura 3 apresenta o perfil de aguicares formado pela hidrdlise
da biomassa com celulase de T.reesei e a Figura 4 com Cellic® CTec2 , respectivamente.
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Figura 4 - Concentracdo de agucares fermentesciveis liberados em funciao de quantidade de

enzima da celulase Cellic® CTec?2.

As concentracdes de enzima que liberaram a maior concentracio de agticares foram de
20 FPU/ g de palha deslignificada e 10 FPU/g de palha deslignificada para as enzimas de 7.
reesei e Cellic® CTec2, respectivamente. A Figura 3 também mostra que a enzima comercial
Cellic® CTec2 tem um desempenho superior na hidrdlise, pois as curvas de acucares
redutores e glicose se sobrepdem, como também mostra a Figura 2. Isso significa que o

complexo enzimatico desta

enzima € rico em B-glicosidase, o que leva rapidamente os

oligossacarideos formados pela hidrdlise da celulose, tais como celobiose, em glicose,

minimizando a inibicdo da
2002).

celobiohidrolase pelo acimulo de celobiose (SUN; CHENG,
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O estudo do tempo de reacdo estd apresentado na Tabela 2 e o melhor resultado obtido
para a sacarificacdo com ambas as celulases estudadas foi para o tempo de 24 horas. Os
resultados mostram que ocorreu reducdo no teor de glicose apds 24 horas de hidrélise e
acredita-se que isto ocorreu devido a presenca de microrganismos contaminantes, uma vez
que os ensaios nao foram realizados em ambiente estéril. Os resultados mostram que para
tempos de reacdo longos seria necessario a adi¢do de agentes microbicidas.

Tabela 2 — Concentragdo de glicose obtida ao longo do tempo de hidroélise.

Glicose (g/L)
Tempo (h) Celulase T.reesei Celulase Cellic® CTec2
2 0,51 0,60
4 0,72 0,66
8 0,91 1,38
24 3,27 2,75
48 3,04 1,92
72 2,46 1,08
3.1. BALANCO MATERIAL

Foi proposto um balanco material com base nos resultados obtidos em escala
laboratorial com a celulase comercial Cellic® CTec2, que apresentou melhor performance
quanto a liberacdo de actucares fermentesciveis. O processo de obten¢do do hidrolisado
enzimdtico da palha da cana de acuicar envolveu etapas de preparacdo da biomassa,
deslignificacdo com per6xido em meio alcalino e a etapa de hidrélise enzimatica, conforme
descrito na Figura 5. As condicdes reacionais de maior rendimento apresentadas pela celulase
Cellic® CTec2, sdo as seguintes: pH 5,5; 2,5 FPU/grama de palha deslignificada e tempo
reacional de 24 horas. A Tabela 3 sumariza os valores das correntes que estdo apresentadas
no diagrama de blocos da Figura 5.

5 K

1 2 3 4 6
—> Lavagem » Secagem > Moagem 3 Deslignificacdo » Filtragdo
8
Hidrolisado ‘13 il = ‘11 Hidrélise ?
dapalha € Filtragdo e Enzimatica (€ Secagem |e

T

Figura 5 — Diagrama de blocos do processo proposto de pré-tratamento e hidrdlise enzimatica
da palha de cana de agucar.
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Tabela 3 — Correntes do diagrama de blocos do processo proposto de de pré-tratamento e
hidroélise enzimética da palha de cana de acticar.

Corrente Componentes Quantidade Unidade
1 Palha in natura 1000,0 kgldia™
2 Palha dmida ND [

3 Palha seca 908,7 kgldia™
4 Palha seca moida 908,7 kgldia™
5 Solugio de H>02 2% pH 11 22,7 m’ldia™!
6 Biomassa deslignificada + peroxido ND [

7 Residuo pos-deslignificagio (base seca) 229,5 kgldia!
8 Biomassa deslignificada imida ND [

9 Biomassa deslignificada seca 679,2 kgldia
10 Solucdo enzima CellicCTec® pHS,5 13,6 m?ldia’
11 Hidrolisado enzimatico + residuo sélido ND [

12 Residuo soélido (base seca) 502,6 kgldia!
13 Hidrolisado enzimatico (4,21 kg/m? de glicose) 13,6 m’ldia’

Legenda: ND — dado ndo determinado

A etapa de preparagdo da biomassa consiste em processos fisicos tais como lavagem,
secagem e moagem. O percentual de umidade que permanece na biomassa apés lavagem e
secagem ¢é de 9,13%, permitindo-nos avaliar a projecdo em escala industrial com base na
massa seca de biomassa. Admite-se como base de calculo 1.000 kg/dia de palha de cana em
base umida, e consequentemente o processo se inicia com 908,7 kg/dia de biomassa seca.
Admite-se ainda que nesta primeira etapa de preparacdo da biomassa ndo hi perda de
material. A etapa de deslignificacdo é realizada com H>O2 a 2% em meio alcalino, sendo
necessarios 22,7 m3 de solucdo. Ao final deste processo ha dissolucdo de 25,26% da
biomassa inicialmente alimentada. Desta forma a biomassa que continua no processo é 679,2
kg de palha deslignificada seca.

Na etapa de hidrélise enzimatica foi utilizada solu¢do tamp@o pH 5,5 contendo 2,5x10°
FPU/kg de biomassa, num volume de tampdo acetato de sédio pH 5,5 de 13,6 m?>. Isso
representa um consumo de enzima de 5,53 kg de enzima Cellic® Ctec2 a cada batelada
diaria. Apds o tempo reacional, a carga do reator foi enviada para separacdo a fim de retirar o
residuo s6lido do hidrolisado da palha da cana de acticar. O residuo sélido retirado equivale a
74% da massa de palha deslignificada que entra nesta etapa do processo, 502,6 kg.
Considera-se que toda a solucdo que passa pela filtracdo € recuperada, obtendo-se assim o
mesmo volume de entrada de 13,6 m3dia de solucdo hidrolisada. Nesta solugdo estdo
contidos os agucares gerados através do processo de hidrdlise enzimatica.

O caélculo do rendimento do processo foi baseado na concentracio de glicose liberada
obtida experimentalmente, de 4,21 kg/m3, o que resulta na obtencdo de 57,17 kg/dia de
glicose na corrente final de hidrolisado. O rendimento da etapa de hidrdlise é baseado na
quantidade de glicose formada a partir da celulose disponivel na biomassa no inicio do
processo. Considerando que foi obtido para a biomassa deslignificada um teor de celulose de
35,29%, foi obtido entdo um rendimento de 23,8% da conversdo da celulose presente na
biomassa deslignificada em glicose.
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4. CONCLUSAO

Estudou-se neste trabalho a sacarificagdo da palha de cana de aguicar para a produgao
de etanol de segunda geracdo a partir da biomassa lignoceluldsica, dando enfoque ao estudo
da hidrélise enzimatica, usando tanto enzimas purificadas quanto enzimas comerciais.
Comparando-se os resultados das enzimas testadas, celulase de 7. reesei e celulase comercial
Cellic® CTec2, a enzima que apresentou resultados mais satisfatorios foi a Cellic® CTec2,
uma vez que este complexo enzimitico € preparado para aplicacdo industrial, e as
quantidades de endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase apresentam um equilibrio para
que a liberacdo de agucares redutores e glicose ocorram simultaneamente. A melhor condi¢cao
de uso da celulase comercial Cellic® CTec2 nas condi¢des de 45°C e 150 rpm de agitacdo
foi pH 5,5; 2,5 FPU/g substrato e 24 horas de reagdo. Com estas condi¢des calculou-se o
rendimento da etapa de hidrdlise enziméatica em 23,8% de conversao da celulose da biomassa
em glicose.
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ABSTRACT: It was studied the enzymatic hydrolysis of sugarcane straw in order to obtain
fermentable sugars. The biomass passed through physical processes (milling, washing and
drying), delignification with H>O: alkaline and hydrolysis. After characterization of the
lignocellulosic biomass in natura and delignified it was observed the removal of 50% of the
lignin content. The enzymatic activity of T. reesei cellulase and commercial Cellic® CTec2
was quantified. The reaction pH, enzyme concentration and reaction time were studied,
obtaining optimum pH 4.0 and 5.5 for T. reesei and Cellic® CTec2, respectively. The highest
vield in terms of enzyme concentration was 10 FPU/g of straw for both enzymes and for the
time, both enzymes reduced conversion after 24 hours of hydrolysis, possibly due to
microbial contamination. Finally, it has been carried out a material balance for the
commercial cellulase, resulting in a yield of the enzymatic hydrolysis of the cellulose content
of 23.8%.

KEYWORDS: Ethanol; Biomass; Lignocellulosics; Enzymatic Hydrolisis; Cellulase.



