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RESUMO

No Brasil, o descarte de papel representa cerca de 40% do total de dejetos s6lidos municipais.
Visto que boa parte desses residuos nao € reciclada, e que a composi¢ao do papel contém mais
de 60% de carboidratos, o papel apresenta um forte potencial para a producdo de agticares. O
objetivo deste trabalho foi comparar a hidrolise enzimatica de papel de escritorio descartado,
apos pré-tratamento quimico (com acido sulfarico 1% V/V; 50 rpm) com a hidrélise realizada
apos pré-tratamento fisico, no qual o papel foi processado em moinho de facas a 10 mesh.
Para tal estudo, foi aplicado um planejamento fatorial 2%, cujos fatores e niveis inferior e
superior foram, respectivamente: tempo da hidrdlise (24 e 72 h); carga enzimatica (15 e 30
FPU/g celulose); carga de papel (4,5 ¢ 7,5% m/V); e pré-tratamento (quimico ou fisico).
Todas as hidrélises foram realizadas a 50°C e 150rpm, utilizando as enzimas comerciais
Celluclast 1.5L e B-glucosidase Novozymes. As concentragdes de celobiose e glicose foram
determinadas por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia e a andlise do planejamento
pelo software Statistica 7.0. O material foi caracterizado por meio das técnicas de
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (Fourier Transmission Infrared
— FTIR) e Difragcdo de raios X (DRX). Andlises estatisticas mostraram melhores resultados
para o planejamento cujo material foi quimicamente pré-tratado, atingindo concentragdo de
glicose de cerca de 25 g/L para o processo com 53,5 horas de duracdo, com carga enzimatica

igual a 20,8 FPU/g de substrato e 9% de carga de papel.

Palavras-chave: Actcares. Papel. Material lignocelul6ésico. Hidrolise.



ABSTRACT

In Brazil, paper disposal represents about 40% of all municipal solid waste. Since much of
this waste is not recycled, and that more than 60% of waste paper is composed by
carbohydrates, the paper has great potential for the production of sugars. The objective of this
study was to compare the enzymatic hydrolysis of office paper discarded after chemical
pretreatment (with sulfuric acid 1% V/V, 50 rpm) with the hydrolysis performed after
physical pretreatment, in which the paper was processed in mill to 10 mesh. For this study, an
experimental design was applied, whose factors and lower and upper levels were: time of
hydrolysis (24 and 72 h); enzyme loading (15 and 30 FPU/g cellulose); paper loading (4.5 and
7.5% wi/v); and pre-treatment (chemical or physical). All hydrolyses processes were carried
out at 50 °C and 150 rpm using commercial enzymes Celluclast 1.5L and B-glucosidase
Novozymes. Concentrations of cellobiose and glucose were determined by high performance
liquid chromatography analysis and the experimental design was analysed using the Statistica
7.0. The material was characterized by Fourier transform techniques (Fourier Infrared
Transmission - FTIR) and X-ray diffraction (XRD). Statistical analysis showed better results
for the material of which has been chemically pretreated, reaching glucose concentration of
about 25 g/L to process during 53.5 hours, with enzyme loading of 20.8 FPU/g of substrate
and paper loading of 9%.

Palavras-chave: Sugars. Waste paper. Lignocellulosic substrate. Hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

Embora o uso de combustiveis fosseis continue aumentando, juntamente com a
quantidade de veiculos nas ruas, ¢ notdvel também o crescimento do consumo de
combustiveis renovaveis. Em 2012 o consumo de gasolina foi 12% maior que em 2011, ja em
2013, o aumento foi de apenas 5%, enquanto em 2014 verificou-se um aumento de 7% no
consumo da mesma, em relacdo ao ano anterior. Em relagdo ao etanol, que ja atingia mais de
15% do consumo total de combustiveis no Brasil em 2013, registrou-se um aumento de 10,5%
do consumo em 2014 (BRUMMER et al., 2014; Valor Economico, 2014; G1, 2015).

Os esfor¢os em busca de novas fontes de energia renovavel continuam crescendo, com
o objetivo de reduzir a emissdo de gases do efeito estufa e, embora a producgao de etanol a
partir de bagaco de cana-de-agucar ja seja bastante difundida, ¢ importante que outras fontes
renovaveis e abundantes sejam estudadas (BRUMMER et al., 2014).

O Brasil ¢ o quarto maior produtor de celulose de eucalipto para producao de papel,
tendo produzido 10,3 milhdes de toneladas de papel em 2012, tornando-se o 9° maior
produtor mundial de papel. Em 2015, a producdo permanece praticamente estdvel, com a
producdo de 10,4 milhdes de toneladas, ocupando a posicdo de 11° maior produtor mundial.
Apesar da queda no ranking de producao, € notavel o crescimento constante do pais no setor
desde a década de 1960 (Bracelpa, 2013; Painel Florestal, 2014; Iba, 2015).

Embora mais de 90% das industrias estejam concentradas nas regides sul e sudeste, de
acordo com Antonio Sergio Alipio, presidente da empresa de papel e celulose Veracel, na
Bahia, o solo e o clima do Nordeste apresentam boas condigdes para o plantio do eucalipto.
As industrias de papel e celulose estdo comecando a migrar para o norte € nordeste do pais. A
empresa Suzano Papel e Celulose, por exemplo, que tem planos para levar suas fabricas ao
Piaui, inaugurou uma nova fabrica no Maranhdo, em mar¢o de 2014, com capacidade de
producdo de 1,5 milhdo de toneladas de celulose/ano (O Papel, 2010; Portal Brasil, 2014).

A niveis mundiais, no ano de 2012, foram produzidas quase 400 mil toneladas de
papel, sendo 25% da producdo total provenientes da China. De acordo com a Pyry, industria
do setor, até 2025, o continente asidtico sera responsavel pelo crescimento de 90% da
industria do papel, elevando a capacidade em 88 milhdes de toneladas de papeis diversos,
anualmente (Valor Econémico, 2012; Bracelpa, 2013).

Apesar de 58,9% de todos os papeis que circularam no Brasil, incluindo os ndo
reciclaveis, em 2013, terem sido encaminhados para a reciclagem, ¢ grande a perda

econdomica da porcao reciclavel que ¢ descartada sem reutilizagdo, fazendo com que o papel

11



corresponda a 40% do total de dejetos solidos do pais. De acordo com o Instituto de Pesquisa
Econdmica Aplicada - IPEA (2010), o pais deixa de ganhar cerca de R$ 8 milhdes ao ano
devido ao descarte de papel encaminhado aos aterros e lixdes urbanos (Ambiente Brasil,
2013; Bracelpa, 2013; ANAP, 2014).

Visto que o papel pode ter de 50 a 78% de sua composicdo constituido de
carboidratos, além de ser descartado em abundancia, este material se apresenta como uma
fonte em potencial para a obtengcdo de agtcares fermentesciveis. O uso do papel descartado
exclui ainda a dependéncia de uma unica fonte abundante de matéria-prima renovavel para a
producdo de etanol. Além de incluir o aproveitamento de um residuo que, embora possa
participar do processo ciclico de reciclagem, gerando novo papel, ndo pode ser reciclado
infinitas vezes, pois suas fibras perdem a resisténcia necessaria aos diversos usos ao que o
papel ¢ destinado (Bracelpa, 2013).

Ainda, de acordo com estudos realizados na Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz, da Universidade de Sao Paulo (Esalq-USP), o processo de reciclagem para produgao
de papel 100% reciclado, por incluir outras etapas, como a de purificacdo e remog¢ao de tintas,
pode gerar até 6 vezes mais residuos que a producdo de um papel de fibras 100% virgens (O
Estado de Sao Paulo, 2008).

Como demonstrado, o papel ¢ matéria-prima produzida em abundancia, que necessita
ser destinado a uma nova forma de processamento para reducao de seu acimulo, diante das
limitagdes da reciclagem, além de possuir um alto indice de carboidratos. A literatura mostra
que ¢ possivel ndo apenas a produgdo de agucares por meio da hidrolise enzimatica de papel,
como também a produgdo de etanol em processos fermentativos combinados com a mesma

(WANG et al., 2012; ELLISTON et al., 2013; WANG et al., 2013, PIVNENKO, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar o processo de hidrolise enzimatica de papel de escritorio com pré-tratamento

quimico e com pré-tratamento fisico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Caracterizar o papel de escritério descartado;

b. Aplicar um planejamento fatorial 2* para investigar o efeito do tempo, da carga
enzimatica, da carga de papel e do tipo de pré-tratamento na hidrolise;

c. Aplicar um planejamento fatorial apos triagem das varidveis no planejamento 2*;

d. Realizar ensaios na direcdo do caminho de maxima inclinagdo do planejamento

fatorial aplicado.

13



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 PAPEL

Assim como a madeira, o papel tem sua composi¢ao variada de acordo com a espécie
de sua madeira de origem. Recoret, Gutiérrez e Rio (2010) estudaram a madeira de 5 espécies
de eucalipto, principal fonte da industria de papel e celulose — largamente utilizada no sudeste
da Europa, no Brasil, na Australia, no Sul da Africa, entre outros paises — ¢ constataram que
os polissacarideos presentes no eucalipto podem variar de 75 até 78% na composicao da
madeira. Sendo essa composi¢do liderada por unidades monoméricas de glicose, proveniente

da celulose, seguida da xilose, proveniente da hemicelulose.

No papel, a composicao varia com o tipo de material produzido. De acordo com
Wayman et al. (1992), o papel branco de escritorio possui 88% de carboidratos; seguido pelo
papel kraft, com 81,3%; papeldo, com 77,6% (BRUMMER et al., 2014); e jornal, com 70,9%.
Segundo Wu et al. (2001) e Brummer et al. (2014), o papel de escritorio possui cerca de 66%
de celulose e 13% de hemicelulose em sua composicdo, além de apenas 0,93% de lignina.
Para o papel reciclado, a composi¢do varia de 34% de celulose (MARQUES, 2008) a 54%
(BRUMMER et al., 2014). De acordo com Wang et al. (2013), o papel de escritério ¢
composto por cerca de 55% de glicose, proveniente da celulose, 14% de xilose, proveniente
da hemicelulose, e 5% de lignina. Na composicao de diversos tipos de papel, também podem
ser encontrados CaCOs, utilizados no processo de branqueamento do mesmo, que pode levar a
remogao parcial da hemicelulose e da lignina da madeira, reduzindo suas composicoes finais
no produto (CARVALHO e ALMEIDA, 1998; WAN et al., 2015). Desta forma, papeis mais
brancos possuem porcentagem de carbonato de cédlcio mais alta, atingindo 7,5% no papel de

escritorio e apenas 2% no jornal (CARVALHO e ALMEIDA, 1998).

A celulose ¢ um polimero linear composta por unidades de glicose. Seus monomeros
mantém-se unidos por meio de ligagdes do tipo B-1,4, organizando suas unidades em forma de
fitas ou corddes chatos, como mostra a Figura 3.1. Essas fitas, por sua vez, unem-se entre si
através de pontes de hidrogénio, tanto inter, quanto intramoleculares, como pode ser

observado na Figura 3.2 (ATKINS, 2006; WERTZ et al., 2010).
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Figura 3.1 — Fita ou corddo chato. Figura 3.2 — Estrutura da cadeia de
(LAGHI, 2007) celulose composta por fitas ligadas

entre si por meio de ligacdes de

hidrogénio. (LAGHI, 2007)

A configuracdo da cadeia de celulose faz com que a sua estrutura seja forte e flexivel e,
portanto, util como material estrutural das plantas. As pontes de hidrogénio conferem
cristalinidade a cadeia, permitindo que as fitas se organizem de forma compacta (MARABEZI,

2009; WERTZ et al., 2010; O PAPEL, 2011).

A celulose ¢ a principal matéria-prima para a producao de papel, podendo ser utilizada
tanto em forma de fibras curtas — para a producdo de papeis de escritorio e alguns tipos de
papel cartdo —, conferindo ao material maior maciez e opacidade, quanto em forma de fibras
longas — utilizadas na fabricacao de papeis ondulados, para embalagem e outros tipos de papel
cartdo —, propiciando ao papel maior resisténcia mecanica. Os dois tipos de fibras também
podem ser combinados para produgdo de outros tipos de papel, como o de imprensa e revistas

(Iba, 2014).

A hemicelulose ¢ um heteropolissacarideo de cadeia ramificada e baixo peso
molecular, além de apresentar baixo grau de polimerizagdo, ndo possui estrutura critstalina.
Ao contrario da celulose que ¢ formada por sequéncias de um Uinico mondmero, a glicose, a
hemicelulose possui em sua composi¢ao diversos carboidratos, entre eles pentoses e hexoses,
como glicose, xilose, arabinose, manose e galactose, em diferentes propor¢oes, que variam de

acordo com o organismo origindrio da cadeia de hemicelulose (SPIRIDON e POPA, 2005).
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A hemicelulose tem como fungdo reforcar a rigidez da celulose, recobrindo as fibras
celulosicas (WYMAN et al., 2005). A representagdo esquemadtica da cadeia de hemicelulose

pode ser visualizada na Figura 3.3.

H,CO
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HO (&)
o oM (s} .

Figura 3.3 — Representacdo esquematica da molécula de hemicelulose (SANTOS,

2012).

A lignina foi descoberta em 1838, quando Anselme Payen, ao tratar madeira com
acido nitrico, observou uma perda na sua massa. Payen observou que a por¢do restante era
solida e fibrosa e a nomeou como celulose. Enquanto a por¢do dissolvida no acido nitrico, que
possuia um teor de carbono ainda mais alto que a celulose, ficou conhecida como lignina. Na
madeira das 4rvores, a lignina desempenha o papel de dar suporte para a planta (SJOSTROM,
1993).

A lignina ¢ um polimero altamente complexo, amorfo e formado por unidades de
fenilpropano, na presenca de ligacdes éter, alcoois alifaticos e benzilicos, fenois, aldeidos,
cetonas e ésteres, como pode ser observado na representacdo esquematica da lignina

apresentada na Figura 3.4 (ROWELL, 2013).
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Figura 3.4 — Representagdo esquematica da molécula de lignina (SANTOS,
2012).

3.2  HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrélise enzimatica atua clivando as liga¢des das cadeias poliméricas de celulose e
hemicelulose por meio de enzimas, chamadas de celulases e hemicelulases, respectivamente.
Muitos microrganismos apresentam um complexo sistema de enzimas capazes de degradar a
hemicelulose, devido a estrutura heterogénea dos seus principais componentes: a xilose e a
manose. Como a estrutura da hemicelulose ¢ mais complexa que a estrutura da celulose, as
enzimas que degradam a hemicelulose também sdo mais complexas. Desta forma, as
hemicelulases também s3o capazes de facilitar a degradacdo da celulose por meio da
exposicao das suas fibras, tornando-as mais vulnerdveis ao ataque das celulases. (BATTAN,
2007; GIRIO et al., 2010)

As celulases (Figura 3.5) sdo enzimas capazes de atuar na quebra das ligacdes de
celulose em unidades monoméricas de glicose. Sao divididas em trés classes: as endo-

glucanases, que atuam nas regides de baixa cristalinidade da celulose, clivando ligacdes beta;
17



as exoglucanases, que atuam removendo as moléculas de celobiose (dimero constituido por
duas unidades de glicose, que pode inibir o processo de sacarificacdo), a partir das
extremidades da cadeia de celulose; e as P-glucosidases, que geram glicose a partir da

celobiose e reduzem seu poder inibitorio (BATTAN, 2007).

Celulose

}lj

Endoglucanase

Exoglucanase

Celobiose Glicose Glicose

o — T e

B-glucosidase

Figura 3.5 — Representacao da agdo das enzimas sobre a hidrdlise da

celulose. Adaptado de Tébéka, I. R. M. et al. (2009).

Dentre as enzimas mais utilizadas esta a Celluclast, enzima formada por uma mistura
de celulases, produzida a partir do microrganismo Thrichoderma reseei, que também ¢ um
produtor de hemicelulase (GIL et al., 2007).

De acordo com Rocha et al. (2011) e Chu e Feng (2013), para que a hidrolise
enzimatica seja eficiente, ¢ necessario que seja realizado um pré-tratamento do material
lignoceluldsico, com intuito de liberar a hemicelulose, permitindo assim uma atuacdo mais
eficiente da enzima sobre a celulose. Tais pré-tratamentos podem ser quimicos, fisicos, fisico-

quimicos, ou bioldgicos.

Os pré-tratamentos quimicos incluem processos acidos ou alcalinos. Esses tipos de
pré-tratamento sao responsaveis por agir na parede celular, modificando-a estrutural e
quimicamente. Neste caso, a hemicelulose ¢ hidrolisada, deixando a cadeia de celulose mais
acessivel as enzimas. A lignina ¢ bastante resistente a hidrélise 4cida, de modo que, embora o
acido seja capaz de hidrolisar as ligagdes éter da lignina, ndo é capaz de dissolvé-la sem a
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presenca de outros agentes quimicos, como aqueles capazes de realizar a reagdo de sulfonagio
(KLOCK et al., 2005 e GAMEZ et al., 2006).

O pré-tratamento quimico realizado com d4cidos, também conhecido como pré-
hidrolise, geralmente ¢ realizado com 4cidos diluidos entre 1% e 10% em massa, sendo os
mais utilizados o &cido sulfurico, o 4cido acético e o acido cloridrico, uma vez que o objetivo
do processo ¢ tornar a celulose mais vulneravel ao ataque enzimatico, ndo promover a total
hidrélise da mesma (GAMEZ et al., 2006).

Além disso, a utilizagdao de altas concentracdes de acido leva a corrosdo dos materiais
metalicos presentes nas estruturas industriais, tornando a pratica economicamente invidvel. O
pré-tratamento 4cido pode ainda gerar inibidores, como o &acido acético proveniente dos
grupos acetil da hemicelulose e o furfural, cujas concentracdes também aumentam com a
concentracdo dos acidos utilizados, bem como com o tempo da hidrolise (RABELO et al.,
2011; DUARTE, 1989; OGEDA e PETRI, 2010).

Rocha et al. (2011), estudaram a hidrélise acida do bagaco de cana-de-agucar através
da mistura de acido sulfurico e acido acético, ambos a concentracao de 1%. O método
mostrou-se eficiente removendo mais de 90% da hemicelulose inicialmente presente.
Rodriguez-Chong et al. (2004), estudaram o pré-tratamento acido do bagaco de cana-de-
acticar com acido nitrico em concentragdes que variavam de 2% a 8%. Obtendo maxima
producdo de xilose e baixa concentracao de inibidores com a concentracao de 2% de HNOs.

Zhang et al.(2015) estudaram a influéncia do pré-tratamento quimico comparando a
utilizacdo de acido sulfurico (1,5% m/m) e 4cido acético (60% v/v), atingindo até 40% de
conversao de celulose em glicose, em 90h de hidrolise. Qi ef al. (2011) estudaram a hidrolise
enzimatica apos pré-tratamento com 4cido sulfurico a 2% m/v, obtendo rendimento de 68%.
Chu e Feng (2013) obtiveram rendimento de 82,2% ao submeter o material a pré-tratamento
com acido fosforico, a 8 g/L, para papel de escritorio.

J& em pré-tratamentos realizados com bases, a lignina ¢ o componente removido e a
hidrélise da hemicelulose precisa ser realizada com a utilizagdo de hemicelulases. O pré-
tratamento alcalino leva a solubilizagcdo da lignina por meio da formacdo de grupos fendlicos
decorrentes do rompimento de ligagdes éter presentes entre as unidades de fenilpropano,
permitindo que os carboidratos de menor peso molecular sejam removidos da parede celular
do substrato (KLOCK, 2005; MARABEZI, 2009; OGEDA e PETRI, 2010; SZCZODRAK ¢
FIEDUREK, 1996).
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Os pré-tratamentos fisicos consistem em aumentar a area superficial do material a ser
hidrolisado por meio da reducdo do tamanho de suas particulas, tornando-as mais acessiveis
as enzimas. Esse tipo de pré-tratamento pode ser realizado através de técnicas de moagem,
que também ¢é capaz, em alguns casos, de reduzir o indice de cristalinidade ¢ o grau de
polimerizacao da celulose. Os equipamentos mais utilizados sao moinhos de facas e de esferas
(SOUSA et al., 2009; LENGOWSKI et al., 2013).

Brummer et al. (2014) avaliaram a obtencdo de agucares provenientes de papel offset
pré-tratado com moagem mecanica e lavagem com agua destilada, obtendo rendimento de
apenas 18,8%, apds 96 h de hidrolise.

H4é ainda os pré-tratamentos bioldgicos, realizados na presenca de fungos e algumas
bactérias (actinomicetos), e fisico-quimicos, como a explosdo a vapor ¢ o LHW (processo
hidrotérmico de liquido com dgua quente), nos quais o material ¢ alterado por meio de agentes
quimicos e fisicos (CAMPOS et al., 2013; OGEDA e PETRI, 2010).

Ramos ef al. (2015), que estudaram a hidrolise enzimatica de bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado por meio de explosdo a vapor, com o material previamente impregnado
com acido fosforico (9,5 mg/g de bagago), obtiveram conversao de celulose em glicose de
69%, em presenca de alta carga de solidos e baixa carga enzimatica.

Wang et al. (2012) estudaram a producgdo de agucares a partir de papel de escritorio
agitado em agua (15% m/m) durante 10 minutos e com ajuste de pH com acido sulftrico (1
M), obtendo conversdo de celulose em glicose em torno de 50% e 60% para carga enzimatica
de 15 FPU/g e 30 FPU/g, respectivamente. Utilizando enzimas Celluclast 1,5L ¢ Novozyme
188, na concentragdo de 13,26 g/L, Wang et al. (2012) obtiveram concentragdes de glicose em

torno de 60 g/L para 24 h de hidrolise.

3.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento de experimentos ¢ a area mais importante da estatistica, podendo ser
utilizados para triagem de varidveis a serem estudadas, avaliagdo da influéncia das variaveis
ao longo dos experimentos, constru¢do de modelos empiricos, otimizacdo de processos e

construcao de modelos mecanisticos (BARROS NETO et al., 2001).
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Entre os objetivos do planejamento esta caracterizar, de modo a otimizar, ou ainda
investigar de maneira local, a relagdo entre uma ou mais respostas e dois ou mais fatores, cuja
relagdo, conhecida ou ndo, pode gerar uma fungdo entre si, de modo a aproximar tal relagio

de um modelo empirico, utiliza-se a metodologia de superficie de resposta (MSR).

Tal metodologia ¢ dividida em duas etapas: a modelagem e o deslocamento, que sdo
repetidas até que a regido em torno do 6timo seja identificada e entdo explorada. A
modelagem ¢ realizada ajustando-se modelos lineares ou quadraticos as respostas obtidas por
meio do planejamento, enquanto o deslocamento ¢ realizado na dire¢do que indica que a
resposta varia de maneira a se aproximar do resultado almejado, o caminho da méaxima

inclinagdo (BARROS NETO et al., 2001).

A MSR foi desenvolvida no inicio da década de 1950, sendo utilizada, inicialmente,
em processos da industria quimica. Hoje continua sendo largamente utilizada para os mais
diversos processos (BARROS NETO et al, 2001). Scheufele et al. (2012) estudaram, por
meio de planejamento experimental 2°, a influéncia do tempo, da diluicdo enzimatica,
concentragdo de surfactante e proporcao solido-liquido. O tempo de hidrdlise foi baseado na
metodologia de determinacao de atividade enzimatica, descrito por Ghose (1987), cujo tempo
de reagao foi adotado como ponto central do planejamento. Enquanto a proporgao entre solido
e liquido foi determinada de acordo com o fator limitante, a concentracdo maxima de s6lido
no meio liquido, que determina a eficiéncia do processo em fungdo da consisténcia elevada

para valores mais elevados que o nivel superior utilizado.

Fleuri e Sato (2008), estudaram a influéncia do pH, da temperatura e da agitacdo na
producdo de enzimas [-1,3 glucanase. A escolha do pH foi realizada de acordo com o seu
limite méximo, uma vez que um alto valor de pH poderia desestabilizar a enzima, enquanto a
agitacdo e a temperatura foram determinadas de acordo com as condi¢Oes ideias para o

microrganismo Cellulosimicrobium cellulans 191, responsavel pela producdo das enzimas.

Ramos ef al. (2015) aplicaram um planejamento fatorial 2° para investigar o efeito da
intensidade da agitagdo, da carga de solidos e da carga enzimatica para hidrolise enzimatica

de bagago de cana-de-acucar pré-tratado por meio de explosdo a vapor.

Guerfali et al. (2014) buscaram a otimizagdo da hidrolise enzimatica de papel de

escritorio e papel de jornal, com objetivo de melhorar o grau de sacarificagdo dos materiais,
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estudando a influéncia do tempo, do pré-tratamento com acido fosforico e da carga de sélidos
na hidrolise. Chu e Feng (2013), com o mesmo objetivo, estudaram, além dos efeitos do
tempo de hidrélise e do pré-tratamento com éacido fosforico, a concentragdo de surfactante e a

carga enzimatica utilizadas no processo de hidrdlise.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL LIGNOCELULOSICO

Foi utilizado papel de escritorio (sulfite, 75g/m?) descartado do Laboratério de

Bioprocessos e Bioprodutos (LABBIO — Danti/UFPE).

42 CARACTERIZACAO DO PAPEL DE ESCRITORIO

A caracterizagdo foi realizada em triplicata com base na metodologia de Gouveia ef al.

(2009), no Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE-USP).

4.2.1 Preparo do material

O papel de escritorio foi moido em macro moinho de rotor vertical com facas moveis e
fixas (Marconi MA 680), do Laboratorio de Bioprocessos/Biocombustiveis, do Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (LABIO/CETENE), a 30 mesh (GOUVEIA et al.,
2009).

4.2.2 Determinacdo da umidade

Seguindo a metodologia de Gouveia et al. (2009), foram distribuidos 3g do papel em
trés béqueres, previamente secos e tarados. O conjunto foi fechado com papel aluminio,

pesado e levado a estufa a 105°C até peso constante. O material foi transferido para
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dessecador, para que houvesse perda de calor, e novamente pesado. O calculo da umidade foi

realizado de acordo com a Equagdo 4.1:

U= (1_M>*100 4.1)
Mymida
Onde U representa o percentual de umidade, mg, ¢ determinada pela diferenca de

massa entre o conjunto béquer + papel antes e depois da secagem e mumida € a diferenca entre

o valor da massa do conjunto antes da secagem e a massa do béquer.

4.2.3 Determinacdo dos extrativos

Para determinagdo dos extrativos, seguiu-se a metodologia de Gouveia et al. (2009).
Foram pesados 15 g de papel, base seca. O material foi colocado em um cartucho de papel de
filtro quantitativo, previamente seco e tarado, e fechado com um pouco de algodido. O
conjunto foi submetido ao processo de extracdo em aparelho Soxhlet (Figura 4.1), dividido
em duas etapas: a primeira utilizando como solvente a mistura de ciclohexano e etanol (1:1),
durante 8 horas, e a segunda utilizando agua, durante o0 mesmo periodo. Apds as duas etapas,

o material foi seco em estufa a 105°C até que fosse atingido valor de massa constante.

Condensador

Cartucho
com material

Solvente

Figura 4.1 - Esquema de extragdo com aparelho de Soxhlet.
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A porcentagem de extrativos foi calculada de acordo com a Equagdo 4.2:

£ <w> L1000 (42)

mg

Onde E representa o percentual de extrativos, m; ¢ a massa inicial do conjunto papel de
filtro + papel antes da extragdo e ms € o valor da massa do conjunto apds a extragdo e secagem

do mesmo.

4.2.4 Hidrolise com dcido sulfurico

Uma porcao de 2 g de papel, base seca, foi colocada em um béquer de 100 mL. O
béquer, juntamente com um frasco com tampa contendo uma solucdo de acido sulfurico (72%
v/v), foi colocado em banho-maria a 45°C durante 10 minutos. Apds este periodo, 13 mL de
acido sulfurico, contido no frasco com tampa, foram adicionados ao béquer contendo o papel.
O sistema foi vigorosamente agitado e o papel macerado com bastdo de vidro durante 7
minutos. Ao final do processo, a reacao de hidrolise foi interrompida pela adi¢cao de 50 mL de
agua destilada. O material foi entdo transferido para um erlenmeyer de 500 mL, enquanto o
béquer e o bastao de vidro foram lavados com 225 mL de agua. Para completar a hidrolise, o
erlenmeyer foi fechado com papel de aluminio e levado a autoclave, durante 30 minutos, a
temperatura de 121°C e pressao de 1 atm. O erlenmeyer foi entao resfriado até a temperatura
ambiente ¢ o material filtrado em papel de filtro previamente seco e tarado (Quantitativo —
preta; Ref. 41; retencdo nominal de 20-25 micra). A porgao liquida, hidrolisado, foi recolhida
em baldo volumétrico de 500 mL. O papel contido na porcdo sélida foi lavado com agua
destilada, com porcdes de 50 mL até que o menisco do baldo seja atingido. A porc¢do liquida
foi armazenada em frasco com tampa, envolvido em papel aluminio, para analises posteriores

(GOUVEIA et al., 2009).

25



4.2.5 Determinag¢do da lignina insoluvel e cinzas

A lignina e as cinzas foram determinadas de acordo com Gouveia et al., (2009). O
material retido no papel de filtro continuou sendo lavado com agua destilada até que fosse
atingida a isen¢do de sulfatos (aproximadamente 1500 mL). Terminada a lavagem, o material
foi levado a estufa, a 105°C, até peso constante, em béquer previamente seco e tarado. Apos a
secagem o béquer foi novamente pesado para que se tornasse conhecida a massa do material

composto por lignina insoluvel e cinzas.

Em seguida, o béquer foi vedado e levado a mufla, onde a amostra foi lentamente
calcinada até 300°C e entdo submetida a temperatura de 800°C pelo periodo de 2 horas. Apds
o resfriamento, o material foi pesado. A determinacdo da massa de lignina insolivel e da

porcentagem de cinzas foi realizada por meio das Equacdes 4.3 e 4.4, respectivamente:

LI = m, —m, Equagdo 4.3
C= me | 100 Equagéo 4.4
me

Onde L; ¢ o valor da massa da lignina insoluvel, determinado pela diferenga entre a
massa do material ao ser retirado da estufa (m¢) ¢ a massa de cinzas (m.), conhecida
subtraindo o valor da massa do material apds a mufla do valor da massa do béquer. C

representa a porcentagem de cinzas.

4.2.6. Lignina soluvel

Em um baldo volumétrico (100 mL) foram colocados 5 mL de hidrolisado, 50 mL de
agua destilada e 1,5 mL de NaOH (6 M). Apos agitacdo, o volume foi completado com agua
destilada. A solugdo foi lida em espectrofotometro a 280 nm. A determinagdo da concentragdo

da lignina soluvel foi determinada de acordo com a Equagado 4.5 (GOUVEIA et al., 2009):
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LS = 4,187 x 1072 x (Ay — Apg) — 3,279 x 107* Equagdo 4.5

Apd = clel + c2¢2 Equagéo 4.6

Onde LS representa a concentragdo de lignina solivel, At ¢ a absorbancia da solugao,
contendo lignina solivel e os produtos de decomposicdo dos agucares, hidroximetilfurfural
(HMF) e furfural, e A,q ¢ a absorbancia dos produtos de decomposi¢do, determinada pela
Equagdo 4.6. Onde cl e c2 sdo as concentracdes de furfural e HMF, respectivamente,
determinadas por CLAE, seguindo o procedimento do tépico 4.2.7, € € € & sdo as

absortividades de ambos e valem, respectivamente, 146,85 ¢ 114,00 L. g'l.cm'l.

4.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Neste trabalho foi utilizada a metodologia de superficie de resposta para planejamento
2*, cujos niveis foram determinados com base em Wang et al. (2012). As propor¢des de cada
ensaio foram descritas na Tabela 4.1, onde x; ¢ o tempo (T), x, ¢ a carga enzimatica da
enzima comercial Celluclast (E), x3 € a carga de solidos (S) e x4 ¢ o pré-tratamento (PT). Os
niveis inferiores sdao representados pelo sinal negativo, enquanto o0s superiores sao
representados pelo sinal positivo. No caso do fator 4, pré-tratamento, o nivel inferior
representa o pré-tratamento fisico, enquanto o nivel superior representa o processo com pré-
tratamento quimico. Como o quarto fator ¢ qualitativo, o planejamento foi realizado sem

ponto central.

27



Tabela 4.1 — Condigdes dos ensaios dos planejamentos fatoriais para os dois pré-tratamentos.

E (FPU/gde S (% C(FPU/g de
Ensaios T (h) PT T (h) S (%) PT
substrato) m/V) substrato)
1 24 15 4,5 Nao - - - -
2 72 15 4,5 Nao + - - -
3 24 30 4,5 Nao - + - -
4 72 30 4.5 Nao + + - -
5 24 15 7,5 Nao - - + -
6 72 15 7,5 Nao + - + -
7 24 30 7,5 Nao - + + -
8 72 30 7,5 Nao + + + -
9 24 15 4,5 Sim - - - +
10 72 15 4,5 Sim + - - +
11 24 30 4,5 Sim - + - +
12 72 30 4,5 Sim + + - +
13 24 15 7,5 Sim - - + +
14 72 15 7,5 Sim + - + +
15 24 30 7,5 Sim - + + +
16 72 30 7,5 Sim + + + +

T: tempo (h); E: carga enzimatica (FPU/g de substrato); S: carga de so6lidos (%); PT: pré-

tratamento.

4.4 PRE-TRATAMENTO

Para o processo com pré-tratamento fisico, foi utilizada a metodologia descrita por
Rocha ef al. (2014). O papel foi cortado em tiras de 2 cm de largura e em seguida moido. A
moagem foi realizada no Laboratério de Bioprocessos/Biocombustiveis, do Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (LABIO/CETENE). O material foi processado em

macro moinho de rotor vertical com facas mdveis e fixas (Marconi MA 680), do Laboratorio

28



de Bioprocessos/Biocombustiveis, do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste

(LABIO/CETENE), e selecionado em granulometria de 10 mesh.

No pré-tratamento quimico, o material foi cortado em circulos de 5 mm de didmetro,
com o auxilio de um furador de papel, para os processos com pré-tratamento acido. Em um
erlenmeyer de 125 mL contendo o papel de escritorio descartado, nas propor¢des descritas na
Tabela 4.1, foram adicionados 50 mL de solugdo de acido sulfurico (1% v/v). Os sistemas
foram mantidos em mesa incubadora rotativa por um periodo de 3 horas, a temperatura de
50°C, a 50 rpm. Apds o pré-tratamento, a suspensdo foi filtrada em papel de filtro faixa preta.

A porgdo solida foi reservada para os processos de sacarificacdo (ROCHA et al., 2014).

4.5 HIDROLISE ENZIMATICA

O papel, apds pré-tratamento quimico ou pré-tratamento fisico, sofreram,
individualmente, o processo de hidrolise enzimatica adicionando-se a um Erlenmeyer de 125
mL, contendo o papel, 50 mL de solugdo tampao de citrato de sodio (pH 4,8), previamente
estéreis. A todos os ensaios adicionou-se enzima beta-glucosidase na propor¢dao de 1% do
volume adicionado da enzima Celluclast. O sistema foi mantido em mesa incubadora rotativa

a 50 °C e 150 rpm, por um periodo de acordo com as condi¢des do planejamento (Tabela 4.1).

A Figura 4.2 apresenta o fluxograma geral do processo completo.
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Caracterizagao Pré-tratamento Hidrdlise Analise CLAE
quantitativa enzimatica
eDeterminagdo *Moinho de 242 72h eFase movel:
de: celulose, facas (10 «15a 30 FPU/g HsSO4 (5mM)
hemicelulose, mesh) de substrato *Vazd00,6
lignina, *H2504 (1% de carga mL/min
extrativos, v/v), 50 rpm, enzimatica eTemperatura
cinzase 3h. *4,5a7,5% de 60°C
umidade. carga de
sélidos
~— ~— ~— ~—

Figura 4.2 - Fluxograma geral dos pré-tratamentos fisico e quimico e das analises realizadas.

46  METODOS ANALITICOS

As concentracdes de celobiose e glicose foram determinadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando uma coluna Aminex HPX-87H" (300 mm x 7,8
mm, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA) em um cromatografo da SHIMADZU (LC
20AD), a 60°C e detecgao por indice de refracdo. Foram realizadas inje¢des de 20 pL, a vazao

de 0,6 mL/min, utilizando como fase movel H,SO4 a 5SmM.

As alteragdes na estrutura quimica composicional do material apos pré-tratamento
fisico e apds pré-tratamento quimico foram analisadas via espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (Fourier Transmission Infrared — FTIR), em espectrofotometro
Burker (Vertex 70), seguindo a metodologia ATR (Reflexdo Total Atenuada) com a utilizacao
de um cristal de Germanio. Enquanto a alteracdo na cristalinidade proporcionada pelo pré-

tratamento foi determinada por difracdo de raios X (DRX).
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O indice de cristalinidade de cada amostra foi calculado através da Equagdo 4.7, que

caracteriza o método XRD height (OUDIANI, 2011).

Iooz — 1 ~
IC (%) = 002 — Tam 400 Equagdo 4.7
Too2

Onde I, ¢ o valor da intensidade do pico 002, determinado pelo pico referente ao
angulo 20 = 22°; e I, € a intensidade da massa amorfa, referente ao pico referente ao angulo

20 = 18,5°.

Tanto as andlises via espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(Fourier Transmission Infrared — FTIR), quanto as andlises de difracdo de raios X (DRX),

foram realizadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

4.7 TRATAMENTO DOS DADOS

Utilizou-se o software Statistica 7.0 para analisar os efeitos dos fatores na
concentragdo de glicose. Os resultados foram ajustados a um modelo polinomial linear como
exibido na Equagao 4.8, na qual B representa os valores dos efeitos de cada fator, enquanto o

y refere-se a concentragdo de glicose obtida no ensaio.

Equagdo 4.8

Cx*xV
Y(%) = * 100%
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO

A composicdo do material anterior aos processos de pré-tratamento pode ser
visualizada na Tabela 5.1, que mostra também a semelhan¢a dos resultados com as analises

realizadas no estudo de Wang et al. (2012) e Wu et al. (2001).

Tabela 5.1 — Composigao percentual de papel de escritorio descartado.

Celulose Hemicelulose Lignina  Extrativos  Cinzas Fonte
63,11 14,38 2,08 2,20 9,96 Presente trabalho
58,64 14,65 6,09 1,97 7,97 Wang et al. (2012)
66,3 13 0,93 n.i. n.i. Wu et al. (2001)

n.i. — ndo informado.

Apbés o processo de pré-tratamento fisico e de pré-tratamento quimico, foram
realizadas analises qualitativas para identificar quais alteragdes ocorreram nas cadeias dos
principais componentes do material: celulose, hemicelulose e lignina. A técnica de
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ¢ bastante utilizada
para a investigacdo de materiais lignoceluldsicos, por fornecer resultados rapidos e precisos a
respeito da identificacdo de alteracdes nos grupos funcionais e ligacdes dos componentes de

maneira nao destrutiva (ABIDI ez al., 2014; RONI MARY ANA, 2014; WAN et al., 2015).

As Figuras 5.1 a 5.4 mostram os espectros de FTIR para o material com pré-
tratamento fisico € com pré-tratamento quimico com carga de solidos igual a 4,5; 6; ¢ 7,5%
m/V, respectivamente. As alteragdes no espectro foram observadas em nove picos nas quatro
amostras. Na Figura 5.5, onde se pode visualizar a alteracdo das absorbancias dos picos entre
as quatro amostras, observa-se que a variacdo carga de solidos no pré-tratamento quimico foi
de baixa influéncia para o processo. J4 a diferenca de intensidade entre os materiais com pré-
tratamento quimico (Figuras 5.2 a 5.4) e com pré-tratamento fisico (Figura 5.1) destaca-se
para os picos 2 e 6, referentes ao estiramento assimétrico das ligacdes C — O — C, da celulose
e da hemicelulose e ao estiramento das ligagdes O — H da lignina, respectivamente (XU et al.,

2013; WAN et al., 2015).
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Segundo Campos et al. (2013), tais alteragdes ocorrem porque, no pré-tratamento
acido, ¢ verificada a desidratacdo da molécula de celulose, permitindo a solubilizagdo da
hemicelulose no acido e desestabilizando assim a fibra celulosica. Tais resultados levam a
conclusdo de que o pré-tratamento foi eficiente tanto na desestruturagdo das cadeias de

celulose e hemicelulose, quanto na reducao da concentragdo da lignina.

Alteracdes menos acentuadas sdo observadas para o pico 3, referente a flexdo C — H da
celulose cristalina, para o pico 4, que indica variacao do grupo CH,, presente na celulose e na
hemicelulose, para os picos 5, 8 € 9, que indicam deformacao de C — H, estiramento C — H e
O — H da lignina, e para o pico 7, que indica a liberagdo de ésteres presentes na molécula de

hemicelulose (XU ef al., 2013).
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Figura 5.1 — Espectro de FTIR para papel com pré-tratamento fisico.
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Figura 5.2 — Espectro de FTIR para papel pré-tratado com carga de sélidos de 4,5% m/V.
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As Figuras 5.6 a 5.9 mostram os espectros de difracdo de raios-x para a amostra com

pré-tratamento fisico e para as amostras pré-tratadas em diferentes propor¢des de massa de

papel para volume de éacido sulfurico diluido. Por meio dos graficos é possivel calcular o

indice de cristalinidade de cada amostra.
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Figura 5.6 — Espectro de DRX para papel com pré-tratamento fisico.
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Figura 5.7 — Espectro de DRX para papel pré-tratado com carga de
solidos de 4,5%.
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Figura 5.8 — Espectro de DRX para papel pré-tratado com carga de sélidos de 6%.
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Figura 5.9 — Espectro de DRX para papel pré-tratado com carga de s6lidos de 7,5%.
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A Tabela 5.2 mostra o valor resultante do indice de cristalinidade das mesmas.
Verifica-se aumento do indice de cristalinidade a medida que a carga de s6lidos no processo
aumenta, porém, a variacdo ¢ muito pequena a partir de 6%, como também pode ser

visualizado na Figura 5.10.

Tabela 5.2. Cristalinidade do material.

Amostra Cristalinidade
Pré-tratamento fisico (A) 66,37
4,50% m/V (B) 65,74
6,00% m/V (C) 67,61
7,50% m/V (D) 67,71
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Figura 5.10 — Comparacdo dos espectros de DRX para amostras com pré-tratamento fisico e

pré-tratamento quimico.

J& apos o pré-tratamento com carga de 4,5%, verifica-se reducdo da cristalinidade em
relagdo ao material ndo pré-tratado, o que pode significar que, a baixas cargas de solido, o

material fica mais vulneravel a degradagdo parcial da estrutura cristalina. Enquanto o aumento
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no indice de cristalinidade indica redug¢do na concentracdo de compostos amorfos, como a

lignina, e das regides ndo cristalinas da celulose (MARIANO, 2013).

Os indices de cristalinidade foram analisados no Origin 6.0 para andlise de
significancia. As andlises comparativas foram realizadas simultaneamente para as quatro
amostras; entre as amostras A e B; Ae C; Ae D; Be C; B e D; e C e D. Para nivel de

confianga igual a 0,05, todas as analises demonstraram variancia significativa entre si.

De acordo com os resultados de ambas as analises, conclui-se que o pré-tratamento
quimico agiu com maior eficiéncia na alteracao da estrutura do material, o que pode significar
um melhor desempenho das amostras pré-tratadas com &cido sulfirico no processo de
hidrolise enzimatica, em relagdo as amostras pré-tratadas apenas por meio de pré-tratamento

fisico.

A literatura mostra que o pré-tratamento fisico por meio da moagem do material €
eficiente quando aliada a pré-tratamentos que possam complementa-lo, ou ainda quando o
processo ¢ realizado durante longo periodo, o que pode torna-lo economicamente inviavel.
Lengowski et al. (2013), estudaram a redugao do indice de cristalinidade da celulose apos o
tratamento de celulose Kraft de Fucalyptus spp. em moinho de bolas de zirconia e de
cerdmica. Verificou-se que apds 48h de moagem, houve reducido de 60% da cristalinidade da
celulose. Por outro lado, o pré-tratamento com 4cido sulfurico concentrado a 35% v/v foi

capaz de reduzir 89% da cristalinidade em apenas Sh.

Por outro lado, Wang et al. (2012), estudando a hidrolise enzimatica de papel nao pré-
tratado e pré-tratado apenas por meio da agitagdo do mesmo em agua, durante 10 minutos,
obtiveram resultados satisfatorios na obtengdo de agucares. Logo, embora fosse esperada
maior eficiéncia dos processos com pré-tratamento quimico, foi dada a continuidade dos

experimentos para ambos 0S casos.

5.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A Tabela 5.3 mostra os valores das respostas de cada ensaio, em forma de

concentracdo (C) de glicose e celobiose. Para o planejamento com pré-tratamento fisico —
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ensaios 1 a 8 — obteve-se maior concentragdo de glicose para os ensaios 3 e¢ 7 (0,45 g/L),
enquanto no ensaios com pré-tratamento acido — ensaios 9 a 16 — o experimento 13

apresentou a maior concentracdo de glicose, 23,21 g/L.

Tabela 5.3 — Ensaios do planejamento.

Ensaios Fatores C (g/L)
T (h) E(FPU/g de substrato) S (%) PT Glicose Celobiose

1 24 15 4,5 Nao 0,15 0
2 72 15 4,5 Nao 0,16 0
3 24 30 4,5 Nao 0,45 0
4 72 30 4,5 Nao 0,24 0
5 24 15 7,5 Nao 0,24 0
6 72 15 7,5 Nao 0,24 0
7 24 30 7,5 Nao 0,46 0,16
8 72 30 7,5 Nao 0,42 0,23
9 24 15 4,5 Sim 7,60 0
10 72 15 4,5 Sim 8,69 0
11 24 30 4,5 Sim 13,37 0,18
12 72 30 4,5 Sim 16,88 0
13 24 15 7,5  Sim 23,21 0,69
14 72 15 7,5 Sim 22,39 0
15 24 30 7,5 Sim 14,54 0
16 72 30 7,5  Sim 13,91 0

T: tempo (h); E: carga enzimatica (FPU/g de substrato); S: carga de s6lidos (%);

PT: pré-tratamento.

Comparando-se os ensaios com pré-tratamento fisico (1 a 8) e os ensaios com pré-
tratamento quimico (9 a 16), os Gltimos apresentaram os melhores resultados, tanto em termos
de concentragdo de glicose, quanto de celobiose. Os experimentos com pré-tratamento fisico
apresentaram concentragdes de no maximo 0,46 g/ para a concentracdo de glicose,
demonstrando, quando comparados aos ensaios com pré-tratamento quimico, que este pré-
tratamento foi essencial para tornar a molécula de celulose acessivel as enzimas, resultado de

acordo com as analises de FTIR e DRX. Os baixos valores de concentracdo de celobiose
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demonstram que a carga de B-glucosidase utilizada foi satisfatoria para a conversdao de

celobiose a glicose.

Fixando-se os niveis de carga enzimatica e de s6lidos, além do método utilizado para
pré-tratamento quimico, verifica-se que o prolongamento do tempo de hidrélise, de 24 para
72h, forneceu baixa elevacdo da concentracdo da glicose nos ensaios com baixa carga de
s6lidos (ensaios 9 e 10 e ensaios 11 e 12), enquanto nos ensaios com alta carga de so6lidos, a
concentragdo de glicose ndo sofreu alteracdo (ensaios 13 e 14 e ensaios 15 e 16). Chu e Feng
(2013) e Guerfali et al. (2014) estudaram o efeito do tempo de hidrdlise enzimdtica de papel
de escritorio e de jornal, variando de 4 a 20h e de 20 a 40h, respectivamente, e obtiveram

variacao positiva da sacarificacao dos dois tipos de papel.

O aumento da carga enzimatica, de 15 a 30 FPU/g de substrato, ao fixar os niveis de
tempo, carga de solidos e pré-tratamento quimico, também elevou a concentracdo de glicose
nos ensaios 9 a 12, correspondendo ao esperado de acordo com a literatura. Wang et al.
(2012) também verificaram aumento da concentracao de glicose variando a carga enzimatica
de 5 a 30 FPU/g, tanto para processo sem pré-tratamento, quanto para processo com pré-
tratamento em agua. Dussan et al. (2014) estudaram a hidrélise de bagago de cana-de-agucar
apos pré-tratamento com 4cido sulfurico (1% m/v), que também resultou em favorecimento

do processo devido ao aumento da carga enzimatica.

Ao aumentar a massa de papel, como nos experimentos 9 ¢ 13 e nos experimentos 10 e
14, quando fixados os niveis de enzima, tempo e pré-tratamento quimico, a concentracao de
glicose foi favorecida, uma vez que, uma maior quantidade de papel fornece,
consequentemente, uma maior concentragcdo de celulose. Ja nos ensaios 11 e 15 e nos ensaios
12 e 16, a concentragdo de glicose permaneceu praticamente inalterada diante do aumento da

carga de solidos.

Rocha et al. (2014), estudando diferentes concentracdes de papel durante a hidrolise
enzimatica, evidenciaram aumento da concentracdo de glicose juntamente com a elevagdo da
carga enzimatica, porém com diminui¢do do rendimento de glicose, que reduziu cerca de 50%
ao elevar a concentragdo de papel de escritdrio de 2% para 10% e manter a concentracao
enzimatica a 2% para Celluclast 1,5L e 1% para Novozyme 188. J4 nos ensaios 1 a 8 (com

pré-tratamento fisico) a concentragdo ndo apresentou variagdo significativa, visto que a
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enzima ndo foi eficiente na auséncia de pré-tratamento nem mesmo nos casos com baixa

carga de solidos.

Com intuito de confirmar as observagdes realizadas por meio dos resultados da Tabela

5.4, realizaram-se o tratamento de dados estatisticos para o planejamento.

A Figura 5.11, onde p confirma as dedugdes realizadas de acordo com a Tabela 5.3
para os ensaios, enquanto a Tabela 5.4 mostra os valores dos efeitos dos fatores e seus
coeficientes de regressdo. A concentragdo de glicose ¢ beneficiada pelo aumento da carga de
papel (x3, efeito igual a 3,48) e, em menor proporg¢ao, pelo aumento de tempo (x1, efeito igual
a 0,36). Por outro lado, o aumento da concentragdo de enzimas (x2, efeito igual a -0,30)
desfavorece levemente a producao de glicose. Entretanto, apenas o fator pré-tratamento (x4,
efeito igual a 14,78) apresentou efeito significativo, como esperado diante da elevada variacao

de concentragdo previamente visualizada na Tabela 5.3.

1oy | 2300653

Figura 5.11 — Diagrama de Pareto para planejamento experimental 2°.

Tabela 5.4 — Efeitos dos fatores, coeficientes de regressdo e erros padrao do modelo.

Fator Efeitos dos Coeficientes de Erro Padrao ¢
Fatores Regressdo P
Média 7,68 7,68 0,89 8,58 <0,01
Tempo (1) 0,36 0,18 1,79 0,20 0,85
Enzima (2) -0,30 -0,15 1,79 -0,17 0,87
Carga de s6lidos (3) 3,48 1,74 1,79 1,94 0,11
Pré-tratamento (4) 14,78 7,39 1,79 8,25 <0,01
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Como apenas os ensaios com pré-tratamento resultaram em respostas satisfatorias,
deu-se prosseguimento apenas para o tratamento de dados estatisticos dos ensaios 9 a 16
acrescidos do ponto central em triplicata apresentado na Tabela 5.5, tendo sido os niveis
destes definidos pela média entre os niveis superior e inferior, como resultado de um

planejamento 23.

Tabela 5.5 — Ensaios do ponto central do planejamento.

Fatores C (g/L)
Ensaio
T(h)  E (FPU/g de substrato) S(%) x1 x2 x3 Glicose  Celobiose
17 48 22,5 6 0O 0 O 16,63 0,14
18 48 22,5 6 0O 0 O 14,35 0,25
19 48 22,5 6 0 0 O 16,60 0,14

T: tempo (h); E: carga enziméatica (FPU/g de substrato); S: carga de sélidos (%); PT: pré-

tratamento.

A Figura 5.12 mostra o diagrama de Pareto para o planejamento 2° com ponto
central, indicando significancia para a carga de solidos e para a interagdo da mesma com a
carga enzimatica. A Tabela 5.6 indica os efeitos e coeficientes obtidos para as
concentragdes de glicose do mesmo, no qual o papel e a interacdo entre papel e enzima

foram os fatores significativos.
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Figura 5.12 — Diagrama de Pareto para planejamento experimental 2°.
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Tabela 5.6 — Efeitos dos fatores e coeficientes de regressdo do modelo.

Fator Efgtg:ecios Coeficientes de regressao ngrrgo p
Curvatura 1,57 0,79 0,46 32,60 <0,01
Média 15,07 15,74 1,77 0,89 0,47
Tempo (1) 0,79 0,39 0,92 0,85 0,48
Enzima (2) -0,79 -0,39 0,92 -0,86 0,48
Papel (3) 6,88 3,44 0,92 7,44 0,02
le2 0,65 0,33 0,92 0,70 0,55
le3 -1,51 -0,76 0,92 -1,63 0,24
2e3 -7,78 -3,89 0,92 -8,41 0,01

1: tempo (h); 2: carga enzimatica (FPU/g de substrato); 3: carga de solidos (%); 4: pré-

tratamento.

As Figuras 5.13 a 5.15 ilustram as respostas para o planejamento, que demonstram
estar de acordo com as observagdes realizadas com a Tabela 5.3: baixa influéncia do tempo
tanto na presenga de alta, quanto de baixa carga enzimatica (Figura 5.13) e carga de solidos
(Figura 5.14); baixa influéncia da carga enzimatica em relacdo ao tempo (Figura 5.13); alta
influéncia da carga de sélidos, independente do tempo de hidrdlise (Figura 5.14); e alta
influéncia da carga enzimatica (Figuras 5.14 ¢ 5.15), sendo a mesma positiva para baixa carga
de solidos e negativa na presenca de alta carga de sélidos, confirmando a significancia da

interacao das duas varidveis, carga de solidos e carga enzimatica.

Aoy e

B 15,8611
115
14

Figura 5.13 — Superficie de resposta para influéncia do tempo e da

carga enzimatica na concentracdo de glicose.
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Figura 5.14 — Superficie de resposta para influéncia do tempo e da carga de s6lidos

na concentracao de glicose.
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Figura 5.15 — Superficie de resposta para influéncia da carga enzimatica e da carga

de solidos na concentracdo de glicose.
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O valor do coeficiente de determinacao, R?, foide 0,9851, 0 que indica que 98,51% da
variagdo total em torno da média ¢ explicada pela regressdo, e, portanto, o ajuste do modelo
linear aproxima-se do adequado, uma vez que o valor do coeficiente ndo estd distante do seu
maximo. A Equacdo 5.1 representa o0 modelo do planejamento estudado, onde o y representa a
resposta, concentracdo de glicose (g/L), e x1, x2 e x3 representam o tempo, a carga

enzimatica e a carga de sélidos, respectivamente.

y = 15,07 + 0,39x; — 0,39x, + 3,44x3 + 2,93x,x, + 0,77x,x3 — 5,49x,x3
Equacao 5.1

5.3 ENSAIOS NA DIRECAO DE MAXIMA INCLINACAO

Visto que o grafico de superficie ndo estd alocado em torno do ponto 6timo, foram
realizados novos ensaios direcionados de acordo com o modelo da Equacao 5.1, que leva ao
aumento do tempo de hidrolise (x;), a reducdo de carga enzimatica (x;) € a0 aumento da carga
de solidos (x3) partindo do ponto central, com objetivo de encontrar o ponto central ideal para

um novo planejamento.

Considerando os coeficientes dispostos na Tabela 5.4, foram realizados calculos para
deslocar o planejamento, seguindo o caminho da maxima inclinacdo, determinado pelos

efeitos na proporcao x,/xs, igual a -0,11,e x;/x3, igual a 0,11 (BARROS NETO et al., 2001).

Os parametros dos ensaios referentes ao deslocamento, bem como suas respostas,
foram dispostos na Tabela 5.7 ¢ podem ser visualmente analisados por meio das Figuras 5.16
a 5.18. Verifica-se que as respostas aumentam até o ensaio 5°, onde a concentragdo de glicose
¢ maxima para os deslocamentos, e diminuem em seguida, indicando que o ponto 6timo esta

proximo das condigdes determinadas para o ensaio 5°.
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Tabela 5.7 — Redirecionamento do planejamento com pré-tratamento quimico.

Ensaios  x1 x2 x3 T (h) E(FPU/g) S(%) Glicose (g/L)
I' 0,11 -0,11 1 50,7 21,6 7,5 12,39
2 0,14 -0,14 1,25 51,4 21,4 7,875 13,94
3 0,17 -0,17 1,5 52,1 21,2 8,25 14,52
4 0,20 -0,20 1,75 52,8 21,0 8,625 16,31
5' 0,23 -0,23 2 53,5 20,8 9 25,08
6' 0,34 -0,35 3 56,2 19,9 10,5 21,33
7 0,46 -0,46 4 59,0 19,0 12 17,9
Tempo
30 -
25 -
=20 -
20
Q15 -
]
G 10 -
5 .
0 T T T 1
50 52 54 56 58 60
Tempo (h)

Figura 5.16 — Influéncia do tempo ao longo do caminho de maxima inclinagao.
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Figura 5.17 — Influéncia da carga enzimatica ao longo do caminho de

maxima inclinagao.
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Figura 5.18 — Influéncia da carga de solidos ao longo do caminho de maxima

inclinagao.

Os resultados indicam que um novo planejamento experimental 2° completo, desta
vez com seus fatores tempo, carga enzimatica e carga de solidos centrados em 53,5 h,
20,8 FPU/g de substrato e 9%, respectivamente, geraria uma superficie de resposta com
ponto central proximo ao ponto 6timo do planejamento, além de fornecer estimativas
mais precisas acerca das varidveis estudadas. No entanto, diante de resultados mais
satisfatorios na literatura, no qual outras faixas dos mesmos fatores foram estudadas, ¢
interessante adicionar a andlise de algumas varidveis ao processo, como agitagdao
(ROCHA et al., 2014) e uso de surfactante, que podem reduzir ainda mais a carga

enzimatica requerida pelo processo (CHU e FENG, 2013).
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6 CONCLUSOES

Os estudos mostraram que o pré-tratamento quimico com acido sulfarico (1% v/v) foi
essencial para os processos de hidrolise enzimatica estudados. Com os dados obtidos nas
analises ¢ possivel afirmar que a carga enzimatica ¢ a carga de solidos sdo inversamente
proporcionais, sendo o aumento da carga de sélidos o fator que favorece o experimento com
maior intensidade em termos de concentragdo de glicose. Apesar do ponto 6timo nao ter sido
atingido na primeira area investigada, o deslocamento ao longo da superficie, na dire¢do do
caminho da maxima inclinacdo foi satisfatorio para encontrar as condigdes Otimas das
variaveis estudadas, produzindo 25,08 g/L de glicose ao utilizar 20,8 FPU/g de substrato,

durante 53,5 horas em propor¢ao solido/liquido de 9%.
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