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RESUMO

A implantag¢do do processo de conversao bioquimica da biomassa lignocelulosica em
biocombustiveis e outros bioprodutos ainda apresenta alguns desafios tecnologicos, tais
como o baixo rendimento da etapa de hidrolise enzimatica e o alto custo das enzimas
celuloliticas. Dentre as estratégias para aumentar a eficiéncia das reagdes de
sacarificacdo enzimatica da biomassa, o uso de aditivos tem mostrado efeitos bastante
positivos, uma vez que estes diminuem a adsor¢ao improdutiva das celulases na lignina,
reduzindo a perda de atividade enzimatica durante o processo. No entanto, o uso de
aditivos de baixo custo se faz necessario para que o processo se viabilize
economicamente. Assim, o presente estudo avaliou o uso de proteina de soja como
aditivo para a redug¢do da adsor¢ao improdutiva de enzimas durante a hidrolise
enzimatica do bagaco de cana-de-agucar. A fim de se atingir tal objetivo, inicialmente
utilizou-se o planejamento experimental estatistico como ferramenta para otimizar as
variaveis carga de solidos e de proteina de soja, sendo estas fixadas em 15% (m/v) e
12% (m/m), respectivamente, para as etapas subsequentes do trabalho. A avaliacao do
perfil temporal de liberagdo de glicose para diferentes cargas de enzima permitiu
estabelecer a carga de 10 FPU/g de bagago, além de mostrar que em 24 h hidrolise o
efeito da proteina de soja se mostrou mais efetivo em relacao ao controle (hidrolise sem
aditivo). A sacarificagdo do bagago de cana-de-agucar submetido ao pré-tratamento
hidrotérmico nessas condi¢des possibilitou aumentar em até 26% a quantidade de
glicose liberada, sendo que esta condicao foi validada durante a hidrdlise em reator de
0,5 L, o qual representava condigdes mais proximas da realidade industrial. Ensaios
realizados com a fracdo solivel da proteina de soja e a associagdo desta com o
surfactante Tween 80 indicaram a possibilidade de reduzir significativamente a
quantidade de aditivo e ainda obter ganhos similares ou superiores aos obtidos com
12% (m/m) de proteina de soja. A caracterizacdo fisico-quimica do conjunto biomassa-
aditivo por FTIR e pela analise elementar de nitrogénio, assim como a analise do efeito
da proteina de soja na atividade e estabilidade do coquetel enzimatico mostraram que
o aditivo, além de reduzir a adsor¢ao improdutiva de enzimas na lignina, também tem
efeito na estabilidade das enzimas. Transversalmente a essas atividades experimentais,
utilizou-se a metodologia desenvolvida pelo LaDABio/UFSCar para anélise reversa da
viabilidade tecno-econdmica do processo, permitindo definir metas de desempenho
dentro do contexto de uma biorrefinaria integrada de etanol 1G-2G de modo a viabiliza-
la economicamente. Tal andlise mostrou que, para que seja possivel a viabilizacao
tecno-econdmica da utilizagdo da proteina de soja no contexto da biorrefinaria 1G-2G,
a conversao proporcionada pelo aditivo deve ser aumentada e o carga enzimatica deve
ser reduzida. Ademais, trabalhar com 12% (m/m) de proteina se mostrou interessante,
uma vez que acarretou aumento no VPL (Valor Presente Liquido) do processo devido
ao aumento na quantidade de energia elétrica gerada pela planta devido a queima da
proteina nas caldeiras.

Palavras-chave: hidrolise enzimatica; proteina de soja; biomassa lignocelulosica;
adsorcao improdutiva; lignina; analise tecno-econdmica.
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ABSTRACT

The implementation of the biochemical conversion process of lignocellulosic biomass
into biofuels and other bioproducts still have some technological challenges to be
overcome, such as low yield of the enzymatic hydrolysis step and the high cost of
cellulolytic enzymes. Among the strategies to increase efficiency of biomass enzymatic
saccharification, the use of additives has shown positive effects, since they decrease
unproductive adsorption of cellulases in the lignin, reducing loss of enzymes in the
process. However, the use of low-cost additives is necessary to make the process
economically feasible. Thus, the present study evaluated the use of soy protein as an
additive to reduce unproductive adsorption of enzymes during the enzymatic hydrolysis
of sugarcane bagasse. In order to achieve this objective, initially, a statistical
experimental design methodology was used as a tool to optimize the solids loading and
soy protein concentration, setting these variables for subsequent steps of this study at
15% (w/v) and 12% (w/w), respectively. The time profile for glucose release using
different enzyme loads allowed to stablish a loading of 10 FPU/g of bagasse and it also
showed that it was for the hydrolysis time of 24 hours that soy protein was more
effective in relation to the control (hydrolysis without additive). The saccharification
of the liquid hot water pretreated sugarcane bagasse at these conditions allowed to
increase the amount of glucose released in the process by up to 26%. This condition
was validated during the hydrolysis in a 0.5 L reactor, which represents conditions more
similar to the industrial reality. Assays performed with the soluble fraction of soy
protein and its association with the surfactant Tween 80 showed that it was possible to
reduce considerably the additive concentration used in the hydrolysis and still have
similar or higher gains than those obtained by 12% (w/w) of soy protein. The
physicochemical characterization of the biomass-additive interaction performed by
FTIR and by the elemental nitrogen analysis, as well as the verification of the effect of
soy protein on the activity and stability of the enzymatic cocktail indicated that the
additive, besides reducing the non-productive adsorption between enzymes and lignin,
also has a positive effect on the stability of the enzymes. Transversally to these
experimental activities, a methodology developed by the LaDABio/UFSCar was used
to analyze the reverse techno-economic feasibility of the process, allowing the
definition of performance targets within the context of an integrated biorefinery of 1G-
2G ethanol, in order to make it economically feasible. This analysis showed that, in
order to allow techno-economic feasibility of the use of soy protein in the context of
1G-2G biorefinery, the conversion provided by the additive should be increased and
the enzymatic load reduced. In addition, working with 12% (w/w) of protein in the
hydrolysis reactor had an interesting result. It led to an increase in the NPV (Net Present
Value) of the process, due to the increase in the amount of electric energy generated by
the plant due to the burning of the protein in the boilers.

Key-words: Enzymatic hydrolysis; soy protein; lignocellulosic biomass; unproductive
binding; lignin; techno-economic analysis.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A conversao de materiais lignocelulosicos em biocombustiveis e outros
bioprodutos, utilizando a hidrélise enzimatica, tem sido identificada como a rota mais
promissora para a implantacdo das novas industrias do futuro, em consonancia com 0s
conceitos de biorrefinarias e bioeconomia (FitzPatrick et al., 2010; Menon & Rao, 2012;
Pino et al., 2018; Valdivia et al., 2016). No entanto, o custo da producao do etanol
celulosico ainda ¢ elevado, sendo que alguns dos principais gargalos do processo estao
no baixo rendimento das reagdes de hidrolise e no alto custo das enzimas celuloliticas
(Johnson, 2016; Klein-Marcuschamer et al., 2012; Silva et al., 2018; Valdivia et al.,

2016).

Dentre as estratégias para aumentar a eficiéncia da hidrolise enzimatica da
biomassa vegetal, o uso aditivos tem mostrado efeitos bastante positivos, uma vez que
estes reduzem a adsor¢cdo improdutiva das celulases na lignina (Eriksson et al., 2002;
Rocha-Martin et al., (2017); Saini et al., 2016). Pesquisas envolvendo o uso de
surfactantes (Tween, Triton), proteinas nao cataliticas (BSA, proteina de soja) e
polimeros (PEG) tem mostrado que estes aditivos reduzem consideravelmente a adsor¢ao
improdutiva de celulases na lignina proveniente de diferentes materiais lignoceluldsicos
(Brondi et al., 2019; Borjesson et al., 2007a; Eriksson et al., 2002; Kaar & Holtzapple,
1998; Li et al., 2012; Yang & Wyman, 2006; Zheng et al., 2008). A adi¢ao de Tween 20
durante a reacdo de hidrélise da madeira, por exemplo, possibilitou a reducao da carga
enzimatica em 50%, mantendo-se o mesmo rendimento do processo, devido a reducdo da
adsorcao improdutiva (Eriksson et al., 2002). No entanto, apesar dos resultados bastante
promissores do uso de aditivos na hidrdlise da biomassa vegetal, o custo adicional desse
insumo ainda representa uma limitacdao para a aplicagdo dessa estratégia em processos

industriais de larga escala.



Nesse contexto, a utilizacdo da proteina de soja como aditivo durante a hidrolise
pode ser interessante do ponto de vista econdmico, uma vez que tal insumo ¢ considerado
a proteina de menor custo no mercado, além do fato do Brasil ser o segundo maior
produtor mundial de soja, o que garante a abundancia no pais de seus derivados, como
por exemplo, a proteina isolada (CONAB (Companhia Nacional deAbastecimento),
2016; Klein-Marcuschamer et al., 2012). Florencio et al. (2016) mostraram que a proteina
de soja apresentou desempenho melhor do que a BSA no aumento da eficiéncia da
hidrolise, dobrando a liberacao de glicose em relagao a sacarificagao do bagago de cana-
de-agucar sem aditivo, quando se utilizou coquetéis enzimaticos de 7. reesei € A. niger
produzidos “in-house”. Em outro estudo recente, Brondi et al. (2019) avaliaram o efeito
da proteina de soja na presenca de extratos enzimaticos comerciais nas reacoes de
hidroélise do bagaco de cana e observaram o potencial diferenciado deste aditivo frente a
outras alternativas de proteinas nao-cataliticas. Tais estudos justificam a realiza¢ao de
uma investiga¢ao mais aprofundada do efeito e da otimizacao das variaveis operacionais
como as cargas de solidos, aditivo e de enzimas e do tempo de hidrélise, que sao fatores
fundamentais para viabilizar a aplicagdo desta estratégia em escala industrial. Além disso,
a avaliagdo tecno-economica da adi¢do da proteina de soja no processo de producao do
etanol de segunda geragao (2G) ¢ uma questao chave para viabilizar tal aplicagdo.

Além da utilizag¢ao de aditivos de baixo custo durante a hidrolise, uma outra forma
de tornar o etanol 2G (lignoceluldsico) economicamente viavel seria a integracao do seu
processo de producao com o do etanol de primeira geragao (produzido a partir do caldo
extraido da cana de agucar). Nas unidades produtoras de etanol 1G, o bagagco ¢ um
subproduto do processo, sendo geralmente queimado em caldeiras de modo a fornecer
energia elétrica para as usinas. No entanto, ha na literatura estudos que mostram que
integrar a producao do etanol 1G-2G resultaria ndo apenas em vantagens do ponto de

vista econdmico, mas também do ponto de vista da sustentabilidade (Dias et al., 2013;



Joelsson et al., 2016). Desse modo, associar a utilizagcdo da proteina de soja no contexto
da integragdo de biorrefinarias de etanol 1G-2G, pode ser uma estratégia interessante de
modo a viabilizar economicamente o etanol lignocelulosico.

Outra integracdo de processos interessante seria a do bioetanol com unidades
produtoras de biodiesel. No Brasil, a localizagdo das atuais usinas de actcar e alcool e de
unidades de producao de biodiesel indicam que ha amplas areas em que essas industrias
estdo geograficamente proximas. Essa constatacdo déa suporte a proposta de estudo da
integragao dos processos de produgdo desses dois biocombustiveis, quer em uma mesma
instalacdo, quer em plantas proximas (de forma a baratear a logistica de transporte de
intermediarios entre elas). Em uma biorrefinaria integrada, processando soja e cana de
agucar, torna-se natural o estudo da possibilidade de utiliza¢do da proteina de soja como
aditivo ou molécula de sacrificio para otimizagao do desempenho da hidrolise enzimatica
do bagaco. Evidentemente, tanto para o uso da proteina de soja como aditivo na
sacarificagdo enzimatica em biorrefinarias de etanol 1G-2G, quanto nas de biodiesel-
etanol, deve-se avaliar a viabilidade tecno-econdmica do processo.

Tal avaliacdo pode ser realizada por meio da metodologia desenvolvida pelo
LaDABio de “analise tecno-econdmica reversa”. Utilizando-se a simulagao desenvolvida
no ambiente EMSO (Soares & Secchi, 2003) de uma biorrefinaria integrada de etanol
1G-2G, pode-se avaliar os gargalos tecnoldgicos presentes, além de permitir a definigao
de metas de desempenho do processo de modo a supera-los (Furlan et al., 2016; Longati
et al., 2018).

Mediante o que foi relatado anteriormente, tem-se que o aumento da eficiéncia do
processo de hidrolise enzimatica de materiais lignoceluldsicos € uma etapa fundamental
a fim de reduzir os custos de producao do etanol de segunda geragdo, de forma a torna-lo
competitivo economicamente em relacdo aos demais combustiveis ja existentes. Desse

modo, estudar o efeito da utilizagdao da proteina de soja durante a hidrdlise pode ser uma



forma de aumentar a eficiéncia da etapa de sacarificacdo da biomassa. Além disso, avaliar
o efeito da adicao do aditivo no contexto de uma biorrefinaria integrada, aplicando-se a
metodologia da “andlise tecno-econdmica reversa” pode permitir avaliar o processo em
dimensdes proximas as da realidade industrial, avaliando o desempenho minimo

necessario para viabiliza-lo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este estudo tem como principal objetivo desenvolver uma estratégia para viabilizar
o uso da proteina de soja como um aditivo para a reducao da adsor¢do improdutiva de
enzimas na lignina durante a hidrélise enzimatica do bagago de cana-de-agucar submetido

ao pré-tratamento hidrotérmico.

2.2. Objetivos Especificos

- Otimizar algumas variaveis de processo, tais como carga de solidos, carga
enzimatica, concentracao de proteina de soja e tempo de hidrolise;

- Avaliar o modo de utilizagdo/adicao da proteina de soja, analisando o efeito da
desnaturagdo térmica da proteina, sua melhor estratégia de adigdo, o efeito de sua
fracao soluvel na hidrdlise e da associacao da proteina com o Tween 80;

- Validar a condi¢ao selecionada nas etapas anteriores em diferentes escalas (tubos
de 5 mL e biorreator de 0,5 L);

- Verificar o efeito da proteina de soja na hidrolise de substratos com teores baixos
de lignina (Celuflok e Avicel), além do bagag¢o hidrotérmico submetido a
diferentes condi¢des de pré-tratamento;

- Determinar a acao do aditivo durante a hidrolise (interacao entre o bagaco/aditivo
e efeito na atividade/estabilidade do coquetel enzimatico);

- Realizar continuamente a analise tecno-econdmica reversa do processo, integrado
a biorrefinaria, gerando metas de desempenho a serem atingidas pela etapa

experimental do estudo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biomassa como matéria-prima para a producio de etanol

3.1.1. Estrutura da biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica € majoritariamente composta por trés tipos de
macromoléculas naturais: celulose (40-50%), hemicelulose (20-40%) e lignina (20-30%),
cujas propor¢des variam de acordo com a sua fonte na natureza. Matérias-primas
lignoceluldsicas tipicamente contém de 55-76% (em massa seca) de carboidratos
(celulose e hemicelulose), que sdo polimeros que apresentam como mondmeros agucares
de cinco ou seis carbonos (Horn et al., 2012; Wyman, 1994). Estes polimeros de
carboidrato precisam ser fracionados em seus respectivos monOmeros para que 0s
microrganismos possam converté-los em etanol ou outros produtos (Ballesteros, 2012).

A celulose ¢ o principal componente da biomassa vegetal, sendo um polimero nao-
ramificado formado por mondmeros de glicose unidos por meio de ligagdes covalentes
do tipo B-1,4 glicosidicas. Duas unidades de glicose unem-se, liberando uma molécula de
agua, formando a celobiose, unidade estrutural que se repete ao longo da cadeia de
celulose (Fengel & Wegener, 1989). As cadeias desta macromolécula se agregam em
microfibras por meio de ligacdes de hidrogénio e interagdes de Van der Waals. Essas
microfibras apresentam regioes cristalinas, que sao ordenadas, rigidas e insoliveis, o que
dificulta a sua hidrélise enzimadtica, e regides amorfas, cuja estrutura ¢ mais facilmente
despolimerizada (Horn et al., 2012). A quebra desta macromolécula em mondmeros de
agucares faz com que os microrganismos possam fermenta-las e assim converté-las em
etanol ou outros produtos (Laureano-Perez et al., 2005).

A hemicelulose ¢ um heteropolimero ramificado, que apresenta uma estrutura

complexa cuja composi¢do varia de acordo com a sua fonte na natureza, podendo ser



composta por hexoses, como a manose, glicose e galactose, e por pentoses, como a xilose
e arabinose. Esta macromolécula ainda pode conter acidos urdnicos, grupos acetila e
desoxi-hexoses. A hemicelulose realiza a ligagdo entre as fibras de celulose ¢ a
lignina(Fengel & Wegener, 1989; Horn et al., 2012; Pereira Ramos, 2003). A Figura 1

ilustra alguns dos componentes da hemicelulose.
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Figura 1. Componentes da hemicelulose (Adaptado de Fengel & Wegener, 1989).

A lignina ¢ uma macromolécula fenolica, aromatica, altamente ramificada, de
estrutura quimica complexa e baseada em trés precursores monomeéricos principais:
alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarilico. Sua composicao varia de uma espécie de
planta para outra. A propriedade fisica mais importante desta ¢ a rigidez. Este composto
caracteriza-se, também, por sua hidrofobicidade (Chang, Holtzapple, 2000; Joshi et al.,

2011; Pereira Ramos, 2003; Zhu et al., 2008).



A lignina ¢ identificada como o principal fator que prejudica a hidrdlise enzimatica
da celulose, agindo como uma barreira fisica, liberando compostos inibidores durante a
hidroélise e também atuando no processo de adsor¢ao improdutiva de enzimas celulases
(Chang, Holtzapple, 2000; Joshi et al., 2011; Pereira Ramos, 2003; Zhu et al., 2008). De
acordo com Chang e Holtzapple (2000), remover a lignina ¢ de grande importancia para
que se possa aumentar a sacarificagao enzimatica das biomassas lignoceluldsicas.

Os polimeros de celulose e hemicelulose estao fortemente ligados a lignina por
meio de ligagdes covalentes e de hidrogénio, o que torna a estrutura resistente a
despolimerizagao (Zabed et al., 2016). A Figura 2 representa esquematicamente a

estrutura de uma biomassa lignoceluldsica.
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Figura 2. Representagdo da estrutura de uma biomassa lignoceluldsica (Zampiere, 2011).

3.1.2. Etapas para producio do etanol 2G

A produgao de etanol celuldsico a partir de biomassas como a palha de milho, palha

de arroz, sorgo, bagaco e palha de cana-de-actcar, entre outros, requer etapas adicionais



de tratamento do material a fim de converter os compostos poliméricos presentes em
acgucares fermentesciveis. O processamento da lignocelulose em etanol baseia-se em
quatro etapas principais: (1) pré-tratamento da biomassa; (2) hidrélise; (3) fermentagao;
(4) separacao e purificacao do etanol (Mosier et al., 2005). O custo da producao de etanol
a partir da hidrélise enzimatica de biomassas vegetais ainda ¢ elevado, sendo que os
principais gargalos do processo estdo no baixo rendimento e no alto custo das enzimas
celuloliticas utilizadas no processo de hidrolise (Johnson, 2016; Klein-Marcuschamer et
al., 2012; Sun & Cheng, 2002). A Figura 3 ilustra as principais etapas envolvidas na

producao do etanol de segunda geragao, inserido no contexto de uma biorrefinaria.
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Figura 3. Representagdo esquematica das principais etapas de produgdo do etanol 2G a partir da
biomassa lignoceluldsica (Adaptado de Modenbach & Nokes, 2013).



3.2. Pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos

O objetivo do pré-tratamento € alterar ou remover impedimentos estruturais ou a
composi¢ao da biomassa de modo a elevar o rendimento da hidrolise e a producao de
agucares fermentesciveis. A biomassa, na forma como ¢ encontrada na natureza, limita o
acesso das enzimas devido a sua estrutura. Assim, o pré-tratamento ¢ um pré-requisito
essencial para tornar a biomassa acessivel, desestruturando a lignina e a hemicelulose e
rompendo a estrutura cristalina da celulose (Mosier et al., 2005; Zhu et al., 2008). O pré-
tratamento deve favorecer a formacgdo de agucares, evitar a degradagdo de carboidratos e
a formagao de subprodutos inibidores da hidrdlise e ser economicamente viavel (Sun &
Cheng, 2002).

Apesar de ser essencial para aumentar a eficiéncia do processo de sacarificacao
enzimatica, reacoes laterais indesejaveis sdo muitas vezes inevitaveis durante o pré-
tratamento, liberando produtos que podem inibir/desativar as enzimas durante a hidrélise
e/ou o crescimento de microrganismos durante a etapa de fermentagdo. Muitos dos
compostos inibidores gerados devem-se a degradacgdo e solubilizagdo da hemicelulose e
da lignina, uma vez que a biomassa ¢ submetida a condigdes severas de processo (Jonsson
& Martin, 2016). Desse modo, a degradacdo da hemicelulose, por exemplo, pode
acarretar a liberacdo de acido acético, furfural, acido formico, 5-(hidroximetil)furfural,
dentre outros compostos. Ja a lignina pode liberar compostos fendlicos como a vanilina
e o acido ferulico (Ko et al., 2015b).

Varios métodos de pré-tratamento tém sido propostos na literatura para separacao
e aproveitamento de materiais lignocelulosicos. Tais técnicas sao baseadas em processos
mecanicos, fisicos, quimicos, bioldgicos ou na combinacao destes. A Figura 4 apresenta
o esquema geral de um pré-tratamento de uma biomassa lignoceluldsica, assim como

alguns dos compostos inibidores que podem ser gerados durante o processo.
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Um dos pré-tratamentos amplamente reportados na literatura como fracionador dos
componentes da biomassa vegetal ¢ o hidrotérmico. Tal método utiliza 4gua a alta pressao
e alta temperatura (160 —240°C) o que acarreta a solubilizacao da hemicelulose, tornando
a celulose mais acessivel ao ataque enzimatico durante a hidrolise. A 4gua, quando
submetida a elevadas pressdes e temperaturas, aumenta o seu grau de ionizacao. Os ions
hidroxila gerados atuam como catalisadores da hidrolise da hemicelulose. As principais
variaveis que afetam a eficiéncia do pré-tratamento sao o tempo de retengdo e a

temperatura do processo (Santos, 2013; Santos et al., 2014).
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Figura 4. Esquema geral de um pré-tratamento de biomassa lignoceluldsica (Adaptado de Phitsuwan
etal., 2013).

As vantagens do pré-tratamento hidrotérmico consistem no fato do processo nao
fazer uso de reagentes quimicos (importante para os pontos de vista ambiental e
econdmico), além de ndo haver a necessidade de se trabalhar com reatores resistentes a
corrosdo; ocorre a hidrdlise de grande parte da hemicelulose presente no material; ha uma
baixa producao de compostos inibidores quando comparado ao pré-tratamento de

explosao a vapor (Boussarsar et al., 2009; Taherzadeh & Karimi, 2008).
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Santos et al. (2013) realizaram o pré-tratamento hidrotérmico a 210°C por 15
minutos da palha de cana-de-agucar e observaram que o tratamento solubilizou grande
parte da hemicelulose presente no material. Apds o tratamento hidrotérmico a maior parte
da lignina presente na biomassa continua presente na estrutura do material. No entanto,
esta lignina sofre alteragdes em sua estrutura (Ko et al., 2015b). De acordo com Ko et al.
(2015b) o pré-tratamento hidrotérmico faz com que a superficie da lignina se torne mais
exposta, fazendo com que esta adsorva improdutivamente mais celulases do que sua

forma original.

3.3. Hidrolise enzimatica

A hidrolise de materiais lignocelulésicos tem como objetivo gerar agucares
fermentesciveis monoméricos a partir da celulose e da hemicelulose. A hidrélise
enzimatica ¢ baseada na exposicdo da suspensdao solida da biomassa pré-tratada as
enzimas celuloliticas, que constituem um complexo de varias classes de enzimas. Ao
menos trés principais grupos de celulases estdo envolvidos no processo de hidrolise,
sendo elas as endoglucanases, as exoglucanases (celobiohidrolases) e as -glicosidases
(Sun & Cheng, 2002; Van Dyk & Pletschke, 2012). As endoglucanases atuam nas regides
de baixa cristalinidade das fibras de celulose ou nas extremidades das regides cristalinas,
clivando as ligagdes [-1,4 glicosidicas e produzindo cadeias que apresentam
extremidades redutoras e ndo redutoras. As exoglucanases agem nessas extremidades
livres, liberando moléculas de celobiose. As B-glicosidases (BGL) hidrolisam as unidades
de celobiose em duas moléculas de glicose, sendo este o produto final da hidroélise (Sun
& Cheng, 2002; Van Dyk & Pletschke, 2012). Exo e endoglucanases sdo inibidas pela
celobiose, e a acdo da celobiase (B-glicosidase) ¢, geralmente, a etapa limitante na

velocidade de degradagao da celulose (Lee, 1997; Zabed et al., 2016). As enzimas
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utilizadas podem ser diretamente produzidas por microrganismos (fungos e bactérias) ou
podem-se utilizar complexos enzimaticos comerciais (Zabed et al., 2016).

Recentemente, descobriu-se um conjunto de enzimas que auxiliam a agdo das
celulases na sacarificagdo de biomassas lignocelulosicas, tornando o processo mais
eficientes. Tais enzimas sao denominadas monooxigenases liticas de polissacarideos
(LPMO’s) e integram um grupo de enzimas denominadas Atividades Auxiliares (AA).
Estes grupos de proteinas oxidam ligagdes do tipo B 1-4 glicosidicas presentes na cadeia
de celulose, formando-se, assim, oligossacarideos oxidados. Para que estas reacdes sejam
possiveis, estas enzimas necessitam de oxigénio molecular e doadores de elétrons, como
o acido galico, acido ascorbico, fendis derivados da lignina ou a enzima celobiose
desidrogenase (Harris et al., 2014; Horn et al., 2012; Levasseur et al., 2013). Na literatura
ha estudos que demonstram que a agdo sinérgica de LPMO’s junto com as celulases
aumentam a conversao de materiais lignocelulosicos em agucares fermentesciveis
(Cannella et al., 2012). Alguns complexos enzimaticos comerciais modernos, como por
exemplo a Cellic CTec3®, ja possuem as LPMO’s de modo a torna-los mais eficientes
(Druzhinina & Kubicek, 2017). A Figura 5 exemplifica a acdo sinérgica das trés
principais celulases, juntamente com a LPMO, na hidrélise da celulose.

A conversao de biomassas em agucares fermentesciveis depende das condi¢des da
hidrolise e das caracteristicas da biomassa. Assim, alguns fatores que influenciam o
rendimento da hidrélise sdo: composicao e estrutura da biomassa, cristalinidade da
celulose, area superficial do substrato disponivel ao ataque enzimatico, quantidade de
lignina e hemicelulose presente, tamanho da particula do substrato, tipo de enzima e carga
enzimatica, acaimulo de celobiose no meio e a adsor¢cao improdutiva de enzimas a lignina
(Alviraetal., 2010; Saini et al., 2016; Zabed et al., 2016), além das condi¢des de operagao
do processo, como temperatura e tempo de hidrdlise, agitacao, carga de solidos e tipo de
reator utilizado.
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Figura 5. Representagdo da agdo sinérgica das enzimas celulases (EG = Endoglucanases, CBH I e 11
= celobiohidrolases ou exoglucanases, BG = B - glicosidases), junto com a LPMO (AA9), na
sacarificacdo enzimatica da celulose (adaptado de Harris et al. 2014).

Trabalhar com altas cargas de solidos apresenta varias vantagens como, por
exemplo, a geracdo de solugcdes com maiores concentracoes de agucares, o que
consequentemente resultard em uma maior concentragao de etanol, e redugdo de custos
operacionais, principalmente relacionado a destilagao. No entanto, trabalhar com um alto
teor de solidos nos reatores também acarreta algumas dificuldades ao processo, sendo
estas relacionadas, principalmente, a dificuldades de agitacao e ao transporte de massa e
calor insuficientes e também problemas de inibi¢ao das enzimas pelo produto (celobiose)
(Kristensen et al., 2009; Modenbach & Nokes, 2013). Para que seja possivel a utilizagao
de altas cargas de solidos, trabalhar com reatores de batelada alimentada faz-se mais
interessante do que reatores batelada (Hodge et al., 2009). Zhang et al., (2012) realizaram
a hidrolise em batelada alimentada do bagago de cana-de-agucar pré-tratado com NaOH,
com 9,6 FPU/g so6lidos da enzima Accellerase® 1500, trabalhando com uma carga total
de solidos de 30% (m/v) e conseguiram converter 55% da celulose em glicose apds 144h
de sacarificagao.

14



3.4. Adsorciao improdutiva de enzimas a lignina

Durante a hidrélise enzimatica de materiais lignocelulésicos pré-tratados, as
enzimas celulases tendem a ligar-se as regides ricas em lignina por meio de interagdes
que podem ser de natureza hidrofobica, eletrostatica ou ligacdes de hidrogénio. Essa
interacao ¢ denominada adsor¢do improdutiva e ¢ um fator prejudicial a sacarificacao da
celulose, pois reduz a quantidade de enzimas livres. Consequentemente, uma quantidade
maior de enzima € necessaria para que se atinja a eficiéncia desejada da hidrolise (Lou et
al., 2013; Rahikainen et al., 2013). A Figura 6 apresenta o efeito da lignina na
sacarificagdo enzimatica de materiais lignoceluldsicos, podendo agir tanto na adsorgao
improdutiva (A), quanto como uma barreira fisica (B) ou inativando a enzima por meio
de compostos derivados liberados durante o pré-tratamento ou durante a hidrélise (C).

Segundo Ko et al. (2015), dentre as enzimas envolvidas no processo de hidrolise,
as B-glicosidases sdo as que mais adsorvem na lignina da biomassa. Além disso, as
enzimas produzidas por diferentes microrganismos apresentam composi¢do, massa
molecular, hidrofobicidade e pontos isoelétricos diferentes, fazendo, assim, com que
tenham comportamentos diferentes em sua adsor¢ao pela lignina. A B-glicosidase
produzida pelo fungo Aspergillus niger ¢ menos adsorvida pela lignina do que a -
glicosidase produzida pelo 7. reesei. Ademais, a composicao da lignina também
influencia na adsor¢ao improdutiva. Lignina com teor maior de guaiacil apresenta uma

maior adsor¢ao de celulases durante a hidrolise.
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Figura 6. Inibicdo da celulase pela lignina. A) Adsor¢do improdutiva da celulase na lignina, B)
bloqueio fisico da lignina nos materiais lignoceluldsicos, prejudicando a interacdo celulase-celulose, C)
inibi¢do da celulase pela lignina soluvel, e D) agdo normal da celulase nas cadeias de celulose, liberando

a glicose, em materiais sem ou com teor muito baixo de lignina (Adaptado de SAINI et al., 2016).

Dentre as estratégias para aumentar a eficiéncia do processo de hidrdlise enzimatica
de materiais lignoceluldsicos, reduzindo a adsor¢do improdutiva, o uso de aditivos, como
por exemplo, proteinas nao-cataliticas e agentes surfactantes, tem mostrado efeitos
bastante positivos (Borjesson et al., 2007a; Méndez Arias et al., 2017a; Rocha-Martin et
al.,2017; Saini et al., 2016; Yang & Wyman, 2006). A adi¢ao de surfactantes na hidrélise,
principalmente os nao-idnicos como o Tween, aumentou a conversao da celulose em
agucares fermentesciveis, principalmente quando este processo ¢ precedido por uma etapa
de pré-tratamento do substrato, o qual torna a superficie da lignina mais exposta,

favorecendo a interagdo desta com os aditivos (Eriksson et al., 2002; Xin et al., 2017). A
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adsorcao de surfactantes pela lignina aumenta o rendimento do processo, uma vez que
tem-se mais enzimas livres para interagir com a celulose (Borjesson et al., 2007a, 2007b;
Xin et al., 2017). Outros mecanismos propostos incluem os surfactantes como sendo
capazes de modificar a natureza do substrato, tanto aumentando a superficie disponivel
para a reagdo, como promovendo sitios para adsor¢ao das enzimas (Eriksson et al., 2002;
Kumar & Wyman, 2008). Surfactantes também podem ter um efeito estabilizador sobre
as enzimas, prevenindo de modo eficaz a desnaturacao destas durante a hidrolise, além
de reduzirem a desativagdo das celulases na interface ar-liquido do meio reacional
(Bhagia et al., 2018; Kumar & Wyman, 2009; Xin et al., 2017).

O PEG (polietilenoglicol) também ¢ um aditivo bastante reportado na literatura
(Borjesson et al., 2007b; Kristensen et al., 2007; Li et al., 2012; Sipos et al., 2010).
Segundo Borjesson et al., (2007b), o PEG se liga a lignina por meio de interagdes
hidrofobicas, sendo que esta interagao ¢ altamente dependente da temperatura. Este
polimero apresenta uma alta densidade superficial na lignina, gerando, assim, uma
repulsdo histérica das enzimas, impedindo que estas sejam adsorvidas na lignina e
aumentando a eficiéncia da hidrolise. A utilizacdo do PEG 4000 aumentou em 46% a
liberacao de glicose, durante 24 horas de hidrolise da madeira de pinheiro pré-tratado a
vapor, em relagdo a hidrolise da biomassa sem o aditivo (Borjesson et al., 2007a).

Akimkulova et al. (2016) utilizaram ions metalicos, como o Mg?*, como aditivo e
obtiveram resultados promissores, elevando em aproximadamente 20% a conversdo da
celulose apods 24 horas de hidrdlise da palha de trigo, em relagdo ao controle (hidrolise da
biomassa sem aditivo). Com a adi¢do destes ions, a superficie da lignina torna-se menos
negativa, o que enfraquece as interagdes entre a lignina e as enzimas, reduzindo, assim, a
adsorc¢ao improdutiva. Vasconcellos et al. (2016) também estudaram o efeito de ions
metalicos na reduc¢do da adsor¢do improdutiva. A utilizagdo do ion Mn?>* aumentou em

34% a liberacao de glicose do bagago de cana-de-agucar pré-tratado com écido.
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Ha também na literatura estudos que utilizam proteinas nao cataliticas, como por
exemplo a BSA (albumina do soro bovino), para aumentar a eficiéncia da hidrélise
enzimatica (Wang et al., 2015; Yang & Wyman, 2006; Zheng et al., 2008). A BSA
apresenta uma alta afinidade pela lignina da biomassa, sendo adsorvida de forma
competitiva e irreversivel devido a interacdes hidrofobicas entre a proteina e a lignina
(Zheng et al., 2008). Isso faz com que a adsor¢do improdutiva da celulase seja reduzida,
deixando mais enzima livre em solu¢ao, aumentando a conversao da celulose em agucares
e reduzindo o consumo enzimatico. Segundo Yang & Wyman (2006), o tratamento com
BSA, antes de se adicionar as enzimas, reduz, principalmente, a adsorcdo da [-
glicosidases na lignina, uma vez que esta apresenta maior afinidade pela B-glicosidase do
que por outras celulases. Tal estudo apresentou um aumento de aproximadamente 20%
na conversao da celulose em glicose apds 24 horas de hidrdlise da palha de milho pré-
tratada com acido em relag¢ao ao controle.

Apesar de ser um aditivo amplamente reportado na literatura, a BSA ¢ uma proteina
de custo elevado, o que pode encarecer ainda mais o processo de hidrolise. Nesse sentido,
Brondi et al. (2019) testaram o uso de aditivos de menor custo como a peptona de soja,
zeina e triptona. Todos os aditivos estudados aumentaram a liberagdo de glicose, com
destaque para a triptona e zeina que obtiveram performances semelhantes a da BSA,
elevando em 22% e 17%, respectivamente, a glicose liberada. A utiliza¢do do farelo de
soja durante a hidrolise da Avicel também foi avaliado por Bhagia et al. (2018). Os
autores observaram que o farelo teve efeitos positivos na hidrolise semelhantes aos
obtidos pela BSA e Tween, destacando que o efeito benéfico se deve, principalmente, as
propriedades anfifilicas da proteina presente no farelo. Além disso os autores salientaram
que a utilizagdo do farelo de soja se faz vantajosa devido ao baixo custo deste insumo.

O efeito da proteina de soja como aditivo para reduzir a adsor¢ao improdutiva
também foi recentemente avaliado (Brondi et al., 2019; Florencio et al., 2019, 2016).
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Florencio et al. (2016) promoveram um aumento de duas vezes na glicose liberada
durante a hidrélise, utilizando coquetéis enzimaticos de 7. reesei € A. niger, produzidos
“in-house”, em relacdo ao controle (hidrélise sem aditivo), apresentando um efeito
melhor do que a BSA. Brondi et al. (2019) estudaram o efeito da adi¢ao da proteina de
soja na hidrélise do bagaco de cana de agtcar pré-tratado por explosao a vapor, utilizando
o coquetel enzimatico comercial Cellic CTec2®, e aumentaram a liberag¢do de glicose em
até 39%. Florencio et al. (2019) avaliaram o efeito da proteina de soja tanto na hidrolise
do bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor, quanto no bagaco hidrotérmico,
utilizando a enzima Cellic CTec2®. Em ambos os casos a proteina aumentou a
sacarificagdo enzimatica da biomassa, sendo que foi para o pré-tratamento hidrotérmico
que o efeito se mostrou mais pronunciado, aumentando-se a quantidade de glicose
liberada em mais de 76% em relacdo a hidrolise na auséncia do aditivo, apos 24 horas e
utilizando-se 12%(m/m) de proteina, 15% (m/v) de biomassa e uma carga enzimatica de
5 FPU/g de so6lidos. Os autores também mostraram que a carga de solidos, o tipo de pré-
tratamento e a carga enzimatica influéncia no efeito do aditivo durante a hidrélise, embora
um estudo aprofundado para a otimizagdo destas variaveis nao tenha sido realizado.
Além destes efeitos positivos relatados na literatura, a proteina de soja ainda
apresenta a vantagem de ter um custo menor do que os outros aditivos ja citados (Brondi
et al., 2019; Klein-Marcuschamer et al., 2012). Ademais, o uso da proteina de soja como
aditivo na hidrdlise da biomassa teria grande vantagem do ponto de vista de logistica de
transporte em uma biorrefinaria integrada biodiesel-bioetanol, aproveitando-se a evidente
sinergia entre os dois processos de producdo dos biocombustiveis (a partir da soja e da

cana de agucar).
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3.5. Proteina de soja

A soja ¢ a leguminosa que apresenta o maior teor proteico em seus graos,
apresentando valores acima de 40% de proteina em sua constitui¢do (Fischer, 2006). Em
geral, o processamento da soja envolve a remocgao do 6leo por extragdo com solvente
(sendo o hexano o mais utilizado), podendo este ser posteriormente processado em
biorrefinarias para a obtencao do biodiesel, e a obtencao do farelo proteico (Mandarino
et al., 2015). Apos a extragdao do 6Oleo, o farelo de soja € moido e peneirado e apresenta
entre 52-54% de proteina (Deak et al., 2008). Para se obter a proteina isolada, a proteina
do farelo ¢ solubilizada em meio alcalino e separada da farinha por centrifugacdo. A
solucdo com a proteina ¢ entdo acidificada para que haja a precipitacdo desta.
Posteriormente, esta passa por sucessivas lavagens com adgua para que ocorra o aumento
de sua pureza e € seca em Spray-dryer, apresentando um teor proteico superior a 90% no
final do processo (Lusas & Riaz, 1995). As principais proteinas presentes na soja sao a
glicinina e a f—conglicinina, sendo a primeira geralmente encontrada em maior propor¢ao
(25-35% das proteinas totais presentes nos grdos). A glicinina apresenta grupos
hidrofobicos em sua superficie, sendo que quando submetida a processos de aquecimento
térmico, sua hidrofobicidade pode ser aumentada (Wang et al., 2014).

Desse modo, em uma biorrefinaria integrada biodiesel-bioetanol, a utilizacao da
proteina de soja como aditivo no processo de hidrdlise enzimatica do bagaco de cana-de-
acgucar faz-se interessante pois esta seria um subproduto obtido a partir produgdao do
biodiesel de soja. Por ja estar dentro da planta industrial, seu custo seria reduzido e,
ademais, esta poderia ser obtida sem precisar passar por todas as etapas de processamento

as quais a proteina isolada ¢ submetida antes de ser vendida comercialmente.
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3.6. Biorrefinarias integradas

Biorrefinarias sdo instalagcdes que integram processos de conversao de biomassas
em produtos de maior valor agregado como, por exemplo, produtos quimicos,
biomateriais ¢ energia. Os objetivos dessas instalacdes sao a otimizacao de recursos € a
minimiza¢do dos efluentes gerados (Cherubini, 2010; Clark & Deswarte, 2008). Para
tanto, as biorrefinarias utilizam processos de conversdo fisicos, quimicos, bioldgicos e
térmicos, ou a combinacao destes, para a obtencdo de seus produtos (Naik et al., 2010).

No Brasil costuma-se intercalar culturas agricolas de cana-de-agucar e de soja.
Desse modo, biorrefinarias que utilizem a cana e a soja como matérias-primas poderiam
gerar produtos de grande interesse comercial como, por exemplo, o biodiesel, o bioetanol,
a glicerina e eletricidade (Souza & Seabra, 2013). No entanto, de modo a integrar os
processos destas instalagdes de forma sinérgica e reduzir custos de producao, desafios
tecnologicos precisam ser superados. Dentre estes desafios encontra-se o aumento da
eficiéncia do processo de hidrolise enzimatica de biomassas lignocelulodsicas.

Outra integracao possivel de biorrefinaria seria a da producao do etanol de primeira
geracao (1G) e o de segunda geracao (2G). Nas usinas de etanol 1G, o bagaco de cana ¢
um subproduto do processo, sendo destinado, principalmente, para a geragao de energia
das unidades. Um outro destino para esse bagaco seria a sua utilizacdo para a produgao
do etanol 2G. A integragao destes dois processos poderia trazer vantagens econdmicas €
sustentaveis, viabilizando, assim a produg¢ao do etanol 2G (Dias et al., 2013; Furlan et al.,
2013; Joelsson et al., 2016). De acordo com Junqueira et al. (2017), a longo prazo (entre
os anos de 2026 — 2030), considerando os avangos tecnologicos associados a produgao
do etanol 2G e ao processamento da cana energia, espera-se que biorrefinarias integradas
aumentem a producao de etanol em 76%, além disso, os autores avaliam que o custo de

producao do etanol 2G se tornard inferior ao do 1G. Uma avaliacdo do ponto de vista
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ambiental também foi realizada, mostrando que as produgdes de etanol 1G e 2G sdo
capazes de reduzir o impacto ambiental quando comparados a gasolina, sendo que a
producao de etanol 2G ¢ a que apresenta menor prejuizo ao meio ambiente (Junqueira et
al., 2017). Vale destacar que nesse tipo de biorrefinaria, o etanol nao seria o unico produto
obtido pelo processo, podendo-se produzir, também, polimeros, fertilizante e biogas entre
outros produtos. A Figura 7 apresenta um esquema geral de uma biorrefinaria 1G-2G,

com a possibilidade de produtos obtidos a partir da conversao da cana-de-agtcar.
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Figura 7. Representagdo esquematica das etapas e produtos envolvidos em uma biorrefinaria 1G-2G
(Mendonga et al., 2017)

A avaliagdo tecno-econdmica de biorrefinarias integradas ¢ de grande importancia
para que se entenda e viabilize a produgdio destas unidades. E nesse sentido que
pesquisadores do LaDABio/UFSCar estao trabalhando de forma a avaliar a operacao

dessas biorrefinarias em simuladores de processos, identificando os gargalos a serem
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sanados e definindo metas de desempenho a serem atingidas de forma a tornar essas
biorrefinarias integradas economicamente viaveis. Uma das formas de realizar esta

analise esta representada no proximo item.

3.7. Analise tecno-econdomica reversa do processo

A abordagem convencional para andlise tecno-econdmica de um novo processo, a
ser integrado a uma planta industrial, consiste em realizar simulagdes da planta, para uma
determinada configuragdo operacional, utilizando simuladores de processos como, por
exemplo o ASPEN®, ¢ a seguir proceder a verifica¢do da viabilidade econdmica daquela
situagdo. Esse ¢ um processo iterativo, demandando mais tempo e a intervencao do
analista de forma continua.

Recentemente foi proposta uma metodologia alternativa: utilizando um simulador
de processos baseado em equagdes (0 EMSO®, Soares & Secchi, 2003), inclui-se um
determinado indice econdmico (por exemplo, Valor Presente Liquido (VPL) da planta
industrial nulo) como mais uma equacao a ser resolvida pelo simulador, liberando-se com
isso alguma especificacdo que seria necessaria para zerar os graus de liberdade do
sistema. Com isso, geram-se facilmente curvas “isoecondmicas” que fornecem metas de
desempenho, a serem buscadas experimentalmente, que permitirdo identificar e superar
os gargalos econdmicos existentes (Furlan, 2016). Tal metodologia foi denominada
Anadlise Tecno-econdmica Reversa ou Retro Tecno-econdmica. O mesmo procedimento,
diga-se, pode ser aplicado utilizando critérios de impacto ambiental.

Tal técnica foi aplicada no contexto de simular uma biorrefinaria integrada de
etanol 1G e 2G (Furlan et al., 2016; Longati et al., 2018), além de estar ainda em fase de
desenvolvimento para a integracdo desta unidade com a biorrefinaria de biodiesel. A

Figura 8 ilustra um resultado tipico obtido por esta metodologia, para uma biorrefinaria
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1G-2G, na qual sdao apresentadas as curvas “isoecondmicas” para a carga enzimatica em
funcdo da fracdo massica de solidos, para diferentes conversdes da hidrélise durante 48
horas de processo. A partir deste grafico, tem-se que, por exemplo, para uma carga de
solidos de 20% e uma carga enzimatica de 5 FPU/g de celulose, a minima conversdo de
hidroélise necessaria para que o processo apresente Valor Presente Liquido (VPL) igual a
zero ¢ de 60%. Valores acima deste valor de conversdo representam viabilidade
econdmica; abaixo deste valor, o processo apresenta inviabilidade. Conversdes acima de
100% sao ndo-factiveis. A Figura 9 apresenta o fluxograma geral da biorrefinaria 1G-2G
simulada no ambiente EMSO. Os processos identificados dentro da area 1G sdo referentes
a producdo do etanol de primeira geracdo; as etapas destacadas dentro da regido 2G
referem-se ao etanol lignoceluldsico. A figura também apresenta as correntes que

integram ambos 0S processos.
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Figura 8. Regides de viabilidade econdmica da biorrefinaria de etanol 1G-2G, obtidas através da
analise retro tecno-econdmica, para 48 horas de hidrolise do bagaco de cana pré-tratado
hidrotermicamente (Adaptado de Longati et al., 2018).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Substratos

O material lignocelulésico utilizado nos experimentos de hidrolise enzimatica foi o
bagaco de cana de acucar. Este foi gentilmente cedido pela Usina Ipiranga, localizada em

Descalvado-SP.

O bagaco in natura foi moido de modo a apresentar um didmetro de particula menor
do que 2,5 mm e pré-tratado hidrotérmicamente (LHW). O pré-tratamento foi realizado
em um reator de 5L (modelo 4580, Parr Instruments) utilizando uma carga de sélidos de
10% e 15% (m/v), a temperatura de 195°C por 10 minutos. Apds o processo, o bagaco foi
seco a temperatura ambiente até obter umidade inferior a 10%. A biomassa pré-tratada
foi previamente caracterizada conforme metodologia descrita por Gouveia et al. (2009),
apresentando a seguinte composicao: 56% celulose, 29% lignina, 6% hemicelulose e 4 %
cinzas (Florencio et al., 2016). Antes da realizagdo dos experimentos de hidrolise o
bagaco foi moido e peneirado de forma a ter uma granulometria menor ou igual a 1 mm.
Nos experimentos, utilizou-se tanto o bagago que nao foi lavado apds o pré-tratamento,
quanto o lavado. A lavagem do bagaco pré-tratado com 10% de s6lidos ocorreu com agua
a 60°C, até que o pH do licor extraido da lavagem apresentasse pH neutro (6,9). A
biomassa pré-tratada com 15% de solidos, foi submetida a trés estdgios de lavagem, com
agua a 90°C e um teor de solidos em cada etapa de 10% (m/v).

A hidrdlise também foi realizada em substratos sem lignina. Para tanto, utilizou-se
celulose microcristalina (Celufloc 200, Celuflok, Brasil e Avicel PH-101, Sigma-Aldrich,

EUA).
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4.1.2. Aditivos: Proteina de soja e Tween 80

Nos estudos foi utilizada a proteina de soja isolada como aditivo (teor proteico >
90%, Bremil, RS, Brasil). Inicialmente esta foi utilizada em diferentes concentragdes a
fim de se realizar o planejamento experimental estatistico de modo a otimizar a sua
concentragcdo. Apds o planejamento, a carga de proteina foi fixada em 12% (massa de

proteina de soja/massa de biomassa).

A proteina foi avaliada em sua forma in natura e também ap0s ser submetida a um
processo de desnaturacao térmica, que teve como objetivo aumentar a hidrofobicidade
desta e favorecer a sua interacdo com a lignina da biomassa. As temperaturas/tempos de
desnaturagao foram: 60°C / 90 min, 70°C / 60 min ¢ 90°C / 30 min. A desnaturagao foi
realizada em shakers para as temperaturas de 60 ¢ 70°C, com agitacao de 175 rpm e em
banho de 4gua para a temperatura de 90°C.

O efeito da fracao soluvel da proteina de soja isolada também foi avaliado. Para
tanto, solugcdes com concentragdes de 1,5, 7,5, 18, 30 e 100 g/L de proteina de soja em
tampao citrato de s6dio, 50 mM, foram colocadas em uma estufa, a 50°C, 30 rpm, por 24
horas. Apds o processo, as solugdes foram centrifugadas e o sobrenadante contendo a
fracdo soluvel da proteina foi separado.

O efeito do Tween 80 (Monolaurato de Polioxietilenosorbitan, Dinamica, Brasil)
como aditivo também foi avaliado. As concentragdes estudadas foram 0,1% e 0,25%

(m/v). Este foi testado na presenga e auséncia da proteina de soja.

4.1.3. Enzima

O extrato enzimatico comercial utilizado foi a Cellic CTec3® (Novozymes, PR,
Brasil). A atividade celulolitica do coquetel enzimatico, em FPU/mL, foi determinada

seguindo metodologia proposta por Ghose, (1987), no tampao citrato de s6dio, 50 mM e
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pH 4,8, utilizando-se papel de filtro Whatman N°1. O efeito da Cellic CTec2®
(Novozymes, PR, Brasil) também foi avaliado, de modo a comparar o efeito da proteina

de soja na hidrolise com ambos os extratos enzimaticos.

4.2. Hidrolise enzimatica

A capacidade do extrato enzimatico comercial Cellic CTec3® em hidrolisar o
bagaco de cana pré-tratado hidrotermicamente foi avaliada na presenca e auséncia do
aditivo (proteina de soja). Inicialmente, as hidrélises foram realizadas em frascos de 5
mL, nos quais o bagago, a enzima, o aditivo e o tampao (citrato de sodio, 50 mM, pH 4,8)
foram incubados em uma incubadora rotacional com mixer de 360° a 50°C e 30 rpm.
Ap0s a defini¢ao das condi¢des da hidrélise nos frascos de 5 mL, estas foram testadas em
reator do tipo Tanque Agitado.

Apos os experimentos de hidrolise, o sobrenadante foi centrifugado e quantificou-
se a glicose liberada durante o processo de modo a avaliar o efeito do aditivo. Todos os
experimentos e analises foram realizadas em triplicatas. As metodologias apresentadas
entre os itens 4.2.1 e 4.2.8 correspondem as hidrolises realizadas nos frascos de 5 mL.
Com exceg¢ao de quando for especificado (item 4.2.6), as hidrélises foram realizadas com
o bagaco pré-tratado com 10% (m/v) de solidos no reator Parr, sem que este passasse por

uma posterior etapa de lavagem.

4.2.1. Definicao das cargas de so6lidos e de aditivo a serem utilizadas

experimentalmente

A fim de avaliar o efeito das varidveis carga de solidos e concentragao de aditivo,

utilizou-se a metodologia do planejamento experimental estatistico, na qual estas
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variaveis foram analisadas de modo a definir os valores que implicariam na maior
concentracdo de glicose, ART (actcares redutores totais), ganho e conversao da
biomassa. Estes experimentos foram realizados com uma carga fixa de enzimas de 5
FPU/g de bagaco e em 24 h de reacdo. As concentragdes de aditivo e a carga de solidos
utilizadas serdo posteriormente especificadas durante a apresentacdo da metodologia
utilizada para a realizagdo do planejamento experimental. Nesta etapa, utilizou-se uma
carga baixa de enzima (5 FPU/g de s6lidos) de modo a evitar que esta mascarasse o efeito

positivo da proteina de soja na hidrolise.

4.2.2. Avalia¢ao do perfil temporal

Apos a definicdo das cargas de solidos e de proteina de soja a serem utilizadas
experimentalmente, o perfil temporal da hidrdlise foi avaliado para cargas de enzima de
5, 10, 15 e 20 FPU/g bagago, carga de s6lidos de 15% (m/v) e concentracao de proteina

de soja de 12% (m/m), nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

4.2.3. [Efeito da proteina de soja soltvel

O efeito da fragdo soluvel da proteina de soja foi analisado e comparado com o
efeito total desta (fracdo soluvel + insoluvel). Para tanto, solugdes com concentragdes de
1,5, 7,5, 18, 30 e 100 g de proteina/LL de tampao citrato foram colocadas na estufa com o
mixer de 360°, 50°C e 30 rpm por 24 horas. Apds esse periodo, as solugdes foram
centrifugadas e a fracdo liquida, contendo apenas a proteina soluvel, foi separada e
utilizada na hidrolise enzimatica. A quantificagdo da proteina soluvel presente no

sobrenadante foi realizada utilizando-se o reagente bicinconinico (BCA).
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A sacarificagao foi realizada com uma carga de enzimas de 10 FPU/g de biomassa,
carga de solidos de 15% (m/v), por 24 horas. A glicose liberada ap6s o processo foi
comparada com a quantidade liberada utilizando-se a fragao total de proteina (solavel +

insoluvel) como aditivo.

4.2.4. Efeito da proteina de soja desnaturada

De acordo com Wang et al. (2014), quando submetida a processos de desnaturacao
térmica, a proteina de soja pode aumentar sua hidrofobicidade. Tal efeito poderia
favorecer a interacdo da proteina com a lignina do bagaco. Desse modo, avaliou-se o
efeito da proteina de soja desnaturada termicamente em trés tempos/temperaturas
(conforme descrito no item 4.1.2) durante a hidrolise para uma carga de enzimas de 10
FPU/g de bagaco, carga de solidos de 15% (m/v) e 12% (m/m) de aditivo, por 24 horas.
Apos a desnaturacdo, esperou-se até que a solucao de tampao com a proteina desnaturada

retornasse a temperatura ambiente antes da adi¢ao da enzima.

4.2.5. Pré-incubacio da proteina de soja com o bagaco

Avaliou-se o efeito da pré-incubacdo da proteina de soja com o bagacgo e o tampao
por tempos de 2, 4, 6 ¢ 24h, a 50°C. Apos esse periodo, a enzima (10 FPU/g) foi
adicionada ao meio reacional, realizando-se a hidrolise por 24 h, para as cargas de solidos
e de proteina definidas nas etapas anteriores do estudo (15% (m/v) e 12% (m/m),

respectivamente).
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4.2.6. Efeito da proteina de soja em diferentes substratos

O efeito de 12% (m/m) de proteina de soja na hidrolise do bagago de cana pré-
tratado hidrotermicamente (com 10% e 15% (m/v) de sélidos no pré-tratamento, sem e
com posterior lavagem da biomassa) foi comparada com a hidrélise da celulose
microcristalina (Celufloc e Avicel PH101). Os experimentos foram realizados com 15%

(m/v) de sélidos na hidrolise, carga enzimatica de 10 FPU/g de enzima, por 24 h a 50°C.

4.2.7. [Efeito da proteina de soja no extrato enzimatico comercial Cellic

CTec2®

Os efeitos dos extratos enzimaticos comerciais Cellic CTec2® e 3 foram
comparados durante a hidrélise do bagago hidrotérmico. A sacarificagdo foi realizada
com 15% de so6lidos no pré-tratamento, 10 FPU/g de bagaco, 12% de proteina de soja,

por 24h a 50°C.

4.2.8. Associacio dos aditivos proteina de soja e Tween 80

Avaliou-se o efeito da associagcdo dos aditivos Tween 80 e proteina de soja. Para
tanto, testou-se duas concentragdes de Tween na hidrolise do bagaco de cana: 0,1 € 0,25%
(m/v). Ambas concentragdes foram associadas com 1, 5 e 12% (m/m) de proteina. A
hidrolise apenas com o Tween como aditivo também foi realizada. Os experimentos

ocorreram com 15% (m/v) bagaco, 10 FPU/g s6lidos, por 24h a 50°C.
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4.2.9. Avaliacao da sacarificacdo enzimatica em biorreator

Apos a definicdo das condigdes da hidrélise nos frascos de 5 mL, estas foram
testadas em reator do tipo Tanque Agitado. O biorreator possui um volume de trabalho
de 500 mL, diametro interno de 0,085 m e altura de 0,140 m, com dois impelidores do
tipo orelha de elefante com trés laminas cada, espacados em 0,040 m. A sacarificagao
enzimatica no biorreator foi realizada com um teor de solidos de 15% (m/v), carga
enzimatica de 10 FPU/g de so6lidos, na auséncia e presenca dos aditivos proteina de soja
e Tween 80, por 24 h, 50°C e 250 rpm. Avaliou-se a hidroélise com 12% de proteina como
aditivo, 0,1% (m/v) de Tween e associando 1% (m/m) de proteina com 0,1% (m/v) de
Tween. A representagdo esquematica do aparato experimental utilizado, assim como as
dimensdes caracteristicas do reator, estd representada na Figura 10 (a) e (b),

respectivamente.
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Figura 10. (a) Aparato experimental utilizado durante a hidrolise no reator do tipo tanque agitado. (b)
Dimensoes caracteristicas do reator (Adaptado de Squinca, 2017).
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4.3. Adsorcao

Simultaneamente e seguindo as mesmas condi¢des dos experimentos de hidrolise,
foram realizados controles sem a adi¢cdo de enzima, de modo a estudar a interacao da
proteina de soja com a lignina da biomassa. Para isso, apos os experimentos a suspensao
foi filtrada a vacuo e seca em estufa por 1 hora a 50 °C. Posteriormente, as amostras
solidas foram caracterizadas por FTIR e pela Andlise CHN (Carbono, Hidrogénio e

Oxigénio).

De modo a avaliar os efeitos das interagdes eletrostaticas entre a lignina e a proteina,
realizaram-se experimentos de adsor¢dao da proteina no bagaco em diferentes pHs
(tampao citrato, pHs 3, 4, 5 ¢ 6) e diferentes concentragdes de cloreto de sédio (0, 50,

100, 200 e 400 mM).

4.4. Quantificacio da glicose liberada e dos acucares redutores

totais

A quantidade de glicose liberada durante a hidrélise foi determinada utilizando-se
um kit enzimatico de glicose oxidase (Labtest, Brasil), no qual a concentracao desta foi
determinada por meio da leitura da absorbancia da amostra a 505 nm em um
espectrofotometro UV/VIS. Os graficos da porcentagem de ganho na liberacao de glicose
com o uso do aditivo em relacao ao controle (hidrolise do bagaco sem a proteina de soja)

foram obtidos por meio da seguinte conversao (Equagao 1):

Glicose liberada utilizando—se o aditivo

% ganho = ( — 1) * 100% (1)

Glicose liberada pelo controle
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O célculo da conversdo enzimatica da biomassa foi realizado de acordo com a
Equacao 2, onde mgjicose corresponde a massa de glicose quantificada apds a hidrolise, 0,9
¢ um fator de conversao devido a adi¢ao de uma molécula de agua pela glicose durante a

hidrolise € mpagaco € @ massa de biomassa utilizada na hidroélise.

Mglicose * 0,9

% Conversdao = ( ) * 100% 2)

Mpagago * teor de celulose

Os actcares redutores totais liberados foram quantificados utilizando-se o método

de DNS (Miller, 1959).

4.5. Efeito da proteina de soja na atividade e estabilidade da

Cellic CTec3®

A influéncia da proteina de soja na atividade e estabilidade Cellic CTec3® foi
avaliada por meio da incubagao das enzimas e do aditivo em tampao citrato de sddio. As
concentragdes de enzima, tampao e proteina foram os mesmos utilizados nos
experimentos de hidrdlise enzimdtica (12% (m/m) de proteina e 10 FPU/g). Avaliou-se o
efeito da proteina logo apods a sua adi¢do a solugdo enzimatica (tempo zero) e apos 24

horas de incubagao destas, a 50°C e 30 rpm, na estufa com rotor de 360°.

A atividade da enzima (com e sem proteina de soja) foi avaliada por meio da
atividade desta em papel de filtro (FPAse), seguindo a metodologia proposta por Ghose,

(1987).
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4.6. Analise CHN

Para determinar as porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio nas amostras
solidas do bagaco adsorvido com a proteina, foi utilizada a técnica de Analise Elementar
(CHN). Seu funcionamento ¢ baseado no processo de combustao das amostras em uma
atmosfera de oxigénio puro. Apds a combustdo, os gases resultantes sao quantificados
por detector TCD (detector de condutividade térmica). A anélise foi realizada em um

equipamento da marca Perkin Elmer, modelo 2400.

4.7. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR)

A espectroscopia por FTIR fornece informacao estrutural sobre a natureza e a
conformagdao dos grupos funcionais presentes nos materiais lignoceluldsicos. Isso €
obtido por meio da correlagdo entre as bandas espectrais obtidas e as absor¢des
especificas de cada grupo funcional presente no material (hidroxilas, cetonas, anéis

aromaticos, alcenos, ésteres e alcoois) (Rodriguez-Zuiiga et al., 2014).

As amostras de bagaco apds a adsor¢ao foram analisadas no Espectrofotometro de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) da marca Bruker, modelo Vertex 70,
utilizando o acessério ATR (leitura por Refractancia Total Atenuada). Os espectros das
amostras (4000 - 400 cm’!) foram adquiridos com 4 cm! de resolu¢do, com 32
escaneamentos por amostra. Os espectros foram normalizados em relacao a banda de

1031 cm™.
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4.8. Planejamento experimental, analise da metodologia de

superficie de resposta e funcao desejabilidade

A fim de avaliar o efeito das varidveis independentes carga de soélidos e

concentragdo de proteina de soja na liberacao de glicose, de acticares redutores totais, no

ganho e na conversao da celulose em glicose (parametros dependentes a serem avaliados)

durante a hidrolise, utilizou-se o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) do

tipo 22, com triplicatas no ponto central e pontos axiais distantes em = o, com o, =22, A

Tabela 1 apresenta a matriz codificada do planejamento, assim como os valores de carga

de solidos e de proteina de soja utilizados.

Tabela 1. Matriz utilizada no planejamento experimental realizado.

Carga de Soélidos Carga de Proteina de Soja
Ensaio
Codificado % (m/v) Codificado % (m/m)
1 -1 10 -1 4
2 +1 20 -1 4
3 -1 10 +1 12
4 +1 20 +1 12
5 - 1,41 8 0 8
6 + 1,41 22 0 8
7 0 15 - 1,41 2,4
8 0 15 + 1,41 13,6
9 0 15 0 8
10 0 15 0 8
11 0 15 0 8
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Apos a elaboracao do planejamento, os resultados foram avaliados utilizando-se o
software STATISTICA®, versio 13.3. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente por meio da andlise de variancia (ANOVA) e foram considerados
significativos os parametros com p-valores menores que 0,05 (nivel de confianga de
95%). A adequabilidade do modelo foi verificada por meio do teste F. Realizou-se,
também, a analise grafica das superficies de resposta para determinar as melhores
condig¢des do processo para cada uma das variaveis dependentes analisadas. O ajuste do
modelo estatistico aos dados experimentais foi expresso por meio do coeficiente de
determinacdo R2.

ApoOs a obtengdao das superficies de resposta para cada uma das varidveis
dependentes, utilizou-se a Fungao Desejabilidade presente no STATISTICA de modo a
se determinar, no espaco amostral avaliado, os valores de carga de sélidos e de proteina
de soja que maximizaria uma ponderagdo das quatro varidveis dependes: liberagao de
glicose, de acucares redutores, a conversao da celulose em glicose e o ganho. Assim, essa
fungdo foi utilizada de modo a se obter uma diretriz a ser seguida experimentalmente (em
relagdo as varidveis independentes analisadas) que implicasse em uma alta conversao,
ganho e liberagao de agucares.

A Funcao Desirability ou Desejabilidade foi desenvolvida por Harrington (1965) e
foi mais tarde aperfeicoada por (Derringer & Suich, 1980), e ¢ utilizada na otimizacao de
processos com multiplas respostas. O método permite determinar as condigdes
experimentais que garantem, segundo critérios estabelecidos pelo usudrio, o melhor valor
de resposta conjunta (mais desejavel) para todas as variaveis dependentes analisadas.

O principio de funcionamento do método baseia-se no fato de que, a partir da
aplicacdo do planejamento experimental (no caso desde estudo utilizou-se o
Delineamento Central Composto Rotacional) obtém-se equagdes que associam as

variaveis dependentes estudadas em fungdo das independentes. As equagdes obtidas
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apresentam a seguinte forma: Y, =f(CS, PS), onde Y. sdo as variaveis dependentes (neste
estudo quatro variaveis foram analisadas, sendo elas concentragcdo de glicose, de ART,
conversao ¢ ganho), CS ¢ a carga de so6lidos e PS a de proteina de soja, e sdo validas
dentro da regido avaliada, apresentada na Tabela 1.

A partir destas equacdes, cada uma das respostas obtidas foi transformada de modo
que elas obtenham valores pertencentes ao intervalo de [0, 1]. A funcdo transformada ¢
denominada di, sendo que o valor desta aumenta a medida que a resposta de aproxima aos
limites impostos pelo usudrio. A Equacdo 3 apresenta a determinacdo da fungdo
desejabilidade global (D), a partir da combinagdo de cada desejabilidade individual
transformada (di), por meio de uma média geométrica, onde k denota o numero de

respostas a serem avaliadas (Pimenta et al., 2014).

D = (dy(Yy) x dy(Yp) X ... x dye(¥;e)) /k 3)

De maneira geral, o valor de D avalia os niveis do conjunto combinado de respostas.
Esta variavel também apresenta valores pertencentes ao intervalo de [0, 1], e sera
maximizada quanto todas as variaveis se aproximarem o maximo possivel das
especificagdes desejadas pelo estudo, sendo que, quanto mais proximo de 1 estiver D,
mais proximas as varidveis dependentes estdo dos valores desejados. Zero representa um
valor inaceitavel. O ponto de 6timo geral do sistema € o ponto atingido pela maximizagao
da equacao 3 (Paiva, 2008).

A vantagem em se utilizar a média geométrica € que esta leva ao alcance da solucao
global de forma balanceada, possibilitando que todas as respostas atinjam os valores
esperados e forgando o algoritmo a se aproximar das especificagdes impostas. Quando

1ss0 ndo € possivel, o algoritmo gera uma solugdo inviavel ao problema (Paiva, 2008).
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Neste trabalho, deseja-se maximizar as variaveis dependentes aqui estudadas, para
que a hidrolise tenha elevados ganhos, conversao e liberagao de agucares. Para este caso,

as fungdes desejabilidade individuais sao calculadas pela Equacao 4.

0 seYi<lLi

di 1seYi>A

(4)

. oot
M] seYi>Li
(A-Li)

Onde, d; ¢ a desejabilidade individual de cada varidvel; Y; € o valor da resposta em
cada ponto estudado da variavel dependente i; Li ¢ o limite inferior dos valores obtidos
para a variavel 1 na regido experimental avaliada (menor valor); e A ¢ o valor alvo (mais
desejado). Para d; = 0, a resposta obtida ¢ totalmente indesejada; se d; = 1, a resposta
obtida ¢ altamente desejada (valor alvo). Quanto mais proximo de 1, maior a
desejabilidade do valor obtido.

O valore de t indica a importancia do valor alvo. Se t = 1, a funcdo desejabilidade
aumenta linearmente na dire¢ao de A; se t > 1, a funcdo ¢ convexa; parat < 1, a fungdo ¢
concava (Pimenta et al., 2014).

ApoOs a aplicagdo desta metodologia aos dados obtidos pelo planejamento
experimental, os valores das variaveis independentes que otimizavam as respostas
conversao enzimatica, ganho, liberacao de glicose e liberagao de ART, dentro da regidao
avaliada experimentalmente, foram 15% (m/v) de bagaco e 12% (m/m) de proteina. A

validacao dos modelos obtidos foi realizada para esses pontos experimentais.
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4.9. Analise Tecno-Economica Reversa

Seguindo a metodologia descrita em Furlan et al. (2016), as metas de desempenho
do reator de hidrolise enzimatica de bagaco de cana pré-tratado hidrotermicamente foram
obtidas através de simulagdes no ambiente EMSO (Environment for Modeling
Simulation and Optimization). A simulagdo da biorrefinaria 1G-2G no EMSO foi baseada

na utilizada por Longati et al. (2018).

Inicialmente, geraram-se curvas isoecondmicas as quais permitiram avaliar o efeito
das variaveis carga enzimadtica, carga de solidos, concentragdo de proteina de soja ¢ a
conversao da biomassa na viabilidade do processo. O indice econdmico utilizado nas
analises foi o Valor Presente Liquido igual a zero, ou seja, o valor minimo necessario
para que a planta possa se tornar viavel economicamente. O efeito do custo da proteina
de soja e do tempo de operagao do reator de hidrolise também foram avaliados.

A proteina de soja foi adicionada na simulacdo da seguinte forma: inseriu-se no
processo uma corrente de proteina (a 50°C e 1 atm, de modo a evitar problemas de balanco
de energia no reator) apds a adicdo da corrente de enzimas e antes da entrada destas no
reator de hidrolise. A Figura 11 representa como foi inserido o aditivo no fluxograma da

etapa de hidrdlise.

Proteina de
Enzimas Soja
Bagacgo de

| | T
Cana Pré-

—>
tratado v U Ll

Misturador Misturador Reator de
Hidrélise

\ 4

Figura 11. Fluxograma representando a adigdo da proteina de soja na simulagdo da biorrefinaria de etanol
1G-2G desenvolvida no EMSO.
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De modo a facilitar a adi¢do da proteina na simulacao do processo, esta foi inserida
como um componente ja existente na simulagdo. Assim, o aditivo foi adicionado como
uma corrente extra de enzimas no processo. Na simulagdo, estabeleceu-se que essa
corrente de proteina ndo reagiria no reator de hidrélise, evitando-se, assim, que ela fosse
contabilizada como enzima que hidrolisaria o material lignocelulosico no reator. Além
disso, considerou-se que essa corrente de proteina de soja seria queimada nas caldeiras
apos a saida da etapa de sacarificacao enzimatica. Devido a falta de dados na literatura, o
poder calorifico da proteina foi aproximado como sendo a sua entalpia de desnaturacao
(1500 kJ/mol), sendo este dado obtido a partir dos dados apresentados por (Hua et al.,
2005), para a proteina 11S (globulina) presente na soja. Exceto quando especificados, os
principais parametros de processo utilizados na simulagao foram os mesmos apresentados

na Tabela 1 de Longati et al. (2018).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Hidrdlise
5.1.1. Planejamento Experimental

A fim de definir as melhores condi¢des para as varidveis independentes cargas de
solidos e de proteina de soja, dentro da regido com os valores experimentais avaliados,
utilizadas na hidrolise do bagaco de cana pré-tratado hidrotermicamente, aplicou-se a
metodologia de superficie de resposta utilizando-se o Delineamento Central Composto
Rotacional (DCCR) como ferramenta (foram avaliadas apenas estas duas variaveis no
planejamento objetivando-se reduzir o numero de experimentos a serem realizados).
Foram analisadas como variaveis dependentes a concentracao de glicose, de agucares
redutores totais (ART), a conversdo da celulose em glicose € o ganho obtidos apos a
sacarificagdo, para uma carga de enzimas fixa em 5 FPU/g de bagago no tempo de 24
horas. A carga enzimatica foi fixada em 5 FPU/g de modo a evitar que uma carga alta de
enzimas mascarasse o efeito da proteina de soja como aditivo. Para tanto, foram
realizados um total de 11 ensaios, seguindo as combinagdes dos fatores selecionados
conforme apresentados na Tabela 1. A Tabela 2 apresenta a matriz DCCR com as
variaveis independentes e dependentes obtidas. Para a determinag¢ao do ganho, este foi
calculado a partir dos dados da glicose liberada pelos controles (hidrdlise sem a proteina
de soja) para cada uma das cargas de sélidos estudadas. Desse modo, para as cargas de
bagaco de 8, 10, 15, 20 e 22% (m/v), os controles liberaram, respectivamente, 12,06,
17,43, 23,15, 28,34 ¢ 27,22 g/L de glicose.

A Figura 12 apresenta os graficos de Pareto obtidos para cada uma das varidveis
dependentes analisadas. A analise do grafico de Pareto possibilita verificar o efeito das

variaveis independentes e suas combinagdes sobre o rendimento da hidrdlise. Para a
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liberacao de glicose, de acticares redutores totais (ART) e conversao, os fatores que foram

significativos para o nivel de significAncia de 95% adotado foram as cargas de solidos,

em sua forma linear (L) e quadratica (Q), e o termo linear da carga de proteina de soja.

Para as trés variaveis o maior efeito foi obtido para o termo linear da carga de sélidos,

sendo que este influenciou de forma positiva e glicose e ART e de forma negativa a

conversao, ¢ a interagdo entre os fatores ndo se mostrou significativa. Para o ganho,

apenas os termos lineares foram significativos no intervalo de confianga adotado, com a

carga de solidos apresentando o maior efeito e influenciando de forma negativa o aumento

do ganho. Desse modo, para a obtencdo dos modelos, apenas os termos significantes no

intervalo de confiang¢a adotado foram considerados.

Tabela 2. Matriz com os valores codificados e reais do DCCR com os dados de glicose e aglicares
redutores totais obtidos apds 24 horas de hidrdlise com 5 FPU/g.

Carga de
Carga de Acucares
Proteina de Conversao
Ensaio Solidos Glicose (g/L) Redutores Ganho (%)
Soja (%)
(% m/v) Totais (g/L)
(% m/m)
1 -1(10) -1(4) 19,88 32,58 31,94 14,03
2 +1(20) -1(4) 29,08 48,73 23,37 2,63
3 -1(10) +1(12) 22,92 33,88 36,83 31,49
4 +1(20) +1(12) 30,39 49,23 24,42 7,24
5 - 1,41 (8) 0(8) 16,28 26,29 32,72 35,08
6 + 1,41 (22) 0(8) 25,30 48,14 18,48 -7,07
7 0(15) - 1,41 (2,4) 24,99 42,12 26,78 7,98
8 0 (15) + 1,41 (13,6) 28,88 46,90 30,88 24,50
9 0(15) 0(8) 27,56 43,32 29,52 19,05
10 0(15) 0(8) 28,02 43,78 30,02 21,05
11 0(15) 0(8) 27,82 43,50 29,81 20,19
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(1)Carga de Sélidos - % (mv)(L)

Carga de Solidos - % (mv)(Q)

(2)Carga de Proteina de Soja - % (m/m)L)

1Lby2L

Carga de Proteina de Soja - % (mVm)(Q)

(1)Carga de Solidos - % (MAV)(L)

(2)Carga de Proteina de Sofa - % (m/m)(L)

Carga de Séligos - % (mv)Q)

1Lby2L

Carga de Proteina de Soja - % (m/m)(Q)

_5'78365

2,753372

-9,00218

3,700027

-,683806 1594886
-011741 489034
(a) Glicose (b) ART
p=105 p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
3359918 4087164
-3,09827 -2,08442
1.59443 -1,63482
0088178 -1,35871
(c) Conversao (d) Ganho
p=.05 p=105
Effect ( Value) Sta Effect Esti ( Value)

Figura 12. Graficos de Pareto para cada uma das variaveis dependentes analisadas a) Glicose, b) ART, c)

Conversao e d) Ganho.

As andlises de variancia (ANOVA) para as variaveis de resposta estudadas sao

apresentadas nas Tabelas 3, 4, 5 ¢ 6. Para que o modelo obtido represente de forma

satisfatoria os dados experimentais, este deve possuir um elevado coeficiente de

determinacio (R?), além do valor do Feaiculado ter que ser maior do que 0 do Fiabelado. A

partir da analise das tabelas, percebe-se que os valores de R? obtidos foram satisfatorios,

variando entre 0,8787 para o ganho e 0,9941 para o ART. De forma analoga, o valor de

Fcalculado f01 maior do que o Frabelado €m todos os casos. Desse modo, tem-se que os modelos

obtidos sdo estatisticamente significativos e se ajustam bem aos dados experimentais.
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Tabela 3. Analise de varidncia (ANOVA) para a variavel concentragio de glicose.
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor de
Variacao Quadrados Liberdade Médio Featculado

Regressiao 178,4181 3 59,4727
47,148
Residuo 8,83 7 1,2614
Total 187,2481 10

R? =0,9568; Fabelado 3: 7: 0.05) = 4,35

Tabela 4. Tabela de variancia (ANOVA) para a variavel concentragdo de agticares redutores.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor de
Variacao Quadrados Liberdade Médio Featculado
Regressiao 561,8231 3 187,2744
254,345
Residuo 5,154 7 0,7363
Total 566,9771 10
R?=0,9941; Fubelado 3: 7: 0.05) = 4,35
Tabela 5. Tabela de variancia (ANOVA) para a variavel conversdo.
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor de
Variacao Quadrados Liberdade Médio Fealculado
Regressiao 244,62 3 81,54
50,33
Residuo 11,31 7 1,62
Total 255,93 10
R? =0,9558; Fuabelado 3: 7: 0.05) = 4,35
Tabela 6. Tabela de varidncia (ANOVA) para a variavel ganho.
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor de
Variacao Quadrados Liberdade Médio Fealculado
Regressao 1392,31 2 696,16
28,97
Residuo 192,21 8 24,03
Total 1584,52 10

R* = 0,8787; Fuabelado 2: 8: 0,05) = 4,46
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Apos a analise de variancia e da constatagao da significancia dos modelos, obteve-
se as superficies de resposta para cada uma das variaveis analisadas, além das equagdes
codificadas, considerando-se apenas os parametros significativos dentro do intervalo de
confianga de 95% adotado. Nas equagdes que serdo apresentadas, CS representa a carga
de solidos e PS a de proteina de soja.

Primeiramente avaliou-se o efeito da carga de solidos e de proteina na liberagao de
glicose e de agucares redutores totais. As superficies de resposta (a) e as curvas de
contorno (b) para cada uma das variaveis estao apresentadas nas Figuras 13 e 14, seguidas

de suas respectivas equagdes do modelo (Equagdes 5 e 6).

(b)

S

Glicose (g/L)
Proteina de Soja - %(m/m)

Carga de Sélidos - % (m/v) =3

Figura 13. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a avaliagdo dos efeitos das cargas de
solidos e de proteina de soja na liberacdo de glicose. O tempo de hidroélise foi de 24 horas e a carga
enzimatica utilizada era de 5 FPU/g de substrato.

Glicose (&) = 27,80 + 7,356 « CS — 6,15 « CS? + 2,442 « PS ()

A partir das superficies geradas para a glicose na Figura 13, verificou-se que altas

cargas de solidos acarretam o aumento da glicose liberada apds a hidrolise, estando de
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acordo com trabalhos encontrados na literatura (Modenbach & Nokes, 2013). A proteina
de soja também influenciou de forma positiva a hidrolise, sendo que quanto maior a sua
concentragdo na faixa de valores analisadas, maior foi a concentracao de glicose obtida.
No entanto, ressalta-se novamente que o efeito da carga de solidos foi mais significativo
do que o da proteina.

A analise da liberagdo de agucares redutores mostrou que a proteina de soja pouco
influencia esta variavel. O efeito da carga de sélidos se mostrou muito mais expressivo
uma vez que quanto maior o valor desta, mais agucares redutores foram liberados.
Conforme pode ser observado na Figura 14, as regides com as maiores concentragoes de

acucares redutores estdo em aproximadamente 21% de carga de solidos (regides com os

tons de vermelho mais escuros).
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Figura 14. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a avaliagdo dos efeitos das cargas de
solidos e de proteina de soja na liberacdo de agucares redutores totais (ART). O tempo de hidrolise foi de
24 horas e a carga enzimatica utilizada era de 5 FPU/g de substrato.

ART (%) = 43,55 + 15,60 + CS — 6,2138 * S + 2,9346  PS 6)
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Conversio (%)

Assim, de forma similar ao que foi apresentado anteriormente, avaliou-se o efeito
da carga de solidos e de aditivo na conversdo e no ganho. As Figuras 15 e 16 representam
as superficies de resposta e curvas de contorno para cada uma das variaveis analisadas.

As equagdes com os parametros significativos dos modelos também foram apresentadas

nas Equagdes 7 ¢ 8.

(b)

Proteina de Soja - %(m/m)

Il > 36
<33
<29
<25

B <21
6 8 10 12 14 16 18 20 22 Zd-<17

Carga de Sélidos - % (m/v) <13

Figura 15. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a avaliagdo dos efeitos das cargas de
solidos e de proteina de soja na conversao da celulose em glicose. O tempo de hidrélise foi de 24 horas e
a carga enzimatica utilizada era de 5 FPU/g de substrato.

Conversio (%) = 29,7833 — 10,279 = CS — 3,22 * CS? + 2,94 = PS (7)

A Figura 15 apresenta o efeito negativo de altas cargas de sélidos na conversao da
celulose em glicose, além de evidenciar que o aumento na concentragdo de proteina de
soja favoreceu a conversao. De forma similar, na Figura 16 percebe-se que o ganho

apresentou a mesma tendéncia da conversao.
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Ganho (%)

(a) (b)

Proteina de Soja - %(m/m)

Figura 16. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a avaliagdo dos efeitos das cargas de
solidos e de proteina de soja no ganho. O tempo de hidrolise foi de 24 horas e a carga enzimatica utilizada
era de 5 FPU/g de substrato.

Ganho (%) = 16,016 — 23,815 * CS + 11,358 * PS (8)

Dessa forma, os resultados obtidos pelo planejamento corroboram dados da
literatura de que trabalhar com altas cargas de solidos durante a hidrélise aumentam a
quantidade de glicose liberada no processo. Utilizar altas cargas de sélidos ¢ fundamental
para garantir a viabilizagdo da produgdo do etanol de segunda geracao, uma vez que o
aumento na liberagcdo de agucares implica em maior produtividade da planta industrial
(da Silva Martins et al., 2015; Hodge et al., 2009; Kristensen et al., 2009; Modenbach &
Nokes, 2013). No entanto, conforme observou-se na Figura 15, para processos em
batelada, utilizar altas cargas de solidos acarreta a redugdo da conversao da biomassa em
glicose. Trabalhar com cargas de solidos consideradas altas (maiores do que 15%) implica
na redugdo da conversdo da celulose, além do aumento do tempo de liquefacdo da
biomassa e do tempo de processo (Mukasekuru et al., 2018). Essa reducao na conversao

acontece, pois, cargas elevadas de s6lidos implicam em problemas de agitacao, transporte
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de massa e inibicao das enzimas pelos produtos formados. Durante a hidrolise com altos
teores de biomassa, as enzimas podem ser inibidas tanto pelos produtos formados, quanto
pelos inibidores formados durante o pré-tratamento, que estdo em maior concentracao
devido a alta quantidade de solidos. Além disso, a falta de 4gua disponivel aumenta a
viscosidade do meio, o que prejudica a agitacdo, e reduz o transporte de massa,
dificultando o acesso das enzimas a celulose e criando regides com concentragdes
elevadas de produtos que acabam por inibir a acdo destas. Esses fatores implicam em
tempos maiores de reagdo, o que afeta economicamente de forma negativa o processo.
Uma forma de minimizar estes problemas ¢ conduzir a hidrolise utilizando um processo
de batelada alimentada (da Silva Martins et al., 2015; Hodge et al., 2009; Modenbach &

Nokes, 2013).

5.1.2. Determinacio dos valores que otimizam as variaveis dependentes

(funcao Desejabilidade) e validacio do modelo

A partir dos modelos obtidos pelo planejamento experimental, utilizou-se a Fungao
Desejabilidade presente no software STATISTICA para determinar, dentre a regido
experimentalmente avaliada, os valores de carga de bagaco e de proteina de soja que
otimizem as quatro variaveis dependentes avaliadas. Buscou-se esse 6timo uma vez que,
para garantir a viabilidade econdmica da produgdo do etanol 2G, junto da utilizagdo da
proteina de soja como aditivo, a hidrélise deve ter uma alta liberagdo de agucares
fermentesciveis, associada a uma alta conversao e um alto ganho.

A Figura 17 apresenta a superficie de resposta e as curvas de contorno obtidas por
meio da fungdo Desejabilidade. Quanto mais proximo de 1 no grafico da superficie de
resposta (a), mais proximo se estd da regido que otimiza as variaveis liberagao de
agucares, o ganho e a conversao, dentro da regido estudada. Para a aplicacdo deste
método, conforme estabelecido no item 4.8, considerou-se como os limites inferiores (L1)
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de cada variavel resposta como sendo o valor minimo obtido por elas na Tabela 2. Os
valores alvos (A) foram considerados os maximos resultados obtidos por cada varidvel
na Tabela 2.

O objetivo deste estudo ¢ trabalhar com uma alta carga de soélidos (=15%),
mantendo-se valores elevados de ganho, liberagao de aglcares e da conversao da
biomassa. Assim, analisando a Figura 17 tem-se que os valores das variaveis
independentes cargas de solidos e de proteina, que permitem trabalhar em uma regiao que
tenha altos valores para as varidveis dependentes estudadas (regides com as coloragdes
em vermelho mais escuro), foram, respectivamente, 15% (m/v) e 12% (m/m). Este ponto
esta destacado pela linha tracejada em preto, presente na Figura 17(b). Conforme pode
ser observado, trabalhar com concentracdes de proteina maiores que 12%, ndo acarretam
melhora significativa no aumento simultaneo das variaveis dependentes para a carga de
solidos selecionada. Da mesma forma, aumentar o teor de bagago também nao melhorou
0 processo, uma vez que para essa variavel ha uma regido de 6timo conforme pode ser
observado no grafico.

Apos a definicdo dos valores otimizados para as cargas de solidos e de proteina,
utilizados nas préximas etapas do estudo, validou-se para esta condigdo os modelos
obtidos anteriormente para cada uma das variaveis analisadas. O valor de 15% de so6lidos
(CS) obtém o valor codificado igual a 0 (zero); ja o valor de 12% de proteina (PS) ¢
representado pelo valor codificado igual a +1.

A Tabela 7 apresenta os valores preditos por cada modelo, representado pelas
Equagdes 5, 6, 7 e 8, assim como os valores obtidos experimentalmente. Os dados

experimentais representam as médias das triplicatas realizadas.
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Proteina de Soja - %(m/m)
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Figura 17. Obtengao dos valores que otimizam as variaveis dependentes do processo (glicose, ART,
conversdo e ganho) por meio da utilizagdo da Fungdo Desejabilidade presente no software STATISTICA.

Tabela 7. Validagdo do modelo obtido pelo planejamento experimental.

Variaveis Dependentes Valor Predito Valor Experimental
Glicose (g/L) 30,24 30,5+0,4
ART (g/L) 46,50 47,2+0,7
Conversao (%) 32,72 32,7+0,4
Ganho (%) 27,37 26,9+1,4

Considerando-se os desvios padrdes associados aos dados experimentais, tem-se

que os valores experimentais para cada variavel analisada estdo muito proximos aos

valores preditos. Isso significa que os modelos propostos representam de forma

satisfatoria os dados experimentais. Assim, os valores otimizados de carga de sélidos e

de aditivo, obtidos apos a realizagdo do planejamento experimental estatistico, foram

fixados para as etapas subsequentes do estudo.

E importante salientar que, apesar da fun¢do Desejabilidade aqui empregada

fornecer o ponto que otimiza as varidveis dependentes analisadas em fungao da carga de
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bagaco e de aditivo, estas condigdes nao necessariamente implicardo no melhor
desempenho tecno-econdémico do processo. De modo a se avaliar o impacto tecno-
econdmico da adi¢dao da proteina de soja no processo de producao do etanol de segunda
geragao, esta foi avaliada e apresentada nas etapas seguintes desta dissertagao no contexto
da simulagdo da biorrefinaria integrada de etanol 1G-2G, desenvolvida por pesquisadores
do LaDABio do Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar (Furlan et al., 2016;
Longati et al., 2018). Os valores experimentais apresentados neste trabalho serdo
comparados com os valores simulados no item 5.5 deste trabalho.

Além disso, segundo Paiva (2008), deve-se destacar que, apesar de muito utilizada
no ambiente académico, a aplicacdo da funcdo desejabilidade apresenta limitacdes e
problemas, tais como: (i) o método depende de uma escolha subjetiva das fungdes
individuais (di); (i) o método nao considera a variancia das respostas, bem como a
estrutura da correlagdo entre elas. No entanto, esta metodologia foi aqui empregada por
ser bastante difundida no meio académico, além de ser um método mais simples de
otimizacao, ja que condensa um problema de otimizagdo multivariada em um univariado

(Paiva, 2018).

5.1.3. Avaliacio do efeito da carga enzimatica e perfil temporal

Apos a definicdo no item anterior dos parametros carga de solidos e de aditivo, por
meio da busca de condigdes que fornecessem valores elevados de conversao, ganho e
liberacao de agucares (dentro da regido avaliada experimentalmente), definiu-se, para os
experimentos subsequentes de hidrdlise e adsor¢ao, a fixagdo das cargas de solidos e de
proteina de soja em 15% (m/v) e 12% (m/m), respectivamente. Em seguida, realizou-se
a hidrolise para diferentes cargas de enzima (5, 10, 15 e 20 FPU/g de biomassa) e tempos

de hidrolise (24, 48 e 72 horas). De modo a averiguar os efeitos destas varidveis no
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processo, avaliou-se, entdo o perfil temporal de liberacao de glicose. A Figura 18
representam o perfil temporal de liberacao de glicose e os ganhos obtidos (calculados de
acordo com a Equagdo 1), respectivamente. Na Figura 18(a), as barras com cores solidas
representam os controles (hidrélise sem a adi¢ao da proteina). Ja as barras hachuradas
apresentam a glicose liberada apos a hidrélise na presenga do aditivo. As diferentes cores
estao relacionadas as diferentes cargas enzimaticas avaliadas.

A analise dos graficos permite identificar que a proteina de soja teve efeito positivo
na liberacao de glicose para todos os tempos e cargas de enzima avaliados. As linhas
tracejadas em azul, presentes na Figura 18 (a), destacam que, para 5 FPU/g e 12% (m/m)
de proteina, a glicose liberada durante 24 horas de hidrélise foi praticamente a mesma do
que para o controle de 5 FPU/g em 48 e 72 horas de hidrdlise. De forma similar, 24 horas
de hidrolise na presenca do aditivo, para 10 FPU/g de enzima, liberou a mesma
quantidade de glicose, para a mesma carga de enzima, apos 48 ¢ 72 horas de hidroélise do
controle (sem a proteina de soja). Desse modo, a adicdo da proteina de soja durante
sacarificagdo possibilitou liberar a mesma quantidade de glicose do que em 72 horas de
hidrolise do controle, implicando, assim, em um tempo de processo 66% menor. Do ponto
de vista industrial, reduzir o tempo de operagdao, mantendo-se o rendimento ¢ algo
fundamental para que se possa garantir vantagens econdmicas ao processo. Verificou-se,
também, que entre os tempos de 48 ¢ 72 horas ndo houve um aumento significativo na

liberacao de glicose.
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Figura 18. (a) Perfil temporal de liberagio de glicose para cargas de enzima de 5, 10, 15 e 20 FPU/g de
substrato, com e sem a adi¢do de proteina de soja. As barras com cores solidas representam os controles;

as barras hachuradas representam a hidrolise com 12% (m/m) de proteina de soja. A carga de sélidos

utilizada foi de 15% (m/v). (b) Ganho obtido pela hidrolise com o aditivo em relagdo ao controle.
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Outra observacao importante foi que 5 FPU/g com 12% (m/m) de proteina, em 24
horas de hidrolise, liberou a mesma quantidade de glicose em relagao ao controle de 10
FPU/g em 24 horas. Assim a adi¢dao da proteina possibilitou reduzir pela metade a carga
enzimatica utilizada no processo. Ainda para o tempo de 24 horas, 10 FPU/g com proteina
obteve a mesma conversao que 15 FPU/g sem o aditivo. De forma analoga, 15 ¢ 20 FPU/g
obtiveram a mesma tendéncia. Esses resultados implicam em uma reducdo de 33 e 25%
na carga enzimatica, respectivamente. Para os tempos de 48 ¢ 72 horas, perfis similares
podem ser também observados. Do ponto de vista econdmico, essa possibilidade de
redu¢do na carga enzimatica ¢ extremamente interessante, uma vez que a proteina de soja
possui um custo muito inferior ao da enzima (Klein-Marcuschamer et al., 2012).

O grafico com os ganhos (porcentagem de aumento na liberacdo de glicose em
relagdo aos resultados obtidos sem o aditivo) apresentado na Figura 18(b) mostra que para
todos os tempos e cargas de enzima estudados, a adicdo de proteina de soja resultou no
aumento na liberagdo de glicose em relagao ao controle. Contudo, esse aumento foi mais
acentuado quando se trabalhou com concentragdes de enzima de 5 e 10 FPU/g em 24
horas de processo. Os ganhos obtidos chegaram a 26% de aumento na liberacdo de
glicose. Desse modo, constata-se que o tempo de 24 horas e as cargas enzimaticas de 5 e
10 FPU/g apresentam-se como as mais adequadas para se realizar as etapas subsequentes
do estudo, uma vez que nestas condi¢gdes o efeito da proteina de soja na hidrolise se
mostrou mais pronunciado. Conforme aqui observado, na literatura altas cargas
enzimaticas também implicam na redugdo do efeito positivo dos aditivos durante a
hidrolise (Cai et al., 2017; Kumar et al., 2012; Wei & Wu, 2017; Zhang et al., 2018). Isso
ocorre pois, para os controles (hidrolise sem aditivo), uma parte das enzimas sao
adsorvidas improdutivamente pela lignina durante a sacarificagao enzimatica, no entanto,
a alta concentragao destas no meio reacional faz com que estas enzimas adsorvidas atuem

como proteinas de sacrificio, ndo afetando assim a a¢do das enzimas livres em solugao.
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Para baixas cargas enzimaticas, as celulases adsorvidas improdutivamente reduzem de
forma significante a quantidade de enzimas livres em solucao, reduzindo a conversao da
biomassa e, assim, o efeito dos aditivos na hidrélise sao mais efetivos (Kumar et al., 2012;
Wei & Wu, 2017; Zhang et al., 2018).

Florencio et al. (2016) também obtiveram resultados positivos no aumento da
eficiéncia da hidrolise enzimatica do bagaco de cana utilizando a proteina de soja como
aditivo e utilizando-se coquetéis enzimdticos produzidos in-house, sem aditivos que
afetem a adsor¢cdo improdutiva em sua formulagdo. Segundo os autores, a proteina foi
capaz de aumentar a liberacdo de glicose em até 50%, apresentando resultados melhores
do que aditivos usualmente reportados na literatura, como a BSA, o Tween ¢ o PEG.

Brondi et al. (2019), ao avaliar o perfil temporal de liberacdo de glicose para o
bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor, utilizando um coquetel enzimatico
comercial (Cellic CTec2®), também observaram o efeito positivo da proteina de soja.
Ganhos superiores a 35% foram obtidos para 24 horas de hidrélise utilizando-se uma
carga enzimatica de 5 FPU/g de substrato. Similarmente ao apresentado na Figura 18(b),
foi para o tempo de 24 horas que o efeito do aditivo se mostrou mais pronunciado. Os
autores também demonstraram que era possivel reduzir o tempo de processo em até 66%
e a carga enzimatica em 33% com a adicdo da proteina.

Florencio et al., (2019) realizaram a hidrolise do bagago de cana hidrotérmico,
também utilizando 15% solidos e 12% de proteina de soja como aditivo, no entanto, a
sacarifica¢io foi realizada pelo coquetel comercial Cellic CTec2®. Os autores observaram
ganhos de até 76% quando uma carga enzimatica de 5 FPU/g de solidos foi empregada,
para 24 horas de hidrolise, sendo estes superiores aos obtidos pela Figura 18. No entanto,
enquanto que o controle para a hidrolise de Floréncio et al. (2019) gerou cerca de 11 g/L
de glicose e a presenca da proteina elevou este valor para aproximadamente 19,5 g/L, na

Figura 18 os valores obtidos para as mesmas condi¢des foram de, respectivamente, 24
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g/L e 30,5 g/L. Tal diferenca na sacarificagdo se deve a utilizagdo de coquetéis
enzimaticos diferentes. A Cellic CTec3® representa um coquetel enzimético mais
moderno e recente produzido pela empresa Novozymes, apresentando, de acordo com a
fabricante, performance 1,5 vezes melhor do que sua antecessora, a Cellic CTec2®. De
acordo com Sun et al. (2015), além de apresentar maior FPAse, a CTec3® também
apresenta uma maior quantidade de enzimas acessorias, que agem de forma sinérgica com
as celulases presentes no coquetel enzimatico, aumentando, assim, a performance desta
tanto na hidrdlise da celulose pura, quanto de materiais lignoceluldsicos.

Yu et al., (2013) realizaram a hidrdlise do bagago de cana hidrotérmico, utilizando
o Tween 80 como aditivo e carga enzimatica de 15 FPU/g durante a hidrolise. Para 24
horas de hidrolise os autores nao observaram efeito significativo do aditivo, no entanto,
para 72 horas de processo, 0 Tween aumentou em 34% a conversao da celulose presente
no material. Assim, a proteina de soja obteve efeito positivo na hidrolise mais
rapidamente do que o Tween 80, um dos aditivos mais reportados na literatura para a
reduc¢do da adsor¢ao improdutiva de enzimas pela lignina (Borjesson et al., 2007a, 2007b;
Eriksson et al., 2002), uma vez que teve seu melhor efeito na liberagao de glicose com 24
horas de hidrolise. O melhor desempenho da proteina frente ao Tween pode ser devido,
além da reducao da adsor¢ao improdutiva, ao aumento da estabilidade da atividade das
enzimas durante a hidrdlise e, também, a reducao da viscosidade do meio reacional, o que
facilitaria o transporte de massa neste. No entanto, estudos mais aprofundados se fazem
necessarios para melhor entender o efeito da proteina de soja durante a hidroélise.

Frente ao que foi observado na Figura 18, as cargas enzimaticas de 5 ¢ 10 FPU/g
apresentaram ganhos similares na hidrolise. Como 10 FPU/g acarreta maior conversao e
liberacao de glicose ao material lignoceluldsico (maior quantidade de agucares gerados
para uma mesma massa de bagaco) optou-se por realizar os préoximos estudos com essa

carga enzimatica fixa.
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5.1.4. Efeito da pré-incubacio da proteina de soja com o bagaco

Objetivando-se aumentar ainda mais o rendimento da hidrdlise enzimatica, avaliou-
se o efeito da pré-incubacao da proteina de soja durante 2, 4, 6 ¢ 24 horas, a 50°C, com o
bagaco pré-tratado hidrotermicamente. Apds estes tempos, adicionou-se a enzima e
realizou-se a hidrolise por 24 horas. A Figura 19 apresenta os dados referentes aos ganhos
obtidos em relacdo ao controle (hidrolise sem o aditivo) assim como a conversdo da
celulose em glicose e a quantificagdo da glicose liberada para todos os tempos de

incubacao estudados.
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Figura 19. Ganhos e conversdo obtidos para diferentes tempos de incubacdo da proteina de soja com o
bagaco, para uma carga enzimatica de 10 FPU/g, 24 horas de hidrolise, 15% (m/v) de sélidos e 12%
(m/m) de proteina de soja.
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A partir dos dados obtidos percebe-se que a incubagao prévia da biomassa com a
proteina de soja, antes da hidrolise, ndo se mostrou eficiente no aumento da eficiéncia da
hidrolise enzimatica, uma vez que a concentragdo de glicose liberada se manteve
praticamente constante em relacdo a hidrolise sem a incubagdo para os tempos de 2, 4 ¢
6 horas. Para o tempo de 24 horas houve uma redugao na liberagao de glicose em relagao
a hidrolise sem a incubagao. Isso pode ser devido a liberacao de substancias presentes no
bagaco devido ao longo tempo de incubagdo que podem, além de inibir a agdo das
enzimas, alterar o pH do meio reacional, afetando o rendimento do processo.

Florencio et al. (2016) também avaliaram o efeito da incubacao da proteina de soja
com o bagaco de cana explodido a vapor durante a hidrélise enzimatica utilizando
enzimas produzidas in house. Assim como os resultados apresentados na Figura 19, os

autores também nao obtiveram melhorias na liberagao de glicose.

5.1.5. Efeito da proteina de soja desnaturada

Wang et al, (2014) relataram que a desnaturacdo térmica aumenta a
hidrofobicidade da proteina de soja. Isso ocorre principalmente devido a desnaturagdo da
B-conglicinina presente na soja. Como a adsor¢ao improdutiva de celulases pela lignina
deve-se, principalmente, a interagdes hidrofobicas, realizou-se a desnaturagdo térmica da
proteina de soja com o objetivo de favorecer a interagdo lignina-proteina de soja,
reduzindo a adsor¢ao improdutiva de enzimas. Os tempos e temperaturas de desnaturagao
testados foram baseados nos maiores valores de hidrofobicidade obtidos por Wang et al.,
(2014).

A Figura 20 apresenta os dados da glicose liberada, da conversao e do ganho obtido
em relacao a hidrdlise sem aditivo, para a proteina de soja isolada (vermelho), esta

desnaturada em trés diferentes condigdes (azul) e o controle sem o aditivo (cinza).
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5.1.6. Efeito da proteina de soja soltvel

A proteina de soja apresenta ponto isoelétrico no pH 4,5 (Sinha-Ray et al., 2012).
Isto faz com que esta apresente baixa solubilidade no pH de hidrolise aqui utilizado, 4,8.
De modo a avaliar a baixa solubilidade da proteina de soja no pH 4.8, quantificou-se a
fracao soluvel, por meio do kit BCA, presente em solugdes com concentragdes iniciais
(fragdes soluveis + insoluveis) de 1,5, 7,5, 18, 30 e 100 g de proteina/L de tampao. Tais
concentragdes correspondem as cargas de aditivo utilizadas na hidrolise de 1, 5, 12,20 e
67% (m/m), respectivamente. Assim, a Figura 21 apresenta a quantificacdo da proteina
de soja soluvel presente no sobrenadante, apds 24 horas de incubagdo entre o aditivo e o
tampao (barras com a cor azul), a 50°C, assim como as concentragdes inicias de proteina
isolada (barras hachuradas em vermelho - fragdes soluvel + insolivel) as quais a fragao
soluvel foi extraida. Os numeros acima das barras representam os valores das
concentragdes obtidas em g/L. As barras azuis localizadas a direita das vermelhas
correspondem as fragdes soluveis extraidas destas. A Tabela 8 apresenta as concentragdes
encontradas de proteina soluvel em relagdo a proteina total, assim como a porcentagem
de proteina solubilizada.

Com a analise dos dados percebe-se a baixa solubilidade da proteina nesse pH
avaliado. Para todas as concentracdes estudadas a fracao soluvel correspondeu a valores

entre 1,26 —2,24% da concentragdo total inicial do aditivo (soltvel + insolavel).
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Figura 21. Quantificagdo da proteina de soja total e de sua fracdo solivel, apds 24 horas de incubagio da
proteina com o tampdo, a 50°C e pH 4,8.

Tabela 8. Quantificacdo da proteina de soja total e de sua fragdo soliivel, apds 24 horas de incubagéo da
proteina com o tamp@o, a 50°C e pH 4,8.

Concentracao Inicial (g/L) —
1,5 7,5 18 30 100
Proteina total

Concentracao de Proteina Soluvel

0,03 0,18 0,36 0,53 1,26
(g/L)

Porcentagem de Proteina Solivel

1,83 2,24 1,74 1,66 1,26
Presente na Inicial (%)

Assim, de modo a investigar o efeito da fracao soltivel e insoluvel na hidrolise,
realizou-se a sacarificacdo enzimatica utilizando a proteina total e apenas a sua fragao
soluvel extraida apos a centrifugacao. A Figura 22 apresenta as concentragoes de glicose
(a) e os ganhos (b) obtidos apos a hidrolise. No grafico, as barras hachuradas em vermelho
representam a glicose € os ganhos obtidos utilizando-se a proteina isolada (fragdes
soluveis + insoluveis) como aditivo, enquanto que as barras hachuradas em azul
representam os valores obtidos pela fragdo soluvel (extraidas a partir da concentracao de
proteina total adjacentes a estas). A barra preta (Figura 22(a)) quantifica o controle
(hidrolise sem aditivo).
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vale ressaltar que a fragdo insoluvel também possui efeito positivo no aumento da
liberacao de glicose, visto que a concentragao da glicose liberada pela fracao total foi
sempre superior a fracdo soluvel. Ressalta-se, também, que a fracdo soltvel com
concentragdo de 0,53 g/L (extraida da solucao de proteina isolada com 30 g/L) apresentou
ganho similar ao obtido com 7,5 g/L de proteina total, conforme destacado pela linha
tracejada em verde no grafico. Ou seja, os resultados foram similares embora a proteina
soluvel tenha uma concentracdo 14 vezes menor em relagao a proteina total. Apesar desse
resultado promissor, para concentragdes de aditivo soluvel acima de 0,533 g/L o ganho
da hidrolise deixou de aumentar em relagao a proteina total, nao sendo possivel a obtengao

da hidrolise de ganhos maiores do que 17%.

5.1.7. Associacio dos aditivos Tween 80 e proteina de soja

Mukasekuru et al., (2018) estudaram o efeito da associagao dos aditivos Tween 80,
BSA e saponina durante a hidrolise do bagaco de cana com a enzima Cellic CTec2® e
obtiveram efeitos interessantes, aumentando a liberagao de glicose em relagao ao controle
e reduzindo a concentracao dos aditivos utilizados durante a sacarificacao. Desse modo,
neste trabalho estudou-se a associacdo dos aditivos proteina de soja e do surfactante
Tween 80, buscando-se reduzir a concentragao de proteina de soja e aumentar a conversao
enzimatica do bagago de cana. A Figura 23(a) apresenta os dados referentes a liberagao
de glicose, enquanto que a Figura 23(b) apresenta os ganhos do processo, para 24 horas
de hidrélise a 50°C com 10 FPU/g. As concentragoes de Tween avaliadas foram 0,1 e
0,25% (m/v), enquanto que as de proteina foram 1, 5 e 12% (m/m). A barra preta
representa o controle, a vermelha refere-se a hidrolise com 12% de proteina e as

hachuradas em verde e azul sdo referentes a hidrolise do bagaco com 0,1 e 0,25% de
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Tween 80, respectivamente. As barras em cores solidas verdes e azuis apresentam os

resultados dos aditivos associados.
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Figura 23. Efeito da associag@o dos aditivos Tween 80 e Proteina de Soja na hidrolise do bagago de cana
hidrotérmico (15% m/v). As hidrélises foram realizadas com 10 FPU/g de substrato, 50°C, 30 rpm por 24
horas. As cargas de Tween avaliadas foram 0,1 e 0,25% (m/v); as de proteina foram 1, 5 e 12% (m/m). (a)
Liberacdo de glicose; (b) ganho. As barras em preto, vermelho e hachuradas em verde e azul representam
os controles na auséncia dos aditivos, apenas com 12% de proteina de soja, com 0,1% e 0,25% de Tween.
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A partir da analise dos dados, percebe-se que associar os aditivos se mostrou
bastante interessante, aumentando a concentragdo de glicose e possibilitando uma
reducdo bastante significativa no teor de proteina de soja. Quando se utilizou 0,1% (m/v)
de Tween com 1% (m/m) de proteina, a liberacdo glicose foi praticamente a mesma do
que a hidrdlise com apenas 12% (m/m) de proteina de soja (41,3 e 42 g/L,
respectivamente). Quando se adicionou 0,1% de Tween com 5% e 12% de proteina os
ganhos aumentaram de 26,3% (hidrélise com apenas a proteina — 12% (m/m)) para 33%
e 35%, respectivamente. Para a situacdo em que se utilizou 0,25% de Tween e 12% de
proteina, ganhos proximos a 45% foram atingidos. Em todos os casos estudados, as
hidroélises com proteina de soja (sem e com Tween) acarretaram em uma maior liberagao
de glicose do que os controles (hidrolise do bagago apenas com a enzima e a hidrélise
com Tween e enzima).

Assim como o observado por Mukasekuru et al. (2018), associar os aditivos se
mostrou uma estratégia interessante na redugao de suas concentragdes no processo, sendo
que a utilizacdo conjunta de diferentes aditivos ¢ uma estratégia pouco explorada na
hidrolise enzimatica. Na literatura ha muitos trabalhos que relatam o efeito positivo do
Tween na hidrolise de biomassas lignocelulosica. Seu efeito positivo ¢ muitas vezes
associado ao fato deste surfactante reduzir a adsor¢ao improdutiva de enzimas na lignina,
além de aumentar a atividade e a estabilidade das celulases (Eriksson et al., 2002; Kumar
& Wyman, 2008; Xin et al., 2017). O efeito da proteina de soja ¢ relatado na literatura de
modo a também reduzir adsor¢ao improdutiva (Brondi et al., 2019; Florencio et al., 2019,
2016) sendo que seu efeito durante a hidrélise serd melhor estudado e relatado em se¢des
seguintes da presente dissertacao. Além disso, mais estudos seriam necessarios de modo
a melhor entender e otimizar a agdo conjunta destes aditivos, além de avaliar o impacto e

a viabilidade tecno-econdmica desta associacdo no processo de hidrolise.
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5.1.8. Efeito da proteina de soja na hidrdlise de diferentes substratos

Avaliou-se o efeito da proteina de soja na hidrdlise do bagago de cana hidrotérmico,
cujo pré-tratamento foi realizado com 10 e 15% (m/v) de solidos. Estes bagacos foram
avaliados sem e com a posterior lavagem da biomassa apds o pré-tratamento. Além disso,
avaliou-se a sacarificacdao enzimatica da celuflok e da avicel (celuloses microcristalinas
que apresentam teores reduzidos de lignina). Os dados obtidos para a liberacao de glicose
e os ganhos, ap6s 24 horas de hidrolise a 50°C, entdo apresentados na Figura 24 (a) e (b),
respectivamente. As barras em preto na Figura 24(a) apresentam os dados dos controles
(hidrélise sem o aditivo), enquanto que as barras em vermelho caracterizam a liberagao
de glicose na presenca de 12% (m/m) de proteina de soja. O termo PT significa pré-
tratamento.

A partir dos dados apresentados, percebe-se que os controles dos bagagos
hidrotérmicos, sem e com lavagem, apresentaram concentragdes de glicose similares. A
presenca da proteina de soja apresentou melhoria na conversao em todos os casos
avaliados. No entanto, ¢ importante destacar que com a adi¢ao do aditivo, os ganhos nas
hidrolises das biomassas lavadas se mostraram superiores em relagdo aos nao lavados
(com a proteina), chegando a 40% para os lavados e 26 e 31% para os ndo lavados de 10

e 15%, respectivamente.
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Figura 24. Avaliacdo do efeito da proteina de soja na hidrélise do bagaco hidrotérmica pré-tratado com
10 e 15% (m/v) de solidos (lavado e sem lavar), e da celulose microcristalina pura (celuflok e avicel). As
hidrolises foram realizadas com carga enzimatica de 10 FPU/g, 15% solidos, por 24h, 50°C e 30 rpm. As
barras em preto representam os controles (hidrolise sem aditivo) e em vermelho a hidrélise com a
proteina (12% (m/m)). (a) liberac@o de glicose; (b) ganho.

Em relagdo a hidrélise da celulose microcristalina, tanto para a celuflok quanto para
a Avicel, a adicdo da proteina aumentou a conversdao enzimatica destes materiais, com o
ganho chegando a 50% para a hidrolise da Avicel. Tal resultado contrasta com o que até
o presente momento foi encontrado na literatura. A utilizacao da proteina de soja como

aditivo na hidrolise de materiais lignoceluldsicos € associada a reducao da adsor¢do
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improdutiva de enzimas na lignina (Brondi et al., 2019; Florencio et al., 2019, 2016).
Nesse sentido, Florencio et al. (2019, 2016) observaram que a hidrolise da celuflok
(material que pode ser considerado celulose pura, uma vez que possui um baixo teor de
lignina) pela enzima Cellic CTec2® e por extratos enzimaticos produzidos in house
apresentaram a mesma conversao na presenga e auséncia da proteina de soja na hidrolise.
Assim, os autores creditaram o efeito do aditivo relacionado a interacao deste com a
lignina, reduzindo a adsor¢ao improdutiva. Frente ao resultado aqui obtido, nos itens 5.2,
5.3 e 5.4 uma melhor avaliacao do efeito e da interacao da proteina de soja com a Cellic

CTec3® e com o bagaco de cana sera realizada.

5.1.9. Comparacio do efeito das enzimas Cellic CTec2® e Cellic CTec3®

Avaliou-se o efeito dos coquetéis enzimaticos comerciais Cellic CTec2® e Cellic
CTec3® na hidrdlise do bagago de cana hidrotérmico, pré-tratado com 10% de sélidos e
sem a posterior lavagem deste. A hidrélise foi realizada por 24 h a 50°C. A Figura 25
apresenta os dados referentes a liberagao de glicose (a) e aos ganhos (b). As barras em
cores solidas sdo referentes a Cellic CTec3®, enquanto que as hachuradas referem-se a
CTec2®.

Em ambos os casos avaliados, a adigdo da proteina aumentou o rendimento da
sacarificagdo, sendo que foi para a CTec3® que o ganho foi mais elevado (26% para a
CTec3® e 16,5% pra a CTec2®). Florencio et al. (2019) realizaram a hidrdlise do bagago
de cana pré-tratado nas mesmas condicdes deste estudo e realizaram a sacarificagdo nas
mesmas condigdes aqui especificadas para a Cellic CTec2® (sem e com a proteina de soja,
12% (m/m)). No entanto, os autores obtiveram ganhos superiores aos aqui reportados,
chegando a valores proximos a 90%, enquanto que na Figura 25(b) o ganho da CTec2®

foi de apenas 17%. Por outro lado, as concentracdes de glicose obtidas também foram
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diferentes, apresentando valores de 16 g/L para o controle e 30 g/L para a hidrélise com
proteina em Florencio et al (2019), enquanto que na Figura 25 foram obtidos valores de
28 e 33 g/L para os controles e na presenca do aditivo, respectivamente. Tal diferenca
pode ser resultado da atividade diferente das enzimas utilizadas, ou do bagaco de cana

utilizado na hidrdlise, proveniente de usinas diferentes.
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Figura 25. Avaliacdo do efeito da proteina de soja na hidrolise do bagacgo hidrotérmica pré-tratado com
10 e 15% (m/v) de solidos (lavado e sem lavar), e da celulose microcristalina pura (celufloc e avicel). As
hidrolises foram realizadas com carga enzimatica de 10 FPU/g, 15% solidos, por 24h, 50°C e 30 rpm. As
barras em preto representam os controles (hidrolise sem aditivo) e em vermelho a hidrélise com a
proteina (12% (m/m)). (a) liberacdo de glicose; (b) ganho.
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Na Figura 25 percebe-se, também, o efeito superior da CTec3® na hidrolise, uma
vez que, para uma mesma carga enzimatica, esta resultou em uma maior liberagao de
glicose do que a CTec2®. Isso ocorre pois, conforme ja foi anteriormente relatado (item
5.1.3), a Cellic CTec3® apresente, além de maior FPAse (atividade enzimatica total
medida em papel de filtro), uma maior quantidade de enzimas acessorias, que agem de
forma sinérgica com as celulases, aumentando a performance deste coquetel na

sacarificagdo enzimatica (Sun et al., 2015).

5.1.10. Hidrolise em biorreator

A fim de avaliar o efeito da hidrélise com a proteina de soja como aditivo em um
sistema com condigdes mais proximas a realidade industrial, a hidrolise do bagago de
cana hidrotérmico foi realizada em um reator de 500 mL do tipo tanque agitado, equipado
com dois impelidores do tipo orelha de elefante. A representacdo esquematica do reator
utilizado, assim como suas dimensdes caracteristicas, foram previamente apresentadas na
Figura 10. A carga de solidos da hidrolise foi de 15% (m/v), carga enzimatica de 10 FPU/g
de substrato, 24 horas de hidroélise a 50°C e avaliou-se as seguinte condi¢des, conforme
apresentado pela Figura 26: (1) controle (sem aditivo, representado pela barra preta), (2)
hidrolise com 12% (m/m) de proteina de soja (barras vermelhas), (3) 0,1% (m/v) de
Tween 80 (barras azuis) e (4) 0,1% Tween com 1% de proteina de soja (barras azuis
hachuradas). O item (a) representa as concentragdes de glicose, enquanto que (b)
apresenta os ganhos.

Conforme os dados obtidos pelos experimentos nestas mesmas condigoes,
realizados em frascos de 5 mL (item 5.1.7), os resultados aqui apresentados, seja pela
utilizacao dos aditivos separadamente ou associados, aumentaram a conversao enzimatica

do material lignoceluldsico. Para a hidrdlise com 12% de proteina de soja o ganho obtido
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(25%) se mostrou proximo ao do frasco de 5 mL (26%). No entanto, para a hidrélise com
o Tween e com os aditivos associados, os ganhos obtidos pelo biorreator reduziram em
relacdo aos frascos, passando de 19 para 8% quando apenas o Tween foi utilizado e de

24% para 16% quando os aditivos foram associados.
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Controle 12% (m/m) 0,1% (m/v) 1% (m/m) PS

PS Tween 80 0,1% (m/v)
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PS Tween 80 0,1% (m/v)
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Figura 26. Hidrolise enzimatica em biorreator. Carga de bagago de 15% (m/v), 10 FPU/g de solidos de
enzima, por 24 horas, 50°C e 250 rpm. Barra preta representa o controle, as vermelhas referem-se a
utilizagdo de 12% de proteina de soja, as azuis possuem 0,1% de Tween 80 e as hachuradas em azul sdo
referentes a associagdo do aditivos Tween (0,1%) e proteina de soja (1%). (a) Liberacgdo de glicose e (b)
ganhos.

73



No entanto, deve-se destacar que as condi¢des experimentais utilizada no reator
podem ser futuramente otimizadas, de modo a melhorar o desempenho do processo de
hidrdlise, por meio de parametros como a velocidade de agitacdo e do modo de operagao.
Na literatura, por exemplo, a batelada alimentada ¢ apresentada como uma estratégia
interessante. Segundo Modenbach & Nokes (2013), operagdes em batelada alimentada
permitem reduzir a viscosidade inicial do meio reacional, reduzindo, assim, problemas
relacionados a agitagdo da solugdo e difusdo. Martins et al. (2015) realizaram a hidrélise
do bagaco de cana durante 24 horas, com 15 FPU/g de so6lidos e avaliaram, para uma
carga de solidos final fixa em 15% (m/v), os modos de operacdes batelada e batelada
alimentada. Para o primeiro caso, a conversdao enzimatica foi de 63,9%, enquanto que

para a batelada alimentada, aumentou-se a conversao para 69,5%.

5.1.11. Efeito da proteina de soja na atividade enzimatica

O efeito da proteina de soja na atividade e na estabilidade da Cellic CTec 3® foi
avaliado objetivando determinar se o aditivo afetava o desempenho das enzimas durante
o processo de sacarificagdo enzimatica. Para tanto, mediu-se a FPAse da enzima, na
presenca e auséncia da proteina de soja, logo apds a incubagdo destas com o tampao
(tempo 0) e apds 24 horas de incubagdo a 50° C. A atividade residual foi calculada como
a porcentagem da atividade remanescente medida, em comparacdo com o controle
(enzima e tampao no tempo 0). A Figura 27 apresenta as atividades residuais logo apds a
incubagdo da enzima com o aditivo (barra vermelha) e apds deixar a enzima (com e sem
proteina de soja — barras hachuradas em preto e vermelho, respectivamente) por 24 horas
a 50°C e 30 rpm.

Os resultados mostram que a adi¢do do aditivo ndo acarretou redugdo na atividade

enzimatica no inicio da incubagdo (tempo zero), uma vez que a atividade residual foi de
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100% (valor de atividade igual ao controle). Apos 24 horas de incubagdo, as atividades
sem e com proteina de soja diminuiram, apresentando valores residuais de 70,2 € 79,5%,
respectivamente. No entanto, ¢ importante destacar que a adi¢ao da proteina de soja fez
com que essa reducdo na atividade fosse menor, ou seja, a proteina fez com que as

enzimas se mantivessem mais estaveis apos 24 horas.
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60

40

Atividade Residual (%)

20

Cellic CTec 3 Cellic CTec 3 Cellic CTec3
c/ Prot. Soja apos 24 h c/ Prot. Soja
Tempo 0 apos 24 h

Figura 27. Determinagio da atividade enzimatica (FPAse) da enzima Cellic CTec3®, no tempo zero
(barra com cor cheia) e apds 24 horas de incubagéo (barras hachuradas), com e sem proteina de soja. A
Atividade residual corresponde a porcentagem de atividade obtida em relagdo ao controle (tempo zero,

sem proteina de soja).

Wang et al. (2014) estudaram o efeito da BSA na estabilidade da enzima
Acremonium celulase. Os autores obtiveram efeito similar ao aqui observado pela Figura
27, uma vez que a BSA nao afetou a atividade enziméatica no tempo 0, além de manter a
enzima mais estavel do que o controle para os tempos de 24 e 48 horas de incubagdo. O
estudo concluiu que a BSA aumenta a sacarificagao enzimatica atuando tanto no aumento
da estabilidade das enzimas, quanto na reducdo da adsorcdo improdutiva. De modo

similar, Rocha-Martin et al. (2017) mostraram que o PEG4000 (polietilenoglicol)

também aumenta a atividade e estabilidade enzimatica. Os autores investigaram o efeito
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do aditivo em componentes individuais das celulases (endoglucanase, beta-glicosidase e
celobiohidrolase) e salientaram que o polimero, além de aumentar a atividade das enzimas
endoglucanase e beta-glicosidase, também mantiveram elas mais estaveis em relagao ao
controle para tempos de até 72 horas de incubacao.

Florencio et al. (2019) avaliou o efeito da proteina de soja na estabilidade tanto da
FPAse da Cellic CTec2®, quanto das enzimas endoglucanase, beta-glicosidase,
celobiohidrolase e xilanase. Apesar de relatarem o efeito positivo do aditivo na hidrélise,
os autores ndo observaram o aumento da estabilidade apds 24 horas de incubagdo da
proteina com a enzima, contrastando com o que foi aqui apresentado. Possivelmente a
proteina de soja pode estar melhorando a estabilidade de algum componente presente no
coquetel enzimatico comercial Cellic CTec3® que néo ¢ presente na CTec2®, como, por
exemplos, algumas LPMO’s. No entanto, estudos mais aprofundados sao necessarios para

melhor investigar este efeito.

5.2. Analise Elementar CHN

A andlise Elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio foi realizada com o
objetivo de se obter possiveis evidéncias da interagao do aditivo com a biomassa. Como
a proteina de soja possui nitrogénio em sua estrutura molecular (Pauling et al., 1951;
Richardson, 1981), um aumento no teor de nitrogénio nas amostras apds a incubagao pode
ser um indicativo da adsor¢do desta pelo bagaco.

A Figura 28 apresenta os teores de nitrogénio nas amostras incubadas com
diferentes concentracdes de proteina, onde 0 (zero — barra preta) representa o teor de
nitrogénio no controle. Desse modo, percebe-se que a medida que a concentragdo de
aditivo nas amostras aumentou, o teor de nitrogénio nestas também foi elevado em relagao

ao controle. Tal fato também foi observado por Brondi et al. (2019), que realizaram a
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analise elementar apds adsorver o bagaco pré-tratado por explosao a vapor com 8, 12 e
20% de proteina de soja. Os autores relataram que o aumento na concentragdo de proteina
acarretou o aumento na porcentagem de nitrogénio das amostras em relagao ao controle.
A BSA apresentou o mesmo efeito, sendo este aditivo muito relatado na literatura por
reduzir a adsor¢do improdutiva, ligando-se na lignina do material lignocelulosico ao invés
das enzimas celuloliticas (Brethauer et al., 2011; Kim et al., 2015; Kumar & Wyman,
2009; Méndez Arias et al., 2017). Desse modo, os dados da Figura 28 representam um
indicativo da interagdo do aditivo com o bagaco.

Buscou-se realizar esta mesma andlise para o bagaco adsorvido com as fragdes
soluveis da proteina. No entanto, estas ndo estao aqui apresentadas, pois as quantificagdes
foram semelhantes ao controle. Isso pode ser devido a baixa concentracdo da fragdo
solivel ou pode ser resultado da ndo interagdo desta com o material. Assim, outros
estudos seriam necessarios para melhor investigar a interagdo bagaco-fracao soluvel da

proteina de soja.
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Figura 28. Quantificagdo do teor de nitrogénio (%) nas amostras apos a incubacdo do bagaco por 24
horas com diferentes concentragdes de proteina de soja. A barra em preto representa o controle
(incubacdo sem a proteina).
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5.3. Caracteriza¢ao do conjunto biomassa-aditivo por FTIR

5.3.1. Efeito de diferentes cargas de proteina de soja na adsorc¢ao

Para avaliar a interacdo da proteina de soja com o bagago de cana-de-actcar,
realizou-se analises de FTIR. Por meio da identificagdo das bandas correspondentes as
principais fragdes do material lignocelulosico (celulose, hemicelulose e lignina) e da
comparacao dos espectros obtidos, pode-se avaliar se a proteina esta, de fato, interagindo
com o bagaco e em quais regides da biomassa essa ligagao ocorre. A Figura 29 apresenta
a comparacao dos espectros de FTIR do bagaco pré-tratado sem o aditivo e deste apos 24
horas de incubagdo com diferentes cargas de proteina de soja (8, 12 e 16%), além do

espectro da proteina isolada.

—— Bagaco Hidrotérmico

—— Bagaco Hidrotérmico + 8% PS
Bagaco Hidrotérmico + 12% PS

—— Bagaco Hidrotérmico + 16% PS

—— Proteina de Soja Isolada

/ L
7/

T T T T T T T T T
3600 3200 2800 2400 1600 1200

NUmero de Onda (cm™)

Figura 29. Espectros obtidos por FTIR do bagago de cana (15% s6lidos) incubado por 24 horas, a 50°C,
na auséncia e presenca da proteina de soja, em diferentes concentragdes.
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A partir dos espectros apresentados pode-se observar que a medida que a
concentracdo de proteina de soja aumentou, houve bandas que aumentaram sua
intensidade em relagao ao espectro do bagaco sem proteina. Esse aumento na intensidade
ocorreu principalmente em regides onde a proteina de soja isolada também apresentava
picos com altas intensidades, sendo esta uma evidéncia da interagdo entre a biomassa € o
aditivo. A Tabela 9 apresenta as principais bandas que sofreram alteragcdes apos a
incubagdo do bagaco com a proteina, além de informar se estas bandas eram comuns ao

espectro da proteina isolada.

Por meio da andlise da Tabela 9 verificou-se que a maioria das alteragdes espectrais
observadas apos a incubagdo do bagaco com a proteina de soja ocorreram em regioes
tipicas de componentes estruturais da lignina, sendo este um forte indicativo de que a
proteina esta interagindo com a lignina do bagago de cana-de-agucar. Esta constatacao
esta de acordo com o que foi reportado por Florencio et al. (2019, 2016) e Brondi et al.
(2019), que observaram que a proteina de soja era adsorvida principalmente pela lignina
do bagaco pré-tratado. Tais constatagdes foram feitas pelos autores por meio da avaliagao
de dados de FTIR, do efeito da proteina na atividade das enzimas e da hidrolise de
materiais sem lignina (celulose microcristalina). Os dados obtidos por esta analise,
associados ao fato de que a proteina de soja aumentou o rendimento da hidrélise, podem
indicar que tal aditivo, além de aumentar a estabilidade enzimatica também esta atuando
na reducao da adsor¢do improdutiva de celulases, interagindo com a lignina da biomassa
no lugar das enzimas, o que aumentaria a concentragdo de enzimas livres no meio

reacional, aumentando, assim, a liberagao de glicose.
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Tabela 9. Alteragdes estruturais observadas apds a analise por FTIR

Comprimento de

Tipo de alteracao na

Componente da biomassa ou da proteina

onda (cm™) banda em relaciao ao associado
controle (bagaco)
3280 Aumento da intensidade Grupos O-H e N-H presentes tanto na
biomassa (celulose, lignina ¢ hemicelulose)
quanto na proteina de soja (Chen et al., 2013;
Guo et al., 2009)
1695 Auséncia para os espectros Estiramento de ligacdes C=0 presentes na
com 10 e 14% de proteina lignina (Xu et al., 2013)
1628 Aumento da intensidade Ligacdes C-Fendis presentes na lignina
(Pereira et al., 2016); Banda relativa ao
Amido I (C=0) presente na proteina de soja
(Chen et al., 2013)
1605 Aumento da intensidade Vibragéo estrutural dos anéis aromaticos da
lignina (Harrison et al., 2013)
1520 Aumento da intensidade Vibracgéo estrutural dos anéis aromaticos da
lignina (Harrison et al., 2013); Banda relativa
ao Amido II (ligagdes C-N e N-H) presente
na proteina de soja (Chen et al., 2013)
1450 Aumento da intensidade Deformagao de ligagcdes C-H presentes na
lignina e na proteina de soja (Harrison et al.,
2013)
1422 Aumento da intensidade Deformagdo C-H presente na lignina (Xu et
al., 2013)
1235 Aumento da intensidade Estiramento C-O presente na fendis

relacionados a lignina (Corrales et al., 2012);
Ligacdes C-N presente na proteina de soja

(Chen et al., 2013)

5.3.2. Avaliacio da interacio da proteina de soja solivel com a biomassa

lignoceluldsica

Buscou-se avaliar, também, se havia interagao da fra¢ao soltivel da proteina de soja

com o bagago de cana de actcar. Para tanto, realizou-se o FTIR do bagago adsorvido com
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as fragcdes soluveis da proteina, no entanto, nenhuma alteracao significativa nos espectros
em relacdo ao espectro controle (somente bagaco) foi detectada. A Figura 30 apresenta o
espectro do controle (preto) juntamente com o bagago adsorvido com 1,26 g/L de proteina
soluvel (vermelho) que foi extraida a partir de uma solugao com concentracao inicial de

proteina de 100 g/L.

—— LHW - Controle

—— LHW + 1,26 g/L PS

/ L

7/ T T
1750 1500 1250

T T T
3500 3000 2500

Numero de Onda (cm'1)

Figura 30. Espectros obtidos por FTIR do bagago de cana (15% s6lidos) incubado por 24 horas, a 50°C,
na auséncia e presenga da proteina de soja soluvel, para a concentracdo de 1,26 g/L.

5.3.3. Avaliacao do tipo de interacao da proteina de soja com o bagaco de

cana

Objetivando-se melhor entender a interacao da proteina de soja com a lignina da
biomassa, realizou-se ensaios de adsor¢ao nos quais o aditivo foi incubado com o bagago
em tampoes com diferentes pHs. Como ja foi relatado, a proteina de soja apresenta ponto
i1soelétrico (pl) no pH 4,5. Desse modo, se a proteina ¢ adicionada em um pH inferior ao
seu pl, esta apresentara cargas positivas em sua superficie. Em pHs superiores, a

superficie ird adquirir cargas negativas. De acordo com Ko et al., (2015¢), a lignina
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apresenta uma superficie negativamente carregada, desse modo, se a interagdo entre a
proteina de soja e a lignina for do tipo eletroestatica, esta devera ser favorecida em pHs
abaixo do pl do aditivo. A avaliacao da interagdao biomassa-aditivo em diferentes pHs foi
realizada utilizando-se a espectroscopia de FTIR. Os espectros obtidos estao apresentados

na Figura 31.

—— LHW - Controle
—— LHW + PS - pH3
LHW + PS - pH4
——LHW + PS - pH5
—— LHW + PS - pH6

/ L
7/
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3500 3000 1750 1500 1250
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Figura 31. Espectros obtidos por FTIR do bagago de cana (15% s6lidos) incubado por 24 horas, a 50°C,
na auséncia e presenga da proteina de soja (12%), em diferentes pHs.

A anélise dos espectros indica que a medida que o pH aumentou, a intensidade de
bandas presentes na regido caracteristica da lignina (1700 — 1200 c¢cm™') também
aumentaram em relagdo ao controle (bagago sem aditivo), sendo este um efeito contrario
ao esperado caso as interagdes principais do aditivo com a lignina fossem do tipo
eletrostatica.

Outra forma de se avaliar o efeito de interagdes eletrostaticas na adsor¢do da
proteina no bagago seria realizando a adsor¢ao em diferentes concentragdes de sal (NaCl)

(Ko etal., 2015c). Em altas concentragdes de sal, os ions presentes em solugdo interagem
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com os ions presentes na lignina e na proteina, reduzindo a interagao eletrostatica entre
estes. O efeito da interacao biomassa-aditivo em diferentes concentragdes de sais foi
avaliado por FTIR. Os espectros obtidos estdo apresentados na Figura 32, sendo que a
analise destes mostrou que, conforme ja foi relatado anteriormente, a adigao da proteina
de soja intensificou varias bandas presentes em regides tipicas da lignina, no entanto, a
adsorc¢ao em diferentes concentragdes de sais pouco alterou os espectros. Com excegao
da banda presente em 3280 cm™!, que pode apresentar diferentes intensidades em virtude
das diferentes umidades do bagaco analisado, as demais bandas de todos os espectros que
apresentaram proteina de soja encontram-se praticamente sobrepostas. Isso constitui mais
uma evidéncia de que as interagdes eletrostaticas possuem pouco efeito na adsor¢ao da
proteina na lignina e que, provavelmente, sdo as interacdes hidrofobicas as principais

responsaveis por adsorver a proteina de soja na lignina do bagago.

Controle - LHW

—— LHW + 12% (m/m) PS - OmM
LHW + 12% (m/m) PS - 50mM
—— LHW + 12% (m/m) PS - 100mM
)
)

LHW + 12% (m/m) PS - 200mM
—— LHW + 12% (m/m) PS - 400mM

/L
7/ T

T T T T T T T T
3500 3000 1750 1500 1250

Ndmero de Onda (cm™)

Figura 32. Espectros obtidos por FTIR do bagago de cana incubado por 24 horas, a 50°C, na auséncia e
presenca da proteina de soja, em diferentes concentracdes de NaCl.
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5.4. Adicao da proteina de soja no contexto da biorrefinaria
integrada de etanol 1G-2G: Analise Tecno-Econoémica

Reversa

5.4.1. Analise tecno-econdomica reversa

A fim de se averiguar o efeito da adigdo da proteina de soja no contexto de uma
biorrefinaria integrada de etanol 1G-2G, realizou-se a analise tecno-econdmica reversa.
Esta foi realizada baseando-se na simulacdo da biorrefinaria desenvolvida no ambiente
EMSO por pesquisadores do LaDABio/DEQ-UFSCar (Furlan et al., 2016; Longati et al.,
2018). Esta andlise permitiu a comparacdo dos dados experimentais obtidos e
apresentados nos topicos anteriores desta dissertagcao com os dados simulados. Algumas
das analises que serdo apresentadas a seguir foram realizadas considerando-se como
indice econdémico o Valor Presente Liquido (VPL) da biorrefinaria igual a zero,
permitindo, assim, a obtencdo de metas de desempenho a serem atingidas
experimentalmente de modo que o processo de producao do etanol lignocelulosico com
a adicao da proteina de soja durante a hidrolise enzimatica se viabilize economicamente.
A adicdo da proteina de soja na simulagao ocorreu conforme relatado no topico 4.9.

Assim, ap0s a introdugdo da proteina na simulagao, avaliou-se o efeito das varidveis
carga de sélidos e de enzimas na minima conversao necessaria para que a biorrefinaria
passe a ser economicamente viavel (VPL = 0), dada uma certa concentracao de proteina
de soja a ser utilizada no processo. A Figura 33 apresenta os dados desta analise, onde as
linhas tracejadas representam 80% de conversdo, enquanto que as continuas sdo relativas
a 90% de conversdo, sendo que as linhas pretas representam o caso sem proteina de soja,
enquanto que as linhas amarelas, azuis, verdes, vermelhas e roxas sao relativas as
concentragdes de 1, 5, 8, 12 e 15% (m/m) de proteina de soja utilizada na hidrélise. O

tempo de reagdo considerado no reator de hidrolise foi de 24 horas e o custo da adi¢do do
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aditivo no processo foi considerado zero. Os dados relativos a 15% (m/m) de proteina
foram obtidos até¢ uma fracdo madssica de so6lidos de 15% pois valores acima deste

apresentaram problemas de convergéncia na simulagao.

Carga Enzimatica (FPU/g celulose)

---5% PS
- 8% PS
-2 ---12% PS
’ 2;2 ¢ ——90% Convers3o - - 80% Convers3o ----15% PS
0,0 o T T T T T T T
0,1 0,11 0,12 0,13 0,14 0,15 0,16 0,17 0,18

Carga de sélidos (m/v)

Figura 33. Curvas isoecondmicas para VPL=0, avaliando o efeito das variaveis carga de solidos, carga de
enzimas, concentragdo de aditivo e conversdo da biomassa, para 24 horas de hidrdlise enzimatica,
considerando custo zero da proteina para a biorrefinaria. As linhas tracejadas referem-se a 80% de

conversdo, enquanto que as continuas referem-se a 90%. Cada cor esta associada a uma concentracdo
diferente de aditivo na hidrolise.

Assim, na Figura 33, as linhas coloridas internas ao grafico apresentam a minima
conversao necessaria, dada uma certa carga de solidos e de enzima, para que o Valor
Presente Liquido (VPL) da planta industrial seja zero, € o processo passe a ser
economicamente viavel. Ou seja, para uma carga de bagaco de 15% na hidrodlise e carga
enzimatica de 2,2 FPU/g de celulose (aproximadamente 1,1 FPU/g de bagaco), a minima
conversdo necessaria para que a adicao de 12% de proteina de soja passe a ser viavel € de
80% (linha tracejada em vermelho). Para 15% de sélidos e 3,5 FPU/g de celulose (1,75
FPU/g de bagago), a conversdo requerida passa a ser de 90% para a hidrélise com 12%

de aditivo. Experimentalmente, 12% (m/m) de proteina, durante 24 horas de hidrolise,
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para uma carga de s6lidos de 15% liberaram 30,5 g/L de glicose, para 5 FPU/g de bagaco
(aproximadamente 10 FPU/ g de celulose) e 45 g/L para 10 FPU/g de bagaco (20 FPU/g
de celulose), que correspondem, respectivamente, a conversoes enzimaticas de 33 e 48%.
Ou seja, os dados obtidos experimentalmente ainda estdo distantes da viabilizagao
econdmica da adi¢do da proteina na etapa de hidrélise, uma vez que as conversdes ainda
estdo baixas e as cargas enzimaticas utilizadas estao muito elevadas.

Para os dados experimentais de 5 ¢ 10 FPU/g de s6lidos anteriormente relatados,
avaliou-se na simulagdo o VPL do processo, sendo este igual a -2,17x10% e -4,51x10%
USS, respectivamente, o que evidencia que estas condigdes ainda estdo longe da
viabilidade. Desse modo, a partir dos dados obtidos, tem-se que aumentar a eficiéncia do
uso da proteina de soja no processo, além de reduzir a carga enzimatica a ser utilizada na
hidrélise ¢ um fator fundamental de modo a viabilizar o uso do aditivo. Baixas cargas
enzimaticas sao requeridas frente ao alto custo das enzimas celuloliticas (Klein-
Marcuschamer et al., 2012). Assim, reduzir o custo destas também auxiliaria no aumento
da conversdao do processo, uma vez que custos menores possibilitariam a utilizacao de
maiores cargas enzimaticas, aumentando a conversdo da biomassa. E importante ressaltar
que a enzima utilizada na simulagdo ndo representa um coquetel enzimatico comercial,
sendo que seu custo foi baseado no estudo de Klein-Marcuschamer et al. (2012) que
consideraram o valor de 14,10 US$/kg como sendo o prego da enzima.

A partir dos dados apresentados no grafico, tem-se, também, que o aumento da
carga de solidos permite trabalhar com cargas enzimaticas maiores, para uma mesma
conversdo. No entanto, para cargas de proteina maiores do que 5%, ndo foi possivel
realizar a simulagdo com fragdes massicas de bagago superiores a 0,18. Desse modo,
assim como o observado pelo planejamento experimental, trabalhar com altas cargas de

solidos se faz vantajoso ao processo.
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5.4.2. Efeito do custo da proteina na biorrefinaria

Na Figura 34, avaliou-se o efeito do custo da proteina de soja (0, 0,1, 1 e 3 US$/kg)
no VPL da biorrefinarias, para diferentes cargas de aditivo utilizadas no processo. Para
tanto, fixou-se a conversdao em 90%, o tempo de hidrolise em 24h, 1 FPU/g de celulose e

15% solidos.

-1E+08 -

-2E+08

-3E+08 -

—0USS/kg

VPL (US$)

-4E+08 —0,10 USS/kg
—1USS/kg
-5E+08 - —3US$/kg
-6E+08
-7E+08 . . . ; ;
1 3 5 7 9 11

% (m/m) Proteina de Soja

Figura 34. Efeito do custo da proteina de soja (0, 0,1, 1 e 3 US$/kg) no VPL da biorrefinaria
concentragdo de proteina de soja no VPL e na carga de solidos, para 24 horas de hidrolise, 1 FPU/g
celulose, 15% solidos e considerando-se uma conversao fixa de 90% da celulose em glicose.

Conforme esperado, a medida que o preco do aditivo e sua concentracao
aumentaram no processo, estas variaveis impactaram negativamente o VPL, afastando-se
da viabilidade economica. Para os custos zero ¢ de 0,10 US$/kg, o VPL foi positivo em
todas as faixas de concentragdo do aditivo estudadas. Para 3 US$/kg, em todas as

concentragdes o VPL se mostrou negativo.
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Brondi et al. (2019) indicou que a proteina de soja isolada possui um valor médio
de 3 US$/kg. Tal valor ainda é muito elevado para que se possa viabilizar a adi¢do da
proteina ao processo. Uma forma de reduzir os custos da adi¢cdo da proteina seria integrar
a producao da biorrefinaria de etanol com a de biodiesel de soja, onde a proteina seria um

subproduto do processo disponivel na unidade.

5.4.3. [Efeito da carga enzimatica e de proteina de soja no VPL para

diferentes conversoes

A Figura 35 avalia o efeito da concentracdo de proteina de soja para cargas
enzimaticas de 1 e 2,5 FPU/g de celulose (linhas continuas e tracejadas, respectivamente)
para diferentes valores de conversdo enzimatica (50, 70, 80 e 90%), para o tempo de 24
horas, 15% solidos e custo zero da proteina no processo.

A analise da Figura 35 permite observar que o aumento da carga enzimatica afeta
de forma negativa o VPL do processo uma vez que, dada uma mesma conversao, 2,5
FPU/g celulose apresentou sempre menor VPL do que 1 FPU/g. Isso se deve ao alto custo
das enzimas celuloliticas que impactam fortemente o processo. Outra constatacao € que,
mesmo em baixas cargas enzimaticas, como 1 FPU/g de celulose (0,5 FPU/g bagaco),
conversdes menores do que 70% apresentaram VPL negativo em todas as faixas de

concentracao de aditivo estudadas.
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Figura 35. Efeito da carga enzimatica (1 e 2,5 FPU/g), da conversao (50, 70, 80 e 90%) e da
concentragdo de proteina de soja no VPL da biorrefinaria, fixando-se a carga de solidos em 15% e custo
zero da proteina para a biorrefinaria.

Um resultado interessante de ser destacado foi que o aumento da concentracao de
proteina de soja, de modo geral, acarretou um aumento no VPL do processo, auxiliando
na viabilidade da biorrefinaria. Conforme evidenciado pela Figura 36, isso provavelmente
esta ocorrendo, pois, o aumento da concentragdo de proteina acarreta um aumento na
energia elétrica total produzida e na energia excedente da planta industrial. Esse aumento
ocorre, pois, conforme relatado anteriormente, a proteina, apos a hidrdlise, segue para
queima nas caldeiras da biorrefinaria, onde gera-se energia elétrica. Os dados
apresentados foram obtidos para 24 horas de hidrolise com 1 FPU/g celulose, 15%
solidos, 90% conversao ¢ VPL = 0.

Esse resultado mostra que, desde que o custo da proteina de soja seja zero na
biorrefinaria, trabalhar com cargas altas do aditivo, como por exemplo o teor de 12%
definido experimentalmente, impactaria de forma positiva o processo, melhorando nao

apenas a conversao da hidrélise, como também a quantidade de energia gerada pela planta
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industrial. Vale ressaltar que o efeito de cargas de proteina de soja maiores que 15% nao

puderam ser avaliados devido a problemas de conversao na simulagao.

135000

Energia Excedente

120000 4 ——Energia Total Produzida

105000 -

90000 A

Energia Elétrica (kW)

75000 -

60000 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
% (m/m) Proteina de Soja

Figura 36. Energia elétrica total produzida e energia excedente em func¢io da carga de aditivo, para 24
horas de hidrélise com 15% solidos e 1 FPU/g de celulose, para VPL = 0, 90% de conversdo e custo zero
da proteina de soja para a biorrefinaria.

5.4.4. Efeito do tempo de hidrélise no VPL

Avaliou-se o efeito do tempo de hidrolise no VPL da biorrefinaria, para diferentes
conversodes e fixando-se a carga de s6lidos em 15%, 1 FPU/g de celulose e 12% (m/m)
de proteina de soja. Os dados obtidos estdo representados na Figura 37.

Para uma dada conversdo fixa, o aumento do tempo de hidrélise afetou
negativamente o VPL do processo. No entanto, de modo geral, conforme pode ser
observado na Figura 18 apresentada anteriormente, o aumento no tempo de hidrélise
acarreta o aumento na conversdao do material lignoceluldsico. Se, por exemplo, em 24
horas de hidrélise a conversdo foi de 60% (VPL = - 25.848.555 US$) e em 48 horas ela
passou para 70% (VPL = - 20.005.560 USS$), tem-se que aumentar o tempo de hidrolise
se faz vantajoso pois o VPL se torna menos negativo. No entanto, em 24 horas de hidrolise

com 70% de conversdo, o VPL foi de -2.569.443 US$, enquanto que para 48 horas com
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80% de conversao, o VPL foi de -8.510.122 USS e, nesse caso, o aumento no tempo de
hidroélise nao se faz vantajoso pois torna o VPL da planta mais negativo. Desse modo, o
aumento do tempo de hidrolise, apesar de aumentar a conversdo, deve ser avaliado com
cautela, uma vez que nem sempre esse aumento ¢ refletido de forma positiva na

viabilidade econdmica do processo.
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Figura 37. Efeito do tempo de hidrdlise no VPL para diferentes conversdes enzimaticas, fixando-se a
carga de solidos em 15%, 1 FPU/ g de celulose e 12% de proteina de soja.
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6. CONCLUSOES

Aumentar a eficiéncia do processo de hidrolise enzimatica de biomassas
lignocelulosicas ¢ uma etapa fundamental para que seja possivel viabilizar
economicamente a producao em escala industrial do etanol de segunda geracdao. Dessa
forma, os dados aqui obtidos mostraram que a proteina de soja se mostrou um aditivo
eficiente para o aumento da liberagao de glicose do bagago de cana de agucar pré-tratado
hidrotermicamente.

O planejamento experimental realizado mostrou que trabalhar com altas cargas de
solidos se faz importante para garantir o aumento na concentragdo de glicose durante a
sacarificacdo da biomassa vegetal. No entanto, altas cargas de solidos aplicadas em
processos em batelada implicam em problemas de transporte de massa, agitacdo e
inibicao das enzimas pelos produtos formados, o que acarreta redugao na conversao da
biomassa, conforme foi demonstrado. Apos a realizacdo do planejamento, foi possivel
otimizar as variaveis carga de solidos e de proteina de soja em 15% (m/v) e 12% (m/m),
respectivamente.

O perfil temporal demonstrou que a adi¢do de proteina de soja possibilitou o
aumento de até 26% na liberacdo de glicose, além de possibilitar a reducdo do tempo de
hidroélise em 66% ou a redug¢do em 50% da carga enzimatica da hidrolise. Tal fato ¢ de
grande importancia para processos industriais, onde objetiva-se aumentar sempre o
rendimento e reduzir o tempo de operagao. Os dados obtidos mostraram, também, que foi
para o tempo de 24 horas que a proteina de soja apresentou efeito mais pronunciado em
relacdo a hidrolise sem o aditivo.

A avaliagdo do efeito da fragcdo soluvel da proteina de soja na hidrolise, além da
associacao da proteina com o Tween 80 apresentaram resultados promissores, mostrando

que ¢ possivel reduzir a carga de proteina no processo e obter ganhos interessantes. No

92



entanto, estudos mais aprofundados se fazem necessario para melhor otimizar estas
estratégias.

Além disso, os dados de hidrolise aliados aos obtidos pela analise dos espectros de
FTIR, analise CHN e as medidas de atividade e estabilidade enzimética sugerem que a
proteina, além de provavelmente estar interagindo com a lignina da biomassa, impedindo
a adsorcao improdutiva de celulases, também atua no aumento da estabilidade enzimatica.
Testes preliminares indicaram que as interagdes entre a lignina e a proteina devem ser
principalmente do tipo hidrofobica.

A andlise tecno-economica realizada a partir da simulagdo da biorrefinaria de etanol
1G-2G, desenvolvida no simulador EMSO, sugere que aumentar a conversao enzimatica
da biomassa lignocelulésica durante a hidrdlise, além da redugdo da carga enzimatica a
ser utilizada no processo, sdo fatores fundamentais para que seja possivel viabilizar
economicamente a producao do etanol lignoceluldsico, utilizando a proteina de soja como
aditivo durante a hidrolise. Além disso, o custo associado a proteina de soja afeta de forma
negativa a sua adi¢do no processo, sendo fundamental a sua redugdo. Uma alternativa
para se tentar reduzir o pregco da proteina seria por meio da integragao de biorrefinarias
produtoras de etanol com as de biodiesel de soja, onde a proteina seria um subproduto do
processo, disponivel dentro da unidade. Ademais, verificou-se que trabalhar com cargas
altas de proteina (12% m/m) afeta positivamente o processo, uma vez que esta ¢ queimada

nas caldeiras, gerando mais energia elétrica para a unidade industrial.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

¢ Auvaliar o efeito da proteina de soja extraida em laboratorio na etapa de hidrolise
enzimatica da biomassa, de modo a se aproveitar todas as fracdes proteicas
existentes no grao de soja. As proteinas compradas comercialmente sao
processadas para diferentes aplicagdes. Essas etapas de processamento podem
acarretar perdas de fragdes proteicas que poderiam ter resultados importantes na
hidrolise. Desse modo, o processamento da proteina em laboratério poderia
melhorar o desempenho desta na hidrélise;

¢ Realizar a hidrdlise em batelada alimentada, otimizando os parametros do
processo, como, por exemplo, estratégia de alimentacao e velocidade de agitagao;

¢ Otimizar a hidrélise da proteina de soja associada com o Tween e avaliar o efeito
da tecno-economico da adi¢ao do surfactante no contexto da biorrefinaria 1G-2G;

¢ Auvaliar o efeito tecno-econdmico da utilizacao da proteina de soja na hidrodlise no
contexto de uma biorrefinaria integrada de bioetanol-biodiesel;

¢ Melhor avaliar o efeito da proteina de soja na hidrolise, estudando seu efeito na
viscosidade do meio reacional, consumo de poténcia do reator e na atividade e
estabilidade das enzimas endoglunacase, exoglucanase, [(-glicosidase e das

LPMO’s.
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