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RESUMO

A Aguapé é uma planta macroéfita aquatica considerada como biomassa lignocelulésica A
composi¢do quimica do Aguapé apresenta-se em teores considerdveis de celulose e
hemicelulose, e baixos teores de lignina, o que configura como potencial substrato para a
producdo de etanol. O presente estudo tem por objetivo desenvolver uma tecnologia para a
producdo de etanol de segunda geracao a partir da biomassa de Aguapé. No intuito de alcangar
os objetivos propostos, foi realizada a caracterizacdo quimica da biomassa de Aguapé,
posteriormente etapas de pré-tratamento 4cido e alcalino, otimizac¢do do pré-tratamento dcido
sacarificacdo, fermentagdo e destilagc@o. Inicialmente foi determinada a composic¢ao centesimal
da Aguapé, indicando a presenca de 32,50% de celulose, 28,61% de hemicelulose e 7,46% de
lignina. Dentre as diferentes formas de pré-tratamento analisadas, o pré-tratamento dcido
apresentou melhor desempenho no processo de sacarificacao apresentando cerca de 46,16% de
rendimento na conversdo de acucares redutores. A otimizacdo do pré-tratamento 4cido foi
aplicado um Planejamento Fatorial através de delineamento composto central rotacional. O
programa STATISTICA Versao 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa) foi utilizado para analise dos dados.
O pré-tratamento com dcido sulfirico diluido resultou na remoc¢dao de pelo menos 81% da
hemicelulose presente na Aguapé e 87% da conversdo de agucares redutores. A sacarificacio e
fermentacdo separada demonstrou maior eficiéncia em comparacdo ao processo de
sacarificacdo e fermenta¢do simultanea, apresentando melhor conversado de agucares utilizando
o coquetel enzimético Cellic CTec2®. O hidrolisado enzimdtico submetido 2 sacarificaciio e a
Fermentacdo, separadamente, com Saccharomyces cerevisiae apresentou um Ypss de 0,50 com
2,62g/L. de dlcool no mosto fermentado. Os dados obtidos indicaram que a Aguapé avaliada
apresenta elevado potencial para producdo de etanol de segunda geracao.

Palavras-chaves: Biomassa lignoceluldsica, bioetanol, Aguapé, Pré-tratamento.



ABSTRACT

The water hyacinth is an aquatic macrophyte plant considered as lignocellulosic biomass. The
chemical composition of the water hyacinth is presented in considerable contents of cellulose
and hemicellulose, and low levels of lignin, which constitutes a potential substrate for the
production of ethanol. The present study aims to develop a technology for the production of
ethanol of second generation from the biomass of Aguapé. In order to reach the proposed
objectives, the chemical characterization of the Aguapé biomass was carried out afterwards,
acid and alkaline pretreatment stages, optimization of the pretreatment acid saccharification,
fermentation and distillation. Initially, the centesimal composition of the Aguapé was
determined, indicating the presence of 32.50% cellulose, 28.61% hemicellulose and 7.46%
lignin. Among the different forms of pre-treatment analyzed, the acid pretreatment presented
better performance in the saccharification process, presenting approximately 46.16% yield in
the conversion of reducing sugars. The optimization of the acid pretreatment was applied a
Factorial Planning through a central rotational compound design. The STATISTICA Version
8.0 program (Statsoft Inc., Tulsa,) was used for data analysis. Pretreatment with dilute sulfuric
acid resulted in the removal of at least 81% of the hemicellulose present in the water and 87%
of the conversion of reducing sugars. The Saccharification and Separate Fermentation showed
higher efficiency compared to the Saccharification and Simultaneous Fermentation process,
presenting better conversion of sugars using the Cellic CTec2® enzymatic cocktail. The
enzymatic hydrolyzate submitted to saccharification and separated fermentation with
Saccharomyces cerevisiae presented Yps of 0.50 with 2.62 g/L of alcohol in the fermented
mash. The obtained data indicated that the evaluated Aguapé presents high potential for the
production of second generation ethanol.

Keywords: Lignocellulosic biomass, bioethanol, Aguapé, Pretreatment.
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1. INTRODUCAO

O consumo de combustiveis fosseis, como o petréleo, apresenta forte expansao a nivel
mundial. Entretanto, as politicas de preservagao ambiental t€ém priorizado reduzir o consumo
desses combustiveis no intuito de evitar o surgimento de consequéncias negativas como as
mudancas climadticas, o aquecimento global e demais danos ambientais (TASNIM et al., 2017).
Deste modo, o desenvolvimento tecnolégico e industrial contribui para que se busque
ampliacdo da oferta de combustiveis. Porém, crescem também as preocupagdes com a
sustentabilidade e o meio ambiente (ZHUANG et al., 2016; NEGAHDAR et al., 2016).

O cendrio mundial frente as adversidades do emprego de combustiveis fosseis,
apresenta a necessidade de estimular o desenvolvimento de novas tecnologias para obtengao de
fontes alternativas de combustiveis. O etanol tem se mostrado uma das melhores alternativas
para a reducdo do uso de combustiveis derivados do petréleo e, nesse contexto, o Brasil se
destaca mundialmente pelo pioneirismo na produgdo do etanol combustivel a partir do caldo da
cana-de-actiicar (BAEYENS et al. 2015). No intuito de garantir o abastecimento energético
através do etanol faz-se necessario implantar alternativas como aumento da area de plantio,
aperfeicoamento do processo de producdo ja existente, melhoramento genético da cana-de-
acucar e de microrganismos fermentadores, e também pelo desenvolvimento de conversao dos
residuos agroindustriais lignocelulésicos em fontes de actcares fermentaveis (ZHOU et al.,
2016).

A necessidade de grandes dreas para o cultivo da cana-de-agicar e os problemas
associados a destinacdo de seus produtos tornaram os residuos agricolas e subprodutos
agroindustriais em uma alternativa de muito interesse por seu potencial como biomassa
energética. Com isso, desenvolveu-se a tecnologia para a produgdo do etanol de segunda
geracdo, na qual a celulose presente na estrutura desses materiais € hidrolisada a agucares
fermentesciveis com a finalidade de produzir etanol (NEVES et al., 2016).

A biomassa lignocelul6sica, principal matéria-prima para a produgdo de etanol de
segunda geracdo, é composta de celulose, hemicelulose e lignina, além de outros componentes
em menores quantidades. O bagago da cana-de-agucar, um exemplo de biomassa
lignoceluldsica, é fortemente recalcitrante, devido a forte ligacdo existente entre a celulose
hemicelulose e lignina. Para utiliz4-la na producao de etanol, € necessario submeter o material
a vdrias etapas de processamento: pré-tratamento, hidrélise, fermentacdo e destilagdo. Os

processos de pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos podem ser térmicos, quimicos,
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fisicos, biolégicos ou uma combinagdo de todos esses, o que dependerd do grau de separagdo
requerido e do fim proposto (VERARDI et al., 2016).

A planta aqudtica Aguapé é considerada como uma fonte promissora de biomassa
energética principalmente pelo seu rdpido crescimento. A Aguapé trata-se de uma planta
macrofita aqudtica, origindria da América do Sul bastante conhecida pelo seu rdpido
crescimento e os problemas ambientais que a mesma provoca. O crescimento da Aguapé ocorre
em 4guas ricas em nutrientes, temperatura e pH. Seu crescimento promove o desenvolvimento
de tapetes densos dificultando a passagem de luz para as plantas, reduzindo o oxigénio na dgua
e tornando os ecossistemas menos férteis (DAS et al., 2016).

A composi¢do quimica da biomassa de Aguapé muito favordvel a producdo de
biocombustiveis. A Aguapé, por se tratar de uma fonte de biomassa lignoceluldsica, € composta
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina. Outro aspecto caracteristico desta planta
sdo seus altos teores de hemicelulose e celulose e baixo teor de lignina, o que configura como
uma excelente matéria-prima para a producdo de etanol de segunda geracdo (ZHANG et al.,

2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Objetivou-se o desenvolvimento de uma metodologia para produgdo de etanol de 2*

geragdo utilizando como matéria-prima a Aguapé (Eichhornia crassipes).

2.2 Objetivos Especificos

v’ Caracterizar a biomassa de Aguapé e estimar o potencial energético;

v Auvaliar o processo de pré-tratamento acido/alcalino da Aguapé por meio da otimizagdo dos
tratamentos considerando a concentracao, temperatura tempo e razao soélido/liquido;

v' Avaliar a melhor eficiéncia da digestibilidade enzimatica utilizando duasenzimas
comerciais; €

v Auvaliar o processo de fermentagdo da biomassa de Aguapé para a produgdo de etanol

utilizando fermento bioldgico (Saccharomyces cereviasae) comercial.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 O etanol como fonte energética

O etanol, também denominado 4lcool etilico (C2HsOH) € produzido desde os tempos
antigos pela fermentacdo dos agucares encontrados em produtos vegetais. Ainda hoje, grande
parte do etanol industrial é obtida por processo fermentativo, embora também possa ser
produzida através de via sintética e de hidrocarbonetos nao saturados como o eteno, derivado
do petréleo (PUBCHEM, 2017).

O etanol na forma anidro ou absoluto (absolute or anhydrous alcohol), 99,3 °INPM,
pode ser destinado para aplica¢des industriais como reativo, solvente, na fabricacao de aerossois
(produtos farmacéuticos, fungicidas, inseticidas) (NOVA CANA, 2017). Entretanto, a
aplicagdo mais empregada do élcool anidro é como combustivel, na forma de aditivo para
gasolina, atuando principalmente no melhoramento da combustio, pelo aumento da octanagem
devido a presenca de um dtomo de oxigénio em sua estrutura molecular, reduzindo a formagao
de monoxido de carbono durante a reacdo de queima (ZARPELON, 2017). No Brasil a adi¢ao
do etanol € obrigatéria, de no minimo 27% v/v na gasolina (MINISTERIO DE MINAS E
ENERGIA, 2015).

O combustivel etanol tem sido considerado uma alternativa para minimizar problemas
ambientais e energéticos no mundo em razdo da escassez e alta dos precos dos combustiveis
fosseis e da poluicdo por eles causada. Em comparagdo aos combustiveis fdsseis, o etanol
apresenta as vantagens de ser uma fonte renovavel de energia, e de também contribuir para a
redugdo das emissdes de diéxido de carbono (SINGH, et al., 2015.)

O Brasil encontra-se em uma posi¢do favoravel no que se refere a produgdo de etanol,
por apresentar vantagens na tecnologia de producgdo, possibilidade de lideranca na agricultura
de energia e mercado de biocombustiveis sem ampliar a drea desmatada ou reduzir a drea
destinada a producao de alimentos, diversidade de matérias-primas em diferentes biomas. Além
disso, a matriz energética brasileira ja € um exemplo de sustentabilidade, pois enquanto a média
mundial € o uso de apenas 13,5% de fontes renovéveis, o Brasil utiliza atualmente cerca de
43,5% destas fontes (BALANCO ENERGETICO NACIONAL, 2016).

A cana-de-agicar para producdo de dlcool € o insumo que garante a maior
produtividade com custo de produgdo consideravelmente inferior ao etanol produzido nos
demais paises. O custo de producdo do etanol brasileiro é de US$ 0,22/L contra US$ 0,35/L

para esse combustivel produzido pelos Estados Unidos, a partir do milho, por exemplo, (LIMA
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et al., 2013). Portanto, o Brasil e os Estados Unidos produzem o etanol a partir de cana-de-
acucar e milho, respectivamente, sendo os maiores produtores mundiais e juntos respondem por
89% da producdo global. De acordo com a Associagdo de Combustiveis Renovéveis, a
producdo de etanol foi de 26,58 e 27,05 bilhdes de galdes nos anos de 2016 e 2017,
respectivamente (KOHLER, 2019), representando 55% da produ¢ao mundial.

No Brasil, 43,5% da energia fornecida sdao de origem renovdvel, uma das maiores
proporcdes mundiais, contrastando significativamente com a média mundial, de 13,5%, e mais
ainda com a média dos paises que compdem a Organizacio de Cooperacdo e de
Desenvolvimento Econdmicos (OCDE), em sua grande maioria paises desenvolvidos de apenas
9,4% (EPE, 2018). Um dos fatores importantes para o estimulo ao consumo de fonte energética
renovavel como o etanol, foi a implantagdo da tecnologia flex-fuel nos carros brasileiros.

O cenario automotivo associado a outras politicas de incentivo ao consumo de etanol
como a Lei 13.576/2017 da Politica Nacional de Biocombustiveis (Renovabio), sdo fatores
estimuladores ao aumento da producao etanol no Brasil (EPE, 2018). A elevada produtividade
do etanol de cana-de-acticar, com uma média de 3,5 a 7 mil litros por hectare (MAPA, 2017),
garante um produto competitivo e atrativo para sua comercializa¢do no mercado internacional,
acrescentando ainda a tendéncia de reducao dos custos de transporte.

Os fatores econdmicos e ambientais contribuem significativamente para o consumo de
etanol como fonte energética. Trata-se de um produto renovdvel com caracteristicas
combustiveis, que contribui para a redug¢do do efeito estufa e diminui substancialmente a
polui¢do do ar, minimizando os seus impactos na saude publica. Atualmente, este € o principal
biocombustivel empregado mundialmente, correspondendo por 12% da energia mundial. No
entanto, estimativas indicam que a utilizacio mundial do mesmo serd de 25% em 2050
(MONOCHIO, 2017). As vantagens proporcionadas pela utilizagdo de etanol estimulou uma
busca mundial por novas fontes de obten¢cdo deste combustivel como energia renovavel
(FAGUNDES, et al, 2016).

Esse cendrio contribuiu para o desenvolvimento de técnicas e utilizacdo de novos
subprodutos para a obtencdo do etanol de segunda geracdo. Atualmente, pesquisas em
laboratdrio estdo voltadas para utilizagcdo de alguns destes subprodutos, o bagaco e a palha da
cana-de-actucar (gerado em grande quantidade pela agroindistria brasileira), madeira e outras
biomassas lignoceluldsicas como o Aguapé, podem ser utilizados como alternativa econdmica
para producdo de biocombustivel em um processo que envolve vérias etapas, tais como, pré-

tratamento, hidrdlise e fermentacao alcodlica (DAS et al., 2016).
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O etanol de segunda geracdo representa uma alternativa para o uso energético da
biomassa, apresentando vantagens ambientais e econdmicas, por ser o etanol produzido a partir
de lignocelulose, presente em residuos de origem vegetal. Utilizando-se de técnicas especificas
para a obtencdo do etanol de segunda geracdo a partir da composi¢do lignoceluldsica, estima-
se que a partir de um bilhdo de toneladas de biomassa seca com 35 a 45% de celulose e 20 a
30% de hemicelulose, submetidos a hidrdlise e fermentacdo poderiam ser produzidos cerca de

100 bilhdes de litros de bioetanol 2G (SARKAR et al., 2012).

3.2 O etanol lignocelulésico

As biomassas lignoceluldsicas constituem o material mais abundante em nosso
planeta, tornando-se atrativas para a producdo do etanol, assim como para outros
biocombustiveis. Varios processos t€ém sido desenvolvidos utilizando-o como substrato para a
producdo de diversas moléculas com alto valor agregado, tais como: proteinas, microbianas,
acidos organicas, etanol, enzimas e metabolitos secundarios biologicamente ativos (ZHENG et
al.,2017).

Os compostos lignoceluldsicos sdo constituidos basicamente por celulose,
hemicelulose e lignina, além de pequenas quantidades de outros componentes. O material
lignoceluldsico apresenta seus componentes arranjados de forma que as cadeias de celulose e
hemicelulose sejam fixadas pela lignina. Paralelamente, as cadeias de celulose se mantém
compactas através das ligagdes de hidrogénio lignina que promovem a rigidez da planta,
enquanto a lignina circundante fixa os componentes e age como uma barreira fisica para o
ataque dos microrganismos e-ou enzimas € a dgua. A hemicelulose, por sua vez, proporciona a
ligacdo entre a celulose e a lignina formando assim a rede fibrosa (NANDA, 2013). As
concentracdes desses constituintes na biomassa variam muito de uma espécie vegetal para
outra, ou até mesmo, dentro da mesma espécie (Figura 1).

Diante disso, os dois maiores obsticulos para impedir a hidrélise da celulose de
materiais lignoceluldsicos sdo a recalcitrncia da celulose cristalina, proveniente da estrutura
linear das cadeias de celulose compactadas em microfibrilas, e a alta protecdo que a lignina
proporciona a estrutura celuldsica, atuando como uma barreira fisica contra o ataque enziméatico
(ADITIYA et al, 2016).

A producdo do etanol de segunda geracdo envolve quatro principais etapas: inicia-se
pelo pré-tratamento da biomassa, seguido da hidrélise com produc¢do de agicares simples, que

serdo levados para a etapa de fermentacdo e, em seguida a separacao do produto pelo processo


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2468012517300032
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1364032116303434
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de destilacao (SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016). O pré-tratamento dos materiais
lignoceluldsicos visa aumentar a drea superficial da celulose e reduzir sua cristalinidade, uma
vez que esta se encontra envolvida por camadas de lignina e hemicelulose. Realizar a hidrélise
da biomassa nativa sem a etapa de pré-tratamento significa obter um rendimento inferior a 20%
no processo devido as suas caracteristicas estruturais como cristalinidade, porosidade,
superficie de contato e revestimento por lignina e hemicelulose (IROBA e TABIL, 2013).

A etapa de hidrdlise consiste na degradacdo das cadeias poliméricas da celulose em
mondmeros de glicose. Ha dois principais tipos de hidrdlise, a 4cida e a enzimdtica. A 4cida
envolve um catalisador dcido e sua conversiao € rdpida, sendo necessario um minucioso controle
da reacdo com o objetivo de evitar a formacdo de produtos indesejaveis e inibidores do
processo. Na hidrdlise enzimética o catalisador € de origem bioldgica, os quais possuem agdes
altamente especificas sendo necessario um controle especifico do meio de reacdo (SANCHES

& GOMEZ, 2014).

Parede celular

Macrofibila

Célula vegetal Microfibila ;

Lignina
Hemicelulose -

9&—’ Celulose
"/Glicose

FIGURA 1- Estrutura recalcitrante dos materiais lignoceluldsicos, os quais sdo constituidos de celulose,
hemicelulose e lignina. Fonte: Adaptado de CANILHA et al., (2010).
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3.2.1 Celulose

A celulose ¢ um polimero de glicose unidos por ligacdes P (1-4), insoldvel em dgua,
muito resistente a hidrélise enzimdtica e encontrado tanto em vegetais primitivos quanto em
plantas mais evoluidas (JUTURO; WU, 2014). Este composto organico que se constitui como
o principal polissacarideo estrutural das paredes de células vegetais. A celulose corresponde
aproximadamente 40% de toda reserva de carbono disponivel no vegetal. Sua concentragdo
pode variar de 20 a 99% e estd presente em todos vegetais, desde os mais simples até os de
maior complexidade (UMMARTYOTIN; MANUSPIYA, 2015). Em sua estrutura, as fibras de
celulose apresentam regides altamente ordenadas, estabilizadas por liga¢gdes de hidrogénio intra
e intermoleculares, e dreas menos ordenadas ou amorfas, onde as cadeias apresentam uma
organizacao randomizada.

As ligacdes intermoleculares, que ocorrem entre unidades de glicose moléculas
adjacentes sdo responsdveis pela rigidez na parede, ja as intramoleculares que ocorrem entre
unidades de glicose sdo responsdveis pelas formagdes das fibrilas, que s@o estruturas altamente
ordenadas que se associam formando as fibras de celulose. Uma importante caracteristica da
celulose, ndo usual entre os polissacarideos, € a sua estrutura cristalina regular, natureza que
lhe confere grande resisténcia fisica e alguma resisténcia a biodegradacdo (YOON et al., 2014).
As fibrilas apresentam regides com alto grau de cristanilidade e outras com menor grau de
ordenacdo, as chamadas regides amorfas. Nas regides cristalinas as fibras sdo mais resistentes
mecanicamente € aos processos de alongamento e solvatacdo, em comparagdo a regido amorfa
que apresenta maior flexibilidade.

Existem propriedades importantes para a classificagdo das celuloses, como o grau de
polimerizacdo e o indice de cristanilidade. O grau de polimerizagdo indica a frequéncia de
ligacdes disponiveis para a acdo das celulases e pode ser definido de acordo com o nimero
médio de mondmeros e o peso molecular do polimero. Toda via, o indice de cristanilidade esta
relacionado diretamente com a reatividade do substrato (SUN et al., 2016). Este conjunto de
caracteristicas associado a lignina compde uma macromolécula altamente resistente a hidrolise,
constituindo assim, um fator limitante ao emprego da biomassa lignoceluldsica em diversas

aplicacoes.
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3.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose é um polimero de baixo peso molecular composta por pentoses,
hexoses e dcido urdnico e mais susceptivel hidrélise se comparada a celulose, uma vez que
apresenta menor grau de polimerizacdo. Este polimero constitui-se como um
heteropolissacarideo que participa junto com celulose da formacdo das paredes de células
vegetais. A hemicelulose apresenta massa molecular mais baixa do que a celulose e inclui uma
grande variedade de polissacarideos com estruturas lineares e/ou ramificadas que sdo
classificados de acordo com o monossacarideo mais abundante que os compdem
(MANIVANNANet al., 2012). Dentre esses monossacarideos podemos identificar os
compostos: xilana, manana, galactana e arabinana. As hemiceluloses sdo intimamente
associadas com a lignina e celulose, além de interagirem covalentemente com a pectina. O
componente dominante das angiospermas, plantas agricolas como o capim e residuos como
palhas € a xilana, enquanto que o das gimnospermas € a glucomanana (SILVA et al., 2015)

O principal componente da hemicelulose é a xilana, considerada também como o
segundo mais abundante polissacarideo natural existente. A xilana geralmente apresenta-se
localizada entre a molécula de lignina e o conjunto de fibras de celulose, portanto constitui-se
como uma macromolécula com a cadeia principal composta por residuos de - xilopiranose
unidos através de ligagdo glicosidica do tipo B (1-4) (LAGAERT et al., 2014). Outro aspecto
importante aplica-se a heterogeneidade da estrutura da xilana, sua degradagdo requer acio de
vdrias enzimas, ou seja, de um sistema enzimatico para a liberagcdo de xilose a partir de clivagem
das ligacdes glicosidicas, denominado sistema xilanolitico (SINDHU; BINOD; PANDEY,
2016). As enzimas xilanases sdo produzidas principalmente por micro-organismos para a
degradacao da parede celular de plantas. Dentre as fontes microbianas, os fungos filamentosos
sdo especialmente interessantes, uma vez que a secrecao destas enzimas para 0 meio possui
niveis muito mais elevados que aqueles secretados por leveduras e bactérias (YANG et al.,

2015).

3.2.3 Lignina

A lignina € uma substancia hidrofébica, com estrutura tridimensional e amorfa,
altamente ramificada. Sua estrutura polimérica configura como a substancia organica mais
abundante nas plantas depois da celulose. Sua estrutura € bem mais complexa em comparagao

a celulose e hemicelulose, isso € observado através da presenca de diversas unidades
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precursoras € ao grande nimero de combinagdes possiveis entre as mesmas (ZHENG et al.,
2017). A lignina possui uma elevada massa molecular, e é formada a partir da jun¢do de varios
acidos e alcodis fenilpropilicos (p-cumarilico, coniferilico e sinapilico) (PACHECO, 2011).

O grau de solubilidade da lignina varia em fun¢do do tipo de material lignocelulésico
e das condi¢des hidroliticas empregadas. As relagdes de interacdo entre lignina, celulose e
hemicelulose sdo fatores determinantes na estruturacdo da parede celular dos materiais
lignoceluldsicos, A intima associacio entre as trés fragdes citadas € tal que impde dificuldades
para a recuperacdo dos acticares constituintes na forma de mondmeros com elevado grau de
pureza (MOOD et al., 2013).

No intuito de otimizar a utilizacdo da celulose e/ou hemicelulose presentes na parede
celular vegetal, tanto por micro-organismos ou em processos biocataliticos requer o uso de
ferramentas para o fracionamento da lignina, as quais promovem o aumento da disponibilidade
destes polissacarideos ao ataque enzimatico (UMMARTYOTIN; MANUSPIYA, 2015).

O processo de deslignificagdo compreende a retirada parcial ou total das fracdes de
lignina com o intuito de facilitar o acesso microbiano aos acucares fermentesciveis. A remo¢ao
de lignina € um fator preponderante para melhorar a digestibilidade enzimdtica das biomassas
lignoceluldsicas. A digestibilidade enzimadtica consiste no mecanismo de bioconversdo dos
acucares fermentesciveis em etanol. Segundo estudos realizados por Frydendal-Nielsen et
al.(2017), a biomassa de Miscanthus que apresentavam 53% de digestibilidade em 24 horas
obtiveram um aumento de 86 a 96% nos rendimentos de glicose através hidrdlise enzimatica
apos a deslignificagdo em mesmo periodo. Neste intuito, diferentes tecnologias tém sido
empregadas para obten¢do de produtos quimicos e combustiveis a partir dos componentes de
biomassa lignoceluldsica. A conversdo bioquimica € usada para processar 0os componentes
acucares da celulose e hemicelulose para converté-los em etanol pela fermentagdo

(SURENDRA, KHANAL, 2015).

3.3 Sacarificacao enzimatica

A sacarificacao enzimdtica ou hidrélise do material lignoceluldsico constitui-se em um
passo fundamental no processo de producdo de etanol. O objetivo principal deste processo
concentra-se em possibilitar a conversao da celulose e hemicelulose em agucares fermentaveis
que poderdo ser convertidos a etanol por acdo microbioldgica. A presenga de hemicelulose e
lignina dificultam o acesso dos reagentes de hidrélise a celulose, reduzindo a eficiéncia desta

etapa.



25

Diante disso, a remocdo destes compostos aumenta a porosidade do material,
melhorando significativamente o processo de hidrdlise. Os diferentes processos de pré-
tratamento dependem do material utilizado e da finalidade proposta de utilizagao das fragdes
dos materiais lignoceluldsicos. O pré-tratamento proporciona uma mudanca na estrutura
morfoldgica da biomassa, tornando a celulose mais acessivel ao ataque de enzimas ou produtos
quimicos para a producdo de agucares fermentesciveis. (TIMUNG et al., 2015; EBRAHIMI et
al., 2017). Entretanto, o atual emprego de enzimas comerciais neste processo, denominado
sacarificagdo enzimdtica, apresenta alto custo, o que torna a produ¢do do etanol de segunda
geracdo mais onerosa (LIAO et al., 2015). Toda via, existem pesquisas para o desenvolvimento
tecnoldgico de obtencao de etanol lignocelul6sico utilizando enzimas de baixo custo, como por
exemplo, através da selecdo de micro-organismos produtores de hidrolases provenientes de
residuos agroindustriais e pela otimizag¢do de processos.

Um conjunto enzimdtico bastante empregado nos processos de sacarificacdo
enzimatica sdo as celulases. As celulases sdo classificadas de acordo com seu local de atuacao
no substrato celuldsico, as divide em trés grandes grupos: endoglucanases (EnG), que clivam
ligacdes internas da fibra celuldsica; exoglucanases (ExG), que atuam na regido externa da
celulose; e B-glicosidases (BG), que hidrolisam oligossacarideos soliveis em glicose (KUMAR
etal.,2016).

A atuac@o deste complexo de enzimas ocorre sinergicamente na hidrélise da cadeia de
celulose de forma mais eficaz. Esta atuacdo sinérgica acontece da seguinte maneira: as
endoglucanases atuam de maneira aleatéria na cadeia celuldsica, diminuindo o grau de
polimerizacdo, produzindo celuoligossacarideos aumentando o nimero de sitios de ataque para
as exoglucanases. Por sua vez, as exoglucanases hidrolisam a cadeia celul6sica a partir de suas
extremidades, liberando principalmente moléculas de celobiose. As B-glicosidases, por sua
vez, promovem a hidrolise da celobiose a glicose e podem também clivar unidades glicosidicas
a partir celuoligossacarideos, aliviando problemas de inibicdo de outras enzimas (Figura. 2)
(ADITIYA et al., 2016).

A maior capacidade dos microrganismos ou enzimas em hidrolisar os materiais
lignoceluldsicos para a conversdo de glicose reflete no que podemos considerar como maior
digestibilidade da biomassa. Um dos fatores primordiais para viabilizar a acdo microbiolégica
sobre a biomassa lignoceluldsica sdo os processos de pré-tratamento das fibras celulésicas

proporcionando maior superficie de contato para a acdo enzimdtica (RASTOGI,

SHRIVASTAVA, 2017).
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O pré-tratamento deve ser eficiente do ponto de vista energético e quimico e varios
critérios devem ser considerados, como preservar a fracdo de hemiceluloses, evitar a
degradacdo ou perda de celulose, bem como a formac¢do de compostos inibidores ao
crescimento de microrganismos da fermentacio e minimizar os custos. A geracao de lignina de
alto valor agregado também pode ser um parametro de comparagdo entre os diversos tipos de
pré-tratamento no custo das etapas posteriores de recuperacdo de produto também deve ser

avaliado (MOHAPATRA et al., 2017).
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FIGURA 2- Representagdo esquematica da acdo catalitica do complexo enzimadtico (celulase) sobre a celulose com
geracdo de glicose. Adaptacdo: Pitarelo,2012.

3.4 Pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas

O pré-tratamento tem por objetivo aumentar a area de superficie da biomassa,
aumentar a porosidade dos materiais e reduzir a cristalinidade da celulose. Estas alteracOes
promovidas na estrutura da biomassa permitem que a celulose se torne mais acessivel a etapa
subsequente que € a hidrdlise enzimética (Figura 3). Além disso, um bom pré-tratamento deve
preservar as pentoses para aumentar os rendimentos de etanol e evitar a formacao de inibidores
da fermentacdo (TOQUERO e BOLADO, 2014)

A biomassa quando hidrolisada na sua forma natural apresenta rendimentos muito
baixos, menores que 20% (MOOD et al., 2013). Isso ocorre porque a biomassa possui uma
estrutura celular rigida, complexa e recalcitrante a decomposicdo devido as caracteristicas
estruturais dos tecidos vegetais e as interacdes de natureza fisico-quimicas estabelecidas entre

a celulose, a hemicelulose e a lignina.
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A celulose € constituida por regides cristalinas e amorfas cujas propor¢oes variam de
um material para outro. A intensidade de fracGes cristalinas presentes na amostra pode ser
representada pelo indice de cristalinidade. Essa caracteristica influencia no comportamento
fisico e na reatividade do material, sendo que as regides amorfas sdo mais susceptiveis a
hidrélise enzimatica devido ao arranjo mais desorganizado das moléculas e a maior distancia
entre as fibras, em comparacdo com as regioes cristalinas. Em geral, o indice de cristalinidade
dos materiais lignoceluldsicos € alto, sendo interessante o uso de pré-tratamento que diminuam
o indice de cristalinidade da celulose (PATEL et al., 2017).

O processo de pré-tratamento altera de forma diferente a estrutura da biomassa. Os
pré- tratamentos fisicos, como a moagem e a extrusao nao alteram a composi¢ao da biomassa,
mas alteram a sua estrutura por meio do aumento da drea superficial e reducao da cristalinidade.
Ja os tratamentos alcalinos, oxidativos, bioldgicos e o AFEX (Ammonia fiber explosion)
removem, principalmente, a fracdo da lignina, logo a biomassa serd composta majoritariamente
por hemicelulose e celulose ao final do processo. O tratamento dcido, explosdo a vapor e LHW
(Liquid Hot Water) removem a hemicelulose para a corrente liquida e forma uma corrente
sOlida rica em celulose e lignina. Diante disso,ressalta-se que o pré-tratamento escolhido define
a composi¢cao da biomassa que serd levada para a hidrélise (SILVA et al., 2013).

A eficiéncia do pré-tratamento € avaliada baseada no desempenho da hidrélise. Em
geral, um bom pré-tratamento proporciona altos rendimentos e taxas de hidrélise, ndo gera
inibidores da fermentag¢do, tem baixo custo, ndo apresenta perda de carboidratos ou degradagdo
da biomassa, possibilita a recuperagdo da lignina e consome pouca energia (IBRAHIM, 2012).

Um fator importante se aplica aos efeitos que podem ser provocados pelo processo de
pré-tratamento. Entretanto, caso o pré-tratamento se apresente em carater muito drastico, ocorre
degradacdo da fracdo celuldsica, além formacgdo de inibidores da fermentagdo, se for muito
brando, a acessibilidade da enzima continuara sendo baixa. (BREXO e SANT’ANA, 2017). No
primeiro problema apresentado pode-se realizar um tratamento do hidrolisado para remover
alguns inibidores como o furfural e o hidroximetilfurfural, além do 4cido sulfirico e acido
acético, aplicando por exemplo, os métodos de overlime, eletrodidlise e carvdo ativo. A
formacdo de furfural e HMF € decorrente da reacdo de desidratacdo da xilose e da glicose
respectivamente. Esses compostos quando presentes no licor a ser fermentado podem danificar
a parede celular dos micro-organismos bem como prolongar a fase “lag” de crescimento.

(KARTAWIRIA et al., 2015).
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FIIGURA 3- Esquema do efeito do pré-tratamento na estrutura dos materiais lignocelulésicos. Adaptado de Santos
et al(2012).

3.5 Pré-tratamento acido

O principal objetivo da hidrélise dcida baseia-se na quebra das moléculas de celulose,
presentes nas biomassas lignocelulésicas, através da exposicao as solugdes dcidas. O catalisador
acido utilizado nesse tipo de hidrélise age rapidamente no processo de conversdo da celulose
em hexoses, e por isso, a reagdo deve ser controlada para evitar reacdes paralelas indesejdveis
(RAVINDRAN e JAISWAL, 2016).

O tratamento com solucdes dcidas necessita de prévia diluicdes com quantidades
adequadas de dgua para que sua eficiéncia seja elevada. Isto porque, o 4cido em meio aquoso
dissocia-se formando o ion hidroxonio, o qual € transportado para o interior da biomassa a fim
de promover a quebra das ligacdes glicosidicas (GUIRGEL, 2010; HAMELINCK, 2005).

A utilizacdo de dcido diluido tem sido explorada na solubiliza¢do da hemicelulose, neste
caso, os dcidos sdo utilizados como catalisadores no processo de solubilizacido. Dentre eles o
acido sulfirico, cloridrico, fosférico, fluoridrico e nitrico (RABEMANOLONTSOA et al.,
2016). A hemicelulose solubilizada pode ser recuperada na forma de seus monossacarideos
presentes no hidrolisado 4cido, a fracdo sélida resultante da hidrdlise apresenta celulose e
lignina isoladas.

Um maior interesse na utilizac¢do destas solucdes diluidas reside no beneficio econdmico
proporcionado por este processo, j4 que o baixo consumo de dcido diminui os custos com
matéria-prima e equipamentos, devido a menor corrosividade destes (REALES-ALFARO et

al., 2013). Entretanto, o uso de dcidos diluidos ndo proporciona um inchamento adequado da
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regido cristalina da celulose, o que leva a uma baixa taxa de conversao celulose-actcar. Para se
alcancar taxas aceitdveis de conversdo da celulose a glicose, em tempos razoavelmente curtos
e com o uso de 4cidos diluidos, é necessario um incremento na pressao e na temperatura, devido
a inacessibilidade aos cristalitos de celulose, o que provoca a degrada¢do de uma quantidade
considerdvel de agucares e lignina soldvel, levando a um baixo rendimento da hidrélise e da
fermentacdo (Figura 4) (PATEL, et al., 2017).

Umas das preocupacdes com o processo de hidrolise 4dcida sao os subprodutos gerados,
devido a exposi¢do do acido a altas temperaturas desestruturar as pentoses, favorecendo a
liberacdo de furfural ou hexoses formadora dos hidroximetilfurfural, substancias inibidoras do
processo fermentativo (BREXO ¢ SANT’ANA, 2017). O furfural pode ainda se degradar a
acido foérmico ou se polimerizar, e o HMF pode originar quantidades equimoleculares de acidos

formico e levulinico. Além do furfural, HMF e dos dois acidos alifaticos (férmico e levulinico)

forma-se o dcido acético procedente da hidrdlise dos radicais acetilas da hemicelulose, todos

inibidores do processo fermentativo (KARTAWIRIA et al., 2015).
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FIGURA 4 -Representagdo esquemadtica da producédo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica. Fonte:
Santos et al., 2012.
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3.6 Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino trata-se de um processo tecnoldgico que objetiva utilizar
solucdes alcalinas, tais como hidréxido de sédio (NaOH), hidréxido de cédlcio (Ca(OH)2) ou
hidréxido de amo6nia (NH4(OH)), para remover a lignina e parte da hemicelulose, aumentando
eficientemente a acessibilidade da enzima a celulose (ROMERO-GUIZA et al., 2017).

Os processos de pré-tratamento alcalinos geralmente utilizam condi¢des de temperatura
e pressao moderadas. Este processo em comparacdo aos sistemas de pré-tratamento acidos sao
mais econdmicos, degradam menos a celulose e apresentam menor formac¢do de derivados do
furano (CHEN, et al, 2012). O efeito deste pré-tratamento depende do conteudo de lignina
presente no material, pois seu principal efeito consiste na remog¢do da lignina da biomassa,
alterando a estrutura da celulose e promovendo maior reatividade da fibra, diminuicao do grau
de polimerizacdo e cristalinidade, o que facilita a acdo das enzimas celuloliticas (AKHTAR et

al.,2017).

3.7 Fermentacao da biomassa lignocelulésica

A fermentacdo alcodlica € um processo bioquimico, no qual os micro-organismos
transformam os agucares em etanol e CO». Este dissacarideo € convertido em piruvato que sofre
uma descarboxila¢do reduzindo o acetaldeido formado o etanol, outros compostos organicos
tais como glicerol, 4cido succinico, dlcoois amilico e isoamilico sdo produzidos em menor
quantidade e também sdo considerados produtos secunddrios da fermentagcdo alcodlica
(CHENG et al., 2017).

A principal rota metabdlica envolvida na fermentacdo alcodlica por leveduras € a
glicdlise (rota Embden-Meyerhof-Parnas ou EMP), através desse processo cada molécula de
glicose é oxidada e duas moléculas de piruvato sdo produzidas (Figura 5) (MOHAPATRA et
al., 2017). Em condicdes anaerdbias a molécula de piruvato é descarboxilada pela enzima
piruvato descarboxilase para geraracetaldeido e géds carbdonico. O aldeido, em seguida, é
reduzido em uma reacdo catalisada pela enzima dalcool desidrogenase para produzir etanol
(BERG et al, 2012). Teoricamente, o rendimento € 0,511 g de etanol e 0,489 g de gés carbonico
em relacdo a 1 g de glicose metabolizada. Dois ATPs (adenosina tri-fosfato) produzidos na
glicélise sdo utilizados para direcionar a biossintese de macromoléculas, o que envolve uma
grande variedade de reacdes que requerem energia. Sem o consumo continuo de ATPs pelas

células em crescimento, o metabolismo glicolitico € interrompido imediatamente, pois o
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acimulo intracelular de ATP inibe a fosfofrutoquinase (PFK), uma das enzimas mais

importantes envolvidas na regulacio da glicdlise (KOK et al., 2012).
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FIGURA 5 -Via metabdlica da fermentacdo de etanol em S. cerevisiae. Adaptacdo de BAI, et al, 2008.

A glicose, oriunda da hidrdlise da celulose, a qual € uma hexose (carboidrato com seis
atomos de carbono) € o agucar mais comum utilizado por micro-organismos como combustivel
para a producao de etanol (SASMAL, et al, 2018), no entanto o metabolismo de certos micro-
organismos também permite a assimilacdo de pentoses (carboidratos com cinco dtomos de
carbono), como xilose e arabinose, oriundos da hidrélise da hemicelulose, para a produgao de
etanol (BRAR, et al, 2018), sendo a xilose o segundo agucar fermentavel mais presente em
hidrolisados (SASAKI, et al, 2014).

A via fermentativa é a forma mais importante para a obtencdo do édlcool etilico no
Brasil, devido ao grande nimero de matérias-primas naturais e residuais existentes que
fornecem agucares passiveis de fermenta¢do microbiana. Na industria, a fermentagdo € iniciada
apos as etapas de pré-tratamento e sacarificagdo dos polissacarideos presentes nas biomassas
vegetais, convertendo-os em moléculas de glicose ou outro acticar fermentescivel.

Alguns fatores sdo importantes para a maior eficiéncia do processo de fermentacao

como a qualidade da matéria-prima, pH da reacao, nivel de acidez, presen¢a de microrganismos
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contaminantes, temperatura, concentracao de agicares do meio e disponibilidade de nutrientes

(RASTOGI e SHRIVASTAVA, 2017).
3.8 Integracao entre sacarificacio e fermentaciao

Na producdo de etanol de segunda geracdo, diferentes configuracdes de processos
podem ser definidas de acordo com a integracdo das etapas de hidrdlise enzimdtica e
fermentagdo. Os principais processos de integra¢do sdo caracterizados pela Sacarificagdo e

Fermentacdo Separada (SHF) e Sacarificacdo e Fermentacdao Simultanea (SSF).
3.8.1 Sacarificacdo e Fermentacdo Separada (SHF)

O processo de sacarificacdo e fermentacdo separada (SHF) utiliza o sélido resultante
do pré-tratamento apds ser submetido as etapas posteriores de lavagem para remog¢do dos
inibidores, é conduzido a etapa de hidrdlise enzimatica pela adi¢do de enzimas celuloliticas. O
hidrolisado resultante € convertido em etanol por leveduras de fermentagdo convencionais ou
outros micro-organismos em potencial (Figura 6). Nesse caso, os processos de hidrdlise e
fermentacdo podem ocorrer em temperaturas distintas e favordveis para cada processo, 45-50

°C para hidrélise e cerca de 32-37 °C para fermentacdo (SZAMBELAN, et al., 2018).
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FIGURA 6 -Representacao esquematica do processo de Fermentacdo e Hidrdlise Separada (SHF).
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3.8.2 Sacarifica¢do e Fermentacdo Simultanea (SSF)

O processo sacarificacdo e fermentacdo simultanea apresenta as etapas de hidrolise
enzimdtica de forma idéntica a descricio da SHF. Toda via, durante o processo de SSF a
hidrélise enzimatica e fermentagdo sdo realizadas em um dnico equipamento, assim, a glicose
proveniente da acdo de celulases é convertida diretamente para etanol o que minimiza a os

efeitos de inibicao pelo produto (Figura 7).
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FIGURA 7 -Representagdo esquemadtica do processo de Fermentacdo e Hidr6lise Simultinea (SSF).
3.9Saccharomyces cerevisiae

As leveduras sdo os micro-organismos mais importantes na obtencdo do dlcool por via
fermentativa. Trata-se de um organismo vivo, com multiplas habilidades metabdlicas, podendo
alterar a estequiometria da fermentagdo em resposta a alteragdes no meio, com grande impacto
no rendimento do processo (BARROS, 2014). Dentre as leveduras utilizadas em processos
fermentativos, as cepas do género Saccharomyces, sdo normalmente a primeira escolha para
producgdo de etanol industrialmente, devido a sua boa capacidade fermentativa, alta tolerancia

ao etanol e outros inibidores (formados tanto durante o pré-tratamento de matérias-primas
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quanto durante a fermentacdo) e a capacidade de crescer rapidamente sob as condig¢des
anaerdbicas que sdo caracteristicamente estabelecidas durante a fermentacdo em larga-escala
(REIS, et al., 2017).

As caracteristicas genéticas das cepas de leveduras e o processo de producdo de etanol
apresentam-se como fatores determinantes para aumento de rendimento e produtividade dos
processos fermentativos, sendo também utilizados novos micro-organismos, adequacdes na
composi¢ao e quantidade de nutrientes do meio na otimizagao do processo (LEE et al., 2017).

S. cerevisiae € um fungo predominantemente unicelular de rdpido crescimento e de
facil manipulacdo genética. Suas células podem ser esféricas, ovais ou elipticas, podendo ainda
apresentar-se bastante alargadas (Figura 8). Suas dimensdes variam consideravelmente em
funcdo da linhagem, nutri¢do, tempo de brotamento, entre outros fatores. Reproduzem-se
sexuada e assexuadamente por brotamento, fissdo ou cissiparidade, ou combinagdo desses dois
mecanismos. Estes micro-organismos sdo habeis para crescer e eficientes na producdo de etanol
em valores de pH de 3,5 a 6,0 e em temperaturas entre 28 e 35°C (TORTORA; 2016).
Temperaturas inferiores retardam a fermentacdo e temperaturas superiores ocasionam a
evaporacao do dlcool e o aparecimento de contaminacdes. Os valores de pH e temperatura
podem afetar a fermentacdo, bem como, a linhagem e a concentracdo de levedura no meio

(DONG et al., 2017).

FIGURA 8 - Imagem microscépica das células de Saccharomyces cerevisiae.
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3.10 A biomassa Aguapé (Eichhornia crassipes)

O Aguapé (Eichhornia crassipes) ¢ uma macrofita aquética emersa flutuante originéria
da regido amazonica (Figura 9). A espécie prolifera rapidamente em lagos com elevadas
concentracdes de nutrientes (eutrofizados), utilizados em seu metabolismo, e tem a capacidade
de remover metais pesados e outros contaminantes da 4gua. As macroéfitas aqudticas sdo plantas
diversos grupos que se caracterizam por terem partes vegetativas que crescem ativamente,
permanentemente ou por um periodo, submersas, flutuando ou sobre a superficie da dgua
(PRIYA e SELVAN, 2017)

Estas plantas aquéticas apresentam taxonomia bastante diversificada, as classificagdes
taxondmicas sao definidas de acordo com a sua forma de vida ou tipo bioldgico/ecoldgico que
estd relacionada a sua forma de crescimento e fixacdo. As principais formas de vida sdo:
macroéfitas emersas, com folhas flutuantes, submersas enraizadas, submersas livres e flutuantes
livres (ZHENG et al., 2016).

Altas colonizagdes de Aguapé trazem impactos negativos na economia pesqueira,
devido principalmente as baixas concentragdes de oxigénio dissolvido na coluna d’agua;
favorecem a proliferacio de insetos, larvas e moluscos transmissores de doencas como
encefalite, maldria e esquistossomose; influenciam a reducdo do fluxo de dgua em canais,
represas e rios; dificultam a navegacdo e a pesca; e sdo responsdveis por elevadas perdas de
agua por evapotranspiracao (de MELO et al., 2016).

A baixa diversidade e densidade de inimigos naturais e a eutrofizacao do ambiente sao
as duas principais causas do excessivo crescimento de plantas aquaticas (ZHENG et al., 2016).
Nessas condicdes, hd necessidade do controle populacional dessas plantas para manter as
colonizagdes dentro de limites em que seus efeitos benéficos ao ambiente aquatico suplantem
os efeitos prejudiciais. Esse controle pode ser feito pelo aumento de pressio de inimigos
naturais (controle biolégico) ou pela promog¢ao da morte (controle quimico) ou retirada das
plantas do corpo hidrico (controle mecanico) (THI et al., 2017).

O crescimento da Eichhornia crassipes € intenso, o que pode acarretar na cobertura
total do leito de um rio, isto implica diretamente em prejuizos para a flora, fauna e na producao
de energia, pois o acimulo das plantas atrapalha o funcionamento das turbinas nas usinas
hidrelétricas. Por causar todos esses problemas ambientais e econdmicos, o Aguapé ¢é
considerado uma praga aquitica (GANGULY; CHATTERJEE; DEY, 2012; DAS et al., 2016).

Diante de todos esses fatores € necessdria a retirada, em uma quantidade eficiente, do Aguapé
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dos corpos hidricos. A sua biomassa pode ser utilizada para diversas finalidades como
compostagem e fertilizac@o de solos, alimento para animais, além de fonte de energia, na forma
de briquetes, ou na producdo de biocombustiveis (REZANIA et al., 2015). No setor de
biocombustivel, essa biomassa pode ser utilizada como matéria-prima para a producio de etanol
de segunda geracdo (BAYRAKCI; KOCAR, 2014; DAS et al., 2015; PATEL; PATEL, 2015;
DAS et al., 2016).

FIGURA 9 — Planta macréfita Aguapé (Eichhornia crassipes) presentes no reservatério da Usina Hidrelétrica de
Buaguari-MG. Fonte: Préprio autor

3.11 A biomassa de Aguapé como fonte de producao de etanol de 2° geracio

A Aguapé pode ser aplicada como uma fonte ttil de biomassa devido ao seu rapido
crescimento e expansdo. O desenvolvimento desta macrofita ocorre principalmente em 4guas
ricas em nutrientes, e apresentam grande resisténcia a diferentes variagdes nos niveis de
nutrientes, temperatura e pH. Entretanto, sua aglomeracido se propaga como tapetes densos
dificultando a passagem de luz para as plantas submersas e reduzindo os niveis de oxigénio na
agua, o que traduz em um importante problema ambiental (CHENG etz al., 2015). Diante destes
fatores, a Aguapé pode ser uma promissora fonte de biomassa para a producdo de
biocombustiveis devido aos varios aspectos positivos como: 1) ndo compete com recursos
utilizados na cultura alimentar; 2) ndo causa mudangas no uso do solo ou no agrossistema para
a producgdo de biocombustivel; 3) o baixo custo econdmico; 4) os potenciais beneficios para o
ecossistema durante o periodo de extracdo (BERGIER et al., 2012).

A sua taxa de crescimento tem um valor muito elevado, 220 kg/ha/dia (BAYRAKCT;

KOCAR, 2014). Essa rdpida taxa de crescimento, junto com a capacidade de competir com
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outras plantas aqudticas e sua facilidade de adaptacao tornam o Aguapé uma das plantas mais
invasivas, pois, atualmente, é possivel encontrar essa planta nos cinco continentes. Essas
caracteristicas proporcionam a esse vegetal, capacidade de gerar quantidade significativa de
biomassa que pode estender-se em grande extensdo na superficie de um corpo hidrico, causando
muitos problemas ambientais e econdmicos (TELLEZ et al., 2008; PATEL; PATEL, 2015).
Tais caracteristicas conferem entre as espécies de macroéfitas aquaticas, a E. crassipes como
uma das alternativas mais promissoras para a utilizac¢ao industrial.

Um dos fatores mais importantes para a utilizacdo de uma determinada matéria-prima
na producdo de biocombustiveis é a sua composicdo quimica. O Aguapé apresenta um
significativo teor de 4gua em comparacdo com a sua matéria seca, esse valor € superior a 90%.
A caracterizacdo quimica da sua biomassa seca € composta por aproximadamente de 25% de
celulose, 35% de hemicelulose, 10% de lignina, 25% de cinzas. O valor das cinzas € alto por
causa da propriedade desta planta de retirar substancias dos corpos hidricos como os metais
pesados (GANGULY; CHATTERIJEE; DEY, 2012; REZANIA et al., 2015; GAO et al., 2016).

Os altos teores de celulose e hemicelulose permitem obter maiores concentragdes de
acucares fermentesciveis que poderdo ser convertidos a etanol por acdo microbioldgica.
Portanto, devido ao seu rdpido crescimento e baixo teor de lignina a Aguapé pode ser
considerada como fonte promissora de biomassa para conversdo de acgucares fermentesciveis

em etanol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coletas da amostra de AguapéEichhornia crassipes

As amostras de Aguapé foram coletadas no reservatério da Usina Hidrelétrica de
Baguari, localizada no leito do Rio Doce, no municipio de Governador Valadares-MG (19°
01°04.34S; 42° 07°22.36”0; Elev 179m). Apds a coleta as mesmas foram trituradas em
picadeira elétrica (John Deere-7350) para a uniformizacao das particulas em tamanho médio de
0,5 centimetros. Em seguida o material foi submetido a secagem em estufa a 60°C durante 48
horas até a obtencdo de peso constante. Posteriormente, a amostra seca foi submetida a moagem
em moinho tipo martelo (Quimis-340) com o objetivo de aumentar a superficie de contato a fim

de melhorara eficiéncia dos testes analiticos.
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FIGURA 10 - Imagem aérea da Usina Hidrelétrica de Baguari, Gov. Valadares - MG, local da coleta das plantas
de Aguapé (Eichhornia crassipes). Fonte: Consércio UHE Baguari (2018).

4.2. Carateriza¢do quimica da amostra de Aguapé
As amostras coletadas foram submetidas aos ensaios analiticos conforme descrito a

seguir na Figura 11
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FIGURA 11-Fluxograma das etapas de coleta e caracterizagdo quimica da Aguapé (Eichhornia crassipes). Fonte:

Autor
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4.2.1 Determinacao do teor de umidade da amostra integra

O teor de umidade da amostra integra de Aguapé foi determinado de acordo com as
normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). A andlise foi realizada a partir de 3,0g
(triplicata) de amostra fresca contidas em placas de vidropreviamente desumidificada e com
peso conhecido. As placas contendo a amostra foram submetidas a desidratagdo em estufa a
105°C até peso constante. O resultado foi calculado segundo a férmula abaixo e expresso em

porcentagem de umidade.

U = (Pmi — Pmf) x 100 Equacdo 1
mi

U = teor de umidade em porcentagem
Pmi=massa (g) da placa de vidro com amostra integra

Pmf=massa (g) da placa de vidro com amostra seca (desidratada)

4.3 Determinacio do teor de matéria seca

A partir da amostra de Aguapé previamente desidratada foi avaliado o teor de matéria
seca. Para tanto procedeu-se a pesagem de 3,0g de amostra provenientes da descricao do item
4.2.1(triplicata) em placa de vidro previamente desumidificada e com peso conhecido, seguida
de desidratac@o a 105°C até peso constante. Os resultados foram expressos em porcentagem de

umidade a partir da formula descrita na equagao 2.

MS = (Pmi — Pmf) x 100 Equacdo 2

mi

MS-= teor de matéria seca em porcentagem
Pmi=massa (g) da placa de vidro com amostra seca

Pmf=massa (g) da placa de vidro com amostra seca (desidratada)

4.4 Determinacao do teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado a partir de 0,5g de amostra (triplicata) contida em

cadinho de porcelana, previamente calcinado em mufla a 550°C e com peso conhecido. As
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amostras foram previamente carbonizadas e em seguida incineradas em mufla a 550°C. Apds
completa incineracdo, os cadinhos contendo as amostras foram resfriados em dessecador e

pesados. Os resultados foram expressos em g/100g de matéria integral. A determinacao foi feita

segundo a equacgdo 3 (IAL, 2008).

C=WM-P)x 100 Equacado 3
A

C= teor de cinzas em porcentagem

M= massa do cadinho com cinzas, em gramas
P= massa do cadinho vazio, em gramas

A= massa da amostra, em gramas

4.5 Determinacio do teor de lipideos

A quantificacdo do teor de lipideos foi realizada a partir de 1,0g de amostra (triplicata)
contidas em cartuchos de papel de filtro qualitativo com porosidade de 12,5um. Em seguida os
cartuchos contendo a amostra foram colocados em aparelho extrator Soxhlet, para extracao dos
lipideos com éter etilico por aproximadamente 8 horas. Os lipideos foram coletados em baldes
de fundo chato de 250 mL, previamente aquecidos a 105°C e resfriados até temperatura
ambiente em dessecador e pesados. Apds a extracdo, os baldes foram mantidos em estufa a
105°C por aproximadamente uma hora para evaporacao do solvente remanescente no 6leo e em
seguida, resfriados em dessecador at€é temperatura ambiente e pesados (AL, 2008). Os
resultados foram expressos em g100g™! de amostra integral e determinado segundo a férmula

abaixo.

L=WM- P)x 100 Equacdo 4
A

L= teor de lipideo em porcentagem

M= massa do baldo com lipidio, em gramas

P= massa do baldo vazio, em gramas

A= massa da amostra em gramas contida no cartucho de papel

4.6 Determinacio do teor de proteina

O teor de proteina foi quantificado segundo o método Kjeldal (IAL, 2008), adicionando-
se 0,5g de amostra de Aguapé (em triplicata) desidratada e triturada, com 600mg de sulfato de

potéssio, 10mL de 4cido sulfurico concentrado e 300mg de sulfato de cobre em um tubo de



42

ensaio, o tubo foi inserido em bloco digestor a 350°C, até o material contido no tubo ficar
limpido. Em seguida, foi inserido 15mL de e solucdo de hidréxido de sédio 50% aos tubos.
Ap6s esta etapa o recipiente foi disponibilizado em um destilador de nitrogénio (marca,
Tecnal®). O material destilado foi recuperado em frasco conico de 250mL, contendo 15mL de
solucdo saturada de acido borico e 3 gotas de solucdo indicadora (vermelho de metila 0,1%).
Em seguida o material foi titulado com &cido cloridrico 0,02N. Os resultados foram calculados

conforme a equacdo e expressos em g 100g 'de material integral.

V(HCI)XN(HCl)x14x6,25
Prot (%) =( (HCL)>xN(HCD x 100 Equacdo 5
Peso da amostra (mg)

4.7 Determinacao do teor de fibra bruta

O teor de fibra bruta foi determinado a partir de 0,5g de massa seca (em triplicata)
contido em um tubo de ensaio, seguido da adi¢do de 17,5 mL de 4cido acético a 70% e 0,5 g de
acido tricloroacético (KAMER e GINKEL 1952). A mistura contida no tudo (amostra) foi
submetida a digestdo em bloco digestor a 110°C por 30 min. Posteriormente, o material foi
filtrado usando filtros sinterizados previamente desumificados e pesados, contendo 12 de vidro.
A filtracdo foi conduzida realizando-se sucessivas lavagens da amostra com dgua destilada
quente (65°C) até retirada total da acidez (pH neutro). Os filtros sinterizados contendo amostra
foram submetidos a secagem em estufa a 105°C até peso constante. Os resultados foram

expressos em g 100g 'de fibra integral e cdlculo de acordo com a férmula abaixo:

FB% = (FSi— FSv) x 100 Equacdo 6
A

FB= teor de fibra bruta em porcentagem

FSi=massa do filtro sinterizado com residuo de fibra apos lavado e seco
FSv=massa do filtro sinterizado vazio

A= massa da amostra em gramas

4.8 Determinacio do teor de fibra solivel em detergente acido (FSDA)

A determinacdo do teor de FSDA ocorreu mediante pesagem de 0,25 g de amostra,
adicionados a um e transferidos para tubo de ensaio, juntamente com 25 mL de solucdo de
detergente acido (27,7 mL de H2SO4 (95 a 98%) reagente para 972,3 mL de dgua; 20g brometo
de cetil trimetilamonio-CTAB (CH3(CH2)1sN(CH3)3Br); Amonia ((CH3)2CO). As amostras
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contidas nos tubos foram digeridas em bloco digestor (marca, Tecnal®) por 30 minutos a
110°C. Em seguida o material foi filtrado em filtros sinterizados, previamente desumidificados
em estufas a 105°C e com peso conhecido. As amostras foram lavadas com dgua destilada
quente (65°C) e posteriormente com acetona para retirada total do detergente. Em seguida os
filtros sinterizados contendo as amostras foram secos em estufa a 105°C até peso constante
(VANSOEST, 1970). O teor de fibras soldveis em detergente dcido foi expresso em % de

FSDA/g de amostra integra através da férmula abaixo:

FSDA% = (Fls— Fv) x 100 Equacdo 7
A

FSDA% = teor de fibra bruta em porcentagem

Fls = massa do filtro sinterizado com residuo de fibra apds lavado e seco, em gramas
Fv = massa do filtro sinterizado vazio, em gramas

A= massa da amostra, em gramas

4.9 Determinacao do teor de fibra soliivel em detergente neutro (FSDN)

A quantificacdo da FSDN foi realizada partir de 0,25g de amostracomo descrita no item
4.2.1 contidas em tubo de ensaio, juntamente com 25mL de solu¢do de detergente neutro (Lauril
sulfato de soédio Ci2HasNaO4S; 30g, EDTA etilenodiaminotetracético sal dissédico
Ci10H14N208Na2.2H>0 6,81g; borato de sdédio decahidratado Na;B4O7.10H>O 122,58¢g, fosfato
de sodio dibésico anidro Na;HPO4 82,08g; trietilenoglicol 180 mL; sulfito de sédio anidro
NaxSOs; acetona ((CH3)2CO); solugcdo de alfa-amilase termo-estivel A3306 Sigma®)
submetidas a digestdo em bloco digestor por 30 minutos a 110°C. Em seguida o material foi
filtrado em filtros sintetizados, previamente desumidificados em estufa a 105°C e com peso
conhecido. As amostras foram lavadas com 4gua destilada quente (95°C) e posteriormente com
acetona para retirada total do detergente. Em seguida, os filtros sinterizados contendo a amostra
foram submetidos a secagem em estufa a 105°C até peso constante (VANSOEST, 1970). O teor
de fibras soliiveis em detergente neutro foi expresso em % de FSDN/g de amostra integra,

usando a formula a seguir:

FSDN% = (Fls— Fv) x 100 Equagao8
A

FSDN% = teor de fibra bruta em porcentagem

Fls = massa do filtro sinterizado com residuo de fibra apds lavado e seco, em gramas

Fv = massa do filtro sinterizado vazio, em gramas
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A= massa da amostra em gramas

4.10 Determinacao do teor de celulose

A quantificacdo do teor de celulose foi determinada a partir das amostras residuais
contidas nos filtros sinterizados, proveniente da andlise de FSDA. As amostras contidas em
filtros sinterizados foram submetidas a secagem até peso constante e em seguida foram
adicionadas de 30mL de 4cido sulfirico a 72% (p/p) e submetidas a filtracdo a vacuo. Apds o
escoamento completo do 4cido, os filtros foram lavados com 4gua destilada fervente (95°C),
por trés vezes. Em seguida estas foram submetidas a secagem em estufa a 105°C, até peso
constante, logo apds foram resfriadas em dessecador e pesadas. A massa de celulose foi dada
pela diferenca da massa do filtro sinterizado antes e depois da adicdo da solu¢do de 4cido

sulfarico a 72% (VANSOEST, 1970). O resultado foi calculado de acordo com a férmula

descrita a seguir e expresso em porcentagem de massa integral.

CEL% = (F(antes) — F(depois)) x 100 Equacdo9
A

CEL% = teor de celulose

F(antes) = massa do filtro sinterizado com residuo depois de lavado e seco, antes da adicdo do
acido sulfurico (g)

F(depois) = massa do filtro sinterizado com residuo depois da adi¢do do 4cido sulfurico (g) A=
massa da amostra em gramas

A= massa da amostra, em gramas

4.11 Determinacao do teor de lignina

O teor de lignina foi determinado a partir das amostras remanescentes da andlise de
celulose apos incineragdo em mufla a 550°C. Posteriormente os filtros foram resfriados em
dessecador até temperatura ambiente (25°C) e submetido a pesagem. O teor de lignina foi
calculado pela diferenca entre a massa do filtro sinterizado antes e apds incinera¢do

(VANSOEST, 1970). Os resultados foram obtidos de acordo com a férmula descrita abaixo:

LIG% = (F(antes)— F(mufla)) x 100 Equacaol0
A

LIG% = teor de lignina
F(antes) = massa do filtro sinterizado contendo residuo lavado e seco depois da adi¢do do dcido
sulftrico (g)
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F(mufla) = massa do filtro sinterizado contendo residuo depois de incinerados em mufla (g)
A= massa da amostra em gramas

4.12 Determinacao do teor de hemicelulose

O teor de hemicelulose foi quantificado pela diferenca entre as massas das amostras
remanescentes provenientes das andlises de FSDN e FSDA (VANSOEST, 1970). Os resultados
foram calculados de acordo com a férmula abaixo e expresso em porcentagem de massa
integral.

HEM% = (FSDAm) — (FSDNm)x 100 Equacaoll
A

HEM% = teor de hemicelulose, em porcentagem

FSDAm = massa da amostra remanescente da andlise de FSDA (g)
FSDNm = massa da amostra remanescente da anélise de FSDN (g)
A= massa da amostra, em gramas

4.13 Determinacio do teor de acicares soliveis totais (AST) e amido

a) Preparo da amostra

Os teores de amido e agucares totais foram determinados segundo a metodologia
descrita por McCready (1950). Para tanto, procedeu-se a adicdo de 0,2g de amostra em tubo
tipo Falcon de 10 mL, seguida da adicdo de 10 mL de dlcool 80%.Em seguida, as amostras
foram submetidas a centrifugacdo a 11.500G sendo o processo repetido por trés vezes. A fracdo
sobrenadante foi coletada e avolumada para 50 mL em baldo volumétrico, para posterior
quantificacdo de acgucares soldveis totais (AST) e a partir do precipitado foi realizada a
quantificagdo do teor de amido. O precipitado foi adicionado de 11,5mL de acido perclorico
30%, seguido de agitacdo em agitador tipo vortex por dois minutos. Em seguida, a reag@o foi
deixada em repouso por 30 minutos, com agitacdo ocasional e entdo, centrifugada a 11.500G
por 10 minutos. Apds a centrifugacdo o material foi ressuspenso e o procedimento foi repetido
por trés vezes. O sobrenadante foi coletado e avolumado em baldo volumétrico de S0mL para

posterior quantificacdo do teor de amido. As andlises foram realizadas em triplicata.

b) Quantificacao do teor de amido e aciicares solaveis totais (AST)
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As quantificacOes dos teores de amido e AST foram realizadas com solucdo de antrona
0,1% em 4cido sulftirico, utilizando curva analitica de D-glicose como referéncia nas
concentracgdes de 0 a 0,1 mg/mL (Figura 11). A quantificacdo foi realizada a partir de 1 mL do
sobrenadante avolumado, conforme descrito acima, contido em tubo de ensaio de 10 mL
adicionado de SmL da solucdo de antrona, seguidos de 12 minutos de incuba¢do em banho de
dgua fervente (95%1°C) e resfriamento em banho de dgua com gelo. A absorbancia foi
determinada em espectrofotometro (Bel Photonics® 1105) a 620nm (MCCREADY, 1950). Os

resultados foram expressos em porcentagem de amido e AST em massa integral.
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FIGURA 12Representacdo grafica das curvas analiticas para o ensaio de dosagem de Amido e AST. segundo

método descrito por McCready (1950).

4.14 Determinacio de aciicares redutores (AR)

Os teores de acgucares (AR) foram determinados pelo método do dcido dinitrosalicilico
(DNS) descrito por Miller (1959). A quantificacdo foi realizada em microtubo tipo Eppendorf
de 2 mL, pela adi¢ao de 100 pL da amostra (centrifugada) e 100 pL do reagente DNS, seguidos
de incubagdo a 100°C por 5 min e adi¢do de 1,0 mL de dgua. Ap6s homogeneizacao procedeu-
se a leitura em espectrofotometro a 540 nm. Uma curva analitica foi preparada utilizando D-
glicose como referéncia nas concentracoes de 0 a 0,1 mg/mL, sendo esta prepara de acordo com
o procedimento empregado para amostra. Os resultados foram expressos em porcentagem de

AR em massa integral.

4.15 Obtencao do hidrolisado
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As atividades experimentais em laboratorio para obtencdo do hidrolisado a partir

da massa seca de Aguapé e posterior producao de etanol ocorreram através das seguintes etapas:

Obtencao do
hidrolisado

Pré-tratamento Pre-tratamento Pré-tratamento
acido basico acido + basico

Otimizacdo do
Pré-tratamento
acido

Difracdo de Raio-X

Sacarificacio
Enzimatica

Processo
fermentativo

Teor de etanol

FIGURA 13-Fluxograma das etapas de obtencdo do hidrolisado e produgéo de etanol de segunda geracdo a partir
da Aguapé (Eichhornia crassipes). Fonte: Autor

4.16 Pré —tratamento acido
O pré-tratamento acido foi realizado a partir de 100 g da massa seca deAguapé

como descrita no item 4.2.1contida em Erlenmeyer de 500 mL, adicionada de solucao de H>SOq4
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7% (v/v)com razdo sélido/liquido de 20%, seguida de hidrolise em autoclave a 1 atm (120°C)

por 30 minutos.

4.17 Pré-tratamento alcalino

A realizacdo do processo de pré-tratamento alcalino, foi utilizado 100 g da massa seca
de Aguapé obtida apds pré-tratamento dcido HoSO4a 7% (v/v) em razdo sélido/liquido de 20%
a temperatura de 120°C (autoclave) por 1 hora. A massa seca de Aguapé obtida da otimizagao
do pré-tratamento acido foi tratada com solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) a 12% (m/v)
em razao sélido/liquido de 10% a temperatura de 80 °C (banho-maria) por 36 horas.

Apbs o pré-tratamento alcalino foram realizados os ensaios para a determinacio
acucares redutores presentes no hidrolisado. O residuo sélido oriundo do processo de filtracdo
do pré-tratamento foi lavado com dgua destilada sob vécuo até atingir pH neutro, e em seguida
submetido a secagem em estufa com circulacio de ar forcada a 60°C por 24 horas. As amostras

do residuo j4 desidratado foram reservadas para as andlises de celulose, hemicelulose e lignina

(Figural4).

Biomassa in natura Biomassa apos tratamento acido Biomassa ap0s tratamento
acido + basico.

FIGURA 14- Aspecto da Biomassa de Aguapé in natura, apds tratamento dcido e ap6s tratamento dcido seguido
de tratamento bdsico.

4.18 Otimizacao do processo de pré-tratamento acido

O processo de pré-tratamento 4cido foi realizado empregando um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), incluindo seis pontos axiais € 4 pontos centrais,
totalizando 18 ensaios. As varidveis independentes avaliadas sobre a efici€éncia da hidrélise

dcida na fracdo hemiceluldsica da massa seca de Aguapé e otimizacdo das condig¢Oes
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hidroliticas foram: tempo, razio sélido liquido (S/L) e concentragdo de 4cido sulfirico (H2SO4)
sobre a porcentagem de conversdo AR. A partir das condi¢cdes definidas no planejamento foi
pesado 0,5g de massa seca de Aguapé, em tubos de ensaio, tipo pirex (30 cm x 2,5 cm), seguido
da adicdo de acido sulftirico e autoclavado a 1 atm (120°C) por tempo variado, conforme
condi¢do descrita no planejamento apresentados na Tabela 1. O planejamento e andlise dos
resultados foi realizado utilizando-se o programa STATISTICA Versao 8.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa®). A qualidade do ajuste da equagcdo do modelo foi expressa pelo coeficiente de
determinacdo (R?) e sua significancia estatistica condicionada pelo teste-F. Os efeitos dos
fatores avaliados foram mensurados pela andlise do diagrama de Pareto e pelas curvas de

superficie de resposta, com suas correlagdes e curvaturas.

TABELA 1- Delineamento Composto Central Rotacional com dois niveis, 3 fatores (concentracdo de H»SOs,
razdo sélido liquido e tempo em minutos), 6 pontos axiais e 4 pontos centrais (15C, 16C, 17C, 18C), autoclavados
alatma 120 °C.

Pré-tratamento acido

Amostra Acido Sulfirico (%) (vIV) Razao (S/L) (%) Tempo (minutos)
1 2,00 10,00 15,00
2 2,00 10,00 55,00
3 2,00 30,00 15,00
4 2,00 30,00 55,00
5 8,00 10,00 15,00
6 8,00 10,00 55,00
7 8,00 30,00 15,00
8 8,00 30,00 55,00
9 0,75 20,00 35,00
10 9,24 20,00 35,00
11 5,00 5,85 35,00
12 5,00 34,14 35,00
13 5,00 20,00 6,71
14 5,00 20,00 63,28

15C 5,00 20,00 35,00
16C 5,00 20,00 35,00
17C 5,00 20,00 35,00
18C 5,00 20,00 35,00

(S/L) Razdo Sélido Liquido
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4.19 Difracao de Raio-X (DRX)

A andlise de difracdo de raios-X (DRX) permite determinar o grau de cristalinidade do
material lignocelulésico e a eficiéncia dos tratamentos na remocdo da lignina por meio da
andlise do perfil do difratograma. Os indices de cristalinidade (IC) da massa seca de Aguapé e
ap6s pré-tratamento foram calculados conforme a equagdo de Buschle-DillerZeronian que
permite calcular o grau de cristalinidade das amostras. Os resultados obtidos foram expressos

em porcentagem de cristanilidade presente nas fibras da massa seca de Aguapé.

1c=(1- 2)+100 Equacdo 12

Onde: I1 é a minima intensidade referente ao material amorfo e /2 é a maxima
intensidade referente ao pico de cristalinidade de grafico. As andlises foram realizadas em um
difratdmetro Rigaku Ultima IV, com o raio-X sendo gerado em um tubo de cobre (CuKal) com

uma voltagem de 40kV e uma corrente de 30mA, e com o comprimento de onde de A = 1.54 A.
4.20 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

No intuito de observar e avaliar o efeito do pré-tratamento dcido sobre a superficie das
fibras da massa seca de Aguapé foi utilizada a técnica de MEV. Foi submetido a pesagem 1g
de massa seca de Aguapé, posteriormente, acondicionou a amostra em uma placa de metal e
cobriu-se com uma camada de 30 nm de ouro usando um modelo JFC-1500 (JEOL Co. Ltd.)
em um ambiente com gas argonio. As amostras foram, entdo, examinadas com um microscopio
eletronico de varredura (modelo Quanta 200, FEI Company). Foram examinadas multiplas
micrografias de cada amostra (massa seca de Aguapé nao tratada e apds pré-tratamento 4cido)
em diferentes ampliagdes. O equipamento foi ajustado para uma tensdo de aceleragdo do feixe
de elétrons de 20 Kv. As imagens foram realizadas no Laboratério de Processos Quimicos da

UFVJM.
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4.21 Selecao da melhor condicao de pré-tratamento acido

A selecdo da melhor condi¢do de pré-tratamento dcido foi feita a partir do planejamento
DCCR. Ap6s o pré-tratamento dcido o hidrolisado foi filtrado a védcuo, e retiradas aliquotas
para determinagdo das andlises de AR. O residuo sé6lido oriundo do processo de filtracdo do
pré-tratamento foi lavado com dgua destilada sob vdcuo até atingir pH neutro, e em seguida
submetido a secagem em estufa com circulacio de ar forcada a 60°C por 24 horas. As amostras

do residuo ja desidratado foram reservadas para as andlises de celulose, hemicelulose e lignina.

4.22 Sacarificacdo enzimatica

A determinacdo das melhores condi¢cdes de sacarificacdo enzimatica ocorre através de
experimentos considerando os parametros: razao solido-liquido (S/L), tempo e concentracdo de
enzimas. Utilizou-se Erlenmeyers de 50 ml com a adi¢do da massa seca de Aguapé previamente
moida. Para tanto foi construido um planejamento fatorial, incluindo seis pontos axiais (0, 4, 8,
12, 16, 20, 24 horas) e 2 pontos centrais (Biomassa total e Concentracdo celulose em Biomassa),
totalizando 12 ensaios.

No processo de sacarificacdo, foi utilizado o preparado enzimatico da enzima comercial
Celuclast® (Novozymes®) na concentracdo de 7 FPU/grama de biomassa e a atividade
enzimatica foi determinada por espectrofotometria a 540 nm (Gomez, et al., 2010; Frydendal-
Nielsen, et al, 2017). No intuito de estabelecer parametros comparativos foi preparada uma
curva analitica de glicose como referéncia nas concentracoes de 0 a 1 mg/mL, sendo 1 U
(unidade de atividade) a quantidade de enzima que catalisa um micromol de produto por minuto
(GHOSE, 1987).

O processo de sacarificacdo enzimatica utilizou 0,5 g de biomassa seca pré-tratada,
seguida da adi¢cdo de 10 ml da solucdo tampao de acetato de sédio 50 mM (pH 5) perfazendo
20% da razdo (S/L). Posteriormente iniciou-se a homogeneizacdo e adi¢cdo da enzima em
quantidades especificas determinada no planejamento experimental (DCCR) demonstrado na
Tabela 1. A sacarificagio foi conduzida em estufa incubadora (marca Nova Etica) sob agitacio
de 36 G, a temperatura de 50°C por 30 minutos. Foram avaliados processos de sacarificagdo
com 4 pontos em um periodo total de 16 horas. Aliquotas do filtrado (hidrolisado) foram
coletadas em triplicata, e analisadas quanto aos teores de AR a fim de verificar os agtcares

liberados. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem de AR sobre massa integral.
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4.23Processo fermentativo

Os processos fermentativos foram conduzidos utilizando o hidrolisado proveniente da
sacarificagdo enzimdtica como meio fermentativo. Foram utilizadas duas metodologias
distintas para o processo de hidrélise enzimdtica e fermentacdo alcodlica: simultinea e
separada. Em ambos os processos, foi utilizado a levedura Saccharomyces cerevisiae (marca
Fleischmann®), na forma desidratada normalmente comercializada como fermento biolégico
seco e instantaneo. Para o inicio do processo fermentativo procedeu-se o inoculacao da levedura
na proporcao de 2 % do meio, seguido de incubagdo a temperatura de 28°C sob agitacdo
constante de 36 G.

O processo fermentativo foi monitorado por 25 horas em fermentometro (Figura 15),
que consiste em um sistema composto por um tubo Falcon® conico (50 mL) acoplado a um
dispositivo que permite o desprendimento de CO: e que impede a entrada de O». Este sistema
possibilita acompanhar o processo fermentativo, por meio de sucessivas pesagens, em
intervalos de tempos regulares até peso constante. A massa de CO; desprendida € utilizada para
estimar o etanol produzido e consequentemente a concentracdo de agucares fermentesciveis
existente na biomassa (PANTOJA, 2006). A pesagem do sistema foi realizada a cada uma hora
e os valores obtidos pela perda de massa (CO-) do sistema foram utilizados para determinar o
fim da fermentacdo. A fermentacdo foi estabelecida em 25 horas devido ao perfil de
crescimento da levedura, evitando-se a fase de declinio do microrganismo (DONG, et al, 2015).

No inicio e final do processo fermentativo aliquotas de 2 mL foram retiradas para
posterior andlise de agucares redutores (AR) acordo com o item 4.14, e 2 mL ao final do

processo para avaliar o teor de etanol através de destilacdo (item 4.22).
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FIGURA 15- Fermentdmetro utilizado para conducao do processo fermentativo o qual permite a saida do CO-
sem permitir a entrada de ar (sistema air lock).

4.23.1. Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea (SSF)

O processo de sacarificacao e fermentacio simultanea (SSF) utilizou a enzima comercial
Cellic CTec2® da Novozymes® na condicdo de 7 FPU/g de massa seca. Foi submetida a
pesagem 1,5g de massa seca de Aguapé apds pré-tratamento dcido otimizado e acondicionou a
amostra em tubos Falcon® de 50 mL acoplados com sistema air lock (fermentometro), na razao
s6lido/liquido de 20% em soluc¢do tampao de pH 4,8. O processo de hidrélise foi iniciado apds
pesagem inicial dos fermentdmetros e posteriormente submetidos a agitagdo constante em
Shaker Ethiktechnology® por 36 G por 50°C. Os processos de fermentacao alcodlica utilizaram
a levedura Saccharomyces cerevisiae, da marca Fleischmann®, com o nome comercial de
fermento bioldgico seco e instantdneo. A levedura foi inoculada apds 2 horas de hidrélise na
concentracdo de 2% do volume total do hidrolisado. O fermentdmetro apds o indculo da
levedura foi submetido a agitac@o orbital de 36 G a temperatura de 28 °C por 25 horas. Durante
o processo de fermentagdo o sistema fermentometro foi pesado a cada uma hora e os valores
obtidos pela perda de massa (CO2) do sistema foram utilizados para determinar o fim da
fermentagdo. O desprendimento de CO: foi acompanhado por meio de sucessivas pesagens do
sistema fermentometro no intervalo de 25 horas. As pesagens foram realizadas em intervalos
de 30 minutos nas primeiras 2 horas, posteriormente, intervalos de 1 hora até 6 horas de

fermentacgdo, 2 horas até 25 horas finalizando o processo. Os valores de CO2 obtidos ao longo
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do tempo foram utilizados para estimar o perfil de producao do etanol segundo a estequiometria
do processo fermentativo, na qual para cada 0,499g de CO; liberados é produzido 0,511g de
etanol (KOSARIK; VARDAR-SUKAN, 2001).

4.23.2. Sacarificacdo e Fermentacdo Separada (SHF)

Os processos de hidrélise enzimatica e fermentagdo separada apresentaram condicdes
idénticas a hidrolise e fermentacdo simultanea. Utilizou-se a enzima comercial Cellic CTec2®
da Novozymes® na condicdo de 7 FPU/g em 1,5¢ de massa seca de Aguapé, a razdo
solido/liquido foi de 20% em solugdo tampao de pH 4,8. O processo de hidrdlise foi iniciado
apos pesagem dos fermentometro e submetido agitagdo constante em Shaker Ethiktechnology®
a 36 G na temperatura de 50°C. O processo de fermentacao alcodlica utilizou a mesma levedura
Saccharomyces cerevisiae, € o inoculo ocorreu apds 16 horas de hidrélise na concentracao de
2% do volume total do hidrolisado. O fermentometro apds o inoculo da levedura foi submetido
a agitacdo orbital de 36 G a temperatura de 28 °C por 25 horas e o monitoramento do
desprendimento de (COz) obedeceu os mesmos critérios da (SHF).

Ao final dos processos de SSF e SSH aliquotas foram coletadas e analisadas quanto aos
teores de etanol, acucares redutores (MILLER, 1959) e glicose (LLOYD; WHELAN, 1969).
Para determinacdo do teor de etanol, as amostras foram pré-destiladas e posteriormente
quantificadas segundo método descrito por Pilone (1985). Valores de eficiéncia hidrolitica final

(Ef) foram calculados conforme equacao 13.

- . i g : Equacdo 13
__ |(Etanol g/100g Jx 2+ ARfin (g/100g)

tf

Polissacarideos (g/100g)

Ef: Eficiéncia hidrolitica final

Etanol (g/100g): Quantidade de etanol (g) no final do processo de SSF referente a 100g de
massa seca de Aguapé.

ARfin: Quantidade de agucares redutores (g) no final do processo de SSF referente a 100g de
massa seca de Aguapé.

Polissacarideos: Quantidade de amido, celulose e hemicelulose (g) presentes em 100g de massa

seca de Aguapé.
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4.24 Determinacao do teor de etanol

A determinacdo do teor de etanol (EtOH) no meio de fermentagdo foi realizada no final
do processo. Para isso foram coletados 2 mL do meio fermentado, o qual foi submetido a
destilacdo em microdestilador de dlcool (TEC132/TECNAL), recolhendo um volume final de
20 mL de destilado (em triplicata), o qual foi submetido a quantificacdo de etanol pelo método
do dicromato de potdssio a 0,1M preparado em solu¢cdo de 4cido sulfdrico a SM, segundo
metodologia descrita por Isarankura-Na-Ayudhya et al. (2007). A partir do destilado foram
coletados 300 pL, os quais foram transferidos para tubo de ensaio de 10 mL, seguidos da adi¢ao
de 3 mL do reagente dicromato de potdssio em acido sulfurico e homogeinizagdo em aparelho
Vértex (QL 901 BiomiXer). A reacdo foi deixada em repouso por 15 minutos e a intensidade

da cor formada foi determinada por espectrofotometria a 590 nm.

4.25 Analise estatistica
Os resultados foram analisados estatisticamente através do t-test pareado. Valores de
p<0,05 foram considerados significativos. As andlises foram realizadas no programa Microsoft

Office Excel 2007®, ap6s o estabelecimento da curva de normalidade dos dados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao quimica da massa seca de Aguapé

A caracterizacdo centesimal da biomassa de Aguapé estd descrita na Tabela 2. Os dados
obtidos demonstraram um alto de teor de umidade (83,05%), isto nos permite considerar que a
cada tonelada de Aguapé sdo obtidos cerca de 200 kg de massa seca. Os teores de Cinzas
(16,68%), Lipidios (3,5%), Proteinas (12,74%) e Fibra Bruta (67,02%) apresentaram resultados
semelhantes ao estudo realizado por REZANIA et al., 2015; GAO et al., 2016, HENRY-SILVA
e CAMARGO, 2006, NIGAM, 2002 que descreve resultados referentes a massa seca de
Eichhornia crassipes com 70% de Fibra Bruta, 4,7% de Lipideos, 25% de Cinzas e Proteinas
13%. O teor de cinzas € alto, em comparagdo com outros vegetais, por causa da propriedade

desta planta em retirar substancias inorganicas dos corpos hidricos como os metais pesados.

TABELA 2- Composi¢do quimica da Aguapé in natura.

Parametros (%) Aguapé (Eichhornia crassipes)

Umidade 83,05+2,39
Umidade de Massa Seca 0,73 +0,52
Cinzas 14,68+ 0,35
Proteinas 9,74+ 0,23

Lipideos 3,50+ 0,25

Fibra Bruta 67,02+ 0,12
FSDN 69,92+ 1,05
FSDA 38,37+ 1,25
Celulose 32,50+ 1,32
Hemicelulose 28,61+ 0,96
Lignina 7,46+ 0,81

AST 1,98 +0,22
Amido 2,62+ 0,46

A Aguapé, como a maioria de outras biomassas lignoceluldsicas, apresenta variagdao em
sua composi¢do quimica, as quais estdo relacionadas com vdrios fatores, tais como: fase de
colheita, reservatorio de origem, fatores climéaticos e composi¢cao dos reservatérios de dgua. Os
teores de celulose (32,50%), hemicelulose (28,61%) e lignina (7,46%), encontrados no presente

estudo assemelham-se com os dados descritos por Reales-Alfaro, 2013 que prop0s a produgao
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de etanol a partir do Aguapé através do pré-tratamento com dcido sulfirico (2% v/v) e
descreveu considerdvel fracdo de hemicelulose (21,33%) com baixo teor de lignina (4,40%)
(Tabela 3). Os baixos teores de lignina apresentados pela Aguapé contribuem para a menor
cristanilidade e recalcitrancia da biomassa, o que reflete diretamente na melhor eficiéncia do
processo de hidrélise e conversdo dos agicares em etanol. Outro aspecto interessante trata-se
da concentracdo de carboidratos disponiveis que compreendem o somatério dos teores de
Celulose (32,47%) + Hemicelulose (11,13%) + Amido (2,62%) e agucares soliveis totais
(1,98%) perfazendo um total de 48,20% de carboidratos. Esses dados refletem em uma projecao
estequiométrica de 312 L de etanol por tonelada de massa seca, o que torna este residuo uma

matéria-prima com interessante potencial para produgdo de etanol.

TABELA 3 - Porcentagem das fragdes de celulose, hemicelulose e lignina em diferentes estudos.

Gunnarsson e p . es-Alfaroet Dados do

Componentes Nigam, (2002) Petersen,
(2007) al., (2013) estudo
Celulose (%) 18,20 19,50 31,67 32,50
Hemicelulose (%) 48,70 33,40 27,33 28,61
Lignina (%) 3,50 9,30 4,40 7,46

5.2 Sacarificacdo enzimatica da biomassa de Aguapé

Os resultados apresentados demonstraram que a hidrdlise de Biomassa total apresentou
7, 67g (£ 0,14) de conversao em acgucares redutores (AR) no pico méximo de 16 horas (Figura
16). Os resultados obtidos no pico maximo de 16 horas para a condi¢do de concentragdo de
celulose em biomassa apresentou a taxa de 7,14g (+ 0,09) de conversao em agucares redutores
(Figura 17), portanto a condi¢@o de hidrélise em Biomassa total apresentou maior porcentagem
em conversao dos acucares a partir da massa seca de Aguapé (Figura 18) (p<0,05). Diante disso,
pode-se considerar que a hidrélise em biomassa total obteve aproximadamente 24% de
rendimento na conversdo de AR, uma vez que a Aguapé estudada apresenta 32,50% de celulose
(Tabela 3) em sua caracterizacdo. Estudos realizados com a palha de cana-de-acucar
demonstraram resultados semelhantes no processo de sacarificacdo enzimética, alcangando in
natura (sem qualquer tipo de pré-tratamento) o pico maximo de 7,2g de conversao de acticares
redutores (LUCARINI et al., 2017). Segundo Alizadeh et al., 2005 as biomassas submetidas a

determinados métodos de pré-tratamento podem alcangar até 90% de rendimento na conversao



de acucares redutores, entretanto, as biomassas in natura geralmente apresentam no maximo
20% de rendimento na conversao.

A reducao no teor de acuicares redutores apés 16 horas de hidrélise apresentou um perfil
nao esperado para a proposta experimental. Acredita-se que isto ocorreu devido a presenga de
microrganismos contaminantes, uma vez que os ensaios nao foram realizados em ambiente
estéril. Os resultados mostram que para tempos longos de reacdo seria necessdrio a adi¢ao de

agentes microbicidas.
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FIGURA 16- Porcentagem de acticares fermentesciveis liberados na hidrélise enzimdatica com enzima Celluclast®
no periodo de 16 horas na condi¢do Biomassa total.
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FIGURA 17- Porcentagem de actcares fermentesciveis liberados na hidrélise enzimatica com enzima Celluclast®
no periodo de 16 horas na condi¢do Biomassa por concentracdo de celulose.
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FIGURA 18- Porcentagem de acticares fermentesciveis liberados na hidrdlise enzimética com enzima Celluclast®
no periodo de 16 horas nas condi¢des de biomassa total e concentrac¢do de celulose *(p<0,05).

5.3 Sacarificacao enzimatica da biomassa de Aguapé com diferentes tipos de pré-

tratamento.

Os resultados obtidos através das hidrdlises enziméaticas demonstraram o pico maximo
de conversdo de agtcares em 16 horas quando utilizado as duas enzimas Celluclast® e Cellic
CTec2®. A andlise comparativa entre os diferentes tipos de pré-tratamento, destaca-se o
tratamento com 4cido sulfiirico que apresentou 22,60g acucares redutores sob uso da
Celluclast®(Figura 19) e 24,74¢ utilizando o coquetel enzimatico Cellic CTec2® (Figura 20).
Diante dos resultados obtidos nas hidrélises da biomassa apds tratamento dcido e comparando

os diferentes compostos enzimdticos foi observado melhor rendimento utilizando a enzima

Cellic CTec2® *(p<0,05) (Figura 21).
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FIGURA 19- Porcentagem de agticares fermentesciveis liberados na hidrélise enzimatica com enzima Celluclast®
no periodo de 16 horas utilizando Aguapé apds diferentes tipos de pré-tratamento (dcido, basico e dcido+bdsico).
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FIGURA 20- Porcentagem de acicares fermentesciveis liberados na hidrélise enzimdtica com enzima Cellic
CTec2® no periodo de 16 horas utilizando Aguapé apés diferentes tipos de pré-tratamento (4cido, bdsico e
acido+basico).
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FIGURA 21- Porcentagem de agticares fermentesciveis liberados na hidrélise enzimatica com as enzima Cellic
CTec2® e Celluclast® no periodo de 16 horas utilizando massa seca de Aguapé ap6s pré-tratamento acido (H2SOx)
*p<0,05.

As diferentes tecnologias de pré-tratamento propostas na reagdes de hidrolise visam
aumentar a digestibilidade enzimdtica da biomassa lignoceluldsica de Aguapé. O principal
objetivo dos pré-tratamentos é alterar ou remover as fracdes de hemicelulose e-ou lignina,
aumentando a drea superficial permitindo maior acessibilidade das enzimas celuloliticas ao seu
substrato (ASWATH]I, et al, 2013). Observa-se que a reagado de hidrdlise que apresentou melhor
desempenho foi utilizando a enzima Cellic Ctec2® apés o pré-tratamento com 4cido sulfirico
diluido (p<0,05). Os resultados das hidrolises de palha de trigo utilizando as enzimas
Celluclast® e Cellic CTec2® apresentaram maior conversdo de acticares redutores utilizando o
coquetel Cellic CTec2®, o que assemelha-se ao nosso estudo (RODRIGUES, et al., 2015).

O melhor desempenho apresentado por este coquetel enzimatico pode ser justificado
pelas altas concentracdes de [B-glicosidases presentes no composto (ZHANG, HIMMEL,
MIELENZ, 2006). A B-glicosidase ¢ uma enzima que permite a conversdo final da celobiose
em glicose, o produto proporciona melhor eficiéncia ao hidrolisar substratos lignoceluldsicos
pré-tratados com maiores quantidades de sélidos totais, diferente da Celluclast® que apresenta
em sua composicdo deficiéncia de celobiases, o que resulta em menor potencial na
digestibilidade da celulose (KUMAR, 2016, MARTINS et al., 2008; PIERRE et al., 2011a,b).

O pré-tratamento 4cido trata-se de uma alternativa utilizada para a remocdo de

hemicelulose e o pré-tratamento bdsico para a remocao de lignina. Portanto, a associacao dos
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tratamentos dcido e basico sdo utilizados para a remog¢do de ambas as fibras (YAN et al., 2015;
ZHANG et al., 2016).

A Aguapé apresenta 28,61% de hemicelulose em massa seca, 0 que representa uma
fracdo interessante para o tratamento 4dcido, uma vez que a remogao da fibra pode impactar em
maior efetividade da acdo enzimadtica. A eficiéncia dos pré-tratamentos na reagdo de hidrdlise
fica mais evidente diante da andlise de rendimento da conversdo de agucares redutores. Os
diferentes pré-tratamentos alteram a concentragdo das fibras de celulose, hemicelulose e
lignina, portanto, o cdlculo de rendimento baseia-se na porcentagem de agticares redutores que
foi convertido diante da fragdo total de carboidratos disponiveis. O processo de pré-tratamento
acarreta em perda de biomassa, € importante que haja boa eficiéncia na recuperacdo da mesma
durante as sucessivas lavagens para que a etapa de sacarificacdo seja bem sucedida. Os
resultados demonstraram através das hidrolises que o melhor desempenho apresentado foi
diante do pré-tratamento 4cido, representando 45,19% de rendimento na conversao de actcares
e menor porcentagem de perda de biomassa apds tratamento 32,56% como apresentado na
tabela 4. Os outros tratamentos utilizados apresentaram rendimentos inferiores ao tratamento
acido e maior percentual de perda de biomassa descritos em 14,98% de rendimento no
tratamento alcalino com 56,44% de perda e 14,51% de rendimento diante do tratamento acido
e basico com 74,82% de perda de biomassa.

Segundo Das et al., 2016 o pré-tratamento da Aguapé com &cido sulfirico diluido
apresentou maior eficiéncia quando comparado a outros tratamentos dcidos (HNO3, HCI) e ao
tratamento alcalino (NaOH) configurando-se como uma alternativa bastante vidvel para a
producdo de etanol a partir de Aguapé. Diante disso, foi proposto uma otimizacdo do pré-
tratamento 4cido no intuito de estabelecer uma melhor performance na hidrolise enzimética

utilizando a massa seca de Aguapé.

TABELA 4 - Caracterizacdo da Aguapé apés diferentes tipos de pré-tratamento, porcentagem de rendimento na
conversdo de AR e de perda de biomassa apés sacarificagdo com a enzima Cellic Ctec2®.

% % de perda
Pré- Celulose Hemicelulose Lignina rendimento 7 dg
tratamentos (%) (%) (%) g/AR em na conversao )
100g de AR Biomassa
Acido 53,55 5,50 24,20 24,72 46,16 32,56

Alcalino 50,78 19,81 3,14 7,61 14,98 56,44
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Acido + 63,40 5,20 0,39 14,51 22,89 74,82
Alcalino

As hidroélise de material lignocelulésico como a palha de cana-de-agicar utilizando a
enzima Cellic CTec2® apresentaram 23,8% de conversido de celulose AR no periodo de 24

horas, resultados semelhantes aos obtidos em nosso estudo (LUCARINI et al., 2017).

5.4 Planejamento experimental DCCR para a otimizacao do pré-tratamento com acido

sulfarico diluido

No intuito de estabelecer a melhor condi¢@o para o pré-tratamento com 4cido diluido foi
proposto um planejamento experimental DCCR para a otimizacdo do pré-tratamento dcido. As
condigdes estabelecidas pelo delineamento experimental, bem como os resultados apresentados
estdo dispostos na Tabela 5.

Os resultados obtidos demonstraram que a méaxima liberacdo de agucares redutores
presentes no hidrolisado (23,25%) ocorreu no ensaio que se refere a condicdo usada para o
ponto central (15C, 16C, 17C e 18C). Diante disso, a condi¢do estabelecida para a otimizagdo
do pré-tratamento acido foi: 5% da concentracdo de H2SOs, 20 % de razdo sélido-liquido e 35

minutos de reagdo.

TABELA 5: Delineamento Composto Central Rotacional, do tipo 23 com dois niveis de variacdes, 3 fatores
(concentragdo de H2S04, razdo S/L e tempo de hidrdlise), 6 pontos axiais e 4 pontos centrais (15C, 16C, 17C,
18C), autoclavados a 1 atm a 120°C, com os respectivos fatores de resposta para o pré-tratamento dcido da massa
seca de Aguapé.

Amosr (et fide, | Radg S T s

(hidrolisado)%

1 2,00 10,00 15,00 20,50
2 2,00 10,00 55,00 14,85
3 2,00 30,00 15,00 5,42
4 2,00 30,00 55,00 0,81
5 8,00 10,00 15,00 9,50
6 8,00 10,00 55,00 3,41
7 8,00 30,00 15,00 20,32
8 8,00 30,00 55,00 14,93
9 0,75 20,00 35,00 1,31
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10 9,24 20,0, 35,00 21,29
11 5,00 5,85 35,00 21,56
12 5,00 34,14 35,00 12,35
13 5,00 20,00 6,71 20,03
14 5,00 20,00 63,28 17,71
15C 5,00 20,00 35,00 22,94
16C 5,00 20,00 35,00 23,25
17C 5,00 20,00 35,00 23,18
18C 5,00 20,00 35,00 22,87

E importante ressaltar que o teor de agticares redutores liberados na condigéo do ponto
central (23,2%) indica que o pré-tratamento 4cido promoveu aproximadamente 82% da
conversdo das fracoes de hemicelulose (28,17%). A otimizag¢do do pré-tratamento dcido pode
contribuir para maior eficiéncia na remocao das fracdes de hemicelulose e preservacdo das
concentracdes de celulose, o que pode ser significativo para melhor eficiéncia do processo de
sacarificacdo (LU et al., 2010)

Foi proposto um modelo ajustado para o planejamento experimental DCCR (Equacio

4) apresentou um coeficiente de determinacao (R2) de 90% para resposta AR (%).

y= 18,20+ 4,5X; — 4,06X,%— 1,66X2 +1,34X3 + 2,49X, X2 Equagdol4

onde:

X1: concentracdo de H2SOy4;
X2: razdo soélido-liquido (S/L) e
X3: tempo em minutos.

Os efeitos estimados das varidveis estudadas e suas interagdes encontram-se abaixo,

na Tabela 6, e destacados na cor vermelha estdo os efeitos significativos a p<0,05.

TABELA 6 - Analise dos efeitos principais e de interagdes das varidveis do planejamento composto central para
os percentuais de AR encontrados na Aguapé.



Effect Estimates; Var :aguapé 2 AR %; R-sqr=,96786; Adj:,93171 (resultado prétratamenta)
3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Residual=2,053431

DV: aguapé 2 AR %
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Effect | Std.Ermr. t(8) p -95,% +95.% | Coeff. |StdEr | -95% | +95%
Factor CnfLimt |[Cnf Limt Coeff. |CnfLimt |CnfLimt
Mean/Interc. [18.205530 0.675513| 2695112 0.000000 16,6481 19.76357| 18.20583| 0.675513| 16.64810| 19, 76357
(1)H2504 %i(L) 9.00729] 0827331 1088716 0.000004| 7.0995 1091512 450364 | 0413666 354973 545746
H2504 %(Q) -5,16250| 1,013270| -8,05560 0000042 -10.4991| -5,82590\ -4.08125| 0506635 -6,24955 -2 91295
(2)S/L%(L) -3, 32667| 0,827331| -4.02096 0,003836| -A.2345| -1 41884| -1.66333| 0.413666| -2,61725 -0.70942
S/L%(Q) -1,22750| 1,013270 -1,21142 0,260299 -35641 1.10910( -0.61375 0506635 -1,78205 0554455
(3)Tempa Min(L) 267476 0827331 3.23300| 0,012003| 07669 458259 1,33738| 0413666 038347 229129
Tempo Min(@) 0.76250 1.013270 075251 0473300 -15741 3.09910 0,38125| 0506635 -0,78705 154955
1L by 2L 4 972600 1.013270 4.90738| 0,001183| 26359 7.30910| 2.48625| 0.506635 1.31795 365455
1L by 3L -1.64750| 1,013270 -1,62592 0142619 -3.9841 0.66910| -0.82375 0506635 -1,99205 034455
2L by 3L -1.47750| 1,013270 -1,45815 0182910 -3.8141 0,85910( -0.73875 0506635 -1,90705 042955

A andlise do grafico de Pareto representado na Figura 22 também possibilita observar

os valores estimados dos efeitos de cada variavel, bem como verificar se os mesmos foram ou

ndo estatisticamente significativos a p<0,05.

Os resultados encontrados indicam que o fator de maior relevancia, a um nivel de

significancia de 95% (p< 0,05), foi a concentragdo de acido, sendo que esta apresentou um

efeito linear significativo e positivo e um efeito quadrético significativo e negativo para a

remog¢do de hemicelulose, representada pela liberacdo de aguicares redutores. O efeito linear

positivo indica que o aumento da concentracdo de H2SO4 levou a uma maior liberacdo de AR

para o meio (Figura 22).
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FIGURA 22- Grifico de Pareto apresentando os efeitos dos fatores de respostas, em percentual de agiicares
redutores sobre o processo de hidrdlise dcida da Aguapé.

Em relagdo a razao sélido-liquido, observou-se um efeito linear negativo e significativo
para o AR, o qual se deve, provavelmente, a limitacdo de transferéncia de massa e calor
decorrente do aumento da fracdo sélida em detrimento da fase liquida, 4gua, a0 mesmo tempo
solvente e reagente do processo, onde se encontra o agente catalisador (H2SOs).

O tempo apresentou um efeito linear positivo e significativo no processo de hidrélise
acida, consequéncia previsivel da cinética de degradacao de actcares por hidrélise dcida.

Visando uma melhor andlise dos efeitos combinados exercidos por cada fator sobre a
liberacdo de AR, foram gerados gréficos de superficie de resposta (Figura 23). Nos graficos
apresentados observou-se que a mixima liberacdo de AR ocorreu numa faixa de valores de

concentracdo HoSO4 de 3 a 7%, 20 a 35 minutos de pré-tratamento e razao sélido-liquido de 15
a20%.

Fitted Surface; Variable: aguape 2 AR % Fitted Surface; Variable: aguapé 2 AR %
3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Residual=2,053431 3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Residual=2,053431
DV: aguapé 2 AR % DV: aguapé 2 AR %
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Fitted Surface; Varable: aguape 2 AR %
3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Residual=2,053431
DV: aguapé 2 AR %

B 24

I 22
= 20

28 118

® s 1

2 == — 1

7 s‘t

a0 st

12 o0

b T gierle
=

FIGURA 23- Grificos de superficie de resposta para o percentual de actcares redutores (AR%) removidos da

torta de dendé em fung¢@o dos efeitos combinados do tempo, concentracao de H,SO4 e Razdo S/L (razdo sélido-
liquido).

A caracterizacdo quimica centesimal do residuo soélido apds o pré-tratamento acido
otimizado apresentou mudancas na composi¢do quimica da Aguapé (Tabela 7). A concentracdo
de celulose foi aumentada a 43,35% no sélido pré-tratado, concentracdo de hemicelulose foi
reduzida a 5,52 % e a lignina obteve uma pequena reducio a 6,73%,melhorar a eficiéncia do
processo de sacarificacdo enzimdtica. As fracdoes de lignina presentes na biomassa
lignoceluldsica representam condi¢des prejudiciais a agdo dos microrganismos, bem como a

atividade enzimética. Portanto, os substratos com baixa concentracdo de lignina apresentam

maior atividade enzimatica (NANDA et al., 2013).

TABELA 7: Comparacgao das fragdes de carboidratos e lignina do Aguapé (Eichhornia crassipes) antes e apos o
pré-tratamento dcido.

Fracgoes Antes do pré-tratamento acido (%) Ap6s pré-tratamento acido (%)

Celulose 32,54 +0,86 43,35 +0,46
Hemicelulose 28,61 1,16 5,52 +0,17

Lignina 746  +0,24 6,73 0,36

As alteracdes na caracterizagdo quimica do residuo sélido recuperado apds o pré-

tratamento acido despertou o interesse em propor andlises complementares para verificar as
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possiveis alteracdes estruturais na massa seca de Aguapé. Portanto, a massa seca de Aguapé
apos pré-tratamento dcido otimizado foi submetida a andlise de difracdo de raio-X (XRD) e a

microscopia eletronica de varredura (MEV).

5.5 Analise de Difracao de Raio-X (DRX)

Essa andlise foi utilizada para estudar as alteracdes na estrutura cristalina do Aguapé
nos diferentes pré-tratamentos. Os picos do grifico de difracio de Raio-X indicam a
cristalinidade da matéria. As fracdes de hemicelulose e lignina possuem caracteristica cristalina,
enquanto a celulose é majoritariamente amorfa, conforme TASKER et al., 1994 a celulose
apresentou modificacdes na sua cristanilidade caracterizada pelos picos 20= 15° 24°.
Portanto, pode-se assumir que houve uma diminui¢do na area cristalina no grafico de DRX, o
que significa remog¢do da hemicelulose e/ou da parte cristalina da celulose, em ambos os casos
aumentando a acessibilidade a celulose amorfa (TASKER er al, 1994,
SATYANAGALAKSHMI et al., 2011). A Figura 24 apresenta os graficos da andlise de

difracdo de raio-X do Aguapé antes (G) e apds pré-tratamento dcido otimizado (F).
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FIGURA 24- Anilise de difracdo de raio-X da massa seca de Aguapé antes e apés pré-tratamento com dcido
sulftrico otimizado (HoSO4 5% v/v).

Intensity

A Figura 24 mostra que o Aguapé sem pré-tratamento apresenta um ndmero reduzido
de picos em torno de 20= 15° e 24°. A equagdo de Buschle-Diller-Zeronian (Equagdo 12)

permite calcular o grau de cristalinidade das amostras. A Tabela 8 apresenta estes indices.

TABELA 8- Indice de cristalinidade do Aguapé pré-tratado calculado pela Equagdo 12.
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Condicdes Indice de cristanilidade (%)
Aguapé sem pré-tratamento 47,64
Aguapé ap06s pré-tratamento (H2SO4 5% viv) 22,35

Através da Tabela 8 pode-se observar que o indice de cristalinidade para o Aguapé sem
pré-tratamento € 47,64%, resultado similar aos 52,9% encontrado por Satyanagalakshmi et al.,
(2011). Entretanto, o indice de cristanilidade apds o pré-tratamento com &cido sulfirico
22,35%, foi menor do que o encontrado na literatura de 26,63 %. O IC apds o pré-tratamento
apresentou diferencas significativas quando comparado ao Aguapé in natura, comprovando que

0 processo quimico alterou as caracteristicas da biomassa.

5.6 Analise da massa seca de Aguapé antes e apos pré-tratamento acido por Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV).

A Figura 25 apresenta os resultados da visualizacdo de amostras da biomassa de Aguapé
antes (A/B) e ap6s (C/D) o pré-tratamento dcido otimizado por microscopia eletronica de
varredura (MEV). Como pode ser visualizada na Figura 25 (A/B), a superficie da massa seca
de Aguapé in natura apresenta uma estrutura vegetal bem organizada com fibras lisas,
compactas e sem nenhuma ruptura, caracteristicas da Aguapé sem o pré-tratamento. Isso ocorre
devido a presenca da camada protetora formada pela lignina e hemicelulose. Apos o pré-
tratamento acido (Figura 25 C/ D), a superficie da estrutura apresenta uma aparéncia mais
granular, com a presenca de fendas ou canais, e a formacdo de uma parede celular estratificada
destacada nas setas amarelas, podendo ser atribuido ao rompimento parcial das estruturas de
hemicelulose do material lignocelulésico (KUMAR, et al., 2009). Segundo Resende et al.,
(2011) as varias camadas formadas indicam uma fibra com maior area superficial, enquanto as
fendas caracterizam uma maior porosidade da fibra. A partir destas micrografias infere-se que
o pré-tratamento contribuiu para maior desorganizacgao fisica das fibras, resultando assim em

uma maior acessibilidade para as enzimas durante a hidrélise enzimaética.
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FIGURA 25- Andlise da massa seca de Aguapé antes (A/B) e apds pré-tratamento acido otimizado (C/D) por
MEYV (Microscopia eletronica por varredura) na ampliacio de 50x (A e C) e 500x (B e D).

5.7 Sacarificacdo enzimatica apo6s a otimizacao do pré-tratamento

Os resultados da sacarificagdo apdés a otimizacdo do pré-tratamento 4cido
demonstraram maior pico de conversdo de agucares redutores em 16 horas de hidrdlise
utilizando a enzima Cellic CTec2®. Os valores maximos obtidos através da hidrélise com a
enzima Cellic CTec2® apresentaram 37,57g de AR/100g de massa seca, sendo assim, valores
superiores aos 29,46g convertidos na hidrélise com Celuclast® *(p<0,05) (Figura 26). A
conversio de AR por Cellic CTec2® proporcionou aproximadamente 87% de rendimento
considerando a concentracdo de 43,35% de celulose apds pré-tratamento dcido otimizado. Os
dados apresentam valores superiores as hidrélises de Aguapé descritas no resultados obtidos
por Reales-Alfaro et al., 2013, Nigam 2002, Kumar et al., 2009, Harun, et al., 2011 como
descrito na Tabela 9.

Diante disso, acredita-se que a hidrélise de Aguapé pode ser realizada apenas com o
pré-tratamento acido, pois a otimizacdo do processo demonstrou desempenho satisfatério aos

rendimentos de AR, ndo sendo necessario a submissio ao tratamento alcalino. A exclusio de
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uma etapa de pré-tratamento pode impactar na reducdo de custos para a producdo do etanol e

em menor perda de biomassa.
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FIGURA 26- Porcentagem de agticares fermentesciveis liberados na hidrélise enzimatica com as enzima Cellic
CTec2®e Celluclast® no periodo de 16 horas utilizando Aguapé apds otimizagio do pré-tratamento dcido (H2SOx)

combinado ao tratamento alcalino *p<0,05.

TABELA 9- Acticares redutores obtidos em pré-tratamento acido, g/100g de massa seca.

Reales-Alfaro Kumar et al., Harunet al., Dados do
. Nigam, (2002)
Referéncias ez al., (2013) (2009) (2011) estudo
H,S04 1% (vIv)
H>SO042% (v/v) H>SO04 2% (vIv) H>SO4 5% (vIv) H>SO4 5% (vIv)
Actcares 29,33 21 18,8 12 37,57

redutores

5.8 Fermentacao

A fermentagdo alcoolica foi realizada através de dois processos distintos: Sacarificacido

e Fermentagdo Simultanea e Sacarificacdo e Fermentagdo Separada. Em ambos os processos

foi utilizado a levedura Saccharomyces cerevisiae (marca Fleischmann®) como agente do

processo durante aproximadamente 25 horas. O perfil do processo fermentativo foi expresso

graficamente em func¢do da quantidade de etanol produzido equivalente ao CO> desprendido
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(Figura 27). Neste grafico pode-se observar a habilidade da levedura em utilizar os carboidratos
presentes no meio de fermentacao através do desprendimento de CO: e das concentracdes de
etanol. A producdo de etanol ocorreu rapidamente nas seis primeiras horas. Este fato estd
atrelado principalmente a presencga de glicose, um agucar facilmente fermentével.

O processo fermentativo de Sacarificacdo e Fermentacdo Separada apresentou maiores
concentracdes de etanol em comparagcdo a Sacarificacdo Simultinea em todos os periodos
analisados (6, 8, 12, 24 horas). Os resultados apresentados em 24 horas de fermentag¢do
demonstraram maior concentracdo de etanol 0,54g (SHF) e 0,49g (SSF) *(p<0,05). Os
resultados apresentados foram superiores aos encontrados por Satyanagalakshmi, et al., 2011
que obteve aproximadamente 0,29g de etanol utilizando a Aguapé apds otimizacdo do pré-
tratamento com H2SOy4 diluido.

A diferenca entre os resultados dos processos pode ser explicada pelo fato que o SHF
trabalha nas condi¢des 6timas de pH e temperatura, o que proporciona uma melhor atividade
enzimatica da celulase e uma melhor atividade metabdlica (fermenta¢do) da levedura, o mesmo
ndo ocorre no processo SSF pois ele trabalha em uma faixa intermedidria dos valores 6timos de

pH e temperatura da enzima e do microrganismo fermentescivel (SUN; CHENG, 2002).
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FIGURA 27-Produgdo de etanol obtidos com base no desprendimento de gis carbdnico (CO») durante os
processos fermentativos (SSF e SHF) de meios provenientes do hidrolisado de Aguapé pré-tratada.
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A determinacgdo do teor de etanol foi estabelecida através de amostras pré-destiladas e
posteriormente quantificadas segundo método descrito por Pilone (1985), j4 os valores de
eficiéncia hidrolitica final (Ef) foram calculados conforme equacao 13.

Ao final do processo fermentativo foi possivel observar as concentracdes de glicose,
etanol e varidveis de rendimento, estes valores estdo apresentados na Tabela 10. Com base nos
dados apresentados, pode-se observar que praticamente toda a glicose foi convertida em etanol.
Entretanto, ao final do processo, foi observado uma pequena concentracao residual de glicose
0,48 g/L (SSF) e 0,53g/L (SHF), o que indica a presenca de agicares ndo fermentesciveis. As
concentracdes de etanol obtidas apds o processo de destilagdo demonstram melhor resultado
através do processo de SHF 2,62 g/L. quando comparado aos resultados de SSF 1,51 g/L. As
concentracdes de etanol obtidas em ambos os processos de SSF e SHF foram superiores aos
1,40 g/L descritos por Zhang et al., 2018 utilizando Aguapé apds pré-tratamento dcido
otimizado. O rendimento da produgdo de etanol e a eficiéncia fermentativa foram consideradas
varidveis importantes do processo fermentativo. Como descrito nos resultados anteriores, o
processo de SHF apresentou maior rendimento na producio de etanol SHF 0,50 Yp/s e na
eficiéncia fermentativa 98% (Ef).

Os dados das varidveis do processo encontrados neste estudo foram superiores aos
descritos por Sornvoraweat, Kongkiattikajorn (2010) que encontrou eficiéncia fermentativa
(Ef) préximo a 96%, trabalhando com Aguapé em sacarificacdo e fermentacao separada, sendo
a S.cerevesiae como agente fermentativo. Os valores obtidos para Ef, igualmente, foram
superiores aos achados por Das, et al., (2016) e Yan, et al., (2015), utilizando a Aguapé como

insumo para producdo de bioetanol em diferentes processos fermentativos com os valores de

Ef de 83,14% e 86,22%, respectivamente.

TABELA 10- Variaveis dos processos fermentativos (SSF e SHF) utilizando como agente fermentativo a levedura
S. cerevisiae ap6s os pré-tratamentos dcido otimizado e posterior sacarificacdo enzimadtica.

Processo Gi Gr Tempo EtOHy Yp/s Qp Et
Fermentativo g/l g/l (horas) g/LL (gp/gs) (g/L/h) (%)
SHF 5,93 0,53 25 2,62 0,50 0,109 98
SSF 340 0,48 25 1,51 0,49 0,062 96

Yp/s = rendimento de producdo em etanol; Qp= produtividade volumétrica e Ef= eficiéncia fermentativa
Gi=glicose inicial Gf= glicose final
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A caracteriza¢do quimica da Aguapé (Eichhornia crassipes) resultou na determinacao
do valor de 48,20% de carboidratos totais, que se convertidos a etanol resultaria em 312L por
tonelada de residuo. O uso exclusivo da fracdo celuldsica, 32,5%, permite projetar producdo de
210L de etanol por tonelada de massa seca de Aguapé. Portanto, a biomassa de Aguapé
apresenta boas condi¢des para a producdo do etanol de segunda geracgdo.

Neste contexto, conclui-se que a melhor metodologia encontrada para a producdo de
etanol de segunda geracdo por meio de Eichhornia crassipes (Aguapé) € através do pré-
tratamento com &cido sulfurico diluido. O processo de otimizagdo do pré-tratamento adcido com
0 uso do planejamento DCCR demonstrou-se bem eficiente promovendo cerca de 85% da
remocao de hemicelulose.

O processo de sacarificacdo enzimdtica da Aguapé apds o pré-tratamentos acido
otimizado proporcionou conversao superior de 80% da celulose a glicose, onde a enzima Cellic
CTec2® demonstrou melhor desempenho que o composto enzimdtico Celluclast®. A
sacarificacdo e fermentacdo separada demonstrou melhor desempenho na produgdo alcodlica
em relacdo a sacarificacdo e fermentacdo simultanea, produzindo cerca de 2,62 g/L de etanol.

O uso da levedura de panificagdo Saccharomyces cerevisiae (Fleischmann®) mostrou-
se adequada para a conversao dos acticares derivados do pré-tratamento da Aguapé, obtendo-
se Yr/sde 0,50 de rendimento de produgdo de etanol e 98% de eficiéncia fermentativa.

Portanto, podemos concluir que considerando o volume de Aguapé produzido
anualmente em reservatorios aquiferos do Brasil e do mundo, € necessario propor alternativas
para o aproveitamento desta matéria-prima para algum processo industrial, como por exemplo,
a producdo do etanol de segunda geracdo. Portanto, esta tecnologia € uma alternativa favoravel
para minimizar os problemas ambientais e econdmicos causados pelo excesso de Eichhornia

crassipes (Aguapé) nos rios brasileiros.
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