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1. INTRODUCAO

Devido a insustentabilidade dos combustiveis fosseis e aos efeitos ambientais
negativos causados pela queima desses combustiveis, incentivou o desenvolvi-
mento de bioprodutos de recursos renovaveis (KIM et al., 2019; SUI et al., 2021).
Dentre 0s recursos renovaveis, a biomassa lignocelulésica (composta por celulose,
lignina e hemicelulose), chama atencéo para producdo acucares fermentesciveis,
que podem ser usados para a sintese integrada de biocombustiveis como biodiesel,
bioetanol, bio hidrogénio e biogas (RASHID et al., 2022). No entanto, para tornar
economicamente viavel a conversado enzimatica de biomassa lignoceluldsica, é ne-
cessério realizar hidrélise enzimatica em alto carga de sélidos (= 20%) para garantir
que uma concentracdo de acgucar correspondente seja produzida (SANT’ANA DA
SILVA et al., 2016; SHI et al., 2022).

A hidrélise de alto carga de sélidos possui algumas limitacdes que a afetam a
taxa de conversdo da celulose. Como a lenta transferéncia de massa, principal-
mente em meios porosos como lignocelulose, ligacdo desfavoravel da celulase a
lignina e reducéo da atividade enzimatica pela formacé&o de produtos finais, glicose
e celobiose (HE et al., 2018; SANT’ANA DA SILVA et al., 2016). Deste modo, au-
mentar a quantidade de celulase para compensar a mistura insuficiente de celulase
com o substrato € uma das alternativas. Porém, pode aumentar os custos de pro-
ducéo, visto que o custo da celulase utilizada na producéo industrial de etanol lig-
nocelulésico gira em torno de 20 a 30% (SHI et al., 2022). Neste contexto, mais
estudos sdo necessarios para desenvolver uma estratégia favoravel para superar
essas deficiéncias (HE et al., 2018);(VIGNESH; CHANDRARAJ, 2021).

O objetivo do presente estudo realizar uma hidrélise de multiplos estagios com
alta carga solidos de bagaco de cana-de-acucar pré-tratado utilizando enzimas
recicladas e determinar a carga maxima de sélidos que pode ser aplicada.

2. METODOLOGIA
2.1 Caracterizagdo do Substrato e Producao de enzimas

O bagaco de cana-de-agucar foi adquerida da regido sudeste do Brasil. O
bagaco de cana foi pré-tratada por exploséo a vapor em reator continuo por 10 min
a temperatura de 190°C. A composi¢ao quimica do bagacgo apresenta: 57.68% de
celulose, 12.41% de hemicelulose, 27.89% de lignina e 2,20% de
cinzas.Trichoderma SG2 foi recebida do Laboratério de Pesquisa de
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Bioprocessamento e Biocombustiveis da Auburn University em Montgomery. A
producdo da enzima a partirdo fungo degradador de lignocelulose Trichoderma
SG2 seguiu a metodologia descrito por FARIAS et al (2020) que utilizou um meio
enriquecido (EPM), descrito por OKEKE (2014) e papel impresso como substrato.
A enzima comercial utilizada para a suplementacdo enzimatica interna foi a
Novozyme Cellic CTec2, adquirida da Sigma-Aldrich.

2.2 Anédlise de atividades enziméaticas

O sobrenadante foi testado para atividades enzimaticas para celulase (celu-
lase de papel de filtro) e xilanase como descrito anteriormente (OKEKE, 2014;
OKEKE; LU, 2011). Posteriormente, o acUcar redutor total (ATR) foi determinado
pelo método do reagente acido dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). A atividade
enzimatica (umol ou unidades mL-1 30 min-1) foi lida a partir de uma curva de gli-
cose padrao.

2.3 Hidrolise enzimatica de bagaco de cana-de -acucar pré-tratada com va-
por e recuperacao de enzimas

A enzima produzida de TrichodermaSG2 nao otimizada apresentou atividade
enzimatica aproximadamente de 7,74 + 1,31 U mL! para celulase e 34,78 + 3,67 U
mL! para xilanase. Porém, em estudo prévio (dados nédo apresentados) foi deter-
minado que a enzima Trichoderma SG2 pode ser empregada em baixa dosagem,
assim no teste de hidrélise de bagaco de cana-de-acgUcar pré- tratado foi utilizado
Trichoderma SG2 a 50%. A enzima Cellic CTec2 foi aplicada conforme recomen-
dado pelo fornecedor (CTEC, [s.d.]). A hidrélise enziméatica foi realizada em Erlen-
meyer de 125 ml a 50°C, utilizando um teor de sélidos inicial de10% m/v, Lactostab
foi adicionado como agente antimicrobiano e hidroxido de so6dio 2M para ajustar o
pH para pH 5,00. Os frascos foram selados com parafilme. A hidrélise de multiplos
estagios foi realizada em intervalos de 21h e a cada etapa foram separados as
fases liquidas e sélidas por centrifugacédo. O resultado do primeiro estagio foi usado
como controle. Experimentos de hidrélise de dois estagios (21+21h) e trés estagios
(21+21+21h) foram conduzidos para estudar o rendimento de converséo celulose
utilizando enzimas reciclada e identificar a carga maxima de substrato com este
processo. Entéo, para determinar a estratégia de reciclagem, os tratamentos “a” e
“b” foram utilizadas: a - Reciclagem da enzima e adicdo de substrato fresco; b -
Reciclagem da enzima e adicdo de substrato fresco e adicdo de enzima 1/6 da
dosagem recomendada de Cellic CTec2 e enzima de Trichoderma SG2 com
atividade enzimatica 0,0387 U mL para celulase e 0,174 U mL? xilanase. A
dosagem de substrato variou de 1 a 10 % m/v. Devido o recolhimento da fracdo
liquida o sistema foi fluidizado com uma solucédo de tampéao acetato de sédio 50
mM, e foi novamente adicionado agente antimicrobiano Lactostab. Os testes de
hidrolise foram submetidos analise de variancia (ANOVA) e, quando significativos,
foi realizado o teste de Tukey para comparacdo de médias ao nivel de 5% de pro-
babilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Na figura 1 estam apresentados a eficiencia de convercéo da hidélise de alta
carga de sélidos com reciclagem de enzima. A quantidade de agUcares produzida
durante a reacéo de sacarificacdo, sao provenientes do substrato fresco e residual
(FARIAS et al, 2020). No entanto, para ambos tratamentos “a” e “b”, a conversao
em acucares diminui a medida que aumenta a carga de solidos. A diminuicdo da
converséo pode estar relacionada a uma menor relagdo enzima substrato, devido
ao aumento da carga de sélidos (VISSER et al., 2015). Também pela perda da
atividade enziméatica pelo efeito da ligacdo desfavoravel da celulase a lignina (HE
et al., 2018), pela formacao de produtos finais (YANG et al., 2010b) e pelo feito da
desnaturacdo mecanica a 50°C, podendo ter uma fator de reducédo acima de 1/3
(SHI et al., 2022).
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Figura 1 - Comparacao do rendimento de hidrélise de bagaco de cana-de-agucar
explodida a vapor na hidrdlise de multiplos estagios. Tratamento “a”, reciclagem de
enzima + substrato fresco. Tratamento “b”, reciclagem de enzima + adicdo de
enzima fresca +substrato fresco. Letras minusculas representam o teste de Tukey
a 5% entre o teor de sdlidos e letras mailsculas entre tratamentos.
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Os resultados da hidrélise de trés estagios (21+21+21h) para ambos
tratamentos, “a” e “b”, indicaram que as celulases ligadas, até certo ponto,
possuiam relativa atividade hidrolitica. Portanto, a hidrélise em batelada alimentada
reduziu o tempo de processamento, que geralmente apresenta tempo minimo de
72 h (SHI et al., 2022). Outro fator importante, a remoc¢ao de produtos finais, limitou
o efeito negativo na atividade da celulase (KIM et al., 2019; YANG et al., 2010a).

O tratamento “b”, consiste no processo de reciclagem da enzima e adicao de
enzimas frescas 1/6 da dosagem recomendada de Cellic CTec2 e enzima de
Trichoderma SG2 com atividade enzimética 0,0387 U mL™ para celulase e 0,174 U
mL-* xilanase, melhorou o rendimento geral da hidrélise (figura 1). O aumento na
eficiencia pode ser relacinado ao aumentar a quantidade de celulase que com-
pensa parcialmente a mistura insuficiente de celulase com o substrato (SHI et al.,
2022). A carga maxima de solidos na hidrélise com reciclagem de enzima, com e
sem adicao de enzima fresca € de 22%. Demostrando a viabilidade de hidrdlise de
alta carga de so6lidos em batelada alimentada com a reciclagem de enzimas através
da recirculagéo da fracdo sélida. Assim diminuindo os custos com enzimas no pro-
cesso de producao de biocombustiveis.

4. CONCLUSOES
A reciclagem de celulase para hidrolise enzimatica de alto teor de solidos é

importante e desafiadora. O estudo comprovou a possibilidade de hidrélise de alta
carga de soélidos com reciclagem de enzima, através da recirculacao de solidos. A
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remocdo da glicose diminuiu o efeito negativo na atividade enzimatica,
possibilitando uma maior eficiéncia de converséo. E foi determinado que 22% €é o
teor maximo solidos no processo de hidrolise de bagaco de cana-de-acucar pre-
tratado.
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