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RESUMO

Com a crescente e competitiva demanda do etanol em relacdo aos combustiveis fésseis
surgiu um novo desafio no cenario mundial: aumentar a producdo sem aumentar a area
plantada, evitando assim a competitividade por espaco com outras culturas alimenticias,
caso no qual se enquadra a proposta do etanol de segunda geracdo. Neste sentido, este
trabalho teve por objetivo a analise do desempenho do bagago do abacaxi como possivel
biomassa para a producdo de etanol de 22 geracdo. Foi avaliada a etapa de hidrdlise
enzimatica, visando a maior obtencdo de ART (Acucares Redutores Totais). Verificou-se
através da analise dos dados que os maiores valores de ART sdo obtidos para as menores
concentragdes de peroxido juntamente com as menores temperaturas e 0S menores tempos
de reacdo. Observa-se ainda, que utilizando todas as variaveis em seus maiores niveis
obtém-se as piores resposta de ART. Observamos que em ambas as granulometrias
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estudadas do bagaco, 20 e 48 mesh, foram obtidas respostas para a hidrolise enzimatica,
muito proximas em seu perfil.

Palavras-chave: material lignocelul6sico, hidrolise enzimatica, acUcares redutores
totais.

ABSTRACT

With the growing and competitive demand for ethanol in relation to fossil fuels, a new
challenge has arisen on the world scene: to increase production without increasing the
planted area, thus avoiding competition for space with other food crops, a case in which
the proposal of second generation ethanol fits. In this sense, this work aimed to analyze
the performance of pineapple bagasse as a possible biomass for the production of second
generation ethanol. The stage of enzymatic hydrolysis was evaluated, aiming at the
highest obtainment of TSA (Total Reducing Sugars). It was verified through data analysis
that the highest values of ART are obtained for the lowest concentrations of peroxide
along with the lowest temperatures and the shortest reaction times. It is also observed that
using all variables at their highest levels the worst ART response is obtained. We
observed that in both studied granulometries of the bagasse, 20 and 48 mesh, responses
for the enzymatic hydrolysis were obtained, very close in their profile.

Keywords: lignocellulosic material, enzymatic hydrolysis, total reducing sugars.

1 INTRODUCAO

Os combustiveis fosseis sempre foram motivos de discussdes, preocupacdes e até
mesmo armas politicas, tendo como exemplo claro a Crise do Petrdleo em 1973 que
acabou sendo uma das principais razdes para a criacdo do Programa Nacional do Alcool
(Proalcool) em 1975 (IPEA, 2010). A partir desse momento até 1990 o programa foi
gerenciado pelo Instituto do Agtcar e do Alcool (IAA) que além de administrar e facilitar
0 avan¢o do setor, também regulamentava 0s precos, e as quotas de producdo
(MARJOTTA-MAISTRO, 2002). O cenario comecou a mudar em 1990 com o inicio da
extincdo do IAA e inicio da abertura do setor sucroalcooleiro. Apesar das crises
enfrentadas, o setor mostrou-se bastante promissor.

A produgéo global de biocombustiveis (etanol, biodiesel e HVO) cresceu mais de
10 vezes entre 2000 e 2019. Até 2026, a Agéncia Internacional de Energia estima que a
producdo global cresca 6,8% ante o recorde de 2019, com 0 maior avango ocorrendo na
Asia e Pacifico, que tém a previsdo de crescer 52,9% em relagdo a 2019. Para o Brasil, a
projecdo € de um aumento de cerca de 11,7% nesse periodo, sendo responsavel pelos
maiores aumentos no consumo e producdo de etanol. (IBP, 2023). Os biocombustiveis

tendem inclusive substituirem os combustiveis de transporte pesado a base de petrdleo
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como também transportes para longas distancias, navegacdo maritima e aviacao,
principalmente no que se referem combustiveis de baixa emisséo de carbono (IEA, 2015).

Embora a biomassa da cana-de-agucar ou mesmo 0 seu bagaco seja empregado
veementemente na fabricacdo do bioetanol, seja ele de primeira ou segunda geracéo, ha
um alerta para que novas biomassas tdo atrativas quanto a cana sejam descobertas,
principalmente quando voltado para um aproveitamento de residuos. Os incentivos
econdmicos sdo necessarios em funcdo do custo competitivo da producédo de energia a
partir de biomassa, justificado principalmente pela seguranca energética e ambiental
associados a uma bioenergia sustentavel (IEA, 2015).

O bioetanol de segunda geracdo apresenta grande potencial de crescimento, ndo
por apenas depender da producédo de alimentos para sua industrializacdo e nem tdo pouco
da expansdo da area plantada, mas sim do reaproveitamento dos residuos da producéo,
logo a principal vantagem do bagaco esta na logistica, pois como se trata de um coproduto
ja se encontra disponivel (Aradjo et al., 2013). Podendo ser transformados ndo apenas em
matérias-primas para processos secundarios, como também em produtos comerciais.

No entanto, estes materiais lignoceluldsicos possuem uma estrutura complexa e
compacta, necessitando de pré-tratamentos que possam auxiliar principalmente na
remocéo da lignina e hemicelulose, permitindo a redugéo da cristalinidade e aumento da
porosidade do material, possibilitando que a celulose torne suscetivel a hidrolise. Porém,
é¢ uma das etapas mais caras do processo de conversdo da biomassa em acucares
fermentesciveis, embora necessaria por aumentar a eficiéncia e diminuir o custo do
processo de desenvolvimento e pesquisa (LEE et al., 1994; LYND et al., 1996; MOSIER
et al., 2005).

O uso do pré-tratamento alcalino possui por finalidade o efeito que as bases
exercem sobre a lignina, ou seja, sua efetiva solubilizacdo, proporcionando um aumento
da digestibilidade da celulose. Além disso, os pré-tratamentos alcalinos exibem baixa
solubilizacdo da hemicelulose, como também da celulose quando comparados a outros
pré-tratamentos como acidos ou hidrotérmicos.

A hidrélise enzimatica envolve a acdo sinérgica entre enzimas celuloliticas que
embora apresentem um elevado custo (ZHANG et al., 2006), podem ser conduzidas em
condi¢des moderadas, diferentemente do que ocorre na hidrolise &cida, que exigem altas
temperaturas e elevadas pressdes, a hidrolise enziméatica pode operar em pressdes
atmosférica e temperaturas, em torno de 50°C, além disso, ndo hé formac&o de produtos

que decompBem os mondmeros. Porém, essas enzimas celuloliticas sdo incapazes de
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catalisar uma completa e rapida hidrolise da celulose, isso implica em taxas de conversao
que dependem do tipo de residuo utilizado, além do tempo de hidrolise e a concentracéo
de enzima aplicada (BASSO, 2010).

Estudos tém sido realizados na tentativa de detectar enzimas que sejam capazes
de hidrolisar a celulose de uma forma mais efetiva, ora pela combinacéo de enzimas para
obtencdo de complexos mais eficientes ou pelo melhoramento de espécies (engenharia
genética), ora, pela otimizacdo dos processos fermentativos (MARTINS, 2005).

Assim sendo, este trabalho teve por objetivo a analise do desempenho dos bagacos
do abacaxi como possivel biomassa para a producdo de etanol de 2% geracdo. Foram
avaliadas as etapas de pré-tratamento e hidrdlise enzimatica, com énfase nas melhores

condigdes das variaveis visando a maior obtengdo de ART.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 PREPARO DOS BAGACOS

Os bagacos das frutas foram fornecidos pela inddstria Doce Vida, localizada em
Anapolis, Goias. Antes de serem estocadas, as biomassas foram secas em estufa a 60 °C
por cinco dias, sendo posteriormente armazenadas em recipientes hermeticamente

fechados.

2.2 PRE-TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO ALCALINO

Amostras de 4g de biomassa em base seca de 20 e 48 mesh foram tratadas com
100 mL de solucdo de perdxido de hidrogénio (H202), em frascos Erlenmeyer, e o pH
ajustado para 11,5 pela adicdo de hidroxido de sédio sélido (NaOH), de acordo com a
metodologia descrita por Krishna (2000). Foram transferidas para um agitador orbital tipo
shaker sob agitacao de 150 rpm. Apds o tempo reacional, filtrou-se e lavou-se varias vezes
com agua destilada. A temperatura, 0 tempo de reacao e a concentracdo do peroxido de
hidrogénio foram estabelecidos pelo planejamento.

2.3 HIDROLISE ENZIMATICA

As amostras do bagaco pré-tratados e secos em cada condigédo de estudo do pré-
tratamento, foram transferidos para frascos de Erlenmyers e adicionado tampéo acetato
de sodio pH 4,8 ( pH 6timo da enzima).

Para a avaliacdo das condigdes do pré-tratamento, utilizou-se uma concentracao

da celulase de 9 FPU/g de biomassa seca. Os frascos de Erlenmeyers foram vedados com
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parafilm e encubados em shaker sob agitacdo a 150 rpm. Paralelamente, para que ndo
haja subestimacéo nos resultados, e como o método escolhido foi o DNS, brancos da
biomassa (biomassa apenas pré-tratada + tampédo) correspondentes aos respectivos
ensaios da hidrolise enzimatica dos bagacos pré-tratados foram realizados. Com isto, ap6s
a hidrolise, os valores obtidos foram descontados desse ensaio com o intuito de
quantificar apenas o que foi liberado apos a hidrolise enzimética, e ndo o que j& continha
na biomassa inicial.

Foi realizado um primeiro estudo para avaliar o comportamento da influéncia da
temperatura na atividade enzimatica da celulase em funcdo do tempo de hidrolise, isto
porque pacotes comerciais de enzimas celulases possuem baixa concentracdo de B-
glicosidases e estas requerem tempos maiores de reacdo, para converterem a celobiose
em glicose, ocasionando um aumento da repressao catabolica do meio reacional. Em
experimentos que demandam longos tempos como no caso da sacarifica¢do da celulose,
as B-glicosidases exercem acao efetiva e consequentemente influenciam no rendimento
final (MARTINS, 2005). O mesmo autor comparando complexos celulasicos de
Trichoderma. reesei e Penicillium echinulatum em diferentes substratos (polpas Kraft
branqueadas e ndo branqueadas) observou que a T.reesei apresentava uma maior
diferenga, principalmente a partir de 11 h de reagdo, quando uma maior taxa de glicose
era convertida. Logo a temperatura utilizada no decorrer da hidrélise enzimatica foi de
50°C.

No intuito de analisar as variaveis do processo e as condi¢des de pré-tratamento.
Aliquotas de 1 mL do liquido reacional foram coletadas em tempos de 0, 3, 6, 12, 24, 48
e 60 h.

2.4 QUANTIFICACAO DOS ACUCARES REDUTORES TOTAIS (ART)

Para a andlise de acucares redutores totais, adicionou-se 2 mL de reagente de DNS
e 1 mL da amostra hidrolisada em tubos de ensaio, aqueceu-se a mistura em banho de
agua a 95°C durante 5 minutos para desenvolvimento de coloracdo avermelhada. Em
seguida, resfriou-se a amostra em banho de gelo e completou-se o volume para 25 mL
com agua deionizada. A solucéo de referéncia foi preparada misturando 1 mL de agua
deionizada e 2 mL de DNS. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro
(faixa de 540 nm).

A curva-padréo foi obtida a partir da diluicdo da solugcdo-méde 10 mg/mL de

glicose, preparando solugdes de 0,1 a 3,8 mg/mL.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 PRE-TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO ALCALINO
Para avaliacdo da hidrolises enzimatica no bagaco de abacaxi foi aplicado um
delineamento composto central rotacional a trés niveis, acrescidos de trés réplicas no
ponto central, 23 ensaios para a investigacéo e ainda seis experimentos nos pontos axiais
(o) totalizando 17 experimentos realizados em triplicata. Foram quantificadas as variaveis
de respostas em ART e perda de massa para ambas granulometrias da biomassa. Na
Tabela 1 sdo apresentados os valores codificados e ndo codificados para cada uma das
variaveis analisadas no pré-tratamento: tempo (h), temperatura (°C) e concentracdo de
peroxido de hidrogénio alcalino (%).
Tabela 1. Valores das variaveis do planejamento experimental para a hidrélise enzimética para o bagago
de 20 e 48 mesh com os valores codificados e ndo codificados.
Ensaio Tempo (h) Temperatura (°C) Concentracdo H,0, alcalino (%)

1 8 (-1) 20 (-1) 2 (-1)

2 8 (-1) 20 (-1) 6 (1)

3 8 (-1) 50 (1) 2(-1)

4 8 (-1) 50 (1) 6(1)

5 24 (1) 20 (-1) 2 (-1)

6 24 (1) 20 (-1) 6 (1)

7 24 (1) 50 (1) 2(-1)

8 24 (1) 50 (1) 6 (1)

9 2,55 (-1,68) 35 (0) 4 (0)

10 29,45 (1,68) 35 (0) 4 (0)

11 16 (0) 9,77 (-1,68) 4 (0)

12 16 (0) 60,23 (1,68) 4 (0)

13 16 (0) 35 (0) 0,64 (-1,68)

14 16 (0) 35 (0) 7,36 (1,68)

15 16 (0) 35 (0) 4 (0)

16 16 (0) 35 (0) 4 (0)

17 16 (0) 35 (0) 4 (0)

E apresentado na Tabela 2 a média dos resultados obtidos de valores de aglcares
redutores totais (ART) liberados na hidrélise enzimética para o bagaco de abacaxi de 20
e 48 mesh. Foi utilizada como unidade de resposta: g de ART/ g de bagaco seco (bagaco
sem nenhum tratamento) no sentido de facilitar a comparacéo do rendimento em massa
do processo da hidrdlise enziméatica com a massa do bagaco de abacaxi antes de qualquer

pré-tratamento.
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Tabela 2. Matriz do planejamento experimental fatorial das médias dos resultados das massas de ART
liberadas para cada um dos ensaios apds a hidrdlise enzimatica para o bagaco de 20 e 48 mesh.

Média Massa de

Média Massa de

Ensaio  Tempo (h) Temrf,eéat”ra [H202] (%) ART glg) 20 ART (g/g) 48
(°C) mesh mesh
1 8(-1) 20 (-1) 2 (-1) 0,063£0,0008 0,058+0,0012
2 8 (-1) 20 (-1) 6 (1) 0,044+0,0016 0.037+0,0003
3 8 (-1) 50 (1) 2 (-1) 0,057+0,0014 0,056+0,0020
4 8 (-1) 50 (1) 6 (1) 0,043+0,0008 0,034+0,0027
5 24 (1) 20 (-1) 2 (-1) 0,054+0,0003 0,049+0,0002
6 24 (1) 20 (-1) 6 (1) 0,0420,0003 0,030+0,0008
7 24 (1) 50 (1) 2 (-1) 0,050+0,0001 0,049+0,0003
8 24 (1) 50 (1) 6 (1) 0,039+0,0010 0,032+0,0024
9 2,55 (-1,68) 35 (0) 4 (0) 0,052+0,0009 0,047+0,0047
10 29,45 (1,68) 35 (0) 4 (0) 0,044+0,0016 0,0350,0048
11 16 (0) 9,77 (-1,68) 4 (0) 0,048+0,0003 0,044+0,0017
12 16 (0) 60,23 (1,68) 4 (0) 0,043+0,0001 0,043+0,0013
13 16 (0) 35 (0) 0,64 (-1,68)  0,059+0,0007 0,063+0,0034
14 16 (0) 35 (0) 7,36 (1,68) 0,036+0,0004 0,028+0,0017
15 16 (0) 35 (0) 4 (0) 0,041+0,0005 0,039:£0,0004
16 16 (0) 35 (0) 4 (0) 0,040+0,0001 0,039+0,0027
17 16 (0) 35 (0) 4(0) 0,040£0,0016 0,038+0,0030

Analisando a Tabela 2, referente a fragcdo de 20 mesh nota-se que o maior valor
de ART, apds a hidrélise enzimatica do bagago, ocorreu no ensaio 1, em que foram
observados 0,063 g/g de ART de bagaco seco.

Quando analisamos o fator concentracdo, podemos perceber que esta variavel
exerceu maior efeito sobre o modelo, ao passo que a variavel tempo exerceu menor
influéncia. Um exemplo disso séo os experimentos 1, 2 e 5. No ensaio 1 (tempo de 8h e
concentracdo de 2%) e no ensaio 2 (tempo de 8h e concentracdo de 6%), a temperatura
adotada foi de 20°C, e obteve-se 0,063 g/g de ART e 0,044 g/g de ART de bagaco seco
respectivamente. Ao compararmos o ensaio 1 (tempo de 8h e concentracdo de 2%) e o
ensaio 5 (tempo de 24h e concentracdo de 2%), em que a temperatura utilizada foi de
20°C, obteve-se 0,063 g/g de ART e 0,054 g/g de ART de bagaco seco, respectivamente.
Sendo assim, o experimento 1, apresenta o melhor resultado, usando o menor tempo e
concentracdo de perdxido.

Tratando-se da variavel temperatura, nota-se que esta exerceu menor influéncia,
fato que pode ser confirmado pelo experimento 1 e 3. Utilizando as mesmas condicGes de
tempo de reacdo (8h) e concentracdo de peroxido (2%), obtiveram-se 0,063 g/g de ART
de bagago seco para a temperatura de 20°C e 0,057 g/g de ART de bagago seco para a
temperatura de 50°C, respectivamente. O mesmo fato também pode ser observado nos
experimentos 11 (0,048 g/g de ART de bagaco seco) e 12 (0,043 g/g de ART de bagaco

seco). Demostrando que a temperatura exerceu redugdo no valor da resposta, ou seja, para
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este tratamento opta-se entdo por menores valores de temperatura.

A melhor resposta para a fracdo de 48 mesh do bagaco de abacaxi na hidrolise
enzimatica foi encontrada no ensaio 13, obtendo 0,063 g/g de ART de bagaco seco.
Observa-se que uma das menores respostas obtidas (experimento 8) foi ocasionado
quando utilizou-se as maiores concentragdes e tempos.

Nota-se que a interacdo tempo e concentracdo sédo significativas ao modelo, e ao
verificar a Tabela 2, observa-se que os maiores valores de ART foram obtidos quando
utilizou as combinagdes de menores tempo e concentracdo, confirmados pela comparacéo
dos ensaios 1 e 3 (0,058 e 0,056 g/g de ART de bagaco seco respectivamente) com
experimento 8 (0,032 g/g de ART de bagaco seco).

Os pontos de maior valor de ART s@o obtidos em baixas concentragdes de
peroxido de hidrogénio e, que tanto em altas temperaturas, como em baixas, 0
aproveitamento de obtencdo dos acucares redutores é semelhante, isto porque a interacdo
entre os fatores concentragao e temperatura ndo se mostrou significativa ao modelo. Nos
experimentos 1 e 3, verifica-se que foram obtidos 0,058 g/g de ART e 0,056 g/g de ART
de bagaco seco respectivamente, indicando que o aumento da temperatura no ensaio 3
ndo afetou a producdo de acucares. Sendo assim, podem-se utilizar temperaturas amenas,
em torno de 20°C, sem interferir significativamente nos resultados.

E importante salientar que as duas fragdes médias de bagago de abacaxi, 20 e 48
mesh, apresentaram semelhanca em seu perfil na hidrolise enziméatica. Em ambas as
fracdes, as maiores quantidades de ART foram obtidas nos ensaios em que foram
empregados menores niveis da variavel concentracdo de peréxido de hidrogénio. Além
de proporcionar maiores quantidades de ART com um menor custo, a utilizacdo de
menores concentracdes de peroxido de hidrogénio também proporcionam uma menor
perda de massa, segundo o que concluiu FREITAS et al. (2020), uma vez que utilizando

menores concentracdes de perdxido o tratamento se torna menos agressivo a biomassa.

4 CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel realizar a sacarificacdo da celulose do bagaco de abacaxi
e obter desta biomassa concentragdes consideraveis de agucares redutores totais, a partir
da hidrolise enzimética. Logo o bagaco de abacaxi & uma proposta promissora.

Testes realizados usando 0 bagago seco e peneirado nas faixas de particulas de
1,242 mm (20 mesh) e 0,564 mm (48 mesh) mostraram que o melhor desempenho, para

os valores de agucares totais, foi encontrado quando utilizado os menores niveis para as
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variaveis do planejamento para o bagago pré-tratado com peroxido de hidrogénio
alcalino.

Neste sentido, conclui-se que no estudo da hidrélise enzimatica utilizando o
bagaco de abacaxi pré-tratato com perdxido de hidrogénio alcalino nos menores niveis:
tempo, temperatura e concentracdo de perdxido mostraram-se mais vantajoso, obtendo
maiores valores de agUcares redutores totais em ambas as fracées do bagaco de 20 e 48
mesh. Também foi possivel observar que as fracbes de 20 e 48 mesh demostraram
comportamentos diferentes em alguns experimentos, dificultando uma conclusao geral

para 0S ensaios.
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