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MACEDO, D. A. Otimizagdo da hidrélise enzimatica das ramas de batata-
doce (Ipomoea batatas (L.) Lam). para obtencdo de etanol de segunda
geracdo. Palmas, 2017. 79f. Dissertacdo (Mestrado em Agroenergia),
Universidade Federal do Tocantins — UFT.

RESUMO

A biodegradacdo dos materiais lignocelulosicos tem sido objeto de muitos
estudos e aplicada em processos tecnoldgicos. A tecnologia para converter
biomassa lignocelulésica em acucares fermentesciveis apresenta grande
potencial sustentavel para producdo de etanol de segunda geracdo. A
obtencao de etanol a partir de biomassa envolve trés etapas: pré-tratamento,
hidrolise e a fermentacaol. A hidrolise de celulose gera glicose e celobiose (um
dimero de glicose) e a hidrolise de ligninas e hemicelulose gera acucares e
subprodutos (principalmente HMF, furfural e acido acético), que muitas vezes
inibem a fermentacdo microbiana. Este trabalho teve como objetivo otimizar a
hidrolise enzimatica da rama-de-batata para obtencdo de etanol de segunda
geracdo. Para desenvolvimento do experimento foi aplicado um planejamento
composto central variando temperatura (30° C, 40°C e 50°C), tempo (24, 48 e
72 horas) e carga enzimatica (30,120 e 210FPU). As variaveis de resposta
foram as concentragcbes de mondémeros (glicose, xilose e arabinose) e
inibidores (&cido acético, hidroximetilfurfural e furfural) no hidrolisado. As
condicbes operacionais Otimas para a hidrolise foram definidas como
temperatura de 30° C, tempo de processo de 72 horas, carga enzimatica de
30FPU, nessas condicfes teriamos 11,97 g/L de glicose, 2,29g/L de xilose e
2,10g/L de acido acético. Os efeitos dos fatores ocasionaram baixas
concentracfes de inibidores furfural e HMF ndo afetando o rendimento do
processo.

Palavras chaves: |Ipoemas batatas; hidrolise enzimatica; etanol
lignocelulésicos.
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MACEDO, D. A. Optimization of the enzymatic hydrolysis of sweet potato
branches (Ilpomoea batatas (L.) Lam). To obtain second generation
ethanol. Palmas, 2017. 79f. Dissertation (Master in Agroenergy), Federal
University of Tocantins - UFT.

ABSTRACT

The biodegradation of lignocellulosic materials has been the object of many
studies being applied in technological processes. The technology to convert
lignocellulosic biomass into fermentable sugars presents great sustainable
potential for the production of second generation ethanol. Obtaining ethanol
from biomass involves two steps, first consisting of the hydrolysis of
polysaccharides, generating mono and disaccharides, and later involves the
fermentation of monkeys and disaccharides in ethanol. Cellulose hydrolysis
generates glucose and cellobiose (a glucose dimer). On the other hand, the
hydrolysis of lignins and hemicellulose generates sugars and by-products
(mainly HMF, furfural and acetic acid), which often inhibit microbial
fermentation. This work aimed to optimize the enzymatic hydrolysis of the
potato branch to obtain second generation ethanol. For the development of the
experiment, a rotational central composite planning was performed, varying
temperature (30 ° C, 40 ° C and 50 ° C), time (24, 48 and 72 hours) and
enzymatic loading (30, 120 and 210FPU). Response variables were the
concentrations of monomers (glucose, xylose and arabinose) and inhibitors
(acetic acid, hydroxymethylfurfural and furfural) in the hydrolyzate. The optimal
operating conditions for the experiment were defined as temperature of 30 ° C,
process time of 72 hours, enzymatic loading of 30FPU, under these conditions
we would have 11.97 g / L glucose, 2.29 g / L xylose. The effects of the factors
caused low concentrations of furfural and HMF inhibitors without affecting the
yield of the process.

Key words: Ipoemas potatoes; Enzymatic hydrolysis; Lignocellulosic ethanol.
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1.INTRODUCAO

Os biocombustiveis sdo produzidos a partir de biomassas de fontes

renovaveis, produtos vegetais ou composto animal, classificados conforme a

matéria prima e a tecnologia empregada. Eles sao identificados como primeira
segunda e terceira geracdo. Os biocombustiveis de primeira geracdo sao
aqueles produzidos pela fermentacdo de amidos e/ou de acucares. Os de
segunda geracdo vém ganhando crescente interesse nos anos recentes como
uma possivel alternativa mais verde do que os combustiveis fésseis. Sao
produzidos por pré-tratamento e fermentacdo, utilizando materiais
lignocelulésicos, tais como residuos agricolas, florestais e industriais. Os de
terceira geracao sao produzidos por fermentacdo de amido algaceos.

Visando a obtencédo de acucares fermentesciveis a partir de materiais
lignoceluldsicos torna-se fundamental a realizagdo de um pré-tratamento, pois,
por exemplo, a hidrélise enzimatica de materiais sem um pré-tratamento resulta
em rendimentos inferiores a 20% do valor tedrico. Além disso, 0 processo de
hidrolise enzimatica € considerado lento e pouco econdmico, por isso, a
eficacia na etapa de pré-tratamento fundamental para melhorar o processo
(TSAO, 1978; CARA et al., 2006; SAAD, 2010).

No entanto, estes pré-tratamentos além de formarem acucares
derivados da hidrolise e da degradacédo da celulose e hemicelulose, formam,
também, compostos que podem atuar como inibidores na fermentacdo. A
natureza e concentracdo destes compostos dependem do tipo de biomassa
pré-tratada, assim como das condi¢cdes do processo (Caetano e Madaleno,
2011). Estes compostos derivados do furano se comportam como inibidores
dos microrganismos, danificando as paredes e membranas celulares, inibindo o
crescimento celular, reduzindo as atividades enzimaticas e consequentemente
a producéao de etanol (Olea et al., 2012).

A busca por pesquisa que buscam o aperfeicoamento no processo de
obtencao de etanol de segunda geracéo é de grande relevancia, e o presente
trabalho tem como objetivo estabelecer condi¢bes ideais para a hidrolise
enzimatica das ramas da batata-doce visando maior liberagdo de acUcares

fermentesciveis, para producdo de bioetanol.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Otimizar a hidrélise enzimética das ramas de batata-doce (ipomoea

batatas (I.) lam). para obtencéo de etanol de segunda geragéao

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a composi¢éo quimica da rama de batata-doce.

Otimizar o processo de hidrolise enziméatica da rama da batata-doce
para a producdo de acgucares fermentesciveis na linha de processo de
etanol.

Avaliar a influéncia das variaveis operacionais (temperatura, tempo e
carga enzimatica) sobre as variaveis dependentes (rendimento massico
de acucares e eficiéncia da hidrélise).

Quantificar os acucares fermentesciveis e 0s inibidores provenientes da

hidrolise (celobiose, glicose, xilose, &cido acético, furfural e

hidroximetilfurfural).
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3.FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Biocombustiveis

Biocombustivel é definido pela Lei 9.478/97, como substancia derivada
de biomassa renovavel, tal como, biodiesel, etanol e outras substéncias
estabelecidas em regulamento da ANP, que pode ser empregada diretamente
ou mediante alteracbes em motores a combustao interna ou para outro tipo de
geragdo de energia, podendo substituir parcial ou totalmente combustiveis de
origem féssil. Os biocombustiveis sdo biodegradaveis, por isso provocam
menor impacto a natureza e essas fontes sdo renovaveis podendo se recompor
num ritmo capaz de suportar sua utilizacdo sem restricdes ou risco de
esgotamento (NETO e LEAL, 2012).

Rodrigues (2011) relata que os biocombustiveis sdo identificados como
de primeira e de segunda geracdo. Os de primeira geracdo sao aqueles
produzidos a partir de matérias-primas usadas também como alimentos, para
humanos e animais. Em decorréncia, estes biocombustiveis geram
guestionamentos éticos, politicos e ambientais. Para contornar estas
inquietacbes, a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo (isto é,
gerados a partir de residuos, rejeitos ou de produtos ndo comestiveis), vem
ganhando crescente interesse nos anos recentes como uma possivel
alternativa mais verde do que os combustiveis fosseis.

A Agéncia Internacional de Energia distingue biocombustiveis
tradicionais domésticos — ex: lenha, esterco animal e 6leos vegetais - de
biocombustiveis industriais, os quais se dividem como de primeira geracdo —
ex: etanol de cana-de-acguUcar e biodiesel — e de segunda geracao — ex: etanol
lignocelulésico (IEA, 2004; SCHULZ, 2010).

Os biocombustiveis apresentam as seguintes vantagens: (a) podem ser
facilmente obtidos a partir de fontes de biomassa abundantes e baratas; (b) seu
uso permite reduzir a emisséo de carbono para a atmosfera (GARCIA, 2012);
(c) eles sdo biodegradaveis e contribuem para a sustentabilidade (PUPPAN,
2002; HAHN-HAGERDAL et al., 2006).
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3.1.1. Bioetanol
O etanol (C2HsOH ou EtOH) é o biocombustivel mais utilizado em

veiculos, podendo ser usado diretamente como combustivel ou misturado a
gasolina, elevando seu conteudo de oxigénio e consequentemente permitindo
uma maior combustdo da mesma, além de diminuir a emissdo de gases
poluentes (DERMIBAS, 2005).

Segundo Leal e Leite (2007), etanol pode ser obtido de diferentes
matérias-primas que contenham acucares ou polimeros de acucares, como
cereais, frutas, tubérculos, gramineas como a cana-de-aglcar, sorgo sacarino
etc. Essas matérias-primas podem ser divididas, quanto ao insumo basico em:

a) Aclcares - cana-de-agucar, melago, sorgo sacarino, frutas, beterraba.
Os acucares sao convertidos diretamente em etanol via fermentacédo, apds o
processo de extracao;

b) Amidos - grdaos como o milho, trigo, cevada, arroz, tubérculos como
mandioca, batata, batata-doce. Os amidos sdo convertidos em aguUcares via
fermentacdo, apoOs sacarificacdo, hidrdlise e esses acgUcares séo
posteriormente fermentados;

c¢) Lignoceluldsicos - residuos agro-florestais, gramineas como o capim-
elefante, residuos organicos do lixo urbano e florestas plantadas. A celulose e
a hemicelulose precisam ser convertidas em acucares via hidrdlise para
posterior fermentacéao.

O bioetanol é obtido a partir da biomassa por duas rotas de conversao
principais: fermentacdo do acUcar/amido e fermentacdo da biomassa
lignoceluldsica. Algumas biomassas ndo apresentam a necessidade de serem
hidrolisadas (fontes sacarinas), no entanto outras necessitam ter 0s
monossacarideos disponibilizados antes de serem fermentados, por exemplo,

as biomassas amilaceas e lignocelulésicas (IEA, 2011; ALVIM, 2014).

3.1.2. Etanol de fontes diretamente fermentesciveis

Menezes (1980) e Camacho (2013) relata que matérias-primas ricas em
carboidratos podem ser agrupadas em duas categorias, as diretamente

fermentesciveis que ndo necessitam de conversao prévia do carboidrato, e as
27



indiretamente fermentesciveis que precisam sofrer essa conversdo prévia

antes da fermentacéo, de modo a torna-lo assimilavel pela levedura alcodlica.

Dentre as matérias-primas diretamente fermentesciveis o autor destaca
a cana- de-agucar, beterraba, sorgo sacarino (colmo) e polpas de frutas
apresentando os sacarideos do tipo sacarose, glicose e frutose. Qualquer
produto que contenha uma quantidade consideravel de carboidratos (aclcares)
constitui-se em matéria-prima para obtencdo de alcool pela via fermentativa.
Entretanto, para que seja viavel economicamente, é preciso que se considere o
seu volume de producéo, rendimento industrial e o custo de fabricacao.

Embora no Brasil o uso de cana acucar para producdo de alcool seja
muito bem sucedido, outras matérias-primas podem ser consideradas, bem
seja para possibilitar a producédo em regides sem vocacgao agricola de alguma
cultura ou pelo aproveitamento das perdas resultantes da producéo agricola
existente, tanto na colheita como na classificacéo final (FILHO, 2003).

O Tocantins, ja conhecido nacionalmente pela producdo de gréaos e
criacdo de gado, também vem crescendo no setor de agroenergia. Em 2011, foi
inaugurada a primeira usina para producdo de acUcar e bioenergia do Estado,
a Bunge, em Pedro Afonso. Segundo o subsecretario de Energias Limpas da
Secretaria da Agricultura, da Pecuaria e do Desenvolvimento Agrario, Ailton
Parente Araujo, o Tocantins tem capacidade para implantar 24 usinas de etanol
e a expectativa € que outras empresas nacionais e multinacionais reconhecam
essa grande possibilidade de investimento no Estado. Para os préximos anos,
a projecéo € que seja cultivado 1,2 milhdo de hectares com a cana-de-acUcar.
Outro ponto positivo para a producdo de cana-de-acucar no Tocantins, é que
tudo que ja é produzido na regido respeita 0s preceitos ambientais e
trabalhistas. “A Bunge nao queima a palhada da cana, conseguintemente nao
degrada o meio ambiente. Além disso, todo o corte da planta € mecanizado,
nao tendo nenhuma associacdo com trabalho analogo a escraviddo. Usinas
novas facilitam esse investimento inicial”, explicou Araujo (REIS et. al, 2014).

Portanto, o investimento na producdo de cana-de-acucar no Tocantins
estd se dando nos moldes nacionais, com tecnologia adequada ao solo, clima e
outras variaveis, bem como com tecnologia inovadora e que, no futuro, tendera
a aumentar a produtividade do Estado e sua participacdo no cenario de

producdo de biocombustiveis e bioenergia em nivel nacional (ABREU E
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NASCIMENTO, 2016).

3.1.3. A Batata-doce

A producédo brasileira de batata-doce ocupa o sexto lugar entre as
hortalicas mais plantadas no Brasil, correspondendo a uma producao anual
estimada em 500.000 toneladas, obtida em uma area de aproximadamente
48.000 hectares. Embora a producao tenha apresentado reducéo, percebe-se
gue o indice de produtividade tem sido crescente nos ultimos anos, de modo
gue o sistema de producado tem sofrido mudancas que indicam uma evolucéo
do nivel tecnologico (EMBRAPA-2016).

A batata-doce (Ipomoea batatas Lam) € originaria das Américas Central
e do Sul, sendo encontrada desde a Peninsula de Yucatan, no México, até a
Colombia. Relatos de seu uso remontam de mais de dez mil anos, com base
em analise de batatas secas encontradas em cavernas localizadas no Vale de
Chilca Canyon, no Peru, e em evidéncias contidas em escritos arqueologicos
encontradas na regido ocupada pelos Maias, na América Central (SILVA,
2004).

Desde os anos 70 muitos pesquisadores ja buscavam desenvolver
combustivel de batata-doce, em média, uma tonelada de batata doce rende até
180 litros de alcool e 300 quilos de residuo, utilizado para producédo de farinha
e de racdo animal. O alcool de batata-doce é um produto de alto valor
agregado destinado a fabricacdo de bebidas, cosméticos, tintas e remédios,
utilizados em varios paises como a Bélgica e o Japdo (CAMACHO, 2013). A
producdo de etanol a partir da batata-doce tem sido alvo de pesquisas e
discussdes. Em Mato Grosso, o tema foi discutido durante o ,Férum Nacional
de Batata-Doce Industrial para producdo de Etanol e Derivados® (BioTGA,
2012).

No Estado do Tocantins o cultivo da batata-doce pode ocorrer durante o
ano todo, desde que se utilize irrigagdo. A temperatura minima de 22°C e
maxima de 45°C, associada as precipitacbes média de 1500 mm.anuais, se
mostram altamente favoraveis para obtencdo de elevadas produtividades.
DUDA ¢é uma cultivar de pelicula externa roxa e polpa branca, de formato

irrregular, alongado, redondo e muito desuniforme. Apresenta resisténcia aos
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insetos de solo. E uma cultivar tardia, sendo que a colheita deve ser realizada

180 dias ap6s o plantio, para um melhor aproveitamento da industria. A
produtividade média obtida, nos dltimos cinco anos, foi de 65,5 t/ha, em ciclo

de 6 meses, podendo ser colhida também com 7 meses. O teor de matéria
seca é de 40,4%, podendo conferir neste caso rendimentos de 161,04 litros de
etanol por tonelada de raiz. Em funcdo de sua elevada produtividade esta
cultivar é considerada a mais produtiva para industria, nas condi¢cbes do
Tocantins, por combinar em um Unico gendtipo elevado teor de matéria seca e
produtividade o que resulta em produc¢des de 10467 litros de etanol por hectare
(SILVEIRA, 2008).

3.1.4. As Ramas da Batata-doce x Etanol lignoceluldsico

A batata-doce apresenta a caracteristica de armazenar reservas
nutritvas em suas raizes como amido, proteina, fibras, cinzas e lipideos,
possuindo assim um imenso potencial industrial para a producdo de
biocombustiveis. Podemos complementar que a batata-doce € uma das
culturas mais eficientes, quando se trata de aproveitar a energia solar e
converté-la em energia quimica (MONTES et al.2006).

Partes das ramas com boa sanidade sédo usadas na producao da cultura,
pois para a implantacdo de uma lavoura de batata-doce, o produtor tem trés
opcOes para obter novas plantas: brotacdo de batatas selecionadas, utilizacao
de ramas-semente de uma cultura em desenvolvimento ou aquisicdo de mudas
de um viveiro (MASIERO, 2012). No plantio convencional usam-se as ramas-
sementes (estacas da planta) retiradas das partes mais novas do caule
contendo seis a oito entrends (cerca de 30 cm), pois nesta regido as chances
sdo maiores de enraizamento rapido, além de apresentarem um menor indice
de contaminacdo por fungos, pragas e outros patdogenos (SILVEIRA et al.,
2014).

Outro gargalo é a subutilizacdo das ramas, que podem ser aproveitadas
como co-produto agregando valor a cadeia produtiva do etanol de batata-doce.
Sabe-se que a biomassa da parte aérea (ramas e folhas) possui em sua
composicao altos teores de proteina e carboidratos complexos, aliado a uma
produtividade média de 20 toneladas por hectares. Podendo ter multiplas

aplicagdes como na fabricacao de racdes para animais, alimentagcdo humana e
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producéo de etanol de 2° geracao.

Barbosa (2016), aperfeicoou a técnica de superficie de resposta
otimizando as condicbes de pré-tratamento com acido diluido da rama da
batata-doce aplicando um planejamento que variou a temperatura (60° C a
120°C), tempo (30 a 90 minutos), carga de sélidos (2 a 10%,) e concentragcdo
de &cido sulftrico (1 a 5%). As condi¢cdes operacionais 6timas para o pré-
tratamento do experimento foram definidas como temperatura de 105° C,
tempo de processo de 75 minutos, carga de solidos de 8%, e concentracédo de
acido de 4%, nessas condicdes o pesquisador obteve 12,63g/L de glicose,
5,01g/L de xilose, 3,63g/L de arabinose, 0,17g/L.

Segundo Ferreira-Leitdo et al. (2010), o aproveitamento de residuos
agroindustriais e florestais destaca-se na producdo de combustiveis
renovaveis, produtos quimicos e de energia, uma vez que sua disponibilidade
acaba por solucionar o problema do acumulo.

Ja Paes (2010) afirma que o processo de producdo do etanol de
segunda geracao € composto por duas etapas: primeiramente, quebram-se as
longas cadeias de celulose e hemicelulose, via hidrélise enzimatica ou quimica,
com a finalidade de obter acucares de moleculas menores e, em seguida, 0s
acucares reduzidos, obtidos no processo de hidrolise sdo fermentados, assim
como ocorre com a sacarose da cana-de-agucar.

No processo de hidrélise enzimatica dos materiais lignocelulosicos, a

lignina atua como uma barreira fisica para as enzimas que podem ser
irreversivelmente capturadas pela lignina e, consequentemente, influenciar na

guantidade de enzima requerida para a hidrélise, assim como dificultar a
recuperacdo da enzima apos a hidrolise (LU et al., 2002; SANTOS et al., 2012).

Devido a intima associacdo recalcitrante existente entre os trés
componentes poliméricos da biomassa, a liberacdo dos polissacarideos como
fonte de acuUcares fermentesciveis para producédo de etanol esta entre as mais
importantes e urgentes prioridades nas areas de pesquisa e desenvolvimento
do etanol celulésico (ZHANG, 2008; SANTOS et al.,2012).

3.2. Composicao quimica de materiais lignocelulésicos

Material celuldsico é um termo genérico para descrever 0s constituintes
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principais na maioria dos vegetais, ou seja, a celulose, a hemicelulose e a

lignina, cuja composicdo depende ndo apenas do tipo de vegetal, mas também
de condicbes de crescimento, da parte da planta escolhida, da idade de
colheita, etc. (Barl et al.,1991; Wiselogel et al., 1996; Brown, 1999; Ogeda e
Petri, 2010).

Os materiais lignocelulésicos sdo formados por estruturas duras e
fiborosas, compostas majoritariamente pelos polissacarideos celulose e
hemicelulose (cerca de 70% da massa seca), entremeados por outra
macromolécula, formados por &lcoois aroméaticos, a lignina, aos quais se
encontram unidos por ligacdes covalentes e de hidrogénio (LEE, 1997 apud
SILVA, 2010).

A fracéo celulosica (40%-60% da matéria seca) € um polimero linear do
dimero glicose-glicose (celobiose), rigido e dificil de ser quebrado. Sua
hidrolise gera glicose, um acucar de seis carbonos, cuja fermentacdo com
Saccharomyces cerevisiae ja € bem conhecida. Por sua vez, a fracédo
hemiceluldsica (20-40%), em geral, é constituida de uma cadeia principal de
xilose (ligacdes B-1,4) (BNDES, 2008).

A lignina, depois da celulose, € a macromolécula mais abundante dentre
as biomassas lignocelulésicas. E um heteropolimero amorfo que consiste em
trés diferentes unidades de fenilpropanos: alcool p-cumarilico, alcool coferilico
e alcool sinapilico. A estrutura da lignina ndo € homogénea, possui regides
amorfas e estruturas globulares. A composicdo e a organizacdo dos
constituintes da lignina variam de uma espécie para outra, dependendo da
matriz de celulose-hemicelulose (FENGEL e WEGENER, 1989; SANTOS et al.,
2012).

3.3. Hidrolise Enzimatica do material lignocelulésico

O processo de conversdo da biomassa lignocelulésica em acucares
fermentaveis para a producédo de etanol celulésico envolve quatro etapas: (1)
pré-tratamento, para romper a estrutura cristalina da celulose (IlI) hidrélise
enzimatica, para hidrolisar os polissacarideos em acUcares fermentesciveis;
(111 fermentagé@o, para converter os acucares em etanol e a (V) destilacédo, que

visa a separacdo de componentes de uma mistura, de acordo com a
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volatilidade relativa dos componentes (SANTOS; COLODETTE; QUEIROZ,
2013). O principal objetivo do pré-tratamento é solubilizar ou separar um ou
mais componentes da biomassa fazendo com que o sdlido resultante seja mais
acessivel para um tratamento adicional quer seja esse quimico ou bioldgico
(SARKAR et al., 2012). Sem o pré-tratamento a hidrélise biologica da celulose
na sua forma natural, ndo s6 consumiria grande quantidade de enzimas, como
também diminuiria o rendimento do processo (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

Devido a natureza recalcitrante da biomassa, a hidrolise enzimatica é
muito lenta e € dificil atingir elevados rendimentos em acgucar se a biomassa
ndo for previamente pré-tratada. O pré-tratamento é provavelmente a etapa
crucial, uma vez que tem forte impacto em todas as outras etapas do processo,
por exemplo, na hidrolise enzimatica e na fermentagdo, em termos de
digestibilidade da celulose e toxicidade da fermentagcdo (GALBE; ZACCHI,
2002).

Um pré-tratamento ideal deve ter caracteristicas como: aumentar a
fracdo celulose amorfa que € mais sensivel ao ataque enzimatico; evitar a
formacédo de inibidores para a hidrdlise enzimatica e a fermentacao; ter baixa
demanda energética; ter baixo custo para producdo de reatores de pré-
tratamento; produzir poucos residuos; usar poucos reagentes ou reagentes de
baixo valor (BALAT, 2011; GALBE; ZACCHI, 2012).

Apés o pré-tratamento, a biomassa € sacarificada pela acdo de enzimas
(celulases) altamente especificas que reduzem os complexos carboidratos em
acucares evitando a degradacdo da glicose (BALAT, 2011). A hidrdlise
enzimatica é preferida a hidrélise acida, porque requer menos energia, ndo
apresenta problemas de corrosdo e € conduzida em condi¢cdes brandas (pH:
4,8 e T: 45-50°C) (SUN e CHENG, 2002; SARKAR et al., 2012). Aimeida
(2009) define a hidrolise enziméatica como sendo uma reacdo quimica, em meio
aquoso, para a quebra de uma molécula em fracGes menores catalisada por
enzimas.

As celulases sdo uma mistura de enzimas, onde pelo menos trés grupos
principais estao envolvidos na hidrélise: (1) Endoglicanases (EG, endo-1,4-p-D-
glicanases, ou EC 3.2.1.4), que quebram aleatoriamente sitios internos e
amorfos (ou de baixa cristalinidade) da cadeia polissacaridica da celulose,

gerando oligossacarideos de varios comprimentos e, portanto, novos extremos
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de cadeia. (2) Exoglicanases ou celobiohidrolases (CBHI, exo-1,4-3-D-
glicosidase, EC. 3.2.1.74 conhecidas como celudextrinases e as CBHII, exo-
1,4-B-D-glicanases, EC. 3.2.1.91), que atuam sobre as extremidades redutoras
e ndo redutoras, da cadeia de polissacarideos de celulose, liberando tanto
glicose (CBHI) quanto celobiose (CBHII) como produtos principais. Estas
enzimas sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrélise (glicose e celobiose). (3)
B-glicosidases (BG, celobiases ou EC. 3.2.1.21), que hidrolisam as
celudextrinas sollveis e a celobiose em glicose (LYND et al., 2002), e também
sofrem inibicdo pelo produto da hidrélise (LEE e FAN, 1983).

Um gargalo importante na conversdo de biomassa em etanol € o custo
da hidrdlise enzimética da biomassa. Embora a hidrélise enzimatica tenha
varias vantagens em relacdo a hidrolise acida (tal como a reducao do impacto
ambiental e a diminuicdo da formacao de produtos com efeito negativo sobre a
fermentacéo), os custos e a eficiéncia deste processo, ou seja, a determinacéo
das melhores condigdes ainda requer melhoria (OKAMOTO et al., 2011).

Na Tabela 1 estdo resumidas algumas condi¢cdes de otimizacdo da
hidrolise enziméatica utilizadas na producéo de bioetanol de segunda geracéo a

partir de biomassas de composicao lignocelulésica.
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Tabela 1 - Referéncias de estudos encontrados na literatura de diversas formas de tratamento enzimatico.

OTIMIZACAO DE HIDROLISE ENZIMATICA

Autor e ano

Matéria prima

Condigdes da hidrélise enzimatica

Agitacao do meio

Carga de

pH T°C [T (h) Carga enzimatica (rpm) s6lidos(%)
Mendes et. al.(2012) Capim mandaru 5-55 |45-50| 72 30 FPU 200 10
Di Cai et al., (2016) Espiga de milho 7 50 2 30celulase(FPU/Q) 200 10
. i i 20celulase(FPU/g) e 25 i
Linde et al., (2006) Palha de cevada 20 de B-glucosidase (Ul/g) 10
. i ) ) 8,3 celulase (FPU/g) e 7,8 i
Martin et al., (2002) Bagaco-da-cana 8 de B-glucosidase (Ul/g) 5
Ping Li et al., (2016) Haste do milho 4,7 50 2 15 celulase(FPU/g) 150 10
Santos et al., (2014) Palha da cana-de- 4,8 50 2 15 celulase(FPU/qg) 150 -
acucar
Santos, (2014) Sabugo de milho 4,8 50 2 - 150 1
. Cistus ladanifer e i . ) +1-50 celulase (FPU/g) e B
Ferreira et al., (2009) Cytisus striatus +4-6,5 |+30-55 |4-120 +1-300B-glucosidase(Ulg) 100 - 250 1
Zhang et al., (2009) Sabugo de milho - - 8 8 celulase (FPU/g) 12,50
ZHU et al., (2010) Cavavo de Pinus 5,8 50 . |15celulase (FPU/G) e 22,5 200 8

de B-glucosidase (Ul/g)
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A hidrélise enzimatica consiste no uso de enzimas capazes de converter
o polimero de celulose, presente na fracdo celulésica, em unidades
fermentaveis de glicose. Esse processo € realizado por celulases
(endoglucanase e exoglucanase), que quebram a celulose em celobiose, que,
por fim, sdo convertidas em duas moléculas de glicose pela B-glucosidase.
Esse processo apresenta especificidade da reacdo, auséncia de reacodes
secundarias, auséncia de formacdo de produtos secundarios (inibidores da
fermentacdo alcodlica) e reacdo em condicdes que ndo requerem altas
pressfes e temperaturas, ou ambientes corrosivos para 0s equipamentos

(BASTOS, 2007).

3.3.1. Fatores que interferem na hidrolise enziméatica

A hidrélise enzimatica € uma das rotas utilizadas para aumentar a
eficiéncia do pré-tratamento. Enzimas tais como celulases, sintetizadas por
fungos e bactéria, trabalham em conjunto para degradar a celulose e outros
polissacarideos estruturais na biomassa. Muitos fatores podem afetar a
hidrolise enzimatica da celulose, como por exemplo, a concentracdo de
substrato, a atividade da celulase e as condi¢Ges da reacéo (temperatura, pH,
bem como outros parametros). Para melhorar o rendimento e a taxa de
hidrolise, € necessario otimizar o processo e reforcar a atividade das celulases
(SUN; CHENG, 2002).

Os fatores que afetam a hidrélise enzimatica da celulose incluem o
substrato, a atividade da celulase e condi¢cbes de reacdo (temperatura, pH,
bem como outros parametros). A susceptibilidade dos substratos celuloliticos
dependentes das caracteristicas estruturais do substrato incluindo a
cristalinidade da celulose, grau de polimerizacdo da celulose, a area de
superficie e contetdo de lignina. A lignina interfere na hidrdlise, bloqueando o
acesso das celulases a celulose e pela ligacdo irreversivel das enzimas
hidroliticas. Portanto, a remoc¢ao da lignina pode dramaticamente aumentar a
taxa da hidrélise (BORTOLAZZO, 2011; McMILLIAN, 1994).

Essa etapa € considerada de grande potencialidade, uma vez que
proporciona maiores rendimentos, € realizada sob pressdao ambiente e

temperaturas moderadas, (50-60°C), ndo forma subprodutos indesejaveis e
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ainda possibilita a utilizacdo de técnicas avancadas de biotecnologia para sua
otimizacdo. No entanto, ainda enfrenta varios gargalos tecnolégicos. O principal
deles € o elevado custo das enzimas utilizadas no processo (RODRIGUES,
20009).

A relacdo entre fatores estruturais reflete a complexidade da
recalcitrdncia da biomassa lignoceluldésica. A variabilidade dessas
caracteristicas explica o grau de digestibilidade enzimética entre diferentes
fontes de biomassa (SANTOS et al.,2012; ZHENG et al.,2009).

Subhedar e Gogate (2013); Kim et al., (2011), relatam que outra
limitacdo no uso de celulase é que ha uma reducéo nas taxas devido a inibicéo
do produto final (Celobiose e glicose). Os inibidores soluveis formados durante
0 processamento de lignocelulose também atua como uma barreira. Estes
inibidores incluem acucares solaveis, acidos organicos, furanos, e compostos
fendlicos. Esses inibidores causam a desativacao da celulase, reduzindo a taxa

e o rendimento da hidrdlise de celulose.

3.4. Inibidores e seus efeitos

O sucesso da fermentacado de hidrolisados lenhoceluldsicos depende do
equilibrio entre a formacdo de compostos inibitorios e a capacidade de
desintoxicacao, (in vivo), das células de levedura. Assim sendo, é fundamental
perceber o efeito dos compostos inibitérios na fisiologia das células, devendo,
para tal, utlizar-se estratégias de controle da fermentacdo que néo
comprometam o rendimento do processo (Lopes da Silva et al., 2012).

Um dos inibidores da fermentacdo alcoodlica que se forma a partir da
degradacdo de hexoses (monossacaridos como a manose, a galactose e a
glucose), provenientes de hemicelulose e celulose, durante o pré-tratamento e
hidrolise da biomassa lenhocelulésica é um aldeido furano designado 5-
hidroximetilfurfural. Da sua estrutura molecular fazem parte um anel furano, um

grupo funcional aldeido e um alcool conforme a figura 1 e 0 seu aparecimento.
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Figura 1 - Estrutura molecular do 5-Hidroximetilfurfural (C6H603).

(Fonte: Almeida et al., 2007)

tem sido associado ao processamento térmico. Alguns estudos ja realizados
demonstram o efeito inibidor do HMF sobre o crescimento celular de C.
beijerinckii P260 em experiéncias realizadas com hidrolisado de palha de trigo
(Qureshi et al., 2011). Outro estudo relata o efeito do furfural, HMF e &cido
acético em estirpes microbianas indigenas isoladas para producéo de bioetanol
(Wikandari et al., 2010).

Barbosa (2016) utilizando a rama de batata-de-doce observou que nas
mais severas condicbes experimentais testadas € possivel obter a total
solubilizacdo das arabinanas e bom rendimento de glicose e xilose, néo

ocorrendo formacédo excessiva de inibidores.
4.MATERIAIS E METODOS

4.1. Local do experimento e obtencdo da rama-de-batata para

producédo de etanol lignocelulésicos

Neste experimento foram utilizadas ramas de batata-doce industrial,
cultivar Duda, catalogada como BDI-112. Os procedimentos foram realizados
no LABIC — Laboratério de Instrumentalizacéo cientifica.

A cultivar selecionada para a producdo de etanol lignocelulésicos foi
cedidas pelo Laboratorio de Sistemas de Producdo de Energia a partir de
Fontes Renovaveis (LASPER), localizado na Estacdo Experimental/UFT, na
cidade de Palmas, TO, coletadas no més de junho de 2016.

Duda se destaca das demais cultivares devido a sua produtividade de
65,5 t/ha, um teor de matéria seca de 40,4(v/v) o que pode gerar um
rendimento de até 161,04 litros de etanol, por tonelada de raiz, 0 que resulta

sendo a mais produtiva para indastria, nas condi¢cdes do Tocantins. Esta
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apresenta como caracteristicas, uma pelicula externa roxa, polpa branca,
formato irregular, alongado, redondo e muito desuniforme, apresentando
também uma resisténcia a insetos do solo.

Esse material, ap6s seco em estufa com circulacdo de ar a 60°C, por 48
horas, foi moido em passado em peneira de 30 mesh, separado em frascos de
vidro hermeticamente fechados e armazenados para realizacdo do pré-
tratamento (Figura 2a, 2b e 2c).

Figura 2a, 2b e 2C - Biomassa de batata-doce seca em estufa (a) e
triturada em moinho de facas (b) e armazenados em fracos de vidro (c)

Fonte: Do autor (2017).

4.2. Fluxograma Experimental

Neste trabalho foi aplicado o pré-tratamento com acido diluido da rama-
de-batata conforme Barbosa (2016). Apds essa etapa, as amostras foram
submetidas a hidrélise enzimatica sob diversas condi¢des operacionais. A
figura 3 sintetiza, em um fluxograma, todas as etapas envolvidas na parte

experimental do trabalho sendo descrito a seguir.
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hemicelulose, cinzas, lignina

sollvel e insoluvel.

Figura 3- Fluxograma do procedimento experimental

Fonte: Do autor (2017).

4.3. Determina¢des analiticas

As determinacdes do teor de cinzas, lignina solavel e insolavel, acucares

e inibidores, na matéria-prima e no hidrolisado foram feitas em duplicatas,

utilizando a metodologia descrita por Barbosa (2016), adaptada por SLUITER

et al. (2008).
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4.3.1. Determinac¢des do conteudo de cinzas

Para determinacao de cinzas foi pesado 1g da biomassa, em cadinho de
porcelana, previamente calcinado em balanca analitica previamente zerada. A
amostra foi aquecida em forno mufla a 300°C, por uma hora, e posteriormente
a temperatura foi elevada para 550°C, durante 3 horas. Apds este periodo o
cadinho foi resfriado em dessecador e, em seguida, foi pesado para realizar-se

o calculo do contetdo de cinzas na biomassa, por diferenca de pesagens.

4.3.2. Caracterizacdo quimica da Rama-de-batata

A caracterizagdo da rama foi feita por meio de uma hidrolise em duas
etapas. Primeiramente, foram pesados 0,3g da rama-de-batata e adicionado 3
mL de acido sulfurico, a 72%(v/v), em um tubos de ensaio. Os tubos foram
aquecidos a 30°C, por lhora, sendo que a cada 10 minutos foram
homogeneizados. Terminadas as reacdes, foram resfriados em banho gelado.
Em seguida, o conteudo do tubo foi transferido para um frasco de vidro e
aquecido em autoclave, a 120°C, por uma hora. Apés a hidrélise o contetudo do
frasco foi filtrado em papel filtro qualitativo, e a balanca previamente zerada
guando uma aliquota do filtrado foi retirada para analise de carboidratos,
inibidores e lignina soluvel. O residuo que permaneceu no filtro foi neutralizado
com lavagens sucessivas, usando-se 3 litros de agua deionizada e, depois de
neutralizado, o filtro foi seco em estufa a 105°C, e posteriormente pesado e ma
balanca analitica. O conteudo de lignina insoltuvel foi calculado pela diferenca
entre 0 peso do residuo insollivel que permaneceu no papel filtro e o contetdo

de cinzas da biomassa.
4.3.3. Lignina Soluvel
Para a obtencao do teor de lignina solavel foi recolhida uma amostra de
100 pl do hidrolisado do licor, colocada em um baldo volumétrico de 50 ml,

completando-se o volume com agua deionizada. Em seguida fez-se a medigéo

do teor de lignina no comprimento de onda de 280 nm, em um
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espectrofotdmetro UV-visivel (HACH modelo DR 5000). A porcentagem de
lignina foi calculada conforme a sequencia das equacgdes 1, 2, 3.

Cliignina solavel = ((41,87 X (At — App) — 0,3279) x 103 Equacéo (1)

App = C1e1+ Co€2 Equacao (2)

% lignina soltvel (Clignina soluvel x Vfiltrado x FD) x 100  Equacéo (3)
M1

Onde:

e A7 € a absorbancia de lignina junto com os produtos de degradacéao, a
280 nm;

e App € a absorbancia, a 280 nm, dos produtos de decomposi¢cdo dos
acucares (furfural e HMF), calculado por meio da equacdo 2, cujas
concentragdes C1 e C2 foram determinadas via CLAE, e €1 e €2 sao as

absortividades de furfural e HMF (146,85 e 114 g/L respectivamente);

e Cignina solavel € @ concentracdo de lignina soluvel obtida por meio da
equacao 1, em g/L;

e  Virado € 0 Vvolume do hidrolisado filtrado;

e FD é o fator de diluicdo para leitura de absorbancia;

e M é a massa (g) das ramas utilizadas na caracterizagcdo, descontando-
se o teor de umidade.

4.3.4. Carboidratos e acido acético

A andlise cromatografica dos carboidratos e do acido acético foi

realizada em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, marca Shimadzu (LC-
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10Series Avp desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10), com
eluicdo isocratica, pelo bombeamento (LC-10AD) de uma fase mével composta
de 5mM de &cido sulfdrico, em agua ultrapura (destilada e deionizada). O fluxo
do eluente foi de 0,6 mL/min, a 30°C (forno de coluna CTO-10A), com corrida
de tempo total de 20 minutos. A deteccdo se deu em detector de indice de
refracdo (Shimadzu, modeloRID-10A). Uma aliquota de 20,0 pyl da amostra foi
injetada manualmente (injetor Rheodyne - iL malha 20) e permeada por uma
coluna Phenomenex Rezex ROA-OrganicAcid H+ (300 x 7,8 mm), com
conexao direta a cartucho de seguranga Phenomenex Carbo-H (4 x 3 mm),
preenchido com material semelhante ao da coluna principal.

A Tabela 2 mostra a relacdo dos padrbes para construcdo da curva de

calibracdo, que gerou uma equacao utilizada para calcular as concentracoes.

Tabela 2 - Padrdes de carboidratos

Padrdes Fabricante Pureza
Arabinose Sigma-Aldrich 2 99%
Celobiose Sigma-Aldrich 2 98%
Glicose Sigma-Aldrich 2 99%
Xilose Sigma-Aldrich =>99%
Acido acético Sigma-Aldrich >87%

4.3.5. Hidroximetilfurfural (HMF) e Furfural

A determinacdo do HMF e do furfural foi realizada utilizando-se coluna
Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm) e pré-coluna Phenomenex C18
(4 x 3,0 mm) preenchida com material semelhante ao da coluna principal. O
fluxo do eluente foi de 1mL/min, a 30°C, com corrida de tempo total de 15
minutos. A eluicdo foi isocratica com uma solucao de acetonitrila/agua (1:8 com
1% de &cido acético) o detector foi UV (SPD-10A) com comprimento de onda a
276 nm. As concentracdes destes compostos foram calculadas a partir de

curvas de calibracdo obtidas de solu¢des padrao conforme a Tabela 3.

35



Tabela 3- Padrbes de inibidores

Padrdes Fabricante Pureza
HMF Sigma-Aldrich > 99%
Furfural Sigma-Aldrich > 98%

4.3.6. Quanticacdo das fracbes de polissacarideos (celulose,

hemicelulose e lignina) na rama de batata-doce
Para a realizacdo do calculo do conteudo de polissacarideos na matéria-
prima foram utilizadas as concentragbes de mondGmeros e de inibidores
provenientes da determinacdo em CLAE e da determinacao de lignina soltvel e
insoltuvel conforme equacoes 4, 5, e 6:
Ceelulose= 0,95*Ccelobiose+0,90*Cgiicose+1,29*Chmr Equacéao (4)

Chemicelulose=0,88*Ciyilose+0,88*Carabinoset1,38*Crurturat0, 70*Cac Acetic Eq Ua(;c’?lo (5)

Ciignina= Cliignina soltvel + Ciignina insolavel Equacéo (6)

Onde:

e Ccelose € a concentracdo de celulose em (g/L);

e Ccelobiose € @ concentracao de celobiose em (g/L);

e Cyicose € a concentracdo de glicose em (g/L);

e Cuwmr € a concentragdo de hidroximeltilfurfural em (g/L);

e  Chemicelulose € @ concentracéo de hemicelulose em (g/L);

e Cuose € a concentracéo de xilose em (g/L);
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e Carabinose € @ concentracdo de arabinose em (g/L);

e Crufura € a concentracao de furfural em (g/L);

e Ciignina € a concentracao de lignina em (g/L);

¢ Ciignina solavel € @ concentragéo de lignina soltvel em (g/L);

¢ Ciignina insolivel € & concentragao de lignina insolavel em (g/L);
4.3.7. Pre-tratamento com &cido sulfurico diluido

Para o processo de pré-tratamento, pesou-se 3g e verificou-se a
umidade de cada frasco de vidro hermeticamente fechado em balanca de
umidade e, através da carga de solidos 8% (m/m), obteve-se a massa desejada
a ser pesada e o volume da solucéo acida a ser utilizado.

As ramas trituradas conforme item 4.1 foram entdo submetidas ao pre-
tratamento quimico com acido sulfdrico 4% (v/v) realizado em frascos de vidro
de 250 mL, aquecidos em estufa a 105°C, por 75 minutos, e depois resfriados

em banho gelado (4°C) para finalizacdo da reacao (figura 4).

Figura 4 - Pré-tratamento das ramas de batata-doce com &cido diluido.

Fonte: Do autor (2017).

Apds o término da reacdo, as amostras hidrolisadas foram lavadas com
agua destilada (temperatura ambiente) e a hidrolisada foi fracionada em

peneiras com malha n° 450. As fragBes liquidas (licor) foram armazenadas em
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frascos ambar e refrigeradas a 4°C até realizacdo das analises. A parte solida
foi lavada com agua destilada e posta para secagem em estufa a 105°C, por 24
horas.

4.3.8. Sacarificacdo enzimatica

As preparacdes enzimaticas empregadas para sacarificacdo dos
substratos foram diluidas (na proporcdo de 1:10, em base seca),em uma
solugédo de tampéo 0,1M, pH 5. Durante o experimento foram avaliados os
efeitos da temperatura, tempo e carga enzimatica. Em seguida, as amostras
foram incubadas e colocadas em banho-maria a 100°C inativando as enzimas.
As amostras foram entdo centrifugadas, e em seguida retirado o sobrenadante
para determinacéo de acucares (glicose, xilose, arabinose, furfural e HMF) por
meio da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Para a realizacdo dos experimentos de hidrolise enzimatica, utilizou-se
o complexo enzimatico comercial Cellic Cetec2 (Novozymes), cedida pelo
LAPEQ - Laboratoério de Pesquisa em Quimica Ambiental e de Biocombustiveis
da UFT. A tabela a seguir demostra a melhor estabilidade operacional de

acordo com o catalogo do fabricante.

Tabela 4 - Enzima cellic cetec2

ESTABILIDADE OPERACIONAL DA ENZIMA
COMPOSICAO celulases, B-glicosidase e hemicelulase
TEMPERATURA (°C) 45 a 50
pH 5 ab5

4.3.9. Otimizacéao da hidrdlise enzimatica

A otimizacdo da hidrdlise enzimatica dos substratos foi realizada de
acordo com o delineamento experimental do tipo composto central,
desenvolvido a partir de um planejamento envolvendo trés variaveis, em dois
niveis, e duas repeticdes no ponto central. Nesse experimento foram avaliados
os efeitos da temperatura, da carga enzimatica e do tempo. O delineamento

completo é demonstrado na Tabela 5.
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As respostas usadas para o experimento foram as concentragdes de
glicose, xilose, arabinose, furfural e HMF no hidrolisado.

Tabela 5 - Variaveis do planejamento composto central.

ENSAIO  TEMPO(h) CARGA ENZIMATICA(uL)  TEMPERATURA(C®)
1 24 20 30
2 24 20 50
3 24 120 30
4 24 120 50
5 72 20 30
6 72 20 50
7 72 120 30
8 72 120 50
9 48 30 40
10 24 30 40
11 72 30 40
12 48 20 40
13 48 120 40
14 48 30 30
15 48 30 50
16 48 30 40
17 24 20 30
18 24 20 50
19 24 120 30
20 24 120 50
21 72 20 30
22 72 20 50
23 72 120 30
24 72 120 50
25 48 30 40
26 24 30 40

N
~

72 30 40
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28 48 20 40

29 48 120 40
30 48 30 30
31 48 30 50
32 48 30 40

4.3.10. Andlise estatistica dos resultados

A andlise estatistica do planejamento experimental completo — DCC
(Delineamento Composto Central), da hidrolise enzimatica, foi realizada com
dados experimentais e utilizando-se o software Statistica® v.12.0, onde foram
investigadas as seguintes variaveis: temperatura, tempo e carga enzimatica.
Para essa anadlise, foram avaliadas as respostas: concentracdes de glicose,
xilose, arabinose, acido acético, furfural e HMF.

Foi determinada uma condicao de hidrdlise enzimatica que possibilitasse
as seguintes caracteristicas desejaveis: alta liberacdo de glicose e baixa
concentracdo de compostos inibidores. Com este propdsito, um planejamento
experimental completo foi realizado investigando-se as seguintes variaveis:
tempo, carga enzimatica e temperatura. Nas preparacdes enzimaticas foram
avaliados os efeitos das variaveis de acordo com referéncias de estudos
encontrados na literatura como mostrado na Tabela 1.

O efeito da aplicacdo de diferentes tempos, carga enzimatica e
temperaturas da hidrolise enziméatica foi estudado por meio de um
planejamento composto central (DCC) de faces centradas, contendo 2 niveis e
3 fatores, com 2 repetices nos pontos centrais. As faixas de variacao entre o
limite inferior e o superior de cada variavel independente, foram estabelecidas
de acordo com os dados mais comumente utilizados pelos autores

referenciados na Tabela 1.

4.3.11. Estimativa da producao de etanol

Segundo Finguerut e colaboradores (1985), a estimativa do rendimento
de processo fermentativo se deu de forma estequiométrica pela aplicacdo da

equacédo de Gay — Lussac que, para efeito de calculo, considera que cada 100
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Kg de Acucar Redutor Total (expressos em glicose) fermentado, produzem-se

51,1 Kg de etanol.
5.RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacdo da matéria-prima

A Tabela 6 apresenta os resultados da composicdo quimica da

biomassa empregada no presente trabalho, comparados a outros tipos de

biomassa.

Tabela 6 - Composic¢ao da caracterizagdo quimica da rama de batata-doce.

BIOMASSA CELULOSE HEMICELULOSE LIGNINA CINZAS EXTRATIVOS

REFERENCIA (%) (%) (%) (%) (%)
Rama Batata-doce 48,29 18,74 27,1 477 1,1
Rama Batata-doce 46,48 19,28 1016 6,88 8.22

(BARBOSA, 2016)

Cana-de-acgucar
(FUENTES et al.,

2011.) 37,4 23,7 25,1
Palha de milho
(Yletal., 2013) 46,1 18,8 17,3

Palha de arroz
(HSU et al., 2010) 36,6 16,1 13

Palha de Trigo
(KRISTENSEN et al., 34,8 25,2 17,7
2007)

Os resultados mostram que a variedade de rama de batata-doce
analisada apresentou 48,29% de celulose, 18,74% de hemicelulose, 27,10% de
lignina total, 4,77% cinzas e 1,1% extrativos.

O alto teor de celulose comparado com os dados citados na literatura,
por exemplo, com o bagac¢o da cana-de-acgucar, palha de milho, palha do arroz,
palha do trigo (Fuentes et al., 2011; Yi et al.,, 2013; Hsu et al., 2010 e

Kristensen et al., 2007), indica que esse material apresenta grande potencial
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para conversdo enzimatica, consistindo numa boa opgéo para utilizagdo na
producéo de etanol de segunda geracao. Os resultados obtidos, comparados
com os do trabalho descrito por Barbosa (2016), que utilizou essa mesma
biomassa, demostraram que o0s valores encontrados para celulose,
hemicelulose, lignina e cinzas foram respectivamente: 46,40%, 19,28%,
19,16% e 6,88%, e estdo equivalente.

5.2. DETERMINACAO DAS CONDICOES DA OTIMIZACAO DA
HIDROLISE ENZIMATICA

A Tabela 7 mostra os valores obtidos apds hidrolise enzimatica das

ramas da batata-doce, para os monossacarideos glicose, xilose, arabinose e

para o inibidor acido acético.
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Tabela 7 - Combinacdes das variaveis tempo, carga e temperatura para obtencao dos agucares fermentesciveis
celobiose, glicose e xilose e do inibidor &cido acético.

ENSAlO 'EMFU  CARGA ENZIMATICA TEMPERATURA CELOBIOSE  GLICOSE XILOSE ACIDO ACETICO

(h) (FPU) (°C) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 24 210 30 3,58 0,13 0,22 1,38
2 24 210 50 0,7 4,14 0,63 1,44
3 24 30 30 3,58 7,84 1,34 1,47
4 24 30 50 4,1 9,16 0,47 1,71
5 72 210 30 1,19 6,69 1,09 1,39
6 72 210 50 0,52 3,04 0,47 1,52
7 72 30 30 331 8,82 1,89 1,64
| 8 72 30 50 C4a2) 8,41 1,22 1,67 |
9 48 120 40 0,08 5,56 0,95 1,4
10 24 120 40 1,23 6,03 0,95 1,35
11 72 120 40 0,96 5,89 0,99 1,46
12 48 210 40 0,87 6,27 0,91 1,43
13 48 30 40 4,04 7,81 1,22 1,47
14 48 120 30 1,06 5,98 0,97 1,44
15 48 120 50 0,78 5,4 0,84 1,51
16 48 120 40 1,02 6,56 1,01 1,41
17 24 210 30 1,11 4,93 0,88 1,49
18 24 210 50 0,74 5,18 0,69 1,39
19 24 30 30 0,57 6,9 1,48 1,45
20 24 30 50 2,18 7,19 1,34 1,45
21 72 210 30 1,15 6,88 1,13 1,52
22 72 210 50 0,67 5,81 0,8 1,45

*itens referenciados fazem alus&o aos 6timos rendimentos obtidos nas condi¢c8es parametrizadas
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Continuacao da tabela 7: Combinac¢des das varidveis tempo, carga e temperatura para obtencao dos agucares

fermentesciveis celobiose, glicose e xilose e do inibidor acido acético.

EnsAlo  TEMPO  CARGA ENZIMATICA TEMPERATURA CELOBIOSE ~ GLICOSE XILOSE ACIDO ACETICO

(h) (FPU) (°C) (g/L) QL) (@@L QL)

[ 23 72 30 30 3.63 @197)  (2.29) (21)
24 72 30 50 2,89 7,63 117 1,44
25 48 120 40 1,01 5,77 0,95 1,37
26 24 120 40 1,21 7,09 1,04 1,42
27 72 120 40 1,2 7,35 1,29 1,45
28 48 210 40 0,89 7,49 1 1,55
29 48 30 40 2,06 8,15 1,56 1,53
30 48 120 30 1,2 6,61 1,05 1,49
31 48 120 50 1,01 6,73 1 1,51
32 48 120 40 0,92 7,06 1,03 1,44

*itens referenciados fazem aluséo aos 6timos rendimentos obtidos nas condi¢c8es parametrizadas

44



Observando os dados, pode-se verificar que 0s maiores valores de
rendimento foram: ensaio 8 celobiose (4,20g/L), ensaio 23 glicose (11,97g/L) e
ensaio 23 xilose (2,29 g/L), isso se dando quando os tratamentos aplicados
foram de 72h, 30FPU, 30 °C; 72h, 30FPU, 30°C e 72h, 30FPU, 30°C,
respectivamente. E importante ressaltar que os rendimentos de glicose obtidos
foram altos quando comparados, por exemplo, aos obtidos com: capim elefante
7,11g/L (Siqueira et al., 2016), Sabugo de milho 6,1 a 8,7g/L (Santos et al.,
2014). Tal diferenca se deve a fatores que podem afetar a hidrélise enzimatica
da celulose, como por exemplo, o procedimento utilizado para o pré-tratamento
do material (Agbor et al., 2011; Sun & Cheng, 2002 e Zufiiga, 2010), da
concentracdo de substrato, da atividade da celulase e das condicbes da
reacdo, como temperatura, pH, bem como outros parametros (Sun & Cheng,
2002). Barbosa (2016), utilizando as mesmas condi¢gbes, encontrou 12,63g/L
de glicose, 5,01g/L de xilose, valores analogos aos encontrados nesta

pesquisa.

5.3. Andlise estatistica

Pela metodologia de planejamento de experimentos verificou-se 0s
efeitos significativos, bem como as interacdes entre as variaveis avaliadas
(tempo, carga enzimatica e temperatura), que influenciaram nas concentracdes
dos acucares e acido acético, encontradas no hidrolisado da rama de batata-

doce provenientes da hidrélise acida diluida deste residuo.

5.4. Modelagem da variavel celobiose

O gréfico 1 representa podemos visualizar graficamente a influéncia das
condi¢ces do modelo matematico na concentracdo de celobiose da hidrolise
enzimatica, a longitude de cada barra é proporcional ao efeito padronizado, que
€ o efeito estimado dividido pelo seu erro padrdo. Os termos lineares estédo
associados a letra “L” e os termos quadraticos a letra “Q”, e os dados
demonstram os resultados da avaliacdo estatistica para a variavel, em que

podemos descrever o modelo de regressao a partir dos valores codificados.

45



CELOBIOSE

(2)CARGA ENZIMATICA (FPU)(L) - -5,01573
CARGA ENZIMATICA (FPU)(Q) 2,610571
2Lby3L -1,95715
1Lby2L -1,81652
(3)TEMPERATURA (°C)(L) -,678723
TEMPO (h)(Q) 417348
(LTEMPO (h)(L) ,1886796

TEMPERATURA (°C)(Q) Tl ,0473257

1Lby3L | ,0351584
p.=,05 .

Grafico 1- Efeito do tempo, carga e da temperatura da hidrolise
enzimatica.

A partir das variaveis significativas neste experimento, aplicou-se a

geracdo de um modelo matematico que se segue abaixo:

Y =0,990 - 0,957. Carga (L) + 0,971. Carga (Q) — 0,418. Carga(L) x

Temperatura(L)

Rodrigues e lemma (2014) relatam que diante da grande variabilidade
gue existe nos bioprocessos que envolvem as enzimas, pode-se considerar
inicialmente significativos os parametros com p — valores menores que 5%,
caso nao haja significancia desejada entre as variaveis estudadas, ou optar por
parametros com p-valores menores que 10%. A partir disso, observa-se que as
condi¢Bes que mais tiveram influéncia nesta resposta foram carga(L), carga (Q)
e a interacdo da carga x temperatura (L). Os valores descritos sdo significativos
a um intervalo de confianca de 95 representado no gréfico.

Efetuou-se uma andlise de variancia (ANOVA) (p<0,05) do modelo

reparametrizado devido a significancia das variaveis encontradas, que esta
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apresentada na Tabela 9, que mostra as condi¢cdes propostas para a
modelagem da resposta de celobiose.

Tabela 8 - Andlise de variancia para a variavel celobiose

~ F

FONTE DE VARIACAO SQ GL MQ calculado
CARGA (L) 18,31698 1 18,31698 25,15759 0,000106
CARGA (Q) 8,27925 1 8,27925 11,37120 0,003620
CARGA(L) x TEMPERATURA(L) 2,78890 1 2,78890 3,83043 0,066957

| Falta de ajuste 4,09/54 11 0,57/250 U,0l16Z U,c696/c |
Error 12,37753 17 0,72809
Total SS 45,86020 31

Onde, SQ= Soma Quadratica, GL= Grau de Liberdade, MQ= Média Quadratica, F= F
Calculado, P= Probabilidade.

Como pode-se verificar, 0 modelo foi considerado significativo (p-valor
<0,05), podendo ser utilizado para representar os dados reais do experimento.
Além disso, a falta de ajuste nao foi significativa o que € bom, pois simboliza
gue o modelo se ajusta aos dados experimentais, podendo gerar a curva de
contorno e o grafico de superficie de resposta.

Uma das formas de avaliar a qualidade da falta de ajuste do modelo
reparametrizado é por meio do coeficiente de determinacdo R2, que mostra
como os dados obtidos se ajustam ao modelo. O coeficiente fornece uma
medida da proporcdo da variacdo explicada pela equacdo de regressao em
relacéo a variacao total das respostas (WERKEMA e AGUIAR, 2006).

O valor obtido para o R? foi de 0,64075, demonstrando o quanto é capaz
de explicar o resultado encontrado na resposta (celobiose), indicando assim
gue 65,07% da variabilidade na resposta podem ser explicadas pelo modelo.
Este valor é considerado satisfatorio para obtencdo de um modelo valido e util
para fins preditivos, quando podemos verificar na falta de ajuste que esta nao
foi significativa, validando, portanto, o modelo.

De acordo com Rodrigues e lemma (2014), a magnitude do coeficiente
pode fornecer informacfes importantes para a formulacdo de interpretacfes
sobre o experimento. No entanto, outros parametros, como a falta de ajuste,
podem complementar as discussoes.

A falta de ajuste é explicada devido ao fato de que o quadrado médio do

erro puro apresenta um valor muito inferior ao quadrado médio da falta de
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ajuste, devido a boa repeticdo dos ensaios (CASARIN et al., 2016; RIBEIRO et.
al., 2008).
Os resultados obtidos proporcionaram a geracao de um grafico de

superficie de resposta (grafico 2).

CELOBIOSE

90N0RD

>3 g/l

<2,79/L
<2,2¢/L
<1,79g/lL
<1,2g/lL
<0,79g/L

Grafico 2- Superficie de resposta para avaliacéo da celobiose em fungéo
da temperatura e carga enzimatica

A elevacdo do plano nas superficies de resposta mostrada confirma a
influéncia da interacdo entre os fatores carga e temperatura. A avaliacdo da
celobiose no grafico 2 mostra que a temperatura exerceu influéncia no
processo, obtendo-se maior conversdo de celobiose para a temperatura de
50°C, mantendo-se a otimizacdo do processo. O oposto € observado na zona
em verde e nota-se que na carga enzimatica de (60FPU-210FPU) uma menor
conversdo de celobiose foi obtida, independentemente do tempo utilizado.

Houve maior concentracao de celobiose no ensaio 8 (4,2 g/L), quando o
tratamento aplicado foi de 72h, 30FPU e 50°C, o qual representou a maior
liberagcdo de celobiose apds a hidrolise. O ensaio 6 apresentou menor liberagédo

desse mon6mero de agucar, com 0,52 g/L em 72h, 210FPU e 50°C. Podemos
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verificar que houve saturacdo enzimatica com o material lignoceluldsicos, onde
as enzimas se ligaram as moléculas do material lignocelulésico em um sitio de
ligacdo provocando a saturacdo enzimatica (SOUZA, 2016). Os produtos
obtidos pela acdo da enzima na celulose séo glicose e celobiose, e conforme
as concentracdes desses mondmeros no meio aumentam, as atividades das
celulases séo inibidas (SUN; CHENG, 2002; FERREIRA, 2015), explicando,
portanto o resultado obtido.

5.5. Modelagem da variavel glicose

O grafico 3 permite visualizar o efeito padronizado em que os valores séo
significativos a um intervalo de confianca de 95%. Observa-se que as
influéncias das condi¢cbes do modelo matematico na concentracédo de glicose
no hidrolisado, que mais tiveram influéncia nesta resposta foram: o tempo

linear, a carga linear e a interacdo do tempo x temperatura.

GLICOSE

(2)CARGA(L) -5,75736
1Lby3L

(LTEMPO(L)
CARGA(Q)
TEMPERATURA(Q)
(3)TEMPERATURA(L)

2Lby3L ,5152974

1Lby2L

4448136

TEMPO(Q) -,241907

p=,05

Grafico 4- Efeito do tempo, carga e da temperatura da hidrélise
enzimatica.

Os resultados obtidos proporcionaram a geracao de um modelo

matematico como segue:
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Y =6,561 +0,696.Tempo (L)-1,666.Carga(L) — 0,957.Tempo x
Temperatura

Encontrado o modelo reparametrizado, e a partir das variaveis
significativas, efetuou-se uma analise de variancia (ANOVA), apresentada na
Tabela 8, para averiguar a significancia e falta de ajuste do modelo
reparametrizado gerado. Os termos em negritos foram significantes e o modelo
foi considerado significativo (p-valor <0,05) podendo ser utlizado para
representar os dados reais do experimento.

Tabela 9 - Andlise de variancia para a variavel glicose.

FONTE DE VARIACAO SQ GL MQ F Calculado
TEMPO(L) 9,6605 1 9,66050  5,75562  0,02817¢
CARGA (L) 55,5111 1 5551112 33,07293 0,000024
TEMPO(L) x TEMPERATURA(L) 14,7072 1 14,70723  8,76241  0,00876¢
Falta de ajuste 14,5288 11  1,32080 0,78692  0,650411]
Error 28,5336 17  1,67845

Total SS 122,9412 31

Onde, SQ= Soma Quadratica, GL= Grau de Liberdade, MQ= Média Quadratica, F=F
Calculado, P= Probabilidade.

O valor obtido para o R? foi de 0,64973, indicando assim que 64,97% da
variabilidade da resposta foram considerados satisfatorios para obtencédo de
um modelo valido e util para fins preditivos; além disso, a falta de ajuste né&o foi
significativa, simbolizando que o modelo se ajusta aos dados experimentais,
justificado pela falta de ajuste que estd em destaque na tabela 8.

Os resultados proporcionaram a geracao de um gréafico de superficie de
resposta (graficos 5). A inclinacdo do plano no grafico 5 confirma a influéncia
dos fatores tempo(L) e carga enzimatica(L). Pelo grafico, fica claro que o uso
maximo de tempo e minimo de carga no experimento esta diretamente

relacionado com a maxima concentracéo de glicose.
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GLICOSE

>9g/L
<9g/L
<8g/L
<7g/L
<6g/L
<5g/L

Grafico 5 - Superficie de resposta para avaliagdo da glicose em funcéo
do tempo e da carga enzimatica.

Observa-se que quando séo aplicadas cargas enzimaticas mais baixas,
tem-se a maior conversdo de glicose. O oposto € observado quando foi
aplicada carga enzimatica mais alta verificou-se que houve menor conversao
de glicose. Assim como na celobiose, a glicose tem concentragdes influenciada
pelos fatores carga(L), mas ao contrario da celobiose o fator tempo foi
relevante na resposta glicose.

Tendo-se em vista a analise do planejamento experimental mostrado na
Tabela 7, a maior concentracdo da hidrélise enzimética foi no ensaio 23 (11,97
g/L), quando o tratamento aplicado foi de 72h, 30FPU e 30°C, o qual
representa a maior liberacdo de glicose apos a hidrélise. O ensaio 1
apresentou menor liberacdo desse monémero de acucar, com 0,13 g/L em 24h,
210FPU e 30°C. E possivel observar que as melhores concentracdes foram
encontradas na regido préxima a tonalidade vermelha, onde a carga enzimatica
foi de 30 a 60 PFU.

Como regra geral, a conversao do substrato aumenta com o aumento da

concentracdo enzimética, entretanto, essa relagdo néo € linear (GODFREY e
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WEST, 1996; SATTLER et al.,1989). A hidrélise da celulose se diferencia das
outras reagfes enzimaticas por ser uma reacao heterogénea e, para garantir
gue a reacgdo ocorra, 0 contato fisico entre enzima e substrato, promovendo a
adsorcdo das enzimas ao substrato, € um pré-requisito para a hidrolise
(MANSFIELD et al.,, 1999). Em elevadas concentracdes de enzima, pode
ocorrer perda de enzimas por adsorcao improdutiva no substrato ou em outros
componentes, como a lignina (PALONEN et al., 2004).

Castro e Pereira Jr (2010) relataram que a possibilidade de reducéao da
conversdo com o0 aumento da carga enzimatica ocorrera quando ocorre a
saturacdo dos sitios da matriz do substrato pelos biocatalisadores.

Uma das formas de melhorar o processo de sacarificagcdo enzimatica é
minimizar os efeitos de resisténcia a transferéncia de massa externa,
garantindo que o0 processo nao seja limitado por este efeito. O aumento da
concentragcdo de substrato, a reducdo do tempo de residéncia e da carga de
enzima, além da melhoria na atividade do complexo enzimatico séo fatores que
contribuem para a viabilidade da via enzimatica conforme relatarem OUYANG
et al.,(2013).

SOUZA (2016) afirmou que a otimizacdo das condicOes de hidrolise é

necessaria para que o processo seja realizado com elevada eficiéncia.

5.6. Modelagem da variavel xilose

O gréfico 7 possibilita visualizar a influéncia das condi¢cdes do modelo
matematico na concentracdo de xilose, na hidrolise enzimatica. As que mais
tiveram influéncia nesta resposta foram: carga(L), temperatura(L), o tempo(L) e
a interacdo da carga x temperatura(L) e do tempo x temperatura(L). Nesse
grafico de Pareto (figura7), ratifica-se a influéncia da carga e da temperatura na
resposta, ou seja, os valores sao significativos a um intervalo de confianca de
95%.
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XILOSE

(2)CARGA ENZIMATICA (FPU)(L) -I -6,0668

(3)TEMPERATURA (°C)(L) -3,6538

(1)TEMPO (h)(L) 3,250009

2Lby3L 2,279271

1Lby3L -2,14714

CARGAENZIMATICA (FPU)(Q) 1,203163

1Lby2L -,957955

TEMPERATURA (°C)(Q) -,895397

TEMPO (h)(Q) 11412409

p=,05

Grafico 6 - Efeito do tempo, carga e da temperatura da hidrélise
enzimatica.

O valor obtido para o R? foi de 0,74775, indicando assim que 74,77% da
variabilidade na resposta foram considerados satisfatorios para obtencdo de
um modelo valido e preditivo, justificado pela falta de ajuste que néo foi
significativa como demostrou a ANOVA (Tabela 13). Em virtude disto, o modelo
representou seguramente a relacéo entre os efeitos e as respostas (BOX et al.,
2005; MONTGOMERY, 2017).

Os resultados obtidos proporcionaram a geracdo de um modelo

matematico, como segue:

Y =1,032 + 0,164.Tempo(L) — 0,307.Carga(L) — 0,186.Temperatura(L) —
0,121.Tempo x Temperatura(L)+0,130.Carga x Temperatura(L)

A partir das variaveis significativas, por meio da reparametrizagao,
efetuou-se uma analise de variancia (ANOVA), que estd apresentada na
Tabela 13. Os termos em negritos foram significantes e o modelo foi
considerado significativo (p-valor <0,05), podendo ser utilizado para

representar os dados reais do experimento.

53



Tabela 10 - Andlise de variancia para a variavel xilose

x F
FONTE DE VARIACAO SQ GL MQ calculado P

TEMPO (L) 0,544500 1 0,544500 10,56256 0,004712
CARGA (L) 1,897280 1 1,897280 36,80466 0,000013
TEMPERATURA(L) 0,688205 1 0,688205 13,35024 0,001965
TEMPOL x TEMPERATURA(L) 0,237656 1 0,237656 4,61021 0,046499
CARGA(L) x TEMPERATURA(L) 0,267806 1 0,267806 5,19508 0,035838
Falta de ajuste 0,350024 9 0,038892 0,/5444 0,65/610|
Error 0,876350 17 0,051550

Total SS 4,861822 31

Onde, SQ= Soma Quadratica, GL= Grau de Liberdade, MQ= Média Quadratica, F= F

Calculado, P= Probabilidade.

Foram gerados graficos de superficie de resposta indicando a tendéncia

do processo (Graficos 8, 9 e 10). As inclinagbes dos planos confirmam as

influéncias dos fatores: interacdo entre temperatura x carga(L) e tempo X

temperatura(L). Os gréaficos apresentam que o uso maximo de tempo e carga e

a minima temperatura no experimento estdo diretamente relacionados com a

maxima concentracao de xilose.

XILOSE

o

14
<13
<11
B <0,9
B <07

Gréfico 7 - Superficie de resposta da xilose em funcdo do tempo e
temperatura.
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XILOSE

as O X

>1,6
<15
<13
<11
<0,9
<0,7

Gréfico 8- Superficie de resposta da xilose em funcao da temperatura e
da carga enzimatica.

XILOSE

3s0IX

>18
<18
<16
<14
<12
<1

<0,8

Gréfico 9- Superficie de resposta da xilose em funcdo do tempo e da
carga enzimatica
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Ao analisar o planejamento experimental (Tabela 7), a maior
concentracdo da hidrélise enzimatica foi no ensaio 23 (2,29 g/L), quando o
tratamento aplicado foi de 72h, 30FPU e 30°C, o qual representa a maior
liberacdo de xilose ap6s a hidrélise. O ensaio 1 apresentou menor liberagédo
desse mondmero de aglicar com 0,13 g/L em 24h, 210FPU e 30°C. E possivel
observar que as melhores concentra¢des foram encontrados na regido proxima
a tonalidade vermelha, onde a temperatura foi menor e o tempo e carga maior.

Os resultados apresentados demostraram que houve significancia nas
variaveis tempo e temperatura, mas a concentracdo de carga enzimatica foi o
fator que exerceu maior influéncia no processo. Por tais razfes, este ponto
sera considerado na definicdo de uma melhor condicdo de planejamento para
hidrolise enzimatica.

5.7. Modelagem da variavel acida acético.

O grafico 14 mostra o grafico para a modelagem da variavel dependente
concentracdo de acido acético da hidrolise enzimatica e o efeito significativo
dos principais fatores na resposta. Esta resposta apresentou tempo(L) e
carga(L) significativa. O grafico de Pareto ratifica a influéncia do tempo e da

carga na resposta.

ACIDO ACETICO

(2)CARGA(L) -2,79119
(1)TEMPO(L)

1Lby3L

CARGA(Q)

1Lby2L
TEMPERATURA(Q)
2Lby3L 9234803
(3)TEMPERATURA(L)

-,543839

TEMPO(Q)

p=,05

Grafico 10 - Efeito do tempo, carga e da temperatura da hidrolise
enzimatica.
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Os resultados obtidos proporcionaram a geracdo de um modelo

matematico, como segue:

Y =1,422 + 0,054.Tempo(L) — 0,068. Carga(L)

O valor obtido para o R? foi de 0,25962, indicando que 25,96% da
variabilidade na resposta podem ser explicadas pelo modelo, e o Grafico 15
permite avaliar a condicdo de ajuste, a relacdo entre os valores observados e
preditos pelo valor de R? e o comportamento dos residuos obtidos pelo modelo,
permitindo-se obter um modelo valido e util para fins preditivos, sendo
observado pela falta de ajuste nao significativa. A partir das variaveis
significativas, por meio da reparametrizagdo, efetuou-se uma analise de

variancia (ANOVA) que esta apresentada na Tabela 15.

VALORES PREDITOS x OBSERVADOS DO ACIDO ACETICO

1,65

1,60

1,55

1,50

1,45

VALORESPREDITOS

1,40

1,35

1,30
1,2 1,3 1,4 15 1,6 1,7 1,8 1,9 2,0 2,1 2,2

VALORES OBSERVADOS

Grafico 11- Valores observados x valores preditos
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Tabela 11 - Andlise de variancia para a variavel 4cida acética.

FONTE DE VARIACAO SQ GL MQ Fcalculado P

TEMPO(L) 0,059405 1 0,059405 5,057011 0,038075

CARGA (L) 0,09§845 1 0,0938_45 7,988808 0,011639
| Falta de ajuste 0,237338 12 0,019778 1,683666 0,158615

Error 0,199700 17 0,011747

Total SS 0,590288 31

Onde, SQ= Soma Quadratica, GL= Grau de Liberdade, MQ= Média Quadratica, F= F

Calculado, P= Probabilidade.

Foi gerado um grafico de superficie de resposta indicando a tendéncia

do processo (grafico 16), confirmando a influéncia dos fatores tempo(L) e

carga(L).

ACIDO ACETICO

>1,6
<1,55
<1,45

<1,35

Grafico 12- Superficie de resposta do acido acético em funcédo do tempo
da carga enzimatica.

No planejamento experimental (Tabela 7), a maior concentracdo de

acido acético da hidrolise enziméatica foi no ensaio 23 (2,10 g/L), quando o

tratamento aplicado foi de 72h, 30FPU e 30°C. O ensaio 25 apresentou menor
liberacdo desse inibidor, com 0,95 g/L em 48h, 120FPU e 40°C. E possivel

observar que nas curvas de contorno, do grafico 15, que obtiveram as maiores
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concentracfes foram encontradas na regido proxima a tonalidade vermelha,
onde a o tempo e carga foram maior.

Souza (2016), Yu et al. (2010) e Xiao et al. (2013), observaram que as
concentracfes de acido acético apresentaram um aumento significativo com o
aumento tempo de residéncia do pré-tratamento. Efeito similar era esperado na
hidrélise enzimatica da palha da cana-de-acUcar, palha de arroz e tamarindo
rosa, respectivamente.

Observa-se que quando séo aplicados maiores tempos de hidrélise, tem-
se maior conversdo de acido acético. O aumento da concentra¢do de acido
acético é explicado pela degradacdo da hemicelulose uma vez que este é
proveniente do grupo acetil da hemicelulose (SOUZA, 2016).

5.8. Inibidores Hidroximetilfurfural e Furfural.

Os efeitos dos fatores hidroliticos ocasionaram degradacéo, contribuindo
para manter baixas as concentracdes de HMF e furfural, e como os parametros
do pré-tratamento utilizado foram seguindo o método descrito por BARBOSA
(2016), ja era esperado baixas concentracoes de HMF e furfural na otimizacao
da hidrolise enzimatica. De acordo com o autor, a concentracdo de HMF
aumentava em temperaturas mais baixas devido a degradacdo de hexoses
provenientes das hemiceluloses (manose, glicose). Com o0 aumento da
temperatura os valores da degradacédo de HMF se tornaram equivalentes a sua
taxa de producdo, fazendo com que concentracdo deste chega-se a zero
nessas condi¢cdes. Um novo aumento da temperatura a valores maximos do
experimento levaria a disponibilidade de mais glicose no hidrolisado,sendo que
esta, por sua vez, permitiria que a concentracdo de HMF também aumentasse
conjuntamente.

As variacfes nos teores de furfural e HMF apresentaram perfil similar ao
do acido acético, aumentando com o aumento do tempo de residéncia. Ambos
compostos sdo provenientes da degradacdo dos acucares, sendo o furfural
(maiores concentracdes) correspondente a degradacéo da xilose e arabinose e
o HMF da glicose (YU et al., 2010).
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RODRIGUES (2009) relatou que a hidrélise que proporciona maiores
rendimentos se da quando realizada sob pressdo ambiente e temperaturas
moderadas, (50-60°C), ndo formando subprodutos indesejaveis.

5.9. Estimativa da producéao de etanol

O rendimento de ART (glicose) foi de 87%, que segundo Finguerut e
colaboradores (1985) a cada 100kg de glicose é produzido 51,1 kg de etanol,
estimando assim o valor de 44,46kg de etanol quando se estimou a producéo
neste experimento. Os ART encontrados por Teixeira et al. (1997) para o colmo
do sorgo sacarino e da cana- de-agucar foram 30,91 e 33 ,95 (% MS) e com

uma estimativa de producéo de etanol 66,88 e 54,70 L/t.
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6.CONCLUSOES

Por meio do Delineamento Composto Central (DCC), foi possivel obter um o
modelo significativo para explicar as variaveis temperaturas, tempo e carga
enzimatica sobre a liberacdo de acUcares fermentesciveis e inibidores no

processo de otimizag&o da hidrélise enzimética de ramas de batata-doce.

e De acordo com o Delineamento Composto Central (DCC), a maior
liberac@o de celobiose da hidrélise enzimatica foi na condi¢cdo de 50°C,
30FPU e 72h com 4,20g/L, e para glicose e xilose foi em: 30°C, 30FPU e
72h com 11,97g/L e 2,29g/L respectivamente. A maior formacgdo do
inibidor &cido acético foi em 30°C, 30FPU e 72h. Para os inibidores HMF
e furfural baixas as concentra¢gdes foram obtidas

e As superficies de resposta demonstraram um contorno eliptico, o que
sugere que as condi¢cdes de operacdo foram razoavelmente definidas
para o processo de otimizacdo da hidrolise enzimética para rama de
batata-doce.

e Os ensaios do planejamento experimental com carga enzimatica de 30 a
60FPU, tempo de 72h e temperatura 30°C proporcionaram maior
rendimento de hidrélise da celulose, mostrando a eficiéncia da hidrolise
da rama de batata-doce e seu potencial na producdo de etanol
celulgsico.

e Uma das vantagens em utilizar o delineamento de composto central para
a otimizacao é ter um excelente planejamento aplicando varias técnicas
estatisticas gerando bons resultados do processo. Em suma, a validacdo
dos modelos determinados pelo planejamento experimental para a
conversdo e concentracdo de glicose demonstra que a otimizacao
planejada foi alcancada.

e Os resultados estimados para producdo de etanol foi de 44,45kg de

etanol.
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