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RESUMO

Com a crescente demanda por combustiveis renovaveis, torna-se necessario o uso de processos
que permitam o uso de materiais lignoceluldsicos para produgao de biocombustiveis de segunda
geragdao. Em contrapartida, a industria téxtil ¢ um ramo da industria brasileira que gera impactos
negativos ao meio ambiente, em especial, pela ma destinacdo de sua grande quantidade de
residuo. A industria brasileira gerou em média 160 mil toneladas de residuos téxteis por ano
antes do periodo de pandemia (2018), sendo que a maioria destas toneladas sdo direcionadas a
aterros. Tendo em vista o exposto, o presente trabalho tem como objetivo o aproveitamento de
residuo de tecido de algoddo da industria téxtil para a obtencdo de etanol de segunda geragdo a
partir da fermentacdo com a levedura industrial Saccharomyces cerevisiae de aglcares
fermentesciveis obtidos via hidrolise enzimatica do material celulésico presente no algodao.
Experimentos de hidrélise enzimatica foram realizados avaliando os efeitos da concentracao de
enzima e biomassa. Sob condi¢des otimizadas, operando em uma concentracao elevada de
biomassa (20% m/v) e dosagem enzimatica de 15 FPU/gceluose, foi possivel obter uma
concentragdo de agucares redutores de 103 g/L correspondendo a uma conversao de celulose a
glicose de 47,34%. Observou-se que a carga de s6lidos ¢ o fator que mais impacta a produgao
de agucares redutores da hidrolise enzimatica. Por outro lado, a carga enzimatica ndo apresentou
grandes variagdes nas taxas de conversdo, devido a fatores como o contato limitado promovido
pela agitacdo e o tempo de reacdo. A fermentacdo da solugdo agucarada obtida da melhor
condi¢do experimental avaliada teve conversdes acima de 99% de glicose consumida, e em
média 86,91% de conversdo de glicose a etanol, o qual corresponde a um teor de etanol de 42,55
g/L. Além disso, utilizando a celulose residual do tecido de algodao resultante da etapa de
hidrdlise, foi possivel avaliar qualitativamente a producao de carboximetilcelulose (CMC) via
RMN em espectrofotometro, o que significa que os residuos solidos da hidrélise podem ser
reaproveitados para sua producdo. Sendo assim, com base no observado, o processo de
producdo de etanol de segunda geragdo a partir de residuos de tecido de algoddo mostra grande
potencial principalmente apos uma futura otimizacdo da hidrolise enzimatica, que possui

conversao de celulose a glicose abaixo de 50%.

Palavras-chave: etanol segunda geracdo; algoddo; residuos téxteis; carboximetilcelulose;

hidrélise enzimatica.



ABSTRACT

With the growing demand for renewable fuels, it becomes necessary to use processes that allow
the use of lignocellulosic materials to produce second generation biofuels. On the other hand,
the textile industry is a branch of Brazilian industry that generates negative impacts on the
environment due to the poor disposal of its large amount of waste. The Brazilian industry
generated an average of 160 thousand tons of textile waste per year before the pandemic period
(2018), with most of these tons being sent to landfills. In view of the above, the present work
aims to use cotton fabric residue from the textile industry to obtain second generation ethanol
as from the fermentation with industrial yeast Saccharomyces cerevisiae of fermentable sugars
obtained via enzymatic hydrolysis of the cellulosic material present in cotton. Enzymatic
hydrolysis experiments were performed evaluating the effects of enzyme concentration and
biomass. Under optimized conditions, operating at a high biomass concentration (20% m/v) and
enzymatic dosage of 15 FPU/gcelulose, it Was possible to obtain a reducing sugar concentration
of 103 g/L corresponding to a conversion of cellulose to glucose of 47.34%. It was observed
that the solid load is the factor that most impacts the production of reducing sugars by enzymatic
hydrolysis. In turn, the enzymatic load did not show great variations in the conversion rates,
due to factors such as the limited contact promoted by the agitation and the limited reaction
time. The fermentation of the sugar solution obtained from the best evaluated experimental
condition had conversions above 99% of glucose consumed, and an average of 86.91% of
conversion of glucose to ethanol, which corresponds to an ethanol content of 42.55 g/L. In
addition, using the residual cellulose from the cotton fabric resulting from the hydrolysis step,
it was possible to qualitatively evaluate the production of carboxymethylcellulose (CMC) via
NMR in a spectrophotometer, which means the remaining residues from the hydrolysis can be
reused for its production. Thus, based on what has been observed, the second-generation ethanol
production process from cotton fabric waste shows potential if it is developed and optimized in

the future, especially the hydrolysis step, which has cellulose to glucose conversion below 50%.

Keywords: second generation ethanol; cotton; textile waste; carboxymethylcellulose;

enzymatic hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a economia mundial depende muito dos combustiveis fosseis e sua
exploracdo ndo ¢ um processo sustentavel a longo prazo. Os combustiveis fosseis como fontes
de energia tém um impacto ambiental considerdvel, os quais devem ser substituidos por
recursos mais limpos de acordo com a estratégia de desenvolvimento sustentdvel. Nessa
perspectiva, a producio global de energia renovavel vem aumentando rapidamente (NIKOLIC
et al., 2009).

O etanol ¢ um biocombustivel renovavel e ambientalmente limpo, tem sido considerado
como um dos mais promissores da atualidade, sendo capaz de emitir até¢ 15 vezes menos
carbono na atmosfera considerando o balango em sua cadeia produtiva e na propria combustao
em relacdo a quantidade de energia produzida (SARKAR et al., 2012). Este pode ser produzido
a partir de diferentes matérias-primas de biomassa e tecnologias de conversdo. Além disso, a
produtividade, a demanda de energia para produgdo e os custos operacionais, bem como o
impacto ambiental, variam de acordo com o tipo de matéria-prima utilizada no processo
(SANCHEZ; CARDONA, 2008). Ao longo de décadas, a produgdo desse biocombustivel
dependia principalmente de culturas energéticas contendo amido e agtcar. No entanto, novas
tecnologias para conversao da biomassa lignocelulésica em etanol estdo em desenvolvimento e
implementacdo (BALAT; BALAT, 2009). Assim, surge o conceito de etanol de segunda
geracdo. O etanol de segunda geragdo, também conhecido como etanol 2G, ¢ um
biocombustivel produzido a partir dos residuos que sdo descartados do processo produtivo do
etanol de primeira geracdo, esse tipo de combustivel tem grande importancia no dmbito da
sustentabilidade industrial, pois permite aumentar os ciclos produtivos de culturas agricolas
como a cana-de-agucar, por exemplo, ao utilizar como matéria prima residuos do plantio e de
outros processos produtivos. A estimativa ¢ de que o aproveitamento do bagago e parte das
palhas e pontas da cana-de-agucar eleve a producao de alcool em 30 a 40%, para uma mesma
area plantada (PACHECO, 2011).

Sendo assim, destaca-se a oportunidade de explorar retalhos de algodao deixados apos
a alfaiataria, corte na industria téxtil e até roupas usadas, que sdo gerados em grande volume e
geralmente terminam em estagdes de residuos, aterros sanitarios ou incinerados. A aplicagao
desses tecidos de algodao residuais para producao de etanol se torna uma opgao atraente e viavel
por razoes ambientais e econdmicas (SUN et al., 2014).

Tendo isso em vista, para o presente trabalho foi utilizado o algoddo como matéria-

prima, visto que a maior vantagem das fibras de algodao e residuos do mesmo em comparagao
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com outros materiais lignoceluldsicos ¢ seu alto teor de celulose e, praticamente, auséncia de
lignina (GUPTA; VERMA, 2015). Portanto, a parte celuldsica dos residuos téxteis a base de
algodao pode ser utilizada como uma biomassa renovavel alternativa para a produgao de etanol
por hidrolise da celulose seguida pela fermentacao da glicose a etanol (HONG; GANGSUN,
2013; JEIHANIPOUR; TAHERZADEH, 2009).

Dito isso, o objetivo deste estudo ¢ investigar a possibilidade de conversdo de residuos
téxteis a base de algoddao em etanol via hidrolise enzimatica ou acida, com posterior

fermentacdo dos agucares obtidos.
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2 OBJETIVOS

Esta secdo refere-se a definigdo dos objetivos geral e especificos para a execucao do

presente trabalho.

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho € o aproveitamento integral do residuo de tecido de algodao

para a producdo de biocombustivel (etanol 2G) e bioproduto (carboximetilcelulose).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Visando alcangar o objetivo geral, pretende-se:
. Realizar a hidrdlise enzimatica nos retalhos de algodao visando a obtengao

de agtcares fermentesciveis;

. Realizar analise quantitativa dos agucares redutores formados;

. Fermentar os agucares formados para obteng¢ao do etanol;

. Realizar analise quantitativa do etanol produzido;

. Avaliar a produgdo de carboximetilcelulose a partir do residuo da hidrolise

enzimatica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta secdo ¢ reservada para estado da arte relacionado ao tema de produgdo de etanol de

segunda geragdo e carboximetilcelulose.

3.1 PROCESSO PRODUTIVO DO ETANOL 2G

A producdo de etanol a partir da fermentagdo de tecidos vegetais ricos em celulose,
como por exemplo a cana-de-agucar, a beterraba e outras fontes, ¢ chamado de etanol de
primeira geragdo. Ja o etanol 2G ¢ o termo utilizado para designar o etanol produzido a partir
de diversas fontes de biomassa vegetal lignoceluldsica e residuos que sdo descartados do
processo produtivo do etanol de primeira geracdo, como o bagaco de cana-de-agucar. Vale
ressaltar que a produgdo do etanol 2G ¢ uma fonte renovavel e sustentavel, além de ndo afetar
as industrias, sobretudo a alimenticia, e consequentemente ndo necessitar de area para cultivo,
visto que utiliza apenas residuos (MELO, 2020).

Além disso, o etanol de segunda geragdo também ¢ conhecido como bioetanol devido a
fonte bioldgica renovavel. A unica diferenca entre o bioetanol e o etanol convencional ¢ a
matéria-prima e o processo produtivo empregado.

Um grande desafio para a produgdo deste combustivel atualmente ¢ a viabilidade
econdmica dos processos de producao a partir da celulose, em contrapartida, devido ao aumento
da demanda pela sustentabilidade, de substitutos ao petroleo e da reducdo do uso de
combustiveis fosseis, este combustivel se torna uma oportunidade para pesquisas € o
desenvolvimento de processos produtivos envolvendo material celuldsico.

De maneira geral, as etapas produtivas para a obtencdo do etanol 2G consistem em um
pré-tratamento do material celuldsico para remogao das impurezas e preparacdo das fibras, isto
depende de qual material serd utilizado e suas propriedades, posteriormente, serd feita a
hidrdlise (acida ou enzimatica) das cadeias celuldsicas, e entdo, a fermentacdo da glicose
presente nos produtos da hidrélise (GROSSI, 2015).

Portanto, o algodao residual das industrias téxteis possui potencial para ser convertido
em etanol, reduzindo a poluicao solida resultante de residuos de roupas, possibilitando a

elaboragdo de um processo ambientalmente sustentavel.
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3.2 RESIDUOS DE TECIDO DE ALGODAO NA INDUSTRIA TEXTIL

O algodao possui uma grande importancia na industria téxtil, sendo utilizado como
matéria-prima no desenvolvimento de muitos materiais por possuir caracteristicas como:
absorc¢ao de agua, conforto e seu preco acessivel (HOLTZ, 2009). Parte do algodao utilizado
nesse segmento se torna residuo, gerado nos processos de corte para modelagem de vestuario.

O grande impasse estd no fato de que os residuos formados sdo volumosos e,
consequentemente, ocupam grandes espacos fisicos nas industrias, visto que possuem baixas
taxas de decomposi¢cdo no solo e poucas destinagdes a processos de reaproveitamento. Sendo

assim, ha um grande espaco para a utilizagdo desses materiais em processos industriais.

3.3 ALGODAO

O algodao ¢ obtido a partir das fibras naturais da planta pertencente ao género
Gossypium, da familia Malvaceae (GUEDES, 2012). E uma fibra bésica, ou seja, ¢ formado
por comprimentos de fibras variados. No Brasil, o algodao ¢ a fibra mais utilizada na producao
de manufaturados téxteis, seguido de poliéster (sintético) e viscose (artificial) (AMARAL et
al., 2018).

Esse material ¢ composto quimicamente por 95% de celulose, 2% de hemicelulose e
0,3% de lignina (SANTOS et al., 2012). Sua alta quantidade de celulose e, praticamente,
auséncia de hemicelulose e lignina, torna o material propicio ao processo de conversdo em

acgucares fermentesciveis, para posterior geragao de bioetanol, por exemplo (GUEDES, 2012).

3.4 HOLOCELULOSE

A holocelulose se trata de material polissacarideo de tecidos vegetais compostos por
celulose e hemicelulose. E obtido principalmente a partir da remogdo da lignina e outros
compostos presentes no material natural (MOREIRA et al., 2012). Quando este material ¢
separado da lignina, a composicao das fibras de holocelulose consiste essencialmente de fibrilas
de celulose e camadas externas hemiceluldsicas. Aplicagdes de nanofibras de holocelulose vém
sendo estudadas, pois apesar de seu pequeno tamanho, possuem alta massa molar em um
pequeno didmetro, concedendo assim uma alta for¢a & materiais integrados a mesma, como

papéis (RISE, 2019).
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3.5 CELULOSE

A unidade repetitiva da celulose ¢ composta por duas moléculas de glicose esterificadas
por ligacdes B-1,4-glicosidicas como mostra a Figura 1. Esta unidade repetitiva, conhecida
como celobiose, contém seis grupos hidroxila que estabelecem interagdes do tipo ligagdes

hidrogénio intra e intermolecular (GROSSI, 2015).

Figura 1 - Formula estrutural da celulose

CH;0H CH;0OH

OH

Fonte: BARROS (2017)

A celulose ganha destaque no cenario mundial atual, ao passo que o interesse no
aproveitamento da biomassa e suas possiveis aplicagdes aumentam, sendo utilizada para
processos biotecnoldgicos, industria de quimica fina e como fonte de energia. A 4rea que tem
atraido maior interesse para o mercado ¢ a obtencdo de biocombustiveis, no caso, etanol
celuldsico (DE LIMA et al., 2015).

Além da obtengdao de biocombustiveis, a celulose ganha destaque também para a
producdo de bioprodutos quando suscetivel as reagcdes de adi¢dao (agrupamento OH™ reage com
diversos agentes de adi¢do) e substitui¢do (agrupamentos OH™ pode ser esterificado ou
eterificado), desta maneira forma-se produtos como nanocelulose, acetato de celulose, nitrato
de celulose, acido levulinico, carboximetilcelulose, entre outros (CAMARGO, OLIVEIRA,
2019).

3.5.1 Celulose do algodao
O teor de celulose do algoddo ¢ superior em relacdo as fibras lignocelulodsicas, o que

evita o processo intermedidrio de pré-tratamento para remogdo de outros constituintes nao

celuldsicos (TEIXEIRA et al., 2010).
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Sendo assim, o algoddo possui um bom potencial para ser hidrolisado. Porém, um fator
que pode limitar o seu uso neste processo ¢ o indice de cristalinidade das fibras celuldsicas, que
dificultam a agdo dos reagentes e das enzimas. As nanofibras cristalinas de algodao ou whiskers
sdo de interesse para a formagdo de nanocompdsitos para refor¢co de materiais, pois possuem
alto modulo elastico e forga especifica (TEODORO et al., 2013). Sendo assim, € pertinente uma
posterior andlise da cristalinidade das fibras de algoddao que restarem apds o processo de

hidrolise.

3.5.2 Cristalinidade celulodsica

A estrutura cristalina da celulose consiste em fibrilas unidas por liga¢des de hidrogénio
intra e intercadeias. Cada camada adjacente de celulose ¢ atraida umas as outras pelas forgas de
van der Waals, resultando entdo em uma fibra compacta capaz de impedir o acesso de enzimas
e dependendo de quao unidas e compactas estdo as camadas, também impedem o acesso de
moléculas pequenas como a dgua (LENGOWSKI, 2012).

O indice de cristalinidade ou grau de cristalinidade de um material lignoceluldsico
indica a quantidade de celulose em estado cristalino, podendo assim ser utilizada para estudar

suas propriedades mecanicas.

3.5.3 Microcelulose cristalina

A microcelulose cristalina (MCC) € obtida a partir de fontes de celulose natural, apos
purificacdo, e pode ser utilizada em diversos setores de diferentes industrias, sendo alimenticia,
farmacéutica e cosmética as principais delas (MORAES et al., 2018). Na industria alimenticia,
por exemplo, ¢ listada como ingrediente utilizado na estabilizagdo de espumas e emulsdes,
substituicdo dos oleos e gorduras, controle da cristalinizagdo e viscosidade e, devido as suas
propriedades tixotropicas, formacdo de géis termoestaveis. Além disso, ndo existe qualquer
restricdo ao seu uso na industria no que diz respeito a toxicidade nas principais organizagdes
mundiais que regulam a producdo e consumo de alimentos (FOOD INGREDIENTS BRASIL,
2013, p.42).

E produzida através do processo de hidrélise das cadeias de celulose, que remove a
maior parte da fragdo amorfa e destrdi a morfologia fibrilar da celulose, produzindo a MCC.

(HOYOS; CRISTIA; VAZQUEZ, 2013).
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A molécula de MCC ¢é composta por um arranjo linear de unidades de D-glicose
conectadas por ligagdo B—1,4: [CsHi0Os]n e possui grupos de hidroxilas disponiveis que
participam do encadeamento de hidrogénio entre moléculas de celulose adjacentes. Esse
conjunto de cadeias moleculares de celulose sao chamadas microfibrilas e estdo representadas

na Figura 2. (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013, p.39).

Figura 2 - Cadeia de microcelulose cristalina

_ OH -
| HO
CH, o [l]H

H""\.U D ™

HO OH CH, 0
OH

Fonte: Food Ingredients Brasil (2013)

3.5.4 Carboximetilcelulose

A carboximetilcelulose (CMC), cuja formula estrutural esta demonstrada na Figura 3, é
um dos derivados carboxilados mais importantes da celulose. Trata-se de um éter celuldsico de
carater anidnico, soliivel em dgua quente ou fria, o que possibilita uma ampliagdo no campo de
aplicagdes. Sua forma sélida tem coloracdo branca a levemente amarelada, além disso, €
inodoro e insipido. Para formagdo desses éteres de celulose, ocorre a reagdo de substituicao
nucleofilica, sendo que o tipo de substituinte bem como o grau de substituicdo determina a
solubilidade destes (DENVER, 2019).

O processo para se obter a CMC ocorre em duas diferentes etapas: a alcalinizagdo e a
eterificacdo. Na etapa de alcalinizacdo, ocorre o intumescimento das fibras de celulose ao reagir

o hidroxido de sodio e a celulose, formando alcali celulose (MACHADO, 2000).

Celulose — OH + NaOH - Celulose — 0~ + Na* + H,0 (1)

Ja na etapa de eterificacao, o alcali celulose reage com o acido monocloroacético para

formar a CMC (MACHADO, 2000):
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CH,CIOOH + NaOH — CH,CICOONa + H,0  (2)

Celulose — 0~ + Na*™ + CH,CICOONa - Celulose — 0 — CH,COONa + NaCl 3)

Figura 3 - Estrutura quimica da carboximetilcelulose (CMC) na sua forma de sal sodico

RO
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Fonte: VHTEX (2022)

Como aplicagdes, a CMC ¢ utilizada na industria de alimentos, como agente
estabilizante, e na industria de perfuragcdo de petréleo, como modificador de viscosidade em
fluidos de perfuragdo. As propriedades uUnicas, tais como caracteristicas hidrofilicas, alta
viscosidade e adesividade, tém incentivado o uso de CMC para fabricar diferentes produtos,
entre eles estdo o cimento, detergente, papel, cosméticos, adesivos, tintas, plésticos, téxteis,
ceramica e produtos farmacéuticos.

Se tratando da obtengdo de carboximetilcelulose (CMC) a partir de materiais
celulosicos, a aplicagdo € bastante promissora ja que a CMC ¢ o principal éter celuldsico
consumido em todo o mundo, representando cerca de 58% do volume mundial de éteres de
celulose utilizado nas industrias. Seu mercado global esta atualmente avaliado em cerca de US$
1,8 bilhdes em 2022 e devera progredir em um CAGR (Compound Annual Growth Rate, que
significa Taxa de crescimento anual composta) de 4,8% entre 2022 e 2032, para atingir uma
avaliag@o de US$ 2,9 bilhdes até 2032. Esta crescente demanda por carboximetilcelulose das
industrias de alimentos, tintas, revestimentos, papel e celulose, constru¢do e industrias téxteis
¢ um fator que impulsiona o crescimento do mercado. Em virtude da sua grande aplicacao,
estima-se que o consumo mundial de CMC atinja 5,9 bilhdes de quilos até o ano de 2024 (IHS

Markit, 2016).
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3.6 HEMICELULOSE

O termo hemicelulose se refere de maneira geral a uma mistura, uma matriz altamente
ramificada composta por pentoses, como a xilose, € hexoses, como a glicose e acidos urénicos.
Esta representa cerca de 20 a 35% de toda a biomassa do planeta (SHIMIZU, 2018).

Sdo estruturalmente mais semelhantes a celulose do que a lignina, apresentando
ramificagdes que interagem facilmente com a celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao
agregado. Quando comparadas a celulose, as hemiceluloses apresentam maior susceptibilidade
a hidrdlise acida (SANTOS, 2012). Na composi¢do dos tecidos 100% algodao, a hemicelulose

ndo representa uma parte significativa para ser tratada e fermentada.

3.7 LIGNINA

A lignina ¢ uma macromolécula composta por heteropolimeros aromaticos complexos,
encontrada associada a celulose e a hemicelulose das paredes celulares dos vegetais. Sua fungao
na natureza ¢ promover a unido das células vegetais provendo assim protecdo mecanica,
quimica e bioldgica aos tecidos interiores € ndo possui agucares simples em sua composi¢ao.
Sua presenga em massa nas paredes celulares € responsavel pelo aspecto cristalino do complexo
lignina-celulose-hemicelulose e representa, portanto, um empecilho no processo de
fermentagdo alcoolica. Além disso, costuma ser separada da celulose antes do procedimento
(SHIMIZU, 2018).

Apesar de ndo ser de interesse ao processo de fermentagdo, a lignina pode ser utilizada
como fonte de energia biomadssica, ja que € primariamente composta por trés monOmeros
alcodlicos calorificos: o 4lcool coniferilico, o dlcool sinapilico e o 4lcool cumarilico (DUVAL;

LAWOKO, 2014).

3.8 PRE-TRATAMENTO DO MATERIAL LIGNOCELULOSICO

Embora o pré-tratamento possa ser conduzido por principios bastante variados, este tem
por finalidade alterar ou remover a hemicelulose e/ou a lignina, aumentar a area superficial e
diminuir o grau de polimerizacao e a cristalinidade da celulose. Ocasionando assim o aumento
da digestibilidade enzimatica e, consequentemente, do rendimento em agucares fermentaveis

(CANILHA et al., 2010).
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3.8.1 Pré-tratamento

O pré-tratamento quimico tem como principal objetivo remover a lignina, promovendo
a degradagdo do material lignocelulosico (SUN; CHENG, 2002). Como ja citado anteriormente,
a composi¢ao do algoddo possui baixo percentual desse material. Sendo assim, no presente
trabalho ndo foi realizado esse pré-tratamento. O tratamento consistira apenas em uma

exposicao das fibras do algodao e do branqueamento destas caso necessario.

3.8.1.1 Fragmentagdo mecdnica

Fragmentacdo mecanica ¢ um termo genérico para a divisdo de um material em diversas
partes menores, aumentando assim sua superficie de contato, fator de extrema importancia para
a cinética e para o rendimento de reagdes quimicas. No caso de materiais flacidos e secos como
os tecidos de algoddo, um equipamento apropriado seria o moinho de facas.

Na hidrolise, o processo de fragmentacdo mecanica facilita o acesso a celulose presente
no tecido realizando a ruptura das fibras e assim proporcionando maior conversao em agucares
fermentaveis, fato observado por Guedes (2012) ao fazer a comparagdo da quantidade de
acucares fermentaveis obtidos pela hidrolise enzimética em substratos com e sem pré-

tratamento em moinho de facas.

3.8.1.2 Branqueamento

O branqueamento dos retalhos de algoddo envolve a remogdo de qualquer corante ou
pigmento que possa prejudicar o processo de hidrélise e a fermentagdo dos aglicares resultantes.
A fim de remover os corantes, adiciona-se peroxido de hidrogénio ou descolorante de tecidos
indicado para descolorir fibras de algodao, linho, sisal, rami, rayon-viscose e mesclas, composto
por redutores inorganicos estabilizados. Como os retalhos utilizados neste trabalho nao
possuem corantes/pigmentos, esta etapa ndo foi realizada ja que o branqueamento implicaria

em custos adicionais ao processo.
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3.9 HIDROLISE

As cadeias poliméricas de celulose podem ser quebradas pelo processo de hidrolise
quimica sob diversas condi¢des e apresentando resisténcia ou ndo a reagdo. Normalmente, esta
deterioragdo ¢ acompanhada por uma modificacdo quimica da molécula de celulose, bem como
um aumento no poder de redugdo e o desenvolvimento de grupos reativos ao longo da cadeia
polimérica (GROSSI, 2015). A reacao de hidrélise da celulose pode ser representada pela
equagao a seguir e para a realizacao desta, os principais métodos utilizados sao a hidrolise acida
e a enzimatica, sendo a diferenca entre elas no tipo de catalisador utilizado. A hidrolise 4cida
utiliza acido sulfurico como catalisador, podendo ser feita com acido diluido ou concentrado e

a hidrolise enzimatica, com enzimas, como por exemplo celulases.

(CeH1005)n + nH;0 - nCeH1506 4)

Na Tabela 1, tem-se um comparativo entre os dois tipos de hidrolise com relagdo a

algumas variaveis de reacao.

Tabela 1 - Comparagao entre hidrdlise acida e enzimatica

Variavel Hidrdlise acida Hidrdlise enzimatica
Necessidade de pré-tratamento Depende Necessario
Condig¢des de temperatura e pressdo Abruptas Amenas
Formacdo de subprodutos inibidores Provavel Nao ha
Velocidade de reagdo Rapida Lenta
Rendimento da reagdo Baixo Alto

Fonte: Adaptado MONTES (2017)

A hidrolise 4cida pode ser feita de duas maneiras: através do uso de acido diluido a alta
temperatura ou utilizando acido concentrado a baixa temperatura (BALAT, 2011). Em ambas
as condicoes, ha necessidade de remog¢ao ou neutralizacao do hidrolisado antes da fermentagao,
o que gera grande quantidade de residuos e custos associados ao tratamento do hidrolisado
acido (GIRIO et al., 2010). Além disso, a rota dcida requer equipamentos resistentes a corrosao

encarecendo consideravelmente o processo (ZABED et al., 2016).
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Levando em consideragdo o contexto e motivagao para a realizacdo deste trabalho, bem
como os contrapontos dos dois tipos de hidrélise, a realizagdo de uma hidrdlise enzimatica foi

considerada a escolha mais adequada.

3.9.1 Hidrolise enzimatica

As enzimas atuam no ambiente bioldgico como catalizadores de reagdes quimicas
essenciais para o funcionamento de tecidos e organismos dos mais simples aos mais complexos,
sendo uma parte destas reagdes o processo de metabolismo. Sendo assim, o uso de enzimas ¢
interessante para o processo de producdo de bioetanol para aumentar sua velocidade, sua
eficiéncia e evitar o uso de acidos fortes como o acido sulfurico, que além de poder causar
danos a celulose, requer um tratamento especial de seus residuos e pode acarretar a formagao
de moléculas indesejadas como a xilose, o furfural e o hidroximetilfurfural (DE LIMA et al.,
2015).

O complexo de enzimas utilizado para hidrolisar a celulose ¢ a celulase. Esta consiste
em um complexo de moléculas que atuam em sinergia, sendo subdivididas em 3 classes:
endoglucanases, que quebram as ligacdes glicosidicas das cadeias de celulose criando novos
terminais; celobio-hidrolases, responsaveis pela agdo nos terminais levando a celobiose; e 1,4-
B-D-glucosidades que hidrolisam a celobiose a glicose, que ¢ o produto desejado e que foi
posteriormente fermentado (OGEDA; PETRI, 2010).

A Figura 4 apresenta um esquema de como funciona a hidrdlise enzimatica.

Figura 4 - Esquema da hidrolise enzimatica
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Fonte: OGEDA; PETRI (2010)
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3.9.1.1 Hidrolise enzimatica em batelada alimentada

Diferente do processo de batelada simples, onde toda a biomassa e enzima sao
adicionadas ao meio reacional logo no inicio do processo e os produtos sao retirados ao final
da reacdo. A batelada alimentada consiste em realizar a adicdo de biomassa ou enzima
gradualmente ao longo da reagdo em porcentagens menores, até que toda a porcdo seja
adicionada ao meio.

Diversos autores como Varga et al. (2004) e Cabral (2014) realizaram estudos que
mostram que um importante parametro nas reacdes de hidrdlise enzimatica ¢ a quantidade de
substrato so6lido utilizado. Paradoxalmente, o aumento da concentracdo de substrato aumenta a
producao de agucar, mas também pode causar problemas de mistura e transferéncia de calor
devido as propriedades reoldgicas de uma suspensdo muito densa e fibrosa (Rudolfet al., 2005).

Varga et al. (2004) concluiram, através da realizacdo de um processo de sacarificagdo e
fermentagdo simultdneas, que uma maior concentragdo de substrato causou uma inibi¢ao
fermentativa, afetando a eficiéncia da reagdo. Eles indicaram que, em concentracdes altas do
substrato, a enzima nao foi capaz de liquefazer o material celuldsico, resultando em uma baixa
taxa de sacarificacdo e subsequente eficiéncia na produgdo de etanol.

Chen et al. (2007) realizaram hidrdlises enzimaticas em batelada alimentada com o
amido de milho como fonte de substrato e reportaram que a batelada alimentada diminuiu o
tempo de reagdo e aumentou a produtividade em etanol quando comparada a batelada simples,
apontando que isso se deve a reducdo de problemas de mistura, uma vez que pequenas
quantidades de substrato adicionadas aos poucos e sendo consumidos antes da proxima adi¢ao
mantém a viscosidade da reagdo baixa, o que € uma vantagem ja que os materiais

lignoceluldsicos geralmente sdo substratos densos.

3.10 ACUCARES REDUTORES X ACUCARES NAO REDUTORES

Agucares sdo carboidratos que podem ser classificados de diversas maneiras. Uma
destas classificagdes separa os agucares em redutores e ndo redutores. Acgucares redutores
possuem grupo carbonilico livre, podendo entdo ser oxidados por diversos agentes oxidantes,
inclusive os mais simples, como ions de ferro ou cobre. Quando sdo oxidados, atuam como

agentes redutores da reacdo de oxirreducdo, recebendo entdo a nomenclatura “redutores”

(MONTEIRO et al., 2012).
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Esta classificagdo ¢ de interesse pois como os agucares redutores reagem desta maneira,
¢ possivel analisar sua presenca e quantidade através de diversos testes. A glicose produzida na
hidrolise da celulose, por exemplo, € um agucar redutor, e sua presenga pode ser confirmada e

a quantidade analisada, pelo método DNS (acido 3-5-dinitrossalicilico) (MILLER, 1959).

3.11 FERMENTACAO

A fermentagdo ¢ um processo bioquimico pelo qual moléculas organicas (geralmente
carboidratos) sdo degradadas a fim de se liberar e utilizar sua energia quimica de maneira
anaerobica estrita ou facultativa, diferente da respiragdo celular, que ¢ um processo
exclusivamente aerdbico. O processo de fermentacdo ¢ utilizado por diversos seres vivos,
geralmente unicelulares, embora possa também ser feito por tecidos animais e vegetais. Sao
trés os principais tipos de fermentagdo: a fermentagdo latica, que produz o acido latico, a
fermentagdo acética, que produz o acido acético; e a fermentagdo alcodlica, que produz o alcool
etilico, molécula de interesse no presente trabalho (IVANOV, 2011).

Dentre os varios micro-organismos capazes de fermentar a glicose, estes podem ser
divididos entre parametros relevantes para o processo, como faixa de pH da atuagdo,
temperatura/pressdo ideal, taxa de crescimento, tolerancia ao etanol formado, velocidade,
rendimento etc.

O micro-organismo mais utilizado para a fermentacdo alcodlica em processos
industriais € a Saccharomyces cerevisiae, mais conhecida como levedura de pao cerveja, ja que
fermenta hexoses de maneira eficiente nas faixas de temperatura entre 25 °C e 35 °C (CRUZ,

2019).
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4 METODOLOGIA

A metodologia para a realizagdo do trabalho iniciou-se com a obtengdo dos retalhos
100% algoddo. O material foi doado pela confec¢do de uniformes Disbrau Uniformes,
localizada em Sao Paulo/SP.

A partir da obtencdo da matéria-prima, o etanol de segunda geragdo foi produzido

seguindo as seguintes etapas.
4.1 PREPARO DO MATERIAL

A etapa de preparo do material téxtil (Figura 5) ¢ fundamental para o aumento da
eficiéncia do processo, ja que estes apresentam pequena area de contato, fator que pode

atrapalhar a reacdo de hidrélise dcida ou enzimatica ao substrato celuldsico.

Figura 5 - Retalhos da Disbrau Uniformes

Fonte: Autores (2022)

4.1.1 Moagem

Os retalhos de algoddo foram submetidos a fragmentacdo mecéanica com o auxilio do
moinho de facas Marconi MA680 tipo Willy Macro (Figura 6). Antes da moagem foi necessario
cortar os retalhos em pedacos menores para que nao enroscassem e danificassem o

equipamento.
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Na Figura 7 observa-se como ficaram os retalhos de algodao apos a moagem.

Figura 6 - Moinho de facas utilizado na fragmenta¢do mecanica

Fonte: Autores (2022)

Figura 7 - Retalhos de algodao ap6s passarem por fragmentagdo mecanica

Fonte: Autores (2022)

4.2 HIDROLISE ENZIMATICA

O material pré tratado foi entdo submetido a hidrolise enzimdtica para obtencdao dos

agucares fermentesciveis.
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4.2.1 Enzima

Foi utilizado o complexo enzimatico comercial de celulases Cellic®CTec2,
(Novozymes Latin America, Araucaria, PR) para todos os ensaios de hidrdlise enzimatica. A
atividade enzimatica da Cellic®CTec2 é de 214 FPU/mL. As enzimas tiveram de ser

armazenadas em geladeira para manutencao da sua atividade enzimatica.

4.2.2 Reacao de hidrolise enzimatica

Os ensaios de hidrélise enzimatica foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 500
mL, com volume reacional total de 100 mL, agitados a 250 rpm e 50 °C por 96 h em pH 5,0
(tampao citrato de soédio 50 mM) utilizando a Incubadora Shaker Innova 43, Eppendorf
International.

A fim de encontrar a condi¢do 6tima de hidrolise enzimatica dos retalhos de algodao,
foi realizado um planejamento experimental fatorial 22, com trés replicatas no ponto central,
totalizando 7 experimentos. As varidveis operacionais avaliadas foram: carga de biomassa
variando de 10 a 20% (m/v) e dosagem enzimatica variando de 15 a 30 FPU/gpiomassa. AS
condi¢cdes operacionais foram definidas de acordo com a literatura (PRATTO et al., 2020).

A Tabela 2 apresenta os niveis para cada varidvel avaliada na etapa de hidrolise

enzimatica, na qual a biomassa foi submetida ao pré-tratamento.

Tabela 2 - Niveis das variaveis avaliadas no planejamento experimental

Ponto fatorial Ponto central Ponto fatorial
Variavel
-1 1] +1
Concentracao de
biomassa (% m/v) 10 15 20
Dosagem enzimatica 15 225 30

(FPU/gbiomassa)
Fonte: Autores (2022)

Ao longo da reacao foram coletadas aliquotas de aproximadamente 1,5 mL, para futuras
analises quantitativas de aglicares redutores, com os seguintes tempos de reacdo: 4, 8, 20, 32,

44, 56, 72 € 96 horas.
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Apoés o término da reacdo a suspensdo foi centrifugada (com o auxilio da centrifuga
Mettich modelo Universal 32 R, nas seguintes condi¢des: temperatura de 25 °C, rotagdo de
4000 rpm durante 15 minutos). A fragdo liquida obtida, rica em agucares fermentesciveis, foi

armazenada em Freezer para posterior fermentacao.

4.2.2.1 Hidrolise enzimadtica em batelada alimentada

Os ensaios de batelada alimentada foram realizados em duplicata para a condigdo em
que o hidrolisado apresentou maior concentragao de glicose.

A metodologia utilizada foi similar a apresentada no item 4.2.2, porém, em substituicao
a adicdo Unica de toda biomassa e/ou enzima logo no inicio da reacdo, foram realizados ensaios
com quatro adi¢cdes graduais, sendo a primeira delas no inicio da reacdo (0 horas) e as demais
nos tempos de 2, 4 e 48 horas, respectivamente.

Além disso, duas condigdes diferentes foram testadas: a primeira duplicata recebeu
cinco adi¢des de 5% m/v de biomassa, totalizando 20% m/v de carga total de s6lidos e 100%
da dosagem enzimadtica ja na primeira adicdo, ja a segunda condicdo recebeu cinco adi¢des de
5% m/v de biomassa, totalizando 20% m/v de carga total de sdlidos e 5% da dosagem
enzimatica total em cada adicao.

Apo6s cada adicdo houve a mistura manual do meio reacional com bastonetes para que
este ficasse mais homogéneo e foram retiradas aliquotas para a construgdo das curvas que
demonstram a cinética das reagoes.

O encerramento da reacdo foi feito da mesma forma que foi apresentada no item

anterior.

4.3 FERMENTACAO

A levedura Saccharomyces cerevisae industrial na forma liofilizada (Y-904, AB Brasil,

Pederneiras, SP, Brasil) foi utilizada nos experimentos de fermentagao.

4.3.1 Ativacao da levedura

A S. cerevisiae, em sua forma seca, foi inicialmente ativada (incubagdo em meio de

ativagdo a 250 rpm e 34 °C por 4 h) para obtenc¢ao do indculo ativado. O meio de ativacdo foi
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composto por meio YPD (10 g/L extrato de levedura, 20 g/L peptona e 40 g/L de glicose).
Depois do cultivo, o meio foi centrifugado e as células foram inoculadas ao meio de

fermentacao.

4.3.2 Fermentacio do hidrolisado de tecido de algodao

ApOs a etapa de hidrolise, com as condigdes do meio ajustadas para pH 5,0 e temperatura
de 34 °C, os nutrientes foram adicionados ao meio hidrolisado antes que a fermentagdo se
iniciasse, sendo composto por (em g/L): 5,6 de KH2POy; 1,4 de MgS04.7.H20; 6,8 de extrato
de levedura; 5,32 de ureia (SONEGO et al., 2016). A levedura S. cerevisiae ativada foi
adicionada ao meio hidrolisado e a fermentagdo ocorreu até que os agucares se esgotassem ou

proximo a isso.

4.4 OBTENCAO DA CARBOXIMETILCELULOSE

Baseado na caracterizacdo do so6lido residual nao solubilizado apos a hidrolise
enzimatica (item 4.4.4), verificou-se que a celulose remanescente apresenta potencial para
produgdo de bioprodutos de maior valor agregado, tais como a carboximetilcelulose (CMC).

Para isso, 3 g de celulose foram tratadas com 80 mL de isopropanol e 8 mL de dgua, sob
agitacdo constante por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, 20 mL de solugdo de
hidroxido de s6dio 40% em massa foi adicionado ao sistema lentamente visando ativagdo dos
sitios ativos (hidroxilas) pelo processo de alcalinizagao da celulose que leva ao intumescimento
e reduc¢do da cristalinidade da celulose. O meio reacional foi mantido sob agitagdo por 90 min.
ApOs essa etapa, foi realizada a reagdo de substituicdo nucleofilica com 8 g de acido
monocloroacético dissolvidos em 10 mL de isopropanol gerando o produto eterificado. O
sistema foi mantido a 55 °C por 4 h, sob agitacdo. O produto obtido foi filtrado, tratado com
solucao metanolica 80%, neutralizado com acido acético e, por fim, filtrado novamente e seco
em estufa a 50 ° C até peso constante. A CMC obtida foi caracterizada via grau de substituicao
e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em um espectrometro Bruker modelo Avance 11l HD
600. (ANDRADE NETO, J. C., 2019).

As caracterizagdes visam verificar a eficiéncia de purificacao do material e determinar
o grau de substituicdo da CMC em func¢do das modificagdes durante a sintese. Salienta-se que,

durante a etapa de sintese, o acompanhamento da mudanga do grau de substitui¢do se mostra
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fundamental, uma vez que pardmetros como solubilidade mudam significativamente devido a
mudang¢a no mesmo. Esse pardmetro descreve o nimero de hidroxilas envolvidas na reagdo de

substituicao.

4.5 ANALISES QUANTITATIVAS

As andlises foram realizadas em paralelo ao restante das etapas para quantificacao de
celulose contida no algodao, agticares e etanol produzidos nas etapas de hidrdlise e fermentagao,
respectivamente.

A determinacdo do teor de celulose na biomassa foi realizada de acordo com os
procedimentos analiticos descritos em NREL/TP-510-42618 (SLUITER et al., 2008). Para a
quantifica¢do de aglicares fermentesciveis, seguiu-se a metodologia DNS descrita por Miller
(1959), utilizando o espectrofotometro UV/VIS da Kasuaki. Ja para a quantificacdo da glicose
e de etanol, foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High Performance

Liquid Cromatography).

4.5.1 Caracterizacio do tecido de algodao em termos de celulose

A biomassa da matéria-prima bruta foi determinada em termos de sua composi¢ao
percentual de celulose. De maneira geral, a biomassa so6lida passou por hidrolise acida com
H2SO4 72% (m/m) respeitando a propor¢ao (1:10 Mpiomassa seca/Vsolucao 4cida) @ 30 °C por 1h. Em
seguida, a suspensao foi colocada em autoclave a 121 °C por mais uma hora. Apos o término
da hidrélise o material foi filtrado e a fra¢do liquida foi utilizada para a determinagdo de
acucares (glicose e celobiose) e produtos de degradacao (acido formico e hidroximetilfurfural)

da celulose, via HPLC.

4.5.2 Quantificacio de acicares redutores

Para a andlise quantitativa de acucares em cada etapa do processo, foi feita a
determinagdo da concentragdo de acgucares fermentesciveis de acordo com o método
colorimétrico do acido dinitro-3,5-salicilico (DNS) descrito por Miller (1959). O método
baseia-se na reduc¢do deste 4acido a 4cido 3-amino-5-nitrossalicilico ao passo em que o grupo

aldeido do agucar ¢ oxidado a grupo carboxilico (Figura 8), resultando na alteracdo de cor capaz
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de quantificar os grupos redutores presentes na reacdo por espectrofotometria. Esta
quantificagdo ¢ medida em absorbancia, no comprimento de onda de 540 nm e a coloragao
apresentada varia de acordo com a concentragao de acticar redutor. Solugdes mais concentradas
apresentam coloragdo marrom escura, enquanto as menos concentradas apresentam tons mais

amarelados.

Figura 8 - Reagdo de quantificagdo de agucares redutores totais por DNS

COOH COOH
COOH
CHO
OH OH- OH
+ —_— s
M 02 NDE M 02 M HZ
Acido dinitro- AR = aciicar Acido 3-amino-5- Acido
3.5-salicilico redutor genérico nitrossalicilico alddnico

Fonte: MILLER (1959)

A solugdo de 4cido dinitro-3,5-salicilico foi preparada dissolvendo-se 10 g do reagente
solido em 500 mL de agua destilada. Acrescentou-se 200 mL de NaOH 2N (16 g de NaOH em
200 mL de agua destilada). Apds a dissolucao total adicionou-se a mistura 300 g de tartarato
duplo de sédio e potassio. Avolumou-se em 1000 mL com dgua destilada no baldo volumétrico
e a solugdo foi armazenada em temperatura ambiente.

Para a quantificagdo de agucares fermentesciveis, foram misturados em tubo de ensaio
0,5 mL de solugdo diluida, resultante de cada amostra de hidrolise enzimatica (as dilui¢cdes
foram diferentes para cada aliquota e foram considerados fatores como tempo de hidrolise
decorrido e carga de algodao utilizada), e 1,0 mL de DNS. Em seguida, os tubos de ensaio
foram submetidos ao aquecimento em banho de agua fervente durante 10 minutos para que
ocorresse a reacdo. Passado o tempo de reagdo, os tubos foram colocados em agua resfriada
com gelo para interromper a reagdo com o DNS e avolumados para 25 mL. A leitura das
amostras foi realizada em espectrofotometro UV/VIS Kasuaki em comprimento de onda de 540
nm. Para determinag¢do das concentragdes de agucares redutores formados foi utilizada a curva
de calibragao presente no Apéndice A, obtida através do preparo de solugdes de glicose com

diferentes concentracdes de 1 g/L até 5 g/L.
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4.5.3 Quantificacio da glicose e do etanol

Para quantificar a glicose, formada ap6s a hidrolise da celulose, e o etanol formado apds
a fermenta¢ao do hidrolisado, foi utilizada a metodologia por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC - High Performance Liquid Cromatography) utilizando o cromatografo
Shimadzu LC-10AD, com um detector de indice de refragdo RID-10A e coluna Aminex HPX-

87H, com a fase movel de acido sulfurico 5 mM, vazao de 0,6 mL/min e temperatura de 65 °C.

4.5.4 Caracterizacio do solido residual da hidrolise enzimatica: determinacio do

tamanho de particula

As analises de distribui¢do do tamanho das particulas do hidrolisado foram realizadas
no equipamento Microtrac Bluewave. Estes opera via seco e utiliza ar como fluido da camara
contendo o sélido. Assim, os resultados da medida de espalhamento e incidéncia de laser na
amostra foram obtidos através de sensores localizados em diferentes posigdes que detectam a

intensidade de radiacdo residual. (ANDRADE NETO, J. C., 2019)

4.5.5 Analise dos resultados

A partir dos resultados obtidos e para consolidar a discussdo dos mesmos, realizou-se o
calculo de conversdo da etapa de hidrolise enzimatica e fermentagdo, bem como andlise

estatistica dos dados a fim de verificar a qualidade e validacao dos modelos.

4.5.5.1 Cdlculo da conversao de celulose a glicose

A partir dos resultados da quantificacdo apds as 96 horas de hidrolise enzimatica, foi
possivel realizar o calculo da porcentagem de material celuldsico convertido em acgucares

redutores através da equacao (2).

glicose produzida glicose produzida

%Conversao i ==— 100 = .100 5
% celulose a glicose glicose potencial concentragiopiomassa)-0,98.1,11 ()

Onde a glicose produzida esta expressa em concentra¢do (g/L), 0,98 corresponde a

fragdo correspondente ao teor de celulose presente na biomassa de algodao e 1,11 ¢ o fator
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estequiométrico da conversdo de celulose (considerando sua unidade bésica) em glicose
levando em consideragdo suas massas molares. De acordo com a reacdo (3) e sabendo que a
massa molar de uma unidade basica de celulose ¢ 162 g/mol e 180 g/mol para a glicose, entao

sabe-se que 1 g de celulose produz estequiometricamente 1,11 g de glicose.

Ce¢H100s + H,0 — CgHq,04 (6)

4.5.5.2 Cdlculo da conversdo de fermentacio

Com os resultados da concentragdo de etanol obtida apds a fermentacao dos aguicares

redutores, calculou-se a conversao percentual do processo através da equagao (4).

~ etanol produzido etanol produzido
%Conversao,; = .100 = .100 7
% glicose a etanol etanol potencial concentragaogicose 0,511 (7

Onde o etanol produzido estd expresso em concentragdo (g/L), concentragaogiicose refere-
se a concentragdo final de glicose obtida na hidrolise (g/L) e 0,511 ¢ o fator estequiométrico da
transformagdo da glicose em etanol levando em consideracdo suas massas molares. De acordo
com a reacdo (5) e sabendo que a massa molar do etanol é 46 g/mol, entdo sabe-se que 1 g de

glicose produz estequiometricamente 0,511 g de etanol.

CoHy,04 = 2C,H 0 + 2CO0, (8)

4.5.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos apods a hidrélise do algodao foi feita pelo
software Statistica™ que deu origem ao grafico de pareto, tabela de efeitos e superficie de
resposta presentes no topico 5 deste trabalho, considerando um intervalo de confianga de 90%,
sendo este intervalo adequado para processos bioldgicos (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

A tabela de efeitos foi utilizada para gerar o modelo matematico que prevé a
concentragdo de acucares redutores em funcdo das varidveis operacionais avaliadas
(concentracdo de biomassa e dosagem enzimatica) na reagao de hidrolise enzimatica de retalhos

de algodao.
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Uma equagdo de regressdo polinomial de primeira ordem (8) foi proposta para

descrever a relagdo de cada variavel independente com a resposta.
Vi = ap + Xicy 2. X + i bjmXiXm )

onde: yi € a resposta experimental para a varidveis-resposta; ap € uma constante, X ¢ o conjunto
de parametros operacionais normalizados; aj s é o conjunto de coeficientes dos termos lineares;
bim s é 0 conjunto de coeficientes associados as interagdes entre as varidveis; e K é o namero
de variaveis independentes.

O modelo obtido durante a anélise estatistica estd apresentado na forma codificada,
ou seja, os coeficientes sdo obtidos a partir das varidveis na forma codificada (-1, 0, +1),
consequentemente para se obter um valor real de uma variavel-resposta ¢ necessario substituir

na equagao os valores dos parametros operacionais em sua forma codificada.
4.6 FLUXOGRAMA DE PROCESSO
A Figura 9 esquematiza os procedimentos apresentados na metodologia.

Figura 9 - Fluxograma do processo de produgdo de etanol 2G e CMC a partir de residuo de

tecido de algodao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo descritos nos itens 5.1 a 5.4.

5.1 HIDROLISE ENZIMATICA DA CELULOSE DO TECIDO DE ALGODAO

Os retalhos de algoddo branco crus e moidos foram hidrolisados em sete condigdes

diferentes, utilizando planejamento experimental conforme mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢des da hidrdlise enzimatica

Ensaio Concentracio de biomassa (% Dosagem enzimatica
m/v) (FPU/gcelutose)
1 10 (-1) 15 (-1)
2 10 (-1) 30 (+1)
3 20 (+1) 15 (-1)
4 20 (+1) 30 (+1)
5 15 (0) 22,5 (0)
6 15 (0) 22,5 (0)
7 15 (0) 22,5 (0)

Fonte: Autores (2022)

As Figuras 10 a. e b. mostram a aparéncia das amostras apos 4 ¢ 96 horas de reagdo,

respectivamente.

Figura 10 - Aspecto das amostras ap6s 4 e 96 horas de hidrélise enzimética, respectivamente

Fonte: Autores (2022)
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Qualitativamente, foi possivel observar uma mudanga na aparéncia das amostras com o
decorrer da reagdo, resultado da quebra das estruturas das moléculas de celulose. Estas
inicialmente apresentaram insolubilidade em meio aquoso e, com o passar do tempo, a celulose
foi sendo hidrolisada em oligossacarideos, os quais possuem maior solubilidade em meio
aquoso, tornando o meio cada vez mais liquido, indicando uma ocorréncia da conversdo de
celulose em oligossacarideos.

As Figuras 11 a. e b. mostram a aparéncia das amostras antes e apos a centrifugacao.

Figura 11 - Resultado dos ensaios antes e apos a centrifugagdo, respectivamente

Fonte: Autores (2022)

5.1.1 Analise da hidrolise enzimatica

Para analise dos resultados das hidrélises enzimaticas via metodologia DNS foi utilizada
a curva de calibragdo (Apéndice A), a qual demonstra a relagdo entre a concentracdo de agticar
redutor em g/L, de acordo com a absorbancia no comprimento de onda de 540 nm.

Assim, obteve-se os resultados da velocidade cinética da reacdo para cada um dos 7

ensaios ao longo de 96 horas (Figura 12).
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Figura 12 - Cinética da hidrolise enzimatica
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Fonte: Autores (2022)

As curvas seguem o modelo proposto por Michaelis-Menten o qual descreve a cinética
das reagdes enzimaticas. “A quantidade de produto formado aumenta com o passar do tempo,
embora finalmente seja alcangado um momento em que nao ocorre nenhuma mudanga efetiva
do substrato ou produto” (MACHADO, 2019). Devido a isso, espera-se que o formato da curva
seja mais acentuado nos primeiros momentos seguido de uma estabilizagao.

Ao analisar o gréafico, conclui-se que as velocidades de reagdo se reduzem ao longo do
tempo, fato observado através da inclinacao das curvas que foi decaindo ao longo da reagdo.
As amostras 1 e 2, que possuem a menor carga de sélido (10%), estdo proximas de atingir uma
concentracdo de acUcares redutores praticamente estavel entre os tempos de 56 e 96 horas, o
que significa que prosseguir com a rea¢ao deixa de ser interessante uma vez que a extensao do
tempo de reacao tornaria o processo mais caro € nao traria resultados muito melhores. Ja nos
ensaios 3 e 4, que possuem 20% de carga de solido, pode-se considerar estender o tempo de
reacdo em trabalhos futuros, tendo em vista que embora a velocidade da reagdo esteja se
reduzindo, ainda hé produgdo consideravel de acticares redutores entre os pontos coletados para
analise.

A Tabela 4 apresenta a conversao para cada um dos ensaios. O valor extraido se refere
a quantidade de acucar redutor obtida apds a hidrdlise em relagdo a porcentagem de celulose

presente na carga inicial de solido utilizada no ensaio. Apds a caracterizagdao dos residuos de
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tecido de algodao, concluiu-se que a porcentagem de celulose presente corresponde a 98% da

biomassa.
Tabela 4 - Conversao de celulose em glicose
Conversao Conversao
Carga Concentracao Concentracio
Carga de de celulose  de celulose
Ensaio enzimatica de A.R. apos de glicose
solido (%) %) 96 h (¢/L) 55 96h (/L) em A.R. em Glicose
o g apos g
(%) (%)
1 10,00 15,00 35,90 29,27 33,02 26,91
2 10,00 30,00 43,60 40,36 40,09 37,10
3 20,00 15,00 103,00 101,9 47,34 46,84
4 20,00 30,00 106,60 96,75 49,02 44,47
5 15,00 22,50 79,40 67,66 48,68 41,47
6 15,00 22,50 82,1 68,51 50,34 41,49
7 15,00 22,50 76,80 69,48 47,05 42,58

Fonte: Autores (2022)

Acredita-se que a baixa conversdo dos ensaios possa ter sido ocasionada por conta da
biomassa (retalhos de tecido de algoddo) ndo ter sido submetida a um pré-tratamento prévio a
hidrolise enzimatica. A Unica mudanca sofrida pelo material antes da hidrdlise foi a sua
moagem em moinho de facas, sendo assim, aditivos quimicos desconhecidos utilizados na
producdo dos tecidos podem ter atrapalhado a conversao ao diminuirem o acesso da celulose a
enzima.

Segundo FIOROTTO (2022) “Os produtos téxteis sao (..) tratados ou acabados com um
grande numero de produtos quimicos diferentes, muitos dos quais sdo pouco conhecidos. A
maioria desses produtos quimicos pode ser encontrada em corantes e na fase de processamento
téxtil”

Além disso, a estrutura celuldsica € bastante cristalina e recalcitrante sendo de dificil
acesso ao ataque enzimatico. Quando ¢ realizado um pré-tratamento, o grau de polimerizagao
e cristalinidade da celulose tendem a diminuir, facilitando assim a reagdo enzimatica
subsequente (XU; HUANG, 2014).

Outra possivel explicagdo para a baixa conversdo esta associada a alta carga de solidos
empregada. Altos teores de sélidos levam a uma alta viscosidade aparente do meio, resultando

em limitagdes de transferéncia de calor e massa do meio. Essas questdes representam impactos
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negativos no rendimento da hidrdlise, e o uso da operagdo em batelada alimentada oferece uma
abordagem alternativa para contornar esses problemas (PRATTO et al., 2021).

Através do software Statistica foi possivel entender o efeito que as varidveis escolhidas,
isto €, biomassa (m/v) e dosagem de enzima (FPU/gcelulose), tem sobre a quantidade de agucar

redutor produzido (g/L). Apos analisar as entradas de variaveis e os resultados, obteve-se a
Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados do Software Statistica

-90% +90%
Fator Efeito p-valor  Coeficiente Limite de Limite de
conf. conf.
Média 74,70000  0,000083 74,70000 68,80719 80,59281
(1) Biomassa (% m/v) 62,80000 0,002489 31,40000 23,60454 39,19546
(2) Dosagem enzimatica (FPU/gcelutose) ~ 7,90000  0,318802 3,950000 -3,312476 11,74546
1vs.2 0,20000  0,977812 0,100000 -7,69546 7,89546

Fonte: Autores (2022)

Assim, a equacao que descreve a quantidade de agucar redutor obtido ¢ dada por:

y :74‘,7+31,4'xl+3,95'X2+0,1'.X1'X2 (10)

Sendo y a concentracdo de acucar redutor (g/L) e x;1 e X2, os valores codificados das
variaveis concentracdo de biomassa e dosagem enzimatica, respectivamente.

Devido a grande variabilidade inerente aos bioprocessos que envolvem enzimas e
microrganismos, foram considerados significativos os pardmetros com p — valores menores que
10% (p <0,1) (RODRIGUES; IEMMA, 2014). Sendo assim, ¢ possivel concluir que a dosagem
enzimatica ndo foi uma variavel significativa dentro do intervalo de confianga avaliado, dessa

forma a equagdo pode ser descrita como:

y(g/L) =747 + 31,4 x, (11)

Abaixo, o diagrama de Pareto (Figura 13) expde relagdo de causa e efeito, onde apenas

0 parametro biomassa € o estatisticamente significativo.



Figura 13 - Diagrama de Pareto para agticar redutor (g/L)
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Fonte: Autores (2022)

Abaixo, a superficie de resposta (Figura 14) relaciona de maneira grafica o gradiente de
concentragdes de agucar redutor de acordo com a dosagem de enzima e a quantidade de

biomassa empregadas. E possivel notar, novamente, que a variacdo de enzimas ndo ¢
estatisticamente significativa.

Figura 14 - Superficie de reposta para agucar redutor obtido durantes os ensaios de hidrolise

enzimatica

() snpan 1Ty

I - 120
B < 108
I < 88
[]<68
B <48
M <28
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Uma vez que parte da carga pode estar obstruida pelos aditivos desconhecidos utilizados
na confec¢do dos uniformes cujos retalhos foram utilizados e todos os sitios ativos disponiveis
jé& estarem saturados de enzima, o acréscimo ou a reducdo da dosagem enzimatica ndo ira

interferir significativamente na conversao.

5.1.2 Analise da hidrolise enzimatica em batelada alimentada

Com o intuito de aumentar a conversao de hidrélise enzimatica, avaliou-se a estratégia
de hidrolise enzimética em processo de batelada alimentada. O ensaio escolhido para ser
operado nesta condi¢do foi o ensaio 3, dado que, se comparado as outras condi¢des, este obteve
a maior concentracao de glicose utilizando metade da carga enzimatica do ensaio 4 (o ensaio
em que se obteve a segunda maior concentragdo).

No gréfico a seguir (Figura 15) observam-se simultaneamente as cinéticas das reagdes
de hidrolise enzimatica de alimentagdo simples, batelada alimentada de biomassa e batelada

alimentada de biomassa e de enzima.

Figura 15 - Cinética comparativa entre diferentes condi¢cdes de alimentacdo em hidrolises

enzimaticas
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Tomando como base os histéricos de conversdo da hidrdlise enzimatica em batelada
alimentada apresentado na revisao bibliografica, o resultado esperado era obter concentragdes
de acucares redutores superiores as observadas na hidrolise enzimatica de adi¢ao unica. No
entanto, os resultados acima demonstram o contrario. A hidrolise enzimatica realizada em
condicdo de alimentacdo simples apresentou maior concentracao final de agucar redutor (96 h),
seguido do ensaio de hidrolise enzimatica em batelada alimentada de biomassa e, por fim, o
ensaio em hidrélise enzimdtica em batelada alimentada de biomassa e enzima. Na tabela a

seguir, suas respectivas conversoes:

Tabela 6 - Resultados da conversdo das hidrolises enzimaticas

Concentracao de acucar Conversao em
Ensaio
redutor apo6s 96h (g/L) acucar redutor (%)
Alimentacio simples 103,00 47,34
Batelada alimentada (Biomassa) 84,7 38,93
Batelada alimentada (Biomassa e Enzima) 53,00 24,36

Fonte: Autores (2022)

Ao analisar a concentragdo de acucares redutores e conversao dos ensaios realizados,
verifica-se que ndo houve melhoria nos ensaios de batelada alimentada. Uma possivel causa
desses resultados ¢ a agitacdo do Shaker utilizado durante a reagdo ndo misturar por completo
os componentes da reacdo. Sendo assim, uma vez que o presente processo nio foi
satisfatoriamente misturado, o substrato se tornou bastante denso, viscoso € “seco’, assim como
a alimentacdo simples se apresentava no inicio de sua reagdo, impactando diretamente na
hidrélise da celulose. Destaca-se que o ensaio de batelada alimentada apresenta uma
desvantagem em relag@o ao ensaio em batelada simples, uma vez que parte da carga de algodao
passa menos tempo em reagdo, os 5% de carga adicionados apds 48 horas de reagdo s passaram
por 48 horas de hidrolise ao passo que no ensaio batelada simples todo o material foi adicionado
no inicio da reacgdo e passou por 96 horas de hidrolise.

Em teoria, esta desvantagem seria compensada pelo melhor contato adquirido ao se
adicionar aos poucos a carga de solidos, mas como o meio se tornou seco, € possivel que o

contato superior inicial ndo compense as horas de hidrolise que se perdem. Caso o tempo de
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ensaio fosse superior a 96h e os so6lidos tenham sido racionados de maneira diferente: mais
adigdes de menos solidos em periodos menores, os resultados da batelada alimentada poderiam
ser superiores aos da alimentagao simples.

Comparando os dois ensaios de batelada alimentada, a adi¢ao de toda a enzima logo no
inicio da reag@o poderia levar a uma diminui¢do da atividade da mesma uma vez que toda a
enzima seria submetida a efeitos de inibi¢ao pelo produto (glicose) desde o inicio da reagdo, o
que resultaria em menores conversoes de celulose a actcares redutores. Isto ndo ocorreu, o
resultado observado € que a adi¢do de toda a enzima resultou em conversdes superiores.

Estes resultados podem ser causados pelo fato de que nas ultimas adigdes de solidos e
enzima, o meio reacional ja estava denso e mais “seco” devido ao substrato lignoceluldsico
adicionado, em vez de adiciona-los a um meio de cultura liquido antes da adi¢ao do substrato
como feito no ensaio com apenas adicdo de biomassa e na alimentagdo simples. Desta maneira
¢ possivel que as enzimas ndo tenham se distribuido de maneira uniforme mesmo com a
realizacdo de mistura manual, ocasionando baixo contato dos sitios ativos da enzima com o
substrato e, consequentemente, baixa conversao da hidrolise.

Uma interessante sugestao para trabalhos futuros que poderia solucionar ou melhorar os
problemas encontrados nos dois casos seria a realizacdo de novos ensaios com a substitui¢do
do uso do Shaker pelo uso em banho sob a presencga de um sistema de agitacdo mecanica capaz

de realizar a mistura do sistema reacional de forma a deixa-lo mais homogéneo.

5.2 FERMENTACAO

Os ensaios de fermentagao foram realizados com os hidrolisados obtidos nos ensaios de
hidroélises enzimatica em batelada simples (Tabela 6) pelo periodo de 24 horas. Abaixo, estdo
os resultados das andlises de concentracdo de glicose e etanol via HPLC (Tabela 7). O

equipamento empregado foi utilizado na UFSCar (Universidade Federal de Sao Carlos).
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Tabela 7 - Resultados da Fermentagao

Concentracao
Concentracao de
de etanol no Glicose Etanol Conversao
Amostra da glicose no final
final da consumida potencial em etanol
fermentacio da fermentacao
@L) fermentacio (%) (g/L) (%)
g
(g/L)
1 0,05 13,40 99,85 14,96 89,59
2 0,01 18,50 99,99 20,62 89,70
3 0,53 42,55 99,51 54,87 717,55
4 0,24 43,73 99,76 49,44 88,45
5 0,03 29,96 99,96 34,57 86,65
6 0,03 29,38 99,96 35,01 83,92
7 0,03 32,84 99,96 35,50 92,50

Fonte: Autores (2022)

De imediato ¢ possivel notar que o consumo de glicose foi altamente satisfatorio para
todos os ensaios, sendo em média 99,86% de consumo entre todas as fermentagdes. No entanto,
¢ importante pontuar que nem todo o agticar consumido ¢ usado no processo para conversao em
etanol, parte dele acaba sendo consumido no crescimento celular dos microrganismos.

Levando em consideragdo o etanol potencial calculado a partir da estequiometria da
reacao de fermentacdo, pode-se notar uma alta conversdo em etanol. Os resultados demonstram
conversoes entre 77% e 92%, dado que, se comparado a escala industrial de processos
fermentativos que empregam biomassa de cana de agtcar (rendimento de conversdo acima de
90% em algumas usinas de acordo com CCGE (2009), pode ser considerado bastante promissor.

De acordo com alguns autores (MODENBACH; NOKES, 2013; LIU; CHEN, 2016),
uma concentracao de etanol maior do que 40 g/L no caldo de fermentacao deve ser o ponto de
referéncia para uma destilag@o eficiente, considerando o consumo de energia envolvido nesta
etapa. Assim, os resultados obtidos neste estudo motivam o uso industrial de residuos de

algodao para a producdo de etanol 2G.
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5.3 CARACTERIZACAO DO SOLIDO RESIDUAL DA HIDROLISE

Apos a realizagdo da hidroélise, foi realizada a caracterizagao dos solidos restantes para
avaliar a possibilidade de converté-los em produtos uteis para a industria, aumentando assim o

aproveitamento total dos retalhos de algodao iniciais.

Figura 16 - Anélise do tamanho das particulas de sé6lido residual da hidrélise
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Fonte: Autores (2022)

O grafico acima, obtido do software Microtrac Flex, demonstra de maneira visual o
tamanho médio das particulas residuais de solido apds a hidrolise enzimatica do tecido de
algoddo. E notavel que o material obtido se encontra na escala micro, predominantemente entre
20 e 40 pm. A partir do exposto, € possivel dizer que o material ¢ elegivel para producao de

carboximetilcelulose (CMC)
5.4 CARBOXIMETILCELULOSE

A caracterizacdo da CMC foi realizada via RMN em um espectrometro Bruker modelo
Avance III HD 600, sendo utilizado como solvente para obtencao dos espectros de hidrogénio

(1H-RMN) e de carbono (13C-RMN), o 6xido de deutério.
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Para andlise da CMC utilizou-se a celulose residual da hidrdlise enzimatica e foram
obtidos os seguintes resultados.
As Figuras 17 e 18 representam os perfis dos espectros obtidos pela analise qualitativa

que caracterizam a presenca de CMC.

Figura 17 — Espectro |H-RMN para identificagdo de hidrogénio
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Fonte: Autores (2022)

A andlise via |H-RMN mostra a presenga de sinais entre 3,24 e 3,94 ppm (como
identificado na parte superior do grafico acima) e, também, um sinal em aproximadamente 4,50
ppm, referentes aos hidrogénios das posicoes de 1 a 6 bem como sinais em aproximadamente
4,00 e, 4,27 ppm atribuidos aos hidrogénios dos grupos carboximetilicos (-CHz) da CMC. Com
relacdo a andlise via 13C-RMN, verifica-se a presenca de sinais entre 178,30 e em 69,49 ppm
(como identificado na parte superior do grafico a seguir) referentes a presenca de carbonilas e

do grupo carboximetilico (-CHb»), respectivamente, comprovando a formagao efetiva da CMC.



Figura 18 - Espectro 13C-RMN para identificagdo de carbono

(=]

m ) bl o
@ T 0 I
N Q o (4]
- © -] o
I I

JPNTEPRIOT W TTH YRS p) poal B ol T 1o TR AR IO ATY e PORARTRTTY XY YRS A Y] T P Y T IJuA T TSR TP T TS
210 190 170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O -10
f1 (ppm)

Fonte: Autores (2022)

47



48

6 CONCLUSAO

A hidrdlise enzimatica dos tecidos de algodao produziu uma solugdo agucarada mais
concentrada nas condi¢des 3 e 4 (20% de carga de solidos com 15 FPU/gcelulose € 30 FPU/gcelulose
de carga enzimatica, respectivamente), atingindo em torno de 50% de conversao de celulose a
glicose. A baixa conversdo na etapa de hidrolise pode ser devido a agitacdo do sistema nao ser
o suficiente para promover um bom contato entre os centros ativos das enzimas e a celulose do
algoddo, que possui alto indice de cristalinidade, ou seja, altas cargas de enzima nao
influenciaram de maneira significativa no rendimento da rea¢ao no periodo de 96 horas.

O rendimento da fermentacdo atingiu em média 86,91% de conversdao em relagdo aos
valores de etanol que potencialmente poderiam ser produzidos, sendo a maior concentragao de
etanol obtida a dos ensaios 3 e 4 mencionados acima, que atingiram valores de 42,55 g/L e
43,73 g/L, respectivamente.

O algodao restante possui alto teor de cristalinidade da celulose, ndo sendo viavel
economicamente reutiliza-lo em uma hidroélise e assim, obter mais etanol. Portanto, com o
algoddo remanescente das hidrdlises, foi possivel uma outra destinacdo para converter o
material celuldsico em carboximetilcelulose (CMC), um bioproduto que possui um valor
agregado maior do que o etanol, possibilitando um bom aproveitamento dos retalhos de algodao
iniciais, transformando-os em diferentes produtos de interesse industrial.

Em suma, os ensaios de hidrolise enzimatica dos retalhos de algoddo mostram grande
potencial, porém, requerem um desenvolvimento do processo explorando outras formas de
otimizar a producdo da solugdo agucarada, alterando o sistema de agitagdo, como por exemplo,
reatores de bancada com a presen¢a de impelidores, os quais promoveriam uma mistura mais

eficiente do meio reacional.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudo da influéncia da agita¢ao durante a hidroélise enzimatica através da utilizagao de
um sistema de mistura com impelidores que torna o meio mais homogéneo e promove maior
contato entre a enzima e a biomassa.

Além disso, uma outra sugestdo para trabalhos futuros seria um estudo utilizando como
matéria prima os residuos de tecido de algodao coloridos e verificar a possibilidade/viabilidade

de um pré-tratamento inicial.
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