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HIDROLISE ENZIMATICA DA CASCA DE SOJA PRE-TRATADA POR
EXPLOSAO A VAPOR

Resumo

A hidrélise enzimatica é um processo bioguimico que visa quebrar as moléculas complexas de
carboidratos presentes na casca de soja em acUcares fermentaveis. Este método utiliza enzimas
especificas, como celulases e xilanases, que atuam sobre as ligagcGes quimicas dos polissacarideos da
casca de soja, transformando-os em acUcares simples, como glicose e xilose. Esses agucares podem
entdo ser fermentados por microrganismos, como leveduras, para produzir biocombustiveis, como
etanol de segunda geracdo. A hidrélise enzimatica € uma alternativa sustentavel e eficiente para a
valorizagdo de residuos agroindustriais, como a casca de soja, contribuindo para a producéo de energia
renovavel e reduzindo o impacto ambiental. Entretanto para uma maior acessibilidade das enzimas aos
carboidratos presentes na casca de soja, torna-se necessario a utilizacdo de algum método de pré-
tratamento. Entre os pré-tratamentos ambientalmente amigaveis podemos destacar a explosao a vapor,
que abre a estrutura lignocelulésica em poucos minutos. Entretanto, a explosdo a vapor geralmente é
realizada utilizando uma solucdo acida de até 3% m/m. Assim o objetivo deste trabalho é avaliar
diferentes tempos de reagdo (5 e 10 minutos) de explosdo a vapor a 180 °C, 5 MPa, utilizando apenas
agua como solvente e comparar com a eficiéncia do pré-tratamento utilizando como solvente uma
solucgdo acida de 0,5% H»SO., comumente utilizada na obtencdo de uma biomassa rica em celulose.
Posteriormente realizar a hidrélise enzimética com o coquetel enzimatico Cellic CTec2, avaliando uma
carga de substrato de 1 e 2%, com atividades enzimaticas de 15 e 30 FPU. Com a explosao a vapor foi
possivel dobrar o teor de celulose presente na casca de soja e nao apresentou diferenca significativa
entre os solventes utilizados, demonstrando que na condicao de pressao e temperatura utilizada, ndo ha
a necessidade de fazer uso de acidos, tornando o processo mais verde. A hidrolise enzimatica da casca
de soja in natura apresentou um rendimento de 6,2 g/L de acUcares fermentesciveis, apds a explosdo a
vapor na melhor condi¢cdo, o rendimento em aclcares fermentesciveis foi 4 vezes maior. O que
demonstra a eficiéncia deste pré-tratamento utilizando apenas &gua destilada. A partir da andlise
apresentada, pode-se concluir que a hidrolise enzimatica, combinada com métodos de pré-tratamento, é
uma abordagem promissora para a valorizacdo da casca de soja, transformando-a em agUcares
fermentaveis e, subsequentemente, em biocombustiveis.

Palavras-chave: explosdo a vapor, casca de soja, hidrdlise enzimatica.

Abstract

Enzymatic hydrolysis is a biochemical process that targets the brittle carbohydrate molecules
present in soybean hulls into fermentable sugars. This method uses specific enzymes, such as cellulases
and xylanases, which act on the chemical bonds of the polysaccharides in soybean hulls, transforming
them into simple sugars, such as glucose and xylose. These sugars can then be fermented by
microorganisms, such as yeast, to produce biofuels, such as second-generation ethanol. Enzymatic
hydrolysis is a sustainable and efficient alternative for the recovery of agro-industrial waste, such as
soybean hulls, contributing to the production of renewable energy and reducing environmental impact.
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However, for greater accessibility of enzymes to carbohydrates present in soybean hulls, it is necessary
to use some pre-treatment method. Among the environmentally friendly pre-treatments we can highlight
the steam explosion, which opens a lignocellulosic structure in a few minutes. However, steam explosion
is generally performed using an acidic solution of up to 3% m/m. Therefore, the objective of this work
is to evaluate different occurrence times (5 and 10 minutes) of steam explosion at 180 °C, 5 MPa, using
only water as solvent and compare with the efficiency of pre-treatment using an acid solution of 0.5%
H2S04, commonly used to obtain cellulose-rich biomass. Subsequently, performed enzymatic
hydrolysis with the Cellic CTec2 enzyme cocktail, evaluating a substrate load of 1 and 2%, with
enzymatic activities of 15 and 30 FPU. With the steam explosion, it was possible to vary the cellulose
content in the soybean hulls. There was no significant difference between the solvents used,
demonstrating that under the pressure and temperature conditions, there is no need to use acids, making
the process greener. The enzymatic hydrolysis of fresh soybean hulls showed a yield of 6.2 g/L of
fermentable sugars, after steam explosion in the best condition, the yield of fermentable sugars was 4
times higher. This demonstrates the efficiency of this pre-treatment using only distilled water. From the
analysis presented, it can be concluded that enzymatic hydrolysis, combined with pre-treatment
methods, is a promising approach for valorizing soybean hulls, transforming them into fermentable
sugars and, subsequently, into biofuels.

Keywords: steam explosion, soybean hulls, enzymatic hydrolysis.

Introducao

A eminente escassez de petr6leo bruto, atrelado ao aumento populacional mundial vem
preocupando as grandes poténcias mundiais. Estas desenvolveram um plano de sustentabilidade que
dizem respeito as dimensdes econdmicas, ambientais e sociais. Na Gltima década, a industria tem se
concentrado em desenvolver um método de producdo mais sustentavel, além disso fontes alternativas
ou renovaveis de producdo de energia tém sido utilizadas e aprimoradas (Vardanega, Osorio-Tobon e
Duba, 2022). Entre estas metodologias destaca-se a utilizacdo de enzimas especificas para a conversdo
de biomassas lignoceluldsicas em aclcares fermentesciveis. Dentre as biomassas lignocelulésicas,
podemos destacar os residuos agroindustriais, por serem abundantes e de baixo custo, como por exemplo
a casca de soja. A soja é uma cultura vegetal de alta producdo, com uma safra mundial em 2023
totalizando 410,6 milhdes de toneladas, sendo o Brasil um dos principais produtores, com 148,2 milhGes
de toneladas (IBGE, 2023). A casca de soja, que representa cerca de 7% do peso total da colheita, é
comumente gueimada nas indUstrias onde ocorre o processamento do grdo. No entanto, os elevados
teores de celulose e hemiceluloses presentes na casca de soja indicam um potencial significativo na
hidrélise enzimatica.

A hidrolise enzimatica ocorre em condi¢des mais brandas que a hidrolise &cida, por exemplo,
sendo conduzida sob pH entre 4 e 5 e temperaturas entre 45 e 50°C. Trata-se de um processo
ambientalmente amigavel e é a Unica metodologia de hidrdlise onde ndo ocorre a formag&o de inibidores
de fermentacdo (Gomes et al., 2020). Apesar dos beneficios da utilizacdo das enzimas, antes desta etapa
é de suma importancia a realizacdo de um pré-tratamento para que ocorra a abertura da estrutura
lignoceluldsica facilitando o acesso das enzimas a celulose e hemicelulose. Usualmente nas industrias
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de bioetanol se utilizam os pré-tratamentos acidos que ndo sdo considerados ambientalmente amigaveis
(Kumar, Mishra e Upadhyay, 2020). Considerando os métodos de pré-tratamento néo toxicos e de baixo
custo, destaca-se a explosdo a vapor. A exploséo a vapor é um pré-tratamento amplamente empregado,
gue envolve submeter a biomassa ao calor sob pressdo de vapor para despolimerizar a lignina e romper
as fibrilas da celulose. Na exploséo a vapor, a biomassa é aquecida na presenca de vapor em altas
temperaturas (160 — 280 °C) durante alguns minutos (1-10) sob alta presséo (0,7 — 4,8 MPa) (Zhang,
Yuan e Cheng, 2017). Comumente, a explosdo a vapor é realizada utilizando uma solugdo acida de até
3% m/m. Porém levando em consideracdo os conceitos de sustentabilidade, a utilizacdo de &cidos,
mesmo que em pequenas concentracdes ndo sdo indicadas. Desta forma, o objetivo deste trabalho é
realizar o pré-tratamento de explosdo a vapor a 180 °C, 5 MPa, na casca de soja, avaliando diferentes
tempos de reacdo (5 e 10 minutos) utilizando apenas agua como solvente e comparar com a eficiéncia
do pré-tratamento utilizando como solvente uma solugdo &cida de 0,5% H,SO4, comumente utilizada na
obtencdo de uma biomassa rica em celulose. Posteriormente realizar a hidrdlise enzimatica com o
coquetel enzimatico Cellic CTec2, avaliando uma carga de substrato de 1 e 2%, com atividades
enzimaticas de 15 e 30 FPU.

Metodologia

Para a realizacdo da Explosao a vapor, as condi¢des foram baseadas em Cavalaglio (et al., 2021).
Primeiramente, o reator foi cuidadosamente abastecido com 10 g de casca de soja, evitando sua
compactacdo. Em seguida, a bomba foi ligada até o preenchimento total da linha com agua destilada (ou
solucgdo de 0,5% de H,SO4 m/m), e o sistema de aquecimento foi ativado até atingir 180 °C, resultando
em uma pressdo de 5 MPa dentro do reator fechado. Com ambas as condicGes estabelecidas, o tempo de
reacdo foi de 5 e 10 minutos. Apos o tempo de reacdo, a valvula de saida foi aberta abruptamente para
reestabelecer os niveis atmosféricos. A casca de soja pré-tratada foi lavada com agua destilada para
remocdo completa do caldo e seca em estufa a 105 °C por 24 horas. Posteriormente, a composi¢do
lignoceluldsica da casca pré-tratada foi avaliada para determinar o melhor tempo de reacéo.

A hidro6lise enzimatica foi baseada em Marcuzzo (et al., 2024) . O ensaio foi realizado com uma
carga de substrato de 1 e 2% em um volume de 100 mL (frascos Erlenmeyer de 250 mL). Portanto, 1 ou
2 g de casca de soja (in natura e pré-tratada) foram usados para cada teste. Tampéo citrato de sddio
(0,05 M, pH 4,8) foi adicionado, bem como solucdo de azida de sédio a 2%. De acordo com NREL/TP-
510-42 629[29]protocolo, a atividade da celulose foi determinada antes da aplicacdo da enzima. A
enzima usada foi a Cellic CTec2. Duas cargas de enzima foram avaliadas com diferentes Unidades de
Papel de Filtro (FPU) para s6lidos usados (13 e 26 FPU/g de substrato (base de peso seco)). A rotacdo
usada nos testes de hidrdlise enzimatica foi de 250 RPM e uma temperatura de 50 °C. O tempo total de
hidrolise foi de 48 h. Ao final da hidrélise aliquotas foram coletadas estas foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Resultados e Discussao

A casca de soja pré-tratada a 180 °C, 5 MPa, com um tempo de reacéo de 5 e de 10 minutos,
utilizando &gua destilada como solvente ou uma solugdo de 0,5% H>SO4 m/m, tiveram a sua composi¢ao
lignoceluldsica avaliada, estes resultados estdo apresentados na Tabela 1. A variagdo no tempo de reacéo
da explos&o a vapor ndo ocasionou diferenca significativa nos resultados obtidos. A nica condic¢do que
apresentou variacao foi utilizando acido durante 10 minutos. Nesta condic&o os teores de celulose foram
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inferiores as demais (59,84%), visto que ao utilizar 0,5% de H>SO, durante tempos muito prolongados
promovem a hidrdlise parcial ndo s6 da hemicelulose, mas também da celulose presente na biomassa.
Como o intuito do pré-tratamento é enriquecer a biomassa em celulose para posterior hidrolise
enzimatica, esta condigdo foi descartada. Para as demais condicdes os teores de celuloses aumentaram
aproximadamente 110% ao comparar com a casca de soja in natura. Além disso os teores de
hemicelulose e lignina reduziram em torno de 63% e 46%, respectivamente. Resultados semelhante foi
obtido na condigdo utilizando a solucdo &cida (0,5% H.SO4) por 5 minutos. Demonstrando que é
possivel obter um sélido rico em celulose em um curto tempo de reacdo (apenas 5 minutos) sem a
utilizacdo de catalisadores &cidos que possam ser prejudiciais a0 meio ambiente.

Tabela 1. Composic¢do lignocelulésica da casca de soja in natura e daquela submetida a explosdo a
vapor a 180 °C, 5 MPa, por 5 min (EV 5 min), por 10 min (EV 10 min) e submetida a solucdo de 0,5%
de H2S04(0,5% ac).

Soélido
Condicao Celulose (%) Hemicelulose (%)  Lignina (%) remanescente
(%)

CSinnatura 33,72 +0,672 24,42 + 0,342 20,15 + 0,832 -

EV 5 min 70,52 + 1,47° 9,08 +0,73°" 10,87 + 0,50° 48,28 + 0,522

EV 10min 75,04 +2,04° 8,91 +0,63° 11,92 +0,62° 46,76 + 0,402
0,5% ac5min 73,34 +0,86" 6,82 £0,21° 15,26 + 1,15° 37,20+ 0,24
0,5% ac 5min 59,84 + 2,36° 5,62 +0,26° 12,82 +0,21° 24,59 £ 0,41

Letras diferentes em uma mesma coluna, indica que ha diferenca estatistica entre elas, de acordo com
teste Tukey (p < 0,05).

Ap0s a determinacdo da melhor condicdo de explosao a vapor (EV 5 min) esta fui utilizada na
realizagdo da hidrélise enzimatica. A Figura 1 apresenta o rendimento em agUcares fermentesciveis para
as hidrolises realizadas tanto com a casca de soja in natura, quanto com aquela submetida a explosdo a
vapor em diferentes condicdes.

Figura 1- Rendimento em agucares fermentesciveis da hidrolise enzimatica da casca de soja in natura
e da pré-tratada por explosdo a vapor.

20,00

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00

Rendimento em aguicares (g/L)

2,00

0,00

1%_15 2%_15 1%_30 2%_30

B CS pré-tratada H CS in natura

ASSOCIAGCAO BRASILEIRA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM PETROLEO E GAS
UFRN — CT - NTI - NUPEG — Bloco 17 — CEP: 59072-970 — Natal/RN — Brasil - Caixa Postal, 1673
CNPJ: 07.286.758/0001-87 — Site: www.portalabpg.org.br — E-mail: abpg@portalabpg.org.br



http://www.portalabpg.org.br/

12° CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM PETROLEO E GAS

Pela Figura 1 é nitido o aumento nos rendimentos apds submeter a casca de soja a explosao a
vapor. Utilizando uma carga sélido de 1% e 15 FPU apds a explosdo a vapor, o rendimento apresentou
um aumento de 2,6 vezes, ja utilizando uma carga soélido igual a 2% o rendimento apresenta um
acréscimo superior a 3,9. Utilizando uma atividade enzimatica de 30 FPU o rendimento em agucares foi
aproximadamente 2 vezes maior para a casca de soja pré-tratado, quando comparada com a in natura
para a carga de sélido de 1%. Para a carga de sélido de 2% este valor é ainda maior chegando a 3,4
vezes maior. E importante destacar que a avaliacio das diferentes atividades enziméaticas avaliadas (15
e 30 FPU) ndo apresentaram diferenca significativa. Ja a carga de sélido utilizada esta diretamente ligada
ao rendimento em acgucares fermentesciveis. Os resultados obtidos foram superiores aos encontrados
por Silva (et al., 2024), que realizou um processo de extracdo da celulose do bamboo e a submeteu a
hidrélise enzimatica a 50 °C e em 48h obteve um rendimento de 14,36 g/L. O que corrobora a eficiéncia
da explosédo a vapor como pré-tratamento para posterior hidrélise enzimatica. Visto que neste trabalho
a biomassa pré-tratada ainda apresentava teores de hemicelulose e lignina e mesmo assim foi capaz de
obter resultados superiores aos expostos na literatura.

Conclusoes

De acordo com os resultados apresentados, a casca de soja foi satisfatoriamente submetida a
explosdo a vapor sob 180 °C, 5 MPa, usando como solvente dgua destilada, e com apenas 5 minutos de
reacao apresentou um enriquecimento nos teores de celulose de aproximadamente 110%, demonstrando
gue ndo héa a necessidade de fazer uso de catalisadores acidos. Além disso ao utilizar a casca de soja
pré-tratada na hidrolise enzimética os rendimentos em acUcares fermentesciveis apresentaram um
aumento de 4 vezes mais, sob a condicdo de 2% de carga s6lido, com uma atividade enzimética de 15
FPU. Observando os resultados obtidos ainda € possivel destacar que como ndo ocorreu diferenca
estatistica entre as atividades enzimticas avaliadas seria interessante realizar novos ensaios
experimentais utilizando valores ainda menores para atividades e verificar se é possivel realizar a
diminuicdo da quantidade de enzima utilizada sem prejudicar o rendimento total obtido.
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