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RESUMO

Devido a natureza recalcitrante da biomassa, uma etapa normalmente essencial em uma
biorrefinaria lignoceluldsica, por rota bioquimica, € o pré-tratamento da matéria-prima. O
presente trabalho teve como principal objetivo o estudo do pré-tratamento de bagaco de
cana-de-acticar com 4cido fosférico diluido de forma a encontrar as melhores condicdes
em termos de solubilizacdo de hemicelulose o que, por sua vez, facilita o acesso das
enzimas a celulose, na etapa de hidrolise enzimatica. Melhores condi¢des de tratamento
acido foram comparadas com tratamento hidrotérmico. Realizou-se, também, a producao
de enzimas celuloliticas através da utilizacdo do micro-organismo Trichoderma reesei
RUT C30 e hidrdlise enzimética dos bagacos pré-tratados em diferentes condi¢des, com as
enzimas produzidas no laboratério e com enzimas comerciais (Celluclast® 1,5 L e
Novozym® 188). Por fim, foi verificada a fermentabilidade do hidrolisado enzimético que
apresentou o melhor resultado em termos de conversao de celulose em glicose. Na primeira
etapa, o pré-tratamento foi realizado de acordo com um planejamento experimental 2°,
cujas varidveis estudadas foram: tempo (8-24 minutos), temperatura (144-186 °C) e
concentracdo de 4cido fosférico (0,05-0,20%, m/v). Pré-tratamentos adicionais foram
realizados, a 186 °C e 195 °C, na auséncia e na presenca de dcido fosférico (1%, m/v), por
8 minutos. Todos os pré-tratamentos foram realizados em uma reator batelada de 20 L
(Regmed AU/E-20), com volume de trabalho de 10 L e carga de sdlidos de 5% (m/v). A
eficiéncia dos pré-tratamentos foi verificada através da comparagdo de andlises fisico-
quimicas dos bagacos in natura e pré-tratados e da conversdo de celulose em glicose por
hidrélise enzimatica. As hidrdlises foram realizadas a 50 °C e pH 4,8. A producdo de
enzimas se deu em meio de lactose (10 g/L) solubilizado em hidrolisado hemicelul6sico,
sendo conduzida em biorreator de bancada com volume util de 2 L, agitacdo de 500 rpm,
aeracdo de 2 vvm, temperatura de 28 °C, pH 5,0, durante 48 horas. A fermentacdo
alcodlica do hidrolisado enzimético foi realizada em biorreator de bancada, com volume
util de 1 L, a 35 °C, pH 4,8, 300 rpm, utilizando-se a levedura industrial Saccharomyces
cerevisiae UFPEDA 1238. Em relacdo ao planejamento experimental, os pré-tratamentos
com H3PO4 0,20% a 186 °C, durante 8 e 24 minutos, mostraram-se eficientes na remog¢ao
de hemicelulose, alcancando solubilizacdoes de 96% e 98%, respectivamente. Modelos,
preditivos e significativos, foram obtidos para as concentracdes de celulose, hemicelulose e
lignina, na fracao sé6lida de bagaco, assim como para a hemicelulose solubilizada. Nos pré-
tratamentos adicionais, as maiores solubilizacdes de hemicelulose foram de 97% e 98%,
para os bagacos pré-tratados a 186 °C e 195 °C, com H3PO4 1% (m/v), respectivamente. A
enzima produzida no laboratério apresentou-se eficiente na hidrdlise dos bagacos pré-
tratados, quando comparada as enzimas comerciais. Para ambos os tipos de enzimas, as
maiores conversdes de celulose em glicose foram obtidas a partir dos bagacos pré-tratados
nas condi¢des mais drasticas.

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-agucar; Pré-tratamento dcido diluido; Pré-tratamento
hidrotérmico; Hidrdlise enzimética; Fermentagao.



ABSTRACT

Due to biomass recalcitrance to deconstruction, feedstock pre-treatment is usually an
essential step in lignocellulosic biorefineries based on biochemical conversion technology.
The aim of this work was the investigation of the pre-treatment of sugarcane bagasse with
dilute phosphoric acid to find best conditions for hemicellulose solubilisation that,
consequently, facilitates cellulose-degrading enzymes access to cellulose during the
enzymatic hydrolysis step. Best conditions of diluted acid pre-treatment were then
compared to hydrothermal pre-treatments. Enzymes production was carried out using
Trichoderma reesei RUT C30 and the enzymatic hydrolysis of the pre-treated bagasse was
performed using the enzymes produced in the laboratory and commercial enzymes
(Celluclast® 1,5 L and Novozym® 188). Finally, the fermentability of the enzymatic
hydrolysate that presented the highest cellulose-to-glucose conversion was investigated.
Pre-treatments were carried out according to a factorial design 2°, with the following
variables: time (8-24 minutes), temperature (144-186 °C) and phosphoric acid
concentration (0.05-0.20%, w/v). Additional pre-treatments were carried out with and
without phosphoric acid (1%, w/v), at 186 °C and 195 °C, for 8 minutes. All pre-treatments
were performed in a 20 L batch reactor (Regmed AU/E-20), with 10 L working volume
and 5% (w/v) solids loading. Efficiency of the pre-treatments was verified through
physical-chemical analyses of treated and non-treated bagasse and through enzymatic
conversion of cellulose to glucose. Hydrolysis was carried out at 50 °C and pH 4.8.
Enzyme production was performed in a 2 L working-volume bioreactor, with 500 rpm
agitation, 2 vvm aeration, 28 °C, pH 5.0, for 48 hours, on medium consisting of lactose
(10 g/L) solubilised in hemicellulose hydrolysate. Alcoholic fermentation was performed
in a 1 L working-volume bioreactor using Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1238. In
relation to the experimental design, pre-treatments with with H3PO4 0.20% at 186 °C,
during 8 and 24 minutes, were efficient in removing hemicellulose, reaching solubilisation
of 96% and 98%, respectively. Predictive and significant models were obtained for the
concentrations of cellulose, hemicellulose and lignin in the solid fraction of the treated
bagasse, as well as for the solubilised hemicellulose. In the additional pre-treatments, the
higher hemicellulose solubilisation were 97% and 98%, for bagasse pre-treated at 186 °C
and 195 °C, with H3PO4 1% (w/v), respectively. Enzymes produced in the laboratory were
efficient in hydrolyzing the pre-treated bagasse when compared to commercial enzymes.
For both enzymes, the highest conversions of cellulose were achieved under the most
drastic conditions.

Palavras-chave: Sugarcane bagasse; Diluted acid pretreatment; Hydrothermal
pretreatment; Enzymatic hydrolysis; Fermentation.
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1. INTRODUCAO

O presente capitulo faz uma introducdo geral sobre os temas abordados nesta
Tese. Destaca o conceito de biorrefinaria e a importdncia do Brasil neste cendrio, dando
énfase a produgdo de etanol de segunda geracdo. Faz uma descri¢do sobre a estrutura dos
materiais lignoceluldsicos e a importancia da realizacdo de uma etapa de pré-tratamento

sobre os mesmos. Por fim, sdo apresentados os objetivos deste trabalho.

A economia mundial atual é altamente dependente de vdrias fontes de energias
fosseis, as quais estdo sendo utilizadas para a producdo de eletricidade, combustivel e
outros bens. Neste caso, destaca-se o setor de transportes, que em todo o mundo é quase
totalmente dependente de combustiveis derivados do petréleo (BALAT, 2011; SARKAR
et al., 2012). Esses fatores vém levando a grandes expectativas com relacdo a diminuicdo
das reservas de petrdleo, aliadas as crescentes preocupacdes com a preservacao ambiental,
o que exige solucdes tecnoldgicas as necessidades de consumo. Assim, tem se verificado
um interesse crescente nas biomassas, como fontes de matérias-primas para a producado de
energias alternativas, uma vez que suas composicdes apresentam um elevado potencial
tecnolégico. Diante destes fatos, o conceito de biorrefinaria desponta como aposta
promissora, uma vez que tem como base a integracdo de processos para a produgdo de
energia, de combustiveis - destacando-se neste caso o etanol de segunda geracdo - e de
uma ampla variedade de produtos quimicos de altos valores agregados, a partir do

aproveitamento integral de biomassas renovaveis (CGEE, 2010).

O Brasil encontra-se em posicdo bastante privilegiada para assumir a lideranga no
aproveitamento integral de biomassas, devido ao fato de ser um dos maiores produtores de
matérias-primas renovaveis do planeta, com destaque para a cultura de cana-de-actcar, o
qual se apresenta como maior produtor mundial, alcan¢cando uma producdo de 571,4
milhdes de toneladas na safra de 2011/2012 e com uma previsdo de 602,2 milhdes de

toneladas na safra de 2012/2013 (CONAB, 2012).

A cana-de-agicar € uma planta pertencente ao género Saccharum, da familia das
gramineas. E composta pelos colmos, nos quais se concentra a sacarose, € pelas pontas e

folhas, que constituem a palha da cana. No entanto, apenas a sacarose que representa de 10
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— 17% da biomassa de cana e estd presente no caldo que corresponde a aproximadamente
um ter¢o da biomassa da cana-de-agucar, € utilizada para a producgdo de agucar e etanol. Os
outros dois ter¢os representam o bagaco, subproduto obtido apds o processo de moagem
dos colmos para a extra¢ao do caldo rico em sacarose, e a palha. A quantidade de bagaco
obtida por tonelada de cana varia de 240 a 280 kg (com 50% de umidade), representando o
principal material lignocelulésico gerado no Brasil, composto principalmente por

carboidratos (BNDES; CGEE, 2008; CGEE, 2009).

Matérias-primas sacarinas ou a base de amido s@o bastante utilizadas para a
producdo de etanol de primeira geracdo por diversos paises, como € o caso da Unido
Europeia, que utiliza o trigo e a beterraba sacarina, os Estados Unidos, que utilizam o
milho, e o Canada e a China, que utilizam duas matérias-primas, o milho e o trigo. Diante
desse cendrio, a utilizacdo de biomassas lignocelulésicas para a producdo de etanol de
segunda geracdo poderd ser preferivel sobre a producdo de etanol a base das matérias-
primas citadas, uma vez que, apresentam uma concorréncia limitada com a produgdo de
alimentos além de menor desmatamento (BALAT, 2011; DIAS et al., 2011). No caso do
Brasil, a implantacdo da tecnologia de etanol de segunda geracdo € favorecida porque o
processo de producdo pode ser anexado as unidades de acucar/etanol j4 existentes, o que
exige investimentos mais baixos em infra-estrutura, logistica e fornecimento de energia,
além de o bagaco ser gerado nas unidades industriais, o que livra os custos com transporte

(SOCCOL et al., 2010).

A biomassa lignoceluldsica apresenta uma estrutura complexa, sendo constituida,
principalmente, por trés fracdes organicas: celulose (35-50%), hemicelulose (20-35%) e
lignina (10-25%), além de pequenas quantidades de minerais (cinzas) e extrativos. As
cadeias de celulose sdo unidas por ligacdes de hidrogénio, denominadas microfibrilas, as
quais sdo presas umas as outras por hemicelulose, e recobertas por lignina. Essas
microfibrilas estdo frequentemente associadas sob a forma de macrofibrilas. Devido a esta
complexidade, o pré-tratamento destes materiais lignoceluldésicos € normalmente

necessario antes da hidrdlise enzimadtica e fermentacdo a etanol (HIMMEL, 2008; OJEDA

etal.,2011; SOCCOL et al., 2010; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

O pré-tratamento € principalmente destinado a desorganizacio do complexo
lignocelulésico, através da reducdo do teor de lignina e hemicelulose, reducdo da
cristalinidade da celulose e aumento da porosidade, provocando assim, a abertura da

estrutura da parede celular de lignocelulose, de forma a promover uma maior
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digestibilidade da fracdo de celulose na etapa de hidrdlise enzimatica (HENDRIKS;
ZEEMAN, 2009). O pré-tratamento pode ser realizado por meios fisicos, fisico-quimicos
ou quimicos (AGBOR et al., 2011; ALVIRA et al., 2010). O pré-tratamento com acido
diluido é um dos métodos quimicos mais utilizados, cujo objetivo principal consiste em
solubilizar a fracdo hemiceluldsica da biomassa e tornar a celulose mais acessivel a
hidrélise enzimdtica. Dependendo do substrato e das condi¢des aplicadas, de 80 a 95% dos
acucares hemiceluldsicos podem ser recuperados a partir da matéria-prima lignoceluldsica

pelo pré-tratamento dcido diluido (BALAT et al., 2008).

A utilizacdo de acido fosférico diluido para o pré-tratamento quimico de diferentes
biomassas foi investigada (GAMEZ et al., 2004, 2006; UM et al., 2003;.VAZQUEZ et al.,
2007). Esses estudos demonstraram que os pré-tratamentos realizados a temperaturas
baixas e tempos de residéncia longos podem ser eficazes utilizando concentragdes de acido
fosforico relativamente elevadas (2-6%). No entanto, o dcido fosférico é mais caro que o
acido sulftirico, que € o mais barato e é o catalisador dcido mais amplamente estudado.
Recentemente, o pré-tratamento do bagaco de cana-de-agicar por explosdo a vapor
associada ao 4cido fosférico diluido foi investigado em menores tempos de residéncia e
temperaturas mais elevadas, e apresentou-se como um método eficaz para hidrolisar

hemiceluloses (GEDDES et al., 2010).

Sendo assim, no proposito de melhorar o aproveitamento da biomassa de cana-de-
acucar, este trabalho teve como principal objetivo realizar um estudo para determinar as
melhores condi¢des de pré-tratamento com 4cido fosférico diluido aplicado ao bagacgo de
cana. Foram utilizadas concentracdes de dcido em niveis adequados para a fermentacio
microbiana do hidrolisado hemicelulésico. Um planejamento experimental foi aplicado
para avaliar os efeitos do tempo, temperatura e concentracdo de 4acido fosférico sobre os
pré-tratamentos, sendo a eficiéncia destes verificada através de andlises fisico-quimicas
dos bagacos in natura e pré-tratados, e através da conversdo de celulose em glicose, do
bagaco pré-tratado em diferentes condi¢cdes, por hidrélise enzimatica, utilizando-se

enzimas comerciais e produzidas em laboratorio.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O capitulo 2 faz uma ampla revisdo, incluindo o conceito de biorrefinaria com
destaque para a industria do etanol e a sua importdancia no cendrio brasileiro. Destaca-se
ainda, os diferentes tipos de pré-tratamentos aplicados a biomassa lignocelulosica, tais
como o bagaco de cana-de-aciicar, a producdo de enzimas celuloliticas, hidrolise
enzimdtica e fermentacdo alcodlica. As configuracoes sugeridas para a integracdo das
diferentes etapas de processos, objetivando a produgdo de etanol de segunda geracdo,

também sdo enfatizadas.

2.1 BIORREFINARIA

O conceito de biorrefinaria corresponde a integracao de processos e equipamentos
na conversdo de biomassa para a producdo de energia, combustivel e produtos quimicos.
Em esséncia, a biorrefinaria moderna se assemelha a refinaria de petréleo: uma matéria-
prima abundante que consiste principalmente de polissacarideos renovéveis e lignina entra
na biorrefinaria e através de uma matriz de processos, € fracionada e convertida em uma
mistura de produtos, incluindo produtos quimicos importantes, como, por exemplo,
polimeros, produtos farmacéuticos, bem como energia e combustiveis liquidos, tais como
etanol (ALVARADO-MORALES et al., 2009; RAGAUSKAS et al., 2006). A Figura 2.1
mostra as vdrias tecnologias potenciais para a utiliza¢do de biomassa como matéria-prima

para diversos produtos.

T
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\
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Butanodiol < Aminoacidos Acticar Aquoso — [sosorbida

Estireno....

Figura 2.1 - Tecnologias para utilizagdo de biomassa renovavel. (Adaptado de
SANDERS et al., 2012).
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2.1.1 Producio de etanol combustivel

Entre os produtos que podem ser obtidos através da biorrefinaria, o etanol
combustivel é o exemplo bem conhecido (ALVARADO-MORALES et al., 2009), sendo
que a sua producdo vem aumentando nos udltimos anos, destacando-se como maiores
produtores mundiais, os Estados Unidos, a partir do milho, e o Brasil, a partir da cana-de-

acticar (SANCHEZ e CARDONA, 2008).

O Brasil encontra-se em situagdo bastante favordavel quanto a producdo de cana-de-
acticar, sendo o maior produtor mundial, seguido pela India e China, respectivamente
(FAO, 2012), sendo que esta producdo vem aumentando ano apds ano, o que faz do Brasil
o segundo maior produtor de etanol combustivel no mundo. A evolucdo no aumento da

producdo de cana no Brasil estd evidenciada na Figura 2.2.
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Figura 2.2 - Producdo brasileira de cana-de-agucar. (Adaptado-Unido
dos Produtores de Bionergia).

A produgdo de etanol de primeira geracido envolve as seguintes etapas: limpeza da
cana-de-actcar, extragdo do caldo de cana, rico em sacarose, tratamento do caldo de cana,

concentrac¢do do caldo, fermentagdo, destilagdo e desidratagdo (DIAS et al., 2009).
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No Brasil, a produ¢do de etanol ocorre em destilarias anexas as usinas de agucar e
em destilarias autdbnomas, as quais produzem apenas etanol. As melhores destilarias
produzem aproximadamente 85 litros de etanol anidro por tonelada de cana. As usinas t€ém
producdo em torno de 71 kg de acucar e 43 litros de etanol para cada tonelada de cana

processada (CGEE, 2008).

Normalmente, no processamento de cana-de-agucar, grandes quantidades de bagaco
sao produzidas (entre 240 e 280 kg de bagaco por tonelada de cana, com 50% de umidade),
0s quais sao queimados em caldeiras para a geracdo de vapor e eletricidade. Porém, as
pesquisas direcionadas para o desenvolvimento de melhores tecnologias de cogeragdo e
otimizac¢do do processo de producio de etanol poderdo permitir um excedente de bagaco, o
qual podera ser usado como matéria-prima para a producdo de etanol de segunda geracdo

(CGEE, 2008; DIAS et al., 2009).

Nos ultimos anos, com o0 objetivo de se aumentar a participacdo do etanol na matriz
energética brasileira, sem o aumento de &4rea plantada, diferentes configuracdes de
processos para a produgdo de etanol de segunda geragdo t€m sido avaliadas através de
técnicas de modelagem e simulagcdo, por diversos pesquisadores. Dias et al. (2012)
propuseram diferentes cendrios para a produgdo de etanol de segunda geracao, sendo este
produzido de forma autébnoma ou integrado a producdo de etanol convencional, ou de
primeira geracdo. Concluiram que a producgdo integrada de etanol (primeira e segunda
geracdo), com fermentacdo das pentoses, apresentou vantagens de maior produgdo de
etanol e melhores resultados econdmicos, quando comparadas as plantas autdbnomas de

etanol de segunda geracao.

Para a produgdo de etanol de segunda geracdo, além das etapas envolvidas na
producdo de etanol de primeira geracdo, etapas adicionais sdo necessdrias, entre elas

destacam-se o pré-tratamento e hidrélise enzimatica (DIAS et al., 2009).

Quando se consideram os processos de forma integrada, o licor obtido no processo
de hidrdlise enzimatica, rico em glicose, poderd ser misturado ao caldo de cana, obtido no
processo de extracao ou ao melaco, subproduto da industria do agticar. Assim, as operagdes
de concentragdo, fermentacdo, destilacdo e desidratagdo sdo partilhadas entre ambos os
processos, além das instalagdes de cogeragdo. Outra vantagem da producdo de etanol de
segunda gera¢do de forma integrada é que os potenciais inibidores de fermentacao, gerados
durante a etapa de pré-tratamento do material lignocelulésico, podem ter os seus efeitos

reduzidos sobre o rendimento da fermentacdo uma vez que o licor hidrolisado adicionado
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ao caldo de cana fard com que tais inibidores sejam diluidos (DIAS et al., 2009; DIAS et
al.,2012).

2.2 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignoceluldsica é composta por trés componentes principais: celulose,
35-50%; hemicelulose, 20-35% e lignina, 10-25% (OJEDA et al., 2011). Um diagrama

representativo da biomassa lignocelulésica estd apresentado na Figura 2.3.
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Figura 2.3 - Ilustracdo esquematica de biomassa lignoceluldsica. (Adaptado de
MENON; RAO, 2012).

Trabalhos desenvolvidos por diversos pesquisadores, acerca da caracterizacao
quimica de bagaco de cana-de-acucar, indicaram percentuais de celulose no intervalo de
40,7- 43,1%, hemicelulose entre 25,2-30,4% e lignina entre 18,8-22,9% (GUO et al.,
2009; SILVA et al., 2010; ROCHA et al., 2012).

2.2.1 Celulose

Encontrada em maior quantidade na biomassa lignoceluldsica, a celulose consiste
de uma cadeia polimérica formada por subunidades de glicose, unidas por ligacdes B-1,4
glicosidicas, apresentando como unidade repetitiva, a celobiose. Ocorre em espécies
vegetais superiores como arvores € em organismos primitivos como algas marinhas e

bactérias (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). As cadeias de celulose sdo unidas por ligacdes
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de hidrogénio, sendo denominadas como elementares e microfibrilas. Estas fibrilas sdao
presas umas as outras através da hemicelulose e revestidas pela lignina. As microfibrilas
sao frequentemente associadas na forma de macrofibrilas. Esta estrutura complexa torna a

celulose resistente a tratamentos bioldgicos e quimicos (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

De uma forma geral, a maneira como a celulose esta disposta sobre a parede celular
das plantas € varidvel, consistindo de partes com uma estrutura cristalina (organizada), e
partes ndo tdo bem organizadas, denominada, estrutura amorfa (HENDRIKS; ZEEMAN,

2009). Um fragmento de celulose é mostrado na Figura 2.4.

CH;OH CH;C!H OH

GH;CIH CH,CH

4 (Celobiose

Y

Figura 2.4 - Estrutura de um fragmento de celulose. (Adaptado de SANDERS et al., 2012).

2.2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses referem-se a uma mistura de polimeros de hexoses e pentoses.
Em geral, consistem de uma cadeia principal de xilana, a espinha dorsal (acoplamento [-
1,4), com vérias ramificagcdes de manose, arabinose, galactose, glicose e dcidos urdnicos
(a-D-glucurdnico, o-D-4-O-metilgalacturonico e a-D-galacturdnico). Grupos hidroxilas
dos acicares podem ser parcialmente substituidos por grupos acetilas. A estrutura
ramificada da hemicelulose confere pouca resisténcia a hidrdlise, tornando-a mais
facilmente hidrolisdvel a seus monomeros através da utilizacdo de &acidos. O grau de
ramificacdo e a identidade dos actcares secunddrios na hemicelulose tendem a variar
dependendo do tipo de planta. As xilanas e as glucomananas sdo os componentes mais
relevantes na hemicelulose, sendo as xilanas as mais abundantes, e estas sdo geralmente
disponiveis em grandes quantidades nas madeiras duras e nos residuos da agricultura
(GIRIO er al,, 2010; GRAY; ZHAO; EMPTAGE, 2006; TAHERZADEH; KARIMI,

2008). A Figura 2.5 apresenta uma estrutura basica de hemicelulose.
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Figura 2.5 - Esquema da estrutura basica de hemicelulose. A arabinose; FeA, dcido
ferdlico; G, galactose; Glc, dcido glucurdnico; X, xilose. (GRAY; ZHAO; EMPTAGE, 2006).

2.2.3 Lignina

A lignina é uma macromolécula amorfa, consistindo de precursores de unidades de
fenilpropandides, sendo, apds a celulose e a hemicelulose, um dos polimeros mais
abundantes na natureza, estando presente na parede celular das plantas. Tém as fun¢des de
conferir rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques microbiol6gicos e mecanicos aos

tecidos vegetais (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

Os precursores da biossintese das ligninas sdo os dlcoois coniferilico, sinapilico e p-
cumarilico (ROCHA, 2000).
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Figura 2.6 - Unidades fenilpropano precursoras da lignina (ROCHA, 2000).
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2.3 PRE-TRATAMENTO DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A hidrdlise de materiais lignoceluldsicos no estado nativo € lenta, principalmente
por causa da interassociacdo da lignina, hemicelulose e celulose, que forma uma barreira
contra o ataque bioldgico. Consequentemente, o estigio de pré-tratamento é necessario
para alterar a estrutura da biomassa lignocelulésica, de forma a tornar a celulose mais
acessivel as enzimas que convertem polimeros de carboidratos em agucares fermentédveis
(MONIRUZZAMAN, 1996; MOSIER et al., 2005). Um diagrama esquematico do

processo de pré-tratamento € representado na Figura 2.7.

O efeito do pré-tratamento € usualmente analisado através: (i) da quantificacdo da
hemicelulose e celulose liberada durante o pré-tratamento; e (ii) através da digestibilidade
ou da conversdo da celulose na etapa de hidrélise enzimdtica. A hidrélise enzimética da
biomassa lignocelulésica € influenciada por diversos fatores como, por exemplo, a
cristalinidade da celulose, grau de polimerizacdo, umidade, drea superficial disponivel e

quantidade de lignina (GALBE; ZACCHI, 2002; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

Segundo Taherzadeh e Karimi (2008), um pré-tratamento eficiente e econdmico

deve atender a alguns requisitos, entre eles, destacam-se:
1) produzir fibra celuldsica reativa para o ataque enzimatico;

i1) evitar a formacdo de possiveis inibidores de enzimas hidroliticas € micro-organismos de

fermentacao;
iil) minimizar os custos com a reducao de tamanho da matéria-prima;
iv) reduzir os custos com material de constru¢do dos reatores de pré-tratamento;

v) produzir menos residuos.
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Figura 2.7 - Diagrama esquematico dos objetivos de pré-tratamento

aplicado a biomassa lignoceluldsica. (Adaptado de TAHERZADEH;
KARIMI, 2008).

Processos fisicos, fisico-quimicos, e quimicos tem sido usados como pré-

tratamentos de materiais lignocelulésicos (AGBOR et al., 2011; ALVIRA et al., 2010)

2.3.1 Pré-tratamentos fisicos
2.3.1.1 Pré-tratamento mecdnico

O pré-tratamento mecanico, realizado através de moagem, tem por objetivo a
redugdo do tamanho da particula e da cristalinidade da celulose. A redu¢ao do tamanho da
particula conduz a um aumento da superficie especifica disponivel e a uma reducdo no
grau de polimerizacdo. Tais fatores sdo responsaveis pelo aumento do rendimento de
hidrdlise total da biomassa lignocelulésica, na maioria dos casos de 5 a 25% (dependendo
do tipo de biomassa, do tipo e do tempo de moagem) e, também pelo aumento na taxa de
hidrdlise, devido a reducdo do tempo de digestdao de 23-59% (AGBOR et al., 2011;
HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).
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2.3.1.2 Micro-ondas e irradiagdo por feixe de elétrons

A combinacdo de métodos de radiacdo com outros, tais como tratamento com
acido, pode acelerar a hidrdlise enzimatica. O pré-tratamento por micro-ondas utiliza
efeitos térmicos e ndo térmicos gerados em ambientes aquosos. No método térmico, ocorre
a geracdo de calor interno na biomassa por radiacdo de micro-ondas, resultante das
vibracOes das ligacGes polares na biomassa e do meio aquoso circundante. Esta
caracteristica de aquecimento resulta em um efeito de explosdo entre as particulas e
melhora o rompimento das estruturas recalcitrantes da biomassa lignocelulésica. Outro
mecanismo que ocorre no método térmico € a formagdo de um ambiente dcido por
autohidrdlise, o que resulta na liberacio de dcido acético a partir dos materiais

lignoceluldsicos (SARKAR et al., 2012; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

De acordo com Sarkar et al. (2012), o método ndo-térmico corresponde ao método
de irradiacdo com feixe de elétrons. Nesse método, ligacdes polares vibram a medida que
sdo alinhadas com um campo magnético varidvel de forma continua e a ruptura das
ligacdes polares acelera os processos quimicos, fisicos e bioldgicos. Ocorrem mudangas na
biomassa celuldsica, incluindo o aumento da drea superficial especifica, reducdo de grau de
polimerizacdo e cristalinidade da celulose, hidrélise da hemicelulose e despolimerizacio

parcial da lignina.

A celulose, componente da biomassa lignocelulésica, pode ser degradada por
irradiacdo em fibras mais frageis e em oligossacarideos de baixo peso molecular e até

mesmo em celobiose (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

2.3.2 Pré-tratamentos fisico-quimicos
2.3.2.1 Explosdo a vapor (autohidrolise)

Pré-tratamento a vapor € o método mais comumente usado como pré-tratamento de
materiais lignoceluldsicos. Neste método, a biomassa € tratada com vapor saturado de alta
pressdo e, em seguida, a pressdo € rapidamente reduzida, o que faz com que a biomassa
sofra uma descompressdo explosiva. O pré-tratamento € iniciado a uma temperatura de
160-240 °C com uma pressdo correspondente de 0,69-4,83 MPa, por poucos segundos
(por exemplo, 30 segundos) a poucos minutos (por exemplo, 20 minutos) antes de o
material ser exposto a pressdo atmosférica, o que faz com que a reacdo seja interrompida.

O objetivo do pré-tratamento por explosdo a vapor € solubilizar a hemicelulose de forma a
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tornar a celulose mais acessivel as enzimas, através do aumento da digestibilidade do
material lignocelulésico (AGBOR et al., 2011; BALAT, 2011; HENDRIKS; ZEEMAN,
2009; SUN; CHENG, 2002; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Durante o pré-tratamento, o vapor se expande dentro da matriz lignoceluldsica
fazendo com que haja a separacdo das fibras em suas formas individuais. A hidrélise da
hemicelulose € provocada pelo dcido acético gerado a partir dos grupos acetilas associados
com a hemicelulose e outros 4cidos liberados durante o pré-tratamento, que podem
catalisar a hidrélise da hemicelulose, resultando na liberagdo de mondmeros e oligdmeros
de glicose, xilose, manose, a partir das hemiceluloses ricas em mananas, de galactose e
arabinose, dai o nome autohidrélise. A hemicelulose € a fracdo de carboidratos
predominantemente solubilizada na fase liquida durante o pré-tratamento (AGBOR et al.,

2011; SARKAR et al., 2012).

Rocha et al. (2012) aplicaram o pré-tratamento por explosdo a vapor a diferentes
amostras de bagaco de cana-de-acicar, em escala piloto. Os pré-tratamentos foram
realizados em reator de 200 L, a 190 °C com uma pressao correspondente de 1,3 MPa,
durante 15 minutos. Entre os componentes do bagago de cana, o que sofreu maior
solubilizacdo foi a hemicelulose com uma média de 82,7% (m/m). Para a celulose e lignina

a solubilizacdo média foi de 11,8% (m/m) e 7,9% (m/m), respectivamente.

A explosdo a vapor também pode ser aplicada em associagdo com a utilizacio de
catalisadores quimicos. A adi¢do de H,SO4 ou SO; na explosdo a vapor pode reduzir o
tempo e a temperatura de pré-tratamento (BALAT, 2011). Martin et al. (2002) fizeram um
estudo comparativo do pré-tratamento a vapor aplicado ao bagaco de cana-de-agucar, sem
a adicdo de catalisador quimico e utilizando os catalisadores H,SO4 € SO,. Em todos os
casos foi aplicada uma temperatura de 205 °C, durante 10 minutos. Observaram que o
rendimento em glicose apds o pré-tratamento foi muito maior quando se impregnou o
bagaco com H,SO,4 comparado ao impregnado com SO; ou sem nenhuma impregnagdo. O
rendimento das fibras ou fracdo de sélidos insoliveis do bagaco impregnado com H,SO4
foi menor que nas amostras submetidas as outras duas condicdes de pré-tratamento.
Carrasco et al. (2010) aplicaram o pré-tratamento a vapor ao bagaco de cana-de-acticar
sem a adi¢do de catalisador quimico e na presenca de SO; 2% (m/m), em diferentes
temperaturas (180, 190 e 205 °C) em tempos de pré-tratamento de 5 e 10 minutos. Como
resultados obtiveram que o emprego de SO, levou a um aumento da xilose liberada no

hidrolisado, na forma de mondmeros, quando comparado ao pré-tratamento sem a adicao
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de catalisador quimico, para todas as condi¢des de temperatura e tempo. Por outro lado, os
maiores rendimentos de subprodutos (dcido acético e furfural) foram encontrados, quando

se utilizou SO, nas temperaturas de 190 e 205 °C, no tempo de 10 minutos.

Mais recentemente, Geddes et al. (2010) utilizaram o H3;PO4 como catalisador
quimico associado a explosdo a vapor com o objetivo de se produzir agicares fermentaveis
a partir do bagaco de cana-de-agicar. Para a realizacdo do pré-tratamento, o bagaco de
cana com 55% de umidade foi imerso durante 2 horas em uma solu¢ao de acido fosférico
(1% m/m). Apds 2 horas, o excesso de liquido foi removido através da passagem do
material por uma prensa hidrdulica. O bagago impregnado com 4cido ficou com uma
umidade final de 52%. A matéria-prima depois de impregnada com &cido sofreu um
processo de explosdo a vapor, em diferentes temperaturas (140-190 °C), durante 10
minutos. Apds a etapa de pré-tratamento, a andlise em termos de sélidos insoldveis em
dgua mostrou uma reduc@o na massa de solido, rico em celulose, que alcangou de 17-34%.
Nesse caso, nas temperaturas de 140, 160 e 180 °C, a fracdo de s6lidos insoldveis alcangou
820, 830 e 660 g/kgpagaco, respectivamente. Esses autores verificaram ainda que a maioria
do actucar solubilizado em 4cido foi derivada da hemicelulose, sendo a xilose o acticar

dominante.

Ramos, Pitarelo e Silva (2008) submeteram o bagaco de cana-de-agliicar a um
processo de explosdo a vapor, com e sem a adi¢ao de H3PO4. Em tal estudo, foi aplicado
um planejamento experimental 2°, cujos fatores avaliados foram temperatura (195-210
°C), tempo de pré-tratamento (4—8 minutos) e concentragio de dcido fosforico (0-38 mg/g
bagaco seco)- D01 verificado que o rendimento da fragdo de solidos insoliveis em dgua
decresceu de 65,5% na autohidrélise para 49,5%, quando se aplicou as condicoes de 38 mg
H3;PO4/g, 210 °C e 8 minutos, que correspondeu a condicdo mais drastica de pré-
tratamento, o que indica um aumento na solubilizacdo do material lignocelulésico na

fragdo soluvel.

2.3.2.2 Explosdo da fibra por amonia (ammonia fiber explosion-AFEX)

A explosido da fibra por amonia (AFEX) € um tipo de pré-tratamento fisico-quimico
alcalino, no qual a biomassa é exposta a amonia liquida a uma temperatura relativamente
alta (90-100 °C) por um periodo de tempo determinado (por exemplo, 30 minutos) seguido

pela redugdo da pressao (BALAT, 2011; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).
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Os parametros eficazes no processo de AFEX sdo a carga de amonia, temperatura,
carga de agua, pressdo de descarga, tempo e numeros de tratamentos. Geralmente, neste
tipo de processo, o material lignocelulésico, com um teor de umidade de 15-30%, é
colocado em um reator sob pressdo, contendo amonia liquida, com uma massa de 1-2 kg
de NHj/kgpiomassa secas temperatura de 90 °C e tempo de residéncia de 30 minutos (BALAT
et al., 2008; SUN; CHENG, 2002; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Este tipo de pré-tratamento apresenta as desvantagens de ser menos eficiente
quando a biomassa contém teores mais elevados de lignina, e causa a solubiliza¢do de uma
fragdo muito pequena de material s6lido, particularmente hemicelulose. Por outro lado, tem
como vantagens a simplicidade e tempo curto de processo. E mais eficaz para o tratamento
de substratos que apresentam menores teores de lignina. Em condi¢des 6timas, o AFEX
pode melhorar significativamente a hidrdlise enzimatica. As condi¢des 6timas dependem
do tipo de material lignocelulésico. A economia do pré-tratamento € fortemente
influenciada pela produg¢do de acucar total alcancada, e pela perda de inibicdo nos
processos posteriores, causada pelos produtos de degradacdo dos acucares. Em
temperaturas moderadas (< 90 °C) e valores de pH < 12,0 o pré-tratamento AFEX pode
minimizar a formacdo de produtos de degradacdo e gerar altos rendimentos (MOSIER et

al., 2005; SARKAR et al., 2012).

A viabilidade do processo exige a eficiente recuperagdo da amodnia apds o processo
de pré-tratamento, devido ao seu alto custo, bem como devido a protecao ambiental. Uma
possivel maneira € recuperar a amonia através do processo de evaporagcao (BALAT et al.,

2008; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

2.3.2.3 Agua liquida quente (liquid hot water—LHW)

Este método utiliza dgua liquida comprimida (pressao acima do ponto de saturacio)
para hidrolisar a hemicelulose. E um método de pré-tratamento hidrotérmico que libera
grande fracdo de acucares da hemicelulose, sob a forma de oligbmeros. O tratamento
geralmente ocorre a uma temperatura de 170-230 °C durante 20 minutos. No entanto, esse
tipo de pré-tratamento também contribui para a produg¢do de pequenas quantidades de
compostos de degradacdo indesejados, tais como furfural e 4cidos carboxilicos, que sdo
muito toxicos para a fermentacdo, ja que eles normalmente inibem 0s micro-organismos.

Como a recuperacdo da xilose € relativamente elevada (88-98%), e nenhum produto
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z z

quimico € necessdrio, ¢ um método ambientalmente atrativo e economicamente

interessante (SARKAR et al., 2012).

O pré-tratamento com agua quente liquida (ou tratamento hidrotérmico) nao requer
descompressao rapida e ndo emprega qualquer catalisador ou produtos quimicos. A pressao
¢ aplicada para manter a 4gua no estado liquido em temperaturas elevadas, o que provoca
alteracdes na estrutura da lignocelulose. A lama gerada apds o pré-tratamento pode ser
filtrada para se obter duas fragdes: uma sélida, rica em celulose e lignina, e uma fracdo
liquida rica em acticares da hemicelulose. A formag¢ao de monossacarideos e a subsequente
formacgdo de produtos de degradac@o pode ser minimizada mantendo-se o pH entre 4 e 7
(AGBOR et al., 2011; ALVIRA et al., 2010). Porém, é importante lembrar que, em geral,
os pré-tratamentos visam a producdo de monossacarideos. Uma excecdo, entretanto, é

quando se pretende utilizar o hidrolisado para a producao de enzimas.

2.3.3 Pré-tratamento quimico

Alguns métodos de pré-tratamentos quimicos envolvem o uso de um dcido, dlcali,
amonia, solvente organico, SO,, CO, ou outros produtos quimicos. Estes métodos sao de
facil aplicacdo e apresentam bons rendimentos de conversdo em curto espaco de tempo

(SARKAR et al., 2012).

2.3.3.1 Ozondlise

A ozondlise corresponde ao uso do gis ozonio para degradar a lignina e a
hemicelulose de muitos materiais lignocelulésicos, e por sua vez aumentar a
biodegradabilidade de celulose. Como em qualquer processo, este tipo de pré-tratamento
apresenta vantagens e desvantagens As principais vantagens sdo: (1) remove efetivamente
a lignina; (2) ndo produz compostos toxicos que possam ser inibidores em processos
subsequentes, como, por exemplos, processos de fermentacdo; e (3) o pré-tratamento €
realizado em grandes intervalos de temperatura e pressdo. Entretanto, a principal
desvantagem € do ponto de vista econdmico, uma vez que € necessaria uma grande
quantidade de ozdnio, tornando o processo oneroso. Os principais pardmetros no pré-
tratamento por ozondlise sdo o teor de umidade da amostra, tamanho da particula, e

concentracdo de ozOnio. Entre estes parametros, um fator essencial é a percentagem de
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dgua na matéria-prima, o qual apresenta um efeito significante sobre a solubilizacao

(BALAT, 2011; SUN; CHENG, 2002; TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

2.3.3.2 Pré-tratamento alcalino

Pré-tratamentos alcalinos aumentam a digestibilidade da celulose e sdo mais
efetivos para a solubilizacdo da lignina, apresentando menor solubilizacdo da celulose e
hemicelulose que os processos dcidos ou hidrotérmicos (ALVIRA et al., 2010). Alguns
agentes alcalinos podem ser usados para o pré-tratamento de material lignoceluldsico e o
efeito deste tipo de pré-tratamento depende do teor de lignina no material (SUN; CHENG,
2002).

Este processo utiliza baixas temperatura e pressdo quando comparado a outras
tecnologias de pré-tratamento. O pré-tratamento alcalino pode ser realizado em condigdes
ambientais, mas o tempo de pré-tratamento € medido em horas ou dias, ao invés de
minutos ou segundos. Independentemente das vantagens, este método apresenta
dificuldades do ponto de vista da economia de processo para obtencdo de combustiveis.
Hidréxidos de sédio, potassio, cdlcio e amonio sdo produtos quimicos apropriados para o
pré-tratamento. Destes quatro, o NaOH tem sido o mais estudado. O tratamento da
biomassa lignocelulésica com NaOH diluido provoca um tipo de “inchaco” na biomassa,
levando a um aumento da drea superficial interna, uma diminuicdo na cristalinidade e
separacdo das ligacdes estruturais entre lignina e carboidratos, perturbando a estrutura da

lignina (BALAT, 2011).

2.3.3.3 Oxidagdo vimida

Na oxidagdo imida, o material é pré-tratado com dgua e também por ar ou oxigénio
em temperaturas acima de 120 °C. A dgua € adicionada a biomassa na relacdo de 1 L para 6
g de biomassa. A transferéncia da hemicelulose da fase soélida para a fase liquida é
promovida por esta técnica. Os produtos da hidrélise de hemicelulose durante a oxidagdo

umida sao oligdmeros de acucares (SARKAR et al., 2012).

O processo € exotérmico e, portanto, se torna auto-suficiente com relagdo ao calor
quando a reagdo € iniciada. As principais reacdes de oxidagdo imida sdo a formacdo de

acidos, provenientes de processos hidroliticos e reagdes oxidativas. Os produtos fendlicos
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nao sdo produtos finais obtidos durante a oxidacdo umida porque sdo degradados a acidos
carboxilicos. No entanto, a producdo de HMF e furfural € menor durante a oxidagdo imida
quando comparado com a explosdo a vapor ou com o método LHW. No geral, baixa
formacdo de inibidores e remocgdo eficiente de lignina sdo alcangadas com a oxidagdo
umida. Por outro lado, o custo do oxigénio é considerado uma desvantagem para o
desenvolvimento da tecnologia de oxidacdo tumida (ALVIRA et al., 2010;

TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

2.3.3.4 Pré-tratamento organossolve

A utilizacdo de solventes organicos, ou processo de polpacdo organossolve, sdo
métodos alternativos para a deslignificacdo de biomassa lignoceluldsica. A utilizacdo de
mistura de solventes organicos/dgua permite o isolamento da lignina, através da destilacao

do solvente organico (SARKAR et al., 2012).

No processo organossolve, um solvente organico ou uma mistura de solventes
organicos, misturado a um catalisador 4cido inorganico (HCl ou H,SQO,), é usado para
romper as ligacdes internas de lignina e hemicelulose. Os solventes organicos usados neste
processo incluem metanol, etanol, acetona, etileno glicol, trietileno glicol e &lcool
tetrahidrofurfurilico. Acidos organicos como oxdlico, acetilsalicilico e salicilico também
podem ser usados como catalisadores no processo organossolve. Apds o pré-tratamento, a
remog¢ao dos solventes € necessdria, pois, os solventes podem atuar como inibidores ao
crescimento de micro-organismos, hidrélise enzimética e fermentacdo (SUN; CHENG,

2002).

2.3.3.5 Pré-tratamento dcido

O principal objetivo dos pré-tratamentos &cidos € solubilizar a fracdo
hemicelulésica da biomassa e tornar a celulose mais acessivel as enzimas, uma vez que
ocorre um aumento no tamanho do poro do substrato. O pré-tratamento com 4cido diluido
aparece como o método mais favoravel para aplica¢des industriais e tem sido estudado em
uma grande variedade de biomassas lignoceluldsicas. A principal reacdo que ocorre
durante o pré-tratamento 4cido é a hidrdlise da hemicelulose. Reacdes hidroliticas
produzem oligdmeros e mondmeros. A desidratacdo dos mondmeros, por sua vez, produz

furfural, HMF e outros produtos voldteis em ambientes dcidos (ALVIRA et al., 2010;
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HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Os principais produtos que podem se formar a partir da
degradacdo dos actcares liberados durante o pré-tratamento 4cido da madeira, foram
estudados por Palmqvist e Hahn-Higerdal (2000), cujo diagrama esquematico € ilustrado

pela Figura 2.8.

Madeira
Hemicelulose Celulose Lignina
CH,COOH
Acido acético (3) 71\

CHO CHO CHO CHO

H—1—OH HO H  H——OH H—t—OH
\
HO—p—H  HO H  HO——H HO—1—H Compostos fenélicos

H—}—0OH H OH HO——H H—t—OH
CHOH  H OH H——OH H——OH
CH.OH CHOH CH,OH

Xilose (1) Manose (2) Galactose (4) Glicose (5)

/ NN /
O NN e

HCOOH
Furfural (6) Acido férmico (8) Hidroximetilfurfural (7) Acido levulinico (9)

Figura 2.8 - Reacdes que ocorrem durante a hidrélise dcida de materiais lignoceluldsicos.
(Adaptado de PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).

Embora, o pré-tratamento com &4cido sulfiirico venha sendo o mais empregado,
outros tipos de acidos, como, o dcido nitrico, 4cido peracético ou 4cido fosférico sdo

citados como alternativas para o pré-tratamento de biomassa lignocelulésica.

A aplicagdo de 4acido as biomassas lignoceluldsicas pode ser realizada tanto a alta
temperatura e baixa concentracdo (pré-tratamento com 4cido diluido) ou a baixa
temperatura e alta concentrag¢do (4dcido concentrado), nesse ultimo caso funcionando como

hidrélise propriamente dita. O 4cido diluido € provavelmente o método mais aplicado entre
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os métodos de pré-tratamentos quimicos. A uma temperatura elevada (140-190 °C) e baixa
concentracdo de dcido (&cido sulfdrico 0,1-1%) o pré-tratamento com &cido diluido pode
alcancar elevadas taxas de reagdo e melhorar significativamente a hidrélise da celulose, na
etapa posterior de hidrélise enzimdtica. Quase 100% de remog¢do da hemicelulose é
possivel através do pré-tratamento com 4cido diluido. O pré-tratamento ndo € eficaz na
dissoluc¢do de lignina, mas pode provocar uma perturbacio na sua estrutura, aumentando a

susceptibilidade da celulose a hidrélise enzimatica (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

H4 principalmente dois tipos de processos de pré-tratamento com 4acido diluido:
altas temperaturas (maiores que 160 °C), processo em fluxo continuo para baixas
concentracdes de solido (5—-10% [massa de substrato/massa de mistura reacional]), e baixas
temperaturas (menores que 160 °C), processo em batelada para altas concentracdes de
solido (10-40%). Em geral, o pré-tratamento realizado a temperaturas mais altas e menores
tempos de residéncia, resulta em alto rendimento de recuperacdo de xilose solivel e maior
digestibilidade enzimdtica da celulose. Dependendo do substrato e das condi¢des usadas,
entre 80 e 95% dos acucares de hemicelulose podem ser recuperados a partir do pré-

tratamento com acido diluido (SUN; CHENG, 2002; BALAT, 2011).

De acordo com trabalho de Wyman et al. (2005), o emprego de acido sulfirico
diluido (~ 0,5-1,0%) a temperaturas moderadas (~140-190 °C) efetivamente remove e
recupera a maioria da hemicelulose dissolvida como agucares, e o rendimento em glicose a

partir da celulose aumenta com a remog¢ao de hemicelulose.

Em trabalho desenvolvido por Rocha et al. (2011), a utilizagdo da mistura dcido
sulfarico 1% (m/v) e acido acético 1% (m/v) aplicada ao bagago de cana-de-ac¢ticar numa
relacdo 1:10 (solido:liquido) e uma temperatura de 190 °C, durante 10 minutos, levou a

uma solubilizac¢do de 14,6% de celulose e 93,4% de hemicelulose.

Os hidrolisados obtidos apds a hidrdlise dcida necessitam de algumas etapas de
processos antes de serem utilizados como meios de fermentagdo. Em geral, as seguintes
operacdes sdo necessdrias: concentracdo, detoxificagdo, neutralizacdo e suplementacdo
com nutrientes. Na operagao de neutralizacdo, usualmente se adicionam produtos quimicos
com o objetivo de neutralizar os 4cidos presentes nos hidrolisados, formando sais. O uso de
H;PO4 como catalisador pode constituir uma fonte adicional de nutrientes para os
processos fermentativos, uma vez que a neutralizacdo do hidrolisado com NaOH, forma o
fosfato de sédio, que pode permanecer no hidrolisado e ser utilizado como nutriente pelos

micro-organismos (GAMEZ et al., 2006). Além disso, a utilizacdo de &4cido fosfoérico
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aplicado ao pré-tratamento da biomassa de cana-de-agcicar poderd oferecer uma
oportunidade de geracdo de subproduto, como componente para fertilizantes de plantas,
quando se considera todos os processos ocorrendo de forma integrada durante a produgao
de etanol, como ja ocorre no processo de producdo de etanol de primeira geragao, através
da formacdo da vinhaca. Outra vantagem no uso de dcido fosférico no processo de pré-
tratamento ocorre devido a ndo exigéncia de ligas especiais para a constru¢do dos reatores,
como ocorre com a utilizagdo de outros acidos, como, por exemplo, o dcido sulfirico

(GEDDES et al., 2010; GEDDES; NIEVES; INGRAM, 2011).

2.4 HIDROLISE ENZIMATICA

O processo de hidrdlise enzimatica € responsavel pela despolimerizacdo da celulose
e hemicelulose, liberando assim os acticares monoméricos (HAHN-HAGERDAL et al.,
2006). Em tal processo, as enzimas celulases e hemicelulases atuam como catalisadores. A
hidrdlise eficiente da celulose requer certo nimero de enzimas. Os componentes do
sistema de enzimas celulases, de uma forma geral, foram classificados como base no modo
de acdo catalitica e com base nas propriedades estruturais. Trés tipos principais de
atividades enzimadticas foram encontrados (LYND et al, 2004; JORGENSEN;
KRISTENSEN; FELBY, 2007):

i) endoglucanases ou 1,4-  -D-glucana-4-glucanohidrolases (EC 3.2.1.4);

ii) exoglucanases, incluindo 1,4-B-D-glucana glucanohidrolases (também conhecidas como
celodextrinases) (EC 3.2.1.74) e 1,4-B-D-glucana celobiohidrolases (celobiohidrolases)
(EC 3.2.1.91);

iii) p-glicosidases (EC 3.2.1.21).

As endoglucanases atuam nos sitios amorfos, internos, da cadeia polissacaridica da
celulose, gerando oligossacarideos de varios comprimentos e, consequentemente, novas
terminacOes de cadeias. As exoglucanases atuam sobre as terminagdes redutiveis e nado-
redutiveis das cadeias do polissacarideo celulose, liberando entdo glicose
(glucanohidrolase ou celodextrinase) ou celobiose (celobiohidrolase) como produtos
principais. Também atuam na celulose microcristalina. As [-glicosidases hidrolisam
celodextrinas soldveis e celobiose para glicose (LYND et al., 2004). A Figura 2.9 ilustra as

etapas que ocorrem durante a hidrélise enzimatica da celulose.
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Figura 2.9 — Representacdo esquemdtica da hidrdlise de celulose amorfa e
microcristalina. (Adaptado de LYND et al., 2002).

A acdo das celulases € sinérgica, o que significa que a atividade combinada das
enzimas € maior que a soma dos componentes individuais. Tal a¢cdo se faz necessaria para
a completa hidrélise da celulose cristalina a glicose (ESTERBAUER et al., 1991; GALBE;
ZACCHI, 2002). Algumas formas de sinergismo t€m sido relatadas: (i) sinergia endo-exo
entre endoglucanases e exoglucanases, (ii) sinergia exo-exo entre o processamento de
exoglucanases das extremidades redutoras e nao-redutoras de cadeias de celulose, (iii)
sinergia entre exoglucanases e -glicosidases que remove celobiose (e celodextrinas) como

produtos das duas primeiras enzimas (LYND et al., 2002).
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As hemicelulases incluem as enzimas que quebram as ligagdes f-1,4-xilana
(xilanases e B-xilosidases), além de endo-1,4-B-D-mananases e 1,4-f-D-manosidases, a-D-
galactosidases, o-L-arabinofuranosidases, a-glucuronidases e esterases acetil xilana

(GRAY; ZHAO; EMPTAGE, 2006; JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007).

Alguns fatores afetam a hidrélise enzimdtica de materiais lignoceluldsicos e estes
incluem desde as caracteristicas do substrato até a natureza do complexo enzimatico
utilizado. Os fatores relacionados ao substrato incluem a porosidade, grau de
polimerizacdo da celulose, teor de lignina, teor de hemicelulose e tamanho das particulas.
Em relacio ao complexo enzimdtico, destacam-se a carga de enzimas, inibicdo do
complexo pelo acimulo de produto intermedidrio (celobiose) e produto final (glicose) e
perda de atividade devido a desnaturagdo (JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007;
PERI et al., 2007; VAN DYK; PLETSCHKE, 2012).

Sun e Cheng (2002) sugeriram que o mecanismo presente no processo de hidrolise
enzimdtica de celulose consiste das seguintes etapas: adsorcdo das celulases sobre a
superficie da celulose, a degradacdao da celulose em agucares fermentdveis e por fim, a
dessorcao das celulases. Ocorre ainda, a reducdo da atividade enzimadtica durante o
processo de hidrélise, o que € atribuido, em parte a adsorcdo irreversivel das celulases
sobre a lignina presente no material pré-tratado. Dessa forma, a taxa de hidrdlise decai

durante o seu curso.

Gan, Allen e Taylor (2003) consideraram que a velocidade global de reagao durante
o processo hidrolitico da celulose pode ser influenciada por meio da resisténcia a
transferéncia de massa. Nesse sentido, levaram em consideragdo tanto a transferéncia de
massa das enzimas por meio da camada de liquido, que envolve as particulas de s6lidos de
celulose (transferéncia de massa externa), quanto a difusdo interna das enzimas. Esses
autores sugeriram que no inicio da reac¢ao hidrolitica em um reator descontinuo agitado, o
conjunto de velocidades de reacdo € determinado por trés eventos na sequéncia: (i)
transferéncia de massa externa; (ii) taxa de adsor¢ao da enzima na superficie do substrato;
e (iii) taxa de catdlise da celulase. Supuseram ainda que a continuacio da hidrélise, apos a
fase inicial de uma reacao répida, depende do acesso e difusdo de enzima livre no interior
do substrato s6lido, uma vez que este sofre uma mudanga estrutural, quando a primeira
camada de celulose € hidrolisada. Finalmente, propuseram que a importancia da resisténcia
a transferéncia de massa externa e interna deve ser vista em um ciclo dindmico de difusao

da enzima — adsor¢do — catdlise — dessor¢ao — difusdo para outro sitio ativo.
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De uma forma mais simplista, Peri et al. (2007) relataram que a hidrélise
enzimatica pode ser dividida em duas fases: estdgio inicial, em que a taxa de hidrélise é
quase linear, e estdgio final, onde a taxa continuamente decai. No estdgio inicial, a inibi¢ao
pelo produto ndo é importante; e a resisténcia a transferéncia de massa no caso de sistemas

diluidos, é menor nessa fase. No estigio final, a taxa de hidrélise € reduzida,

provavelmente devido a inibi¢do da enzima pelo produto final.

No caso da producao de etanol, a eficiéncia do processo de hidrdlise ird influenciar
na etapa de fermentacdo, uma vez que o alto rendimento em etanol celulésico requer a

hidrélise completa da celulose (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

2.5 PRODUCAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS
2.5.1 Micro-organismos produtores de enzimas celuloliticas

Sistemas celuloliticos completos sdo produzidos por diferentes géneros e espécies
de fungos e bactérias. As bactérias celuloliticas incluem espécies aerdbias, como o0s
actinomicetos, anaerdbias facultativas, como Bacillus € Cellulomonas e anaerdbias estritas,
como Clostridium. A producdo de celulases por fungos ¢ amplamente disseminada na
natureza, incluindo uma grande variedade de espécies de fungos do género Trichoderma,

Penicillium e Aspergillus (BON; GfRIO, PEREIRA Jr., 2008).

Fungos celuloliticos pertencentes ao gé€nero Trichoderma (T. viride, T.
longibrachiatum, T. reesei) t€ém sido considerados os mais produtivos e poderosos agentes
de digestdo da celulose cristalina. Celulases comerciais baseadas em linhagens mutantes de
T. reesei (também conhecidas como Hypocrea jecorina) sdo produzidas numa escala

industrial por muitas empresas em todo o mundo (GUSAKOV, 2011).

2.5.2 Produciao de enzimas celuloliticas pelo fungo 7. reesei RUT C30

O sistema de celulase de Trichoderma reesei, particularmente, produz pelo menos
duas exoglucanases (CBHI e CBHII), cinco endoglucanes (EGI-EGV) e duas j-
glicosidases (BGLI e BGLII) (LYND et al., 2002).

O sistema celulolitico extracelular de 7. reesei € composto de 60-80% de
exoglucanases, 20-36% de endoglucanases e 1% de p-glicosidase, os quais atuam

sinergicamente na conversao de celulose em glicose (AHMED; VERMETTE, 2008).



46

Diferentes linhagens de T. reesei tém sido desenvolvidas; a linhagem RUT C30 ¢
uma das linhagens mais bem caracterizadas, e tornou-se uma linhagem de referéncia entre
os produtores de celulase de 7. reesei; ¢ uma linhagem mutante que produz enzimas
celuloliticas de forma mais eficiente do que a 7. reesei do tipo selvagem, e a expressao da
celulase ndo € reprimida por glicose na mesma extensdo como em algumas outras
linhagens. Vdrios fatores sdo conhecidos por influenciar a producdo da enzima e estes
incluem: concentracdo e qualidade da fonte de carbono, linhagens melhoradas
geneticamente, condi¢cdes de crescimento, aeracdo, temperatura e pH (DOMINGUES et
al., 2000; AHMED; VERMETTE, 2008; GUSAKOV, 2011).

Em relacdo a fonte de carbono, vérios estudos t€m sido realizados com o objetivo de
se encontrar o substrato mais adequado ao processo de producao de celulases pelo 7. reesei
RUT C30. A celulose foi considerada, em potencial, um dos melhores indutores para a
formacdo do complexo de celulases (AHMED; VERMETTE, 2008). A lactose também ¢é
utilizada, nos processos biotecnolégicos para a producdo de enzimas, por ser um bom
indutor de celulases (XIONG et al., 2004; SEIBOTH et al., 2007; GOTTSCHALK;
OLIVEIRA; BON, 2010).

Substratos lignoceluldsicos sdlidos tém sido bastante estudados, uma vez que a
matéria-prima ideal para a producdo de enzimas deve apresentar baixo custo, ser de facil
disponibilidade e a sua composicdo deve ser adequada tanto para a producdo de enzimas
quanto para o processo de hidrélise enzimética JUHASZ et al., 2005). Tem sido reportado
que di-/oligosacarideos e seus derivados, tais como celobiose, soforose e xilobiose,
liberados a partir de polimeros lignoceluldsicos tem desempenhando papel importante na
indugdo de celulase natural. Devido a este fato, materiais sélidos celuldsicos t€ém sido
utilizados muitas vezes como substrato e fonte de indutores nos processos de fermentacao
para a produgdo de celulase (LO et al., 2010; ZHANG et al., 2012). Entretanto, a presenca
destes substratos sélidos pode requerer uma maior agitacdo e provocar uma reducdo na
eficiéncia de transferéncia de oxigénio nos biorreatores. Uma alternativa que tem se
mostrado atraente na tentativa de minimizar tais problemas é a utilizacdo de meios
preparados com hidrolisados de materiais lignoceluldsicos os quais contém teores elevados

de oligossacarideos e proporcionam uma adequada indugdo (LO et al., 2010).

A adi¢do de hidrolisado hemicelulésico ao processo de producdo de enzimas em
meio de lactose, por T. reesei RUT C30, proporcionou um aumento de quase 4 vezes na

atividade de xilanase produzida quando comparado ao meio contendo apenas lactose,
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solubilizado em 4gua, sendo as atividades de 69,2 Ul/mL (meio de lactose e hidrolisado) e
17,9 UI/mL (meio de lactose solubilizado em dgua) (SILVA; SANTOS; SOUTO-MAIOR,
2011).

2.6 FERMENTACAO ALCOOLICA

Os micro-organismos usados na fermentacdo alcodlica podem ser melhor descritos
em termos de seus parimetros de desempenho e outros requisitos, tais como a
compatibilidade com produtos existentes no meio reacional, processos e equipamentos. Os
parametros de desempenho da fermentacdo correspondem ao intervalo de temperatura e
pH, tolerancia do micro-organismo ao etanol, velocidade de crescimento, produtividade e

tolerancia osmotica.

Em processos industriais de primeira geragdo, o micro-organismo utilizado para a
fermentacdo a etanol € a levedura Saccharomyces cerevisiae. Para a produgdo de etanol de
segunda geracdo, S. cerevisiae permanece como O micro-organismo mais explorado.
Zymomonas mobilis, uma bactéria Gram-negativa anaerdbia, também t€m sido

extensivamente estudada. (BAI; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008; BALAT, 2011).

Estudo sobre a produgdo de etanol foi realizado no Laboratério de Processos
Biotecnolégicos (UFPE) utilizando-se 10 linhagens industriais de S. cerevisiae e 10
linhagens de Z. mobilis, pertencentes a Colecdao de Micro-organismos do Departamento de
Antibiéticos. Produtividades e rendimentos de etanol foram comparados em meios a base
de glicose e de glicose na presenca de hidrolisado hemicelulésico. Duas linhagens, sendo
uma de cada grupo (S. cerevisiae UFPEDA 1238 e Z. mobilis ZAP), foram selecionadas
por apresentarem melhores caracteristicas fermentativas (SA, 2012). Através de estudo
cinético, S& (2012) verificou que S. cerevisiae UFPEDA 1238 € mais robusta que Z.

mobilis ZAP para fermentacdo na presenca de hidrolisado hemicelulésico.

2.7 CONFIGURACOES DE PROCESSOS

A producdo de etanol de segunda geracdo (etanol lignoceluldsico) pode ser

realizada através de diferentes configuracdes de processos, tais como:
1) hidrélise e fermentacdo em separado (SHF);

i1) sacarificacdo e fermentagdo simultaneas (SSF);
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iii) hidrélise em separado e co-fermentacao (SHCF);
1v) sacarificacdo com co-fermentacdo simultaneas (SSCF);

v) bioprocesso consolidado (CBP).

A hidrélise e fermentacdo em separado (SHF) € um processo convencional, que
consiste de duas etapas, onde o material lignocelul6sico, contendo principalmente celulose,
¢ primeiramente hidrolisado a glicose e entdo, a glicose € fermentada a etanol. A vantagem
de tal processo é a possibilidade de se conduzir cada etapa sob condi¢cdes Gtimas; a
desvantagem € que as enzimas celuloliticas sdo inibidas pelo seu produto final, de forma
que a taxa de hidrdlise é progressivamente reduzida quando a glicose e a celobiose se
acumulam no meio (HAHN-HAGERDAL et al., 2006; MENON; RAO, 2012).

No processo SSF, a hidrdlise e fermentacdo ocorrem simultaneamente no mesmo
reator e, assim, a inibicdo das enzimas pelo produto final é reduzida, uma vez que o micro-
organismo responsavel pela fermentagdo consome imediatamente os agucares liberados na
etapa de hidrdlise. Além disso, a fermentacdo parece reduzir a inibi¢do das enzimas,
através da conversao de alguns compostos toxicos presentes nos hidrolisados. Isto aumenta
a produtividade global em etanol. A principal desvantagem do processo € a exigéncia de
condi¢des Otimas a ambos 0s processos tais como: temperatura, pH e concentracdo do
substrato (HAHN-HAGERDAL et al., 2006; HASUNUMA; KONDO, 2012; MENON;
RAO, 2012; OLOFSSON; BERTILSSON; LIDEN, 2008).

No processo denominado de hidrélise em separado e co-fermentagdo (SHCF), a
fracdo de pentose € fermentada em conjunto com a fracdo de hexose, apds serem
hidrolisadas de forma separada (GIRIO et al., 2010).

O processo SSCF ¢é considerado como uma melhoria do processo de sacarificagdo e
fermentacdo simultaneas (SSF) e tem sido reconhecido como uma opcdo vidvel para a
producdo de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica rica em xilose. Refere-se a
fermentacdo de hexoses e pentoses para a producdo de etanol, em que o hidrolisado de
hemicelulose e os sélidos, ricos em celulose, obtidos durante a etapa de pré-tratamento nao
sao separados. Porém, poucas linhagens de leveduras t€m demonstrado a capacidade de
fermentar de forma eficiente a xilose presente em hidrolisados lignoceluldsicos. Dessa
forma, a sacarificacdo simultdnea da celulose e hemicelulose e co-fermentacdo dos

produtos finais glicose e xilose tem sido descrita para ser realizada por micro-organismos
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geneticamente modificados (MENON; RAO, 2012; OLOFSSON; BERTILSSON; LIDEN,
2008; PENG et al., 2012;).

O bioprocesso consolidado (CBP) corresponde a integracdo do processo através da
realizacdo de hidrdlise e fermentacdo em um unico reator, utilizando um ou uma mistura
de micro-organismos capazes de produzir todas as enzimas necessarias € fermentar todos
os acticares (HAHN-HAGERDAL et al., 2006). A Figura 2.10 ilustra as diferentes
configuragdes de processo a hidrdlise e fermentagao, propostas pela literatura.

Bon, Girio e Pereira Jr. (2008) sugerem que muitos desenvolvimentos deverdao
ocorrer em um futuro préximo no sentido de viabilizar economicamente o uso de enzimas
na produgdo de etanol, uma vez que a producdo das mesmas na propria planta € uma
necessidade, ja que grandes quantidades destas serdo requeridas para a eficiente hidrdlise
dos materiais lignoceluldsicos, visando a produgdo de etanol. Ressaltam, ainda, que a
integracdo da producdo de enzimas com a producdo de etanol na prépria instalacdo

industrial se insere no contexto de biorrefinaria.
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Figura 2.10 — Configuracdes de processos para a producdo de etanol lignocelulésico.
(Adaptado de GIRIO et al., 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, encontram-se descritos o material e as metodologias utilizadas no
estudo do pré-tratamento e caracterizacdo fisico-quimica de bagaco de cana-de-aciicar, o
qual foi utilizado como substrato na etapa de hidrélise enzimdtica. Também é apresentada
a metodologia para a produgdo de enzimas, que foram utilizadas em paralelo, com
enzimas comerciais, na hidrolise enzimdtica do bagaco de cana para a obtencdo de

acticares fermentdveis, e também a metodologia empregada na fermentacdo alcodlica.

3.1 BIOMASSA

O bagacgo de cana-de-actcar utilizado foi cedido pela Usina Central Olho D’4gua
(Camutanga/PE), recolhido imediatamente ap6s o processo de moagem. Em seguida, foi
transportado para o laboratério, seco (~ 11% de umidade) sob a luz solar, armazenado em

sacos tipo nylon fechados e mantidos a temperatura ambiente.

3.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo do pré-tratamento teve como objetivo determinar as melhores condi¢des
de processo, que provocassem uma maior solubilizacdo da hemicelulose do bagaco de cana
e favorecesse uma maior conversdo de celulose em glicose na etapa posterior de hidrélise
enzimética. Para isto, utilizou-se a técnica do planejamento experimental linear 2°, com 3
(trés) pontos centrais, totalizando 11 (onze) ensaios. Os fatores independentes foram:
tempo, temperatura e concentracdo de acido fosforico. Os fatores dependentes, ou
respostas, foram: concentracdes de celulose (C%), hemicelulose (H%) e lignina (L%), nas
fracdes solidas, obtidas em cada condi¢do de pré-tratamento, assim como a celulose
solubilizada (Cs%), hemicelulose solubilizada (Hs%) e lignina solubilizada (Ls%), a partir
da fracdo sélida de bagaco de cana. As Tabelas 3.1-3.2 correspondem a tabela de niveis e a

planilha experimental, respectivamente.
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Tabela 3.1 — Niveis das varidveis independentes para o processo de pré-
tratamento do bagaco de cana-de-agucar.

Varidveis Simbolo Limites
Independentes -1 0 +1
Tempo (min) X1 8 16 24
Temperatura (°C) X5 144 165 186

Concentragdo de acido fosforico (%, m/v) X3 0,05 0,13 0,20

Tabela 3.2 - Matriz do planejamento fatorial 2°.

Ensaio Variaveis Codificadas Variaveis Reais

Tempo (min) T (°C) [H3PO,]° Tempo (min) T (°C) [H3PO,]"

01 -1 -1 -1 8 144 0,05
02 +1 -1 -1 24 144 0,05
03 -1 +1 -1 8 186 0,05
04 +1 +1 -1 24 186 0,05
05 -1 -1 +1 8 144 0,20
06 +1 -1 +1 24 144 0,20
07 -1 +1 +1 8 186 0,20
08 +1 +1 +1 24 186 0,20
09 (PC) 0 0 0 16 165 0,13
10 (PC) 0 0 0 16 165 0,13
11 (PC) 0 0 0 16 165 0,13

. m/v; PC: ponto central

Nas anélises dos resultados, foi utilizado um programa estatistico STATISTICA
(Statsoft 7.0). As varidveis independentes e as respostas (em valores codificados) foram

correlacionadas através de modelo linear, representado pela Equagdo 3.1, em que: y;
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representa a varidvel de resposta; o, B, Bij sdo os coeficientes do modelo de regressio; X; e

X representam os niveis codificados das varidveis independentes.

Vi=Po+ LBXi+ LB XX G-1)

A metodologia do planejamento fatorial e a andlise de superficie de resposta sao
preferidas em relacdo a andlise univaridvel ao permitirem considerar simultaneamente
véarios fatores em diferentes niveis e as interagdes entre eles, reduzindo o ndmero de

experimentos.

3.2.1 Pré-tratamento

Amostras de 500 g de bagaco, em base seca, foram introduzidas em um reator
rotatério de 20 L de capacidade nominal (AU/E-20, Regmed Industria Técnica Ltda)
apresentado na Figura 3.1. As condicdes de pré-tratamento foram definidas de acordo com
o planejamento experimental (Tabela 3.2), mantendo-se a concentrag¢do final no reator em
5% (m/v). Em seguida, o reator foi fechado e iniciou-se o aumento da temperatura através
de um sistema de aquecimento por resisténcia elétrica. As rampas caracteristicas de
aquecimento do reator, para cada uma das temperaturas empregadas no pré-tratamento,
encontram-se no Apéndice A. A contagem do tempo foi inicializada quando o processo
atingiu a temperatura desejada. Finalizada a reacdo, o reator foi despressurizado, através da
abertura de uma vélvula localizada na parte superior do reator, com o objetivo de acelerar o
resfriamento do sistema reacional. A temperatura foi reduzida a 80 °C e, em seguida, o

reator foi descarregado.

O bagaco de cana pré-tratado foi filtrado em tecido de algoddo, e a polpa obtida
(frac@o solida) foi lavada 3 vezes (10 L por lavagem) com &dgua aquecida a 70 °C para
remocgao fracao liquida rica em agucar (hidrolisado hemicelulésico) (ROCHA et al., 2011).
As fragdes solidas obtidas foram separadas para caracterizagdo fisico-quimica e hidrdlise
enzimatica. As fragdes liquidas foram submetidas a anélise cromatogréfica, com o objetivo

de se determinar a presenca de agucares, dcidos organicos e produtos de degradacao.
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Figura 3.1 - Reator de 20 L (Regmed, AU/E-20),
utilizado nos experimentos de pré-tratamento de
bagaco de cana-de-acgucar.

Os rendimentos das fracOes solidas obtidas na etapa de pré-tratamento,
determinadas por gravimetria, em relagdo ao peso seco do bagaco inicialmente submetido

ao processo, foram calculados conforme a Equacgdo 3.2.

Yzﬂ.IOO (3.2)

onde:
M; = massa final de bagaco (base seca), apds pré-tratamento (g);

M; = massa inicial de bagago (base seca), antes do pré-tratamento (g).

Para o cdlculo da solubilizacdo dos componentes macromoleculares, celulose,

hemicelulose e lignina, a partir da fracdo s6lida de bagaco, foi utilizada a Equacdo 3.3.

Xy YJ (3.3)

Sem =100 —[
i



sendo:

Sem = solubilizacdo do componente macromolecular (%, m/m);

X; = componente macromolecular no bagaco de cana in natura (%, m/m),

Xy= componente macromolecular no bagago de cana apds pré-tratamento (%, m/m);

Y = rendimento da fracdo sélida de bagaco (%, m/m).

3.2.2 Caracterizacao de bagaco de cana-de-acicar
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As composi¢des do bagaco in natura e pré-tratado foram determinadas de acordo

com metodologia descrita por Gouveia et al. (2009) e Rocha et al. (2011). A Figura 3.2

ilustra as etapas do processo de caracterizacdo quimica, as quais serdo descritas com

detalhes nos itens 3.2.2.1 a 3.2.2.8.

[ Bagaco de cana-de-agiicar
in natura

Extracdo

|
| I

Matenal Invre

: Extrativos
de extrativos
r
Hidrélise com dcido
forte — H,S0, (72%)
— 1
Hidrolisado R ITEILATS
: lignina + cinzas
*
Andlize em e
HPLC Calc magdo =
cinzas
Agticares, dcidos l
organicos e produtos de Lignina =
degradacio de agucares residue sélido - cinzas
Celulose e
Hemicellose I

[ Analise l__l Lignina
Espectrofotométrica Solivel

Figura 3.2 - Procedimento de andlise empregado para a caracterizagao

quimica do bagaco de cana-de-actcar.
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3.2.2.1 Determinagdo do peso seco de bagago de cana-de-agiicar

Para a determinacdo do peso seco, utilizou-se a metodologia do peso constante.
Uma massa de 2 g de bagaco foi levada a estufa, a temperatura de 105 °C, e pesada em
intervalos regulares de tempo, até peso constante. Antes de cada pesagem, o material foi
resfriado em dessecador. O peso seco foi calculado em relacdo a massa inicial do material

(SLUITER et al., 2005).

3.2.2.2 Andlise de extrativos

Apds moagem e peneiramento em tela de 0,841 mm (20 mesh), a extragdo do
bagaco de cana in natura foi realizada em um aparelho de Soxhlet (Figura 3.3), utilizando-
se como solvente extrator etanol 95%, por um periodo de 8 horas. Ao final do processo, o
material foi seco em estufa, a 105 °C, até peso constante. O percentual de extrativos foi

calculado por diferenca de massa (SLUITER et al., 2005).

z Condensador

1 , 2 Cartucho com a amostra

Baldo com o solvente
_ ~  extrator

Figura 3.3 - Esquema de extracdo com aparelho Soxhlet.

3.2.2.3 Hidrolise de bagaco com H>SO4 72%

Amostras de 2 g de bagaco (base seca), in natura, livre de extrativos e os obtidos
através da etapa de pré-tratamento (Tabela 3.2) foram transferidas para um béquer de 100
mL e tratadas com 12 mL de H,SO4 72% (v/v), sob agitacdo durante 8 minutos, a uma
temperatura de 45 °C em banho termostatico. Apds 8 minutos, a rea¢do foi interrompida
pela adicdo de 50 mL de dgua destilada. As amostras foram transferidas para frascos de

Erlenmeyer de 500 mL. Como o objetivo de diluir o dcido, adicionou-se dgua destilada, até
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um volume final de 275 mL. Os frascos de Erlenmeyer foram selados com papel aluminio
e levados a autoclave durante 30 minutos a 121 °C (1,05 atm), para a completa hidrélise
dos oligossacarideos nao hidrolisados. Ap6s a despressurizacdo da autoclave, os frascos
contendo os hidrolisados foram retirados e resfriados até a temperatura ambiente

(aproximadamente 25 °C).

O material hidrolisado retirado da autoclave foi filtrado utilizando-se papel de filtro
quantitativo, previamente seco e pesado. O hidrolisado foi recolhido em baldao volumétrico
de 500 mL e o sélido (lignina insoldvel mais cinzas da lignina), contido no papel de filtro,

foi lavado com porcdes de 50 mL de dgua destilada até completar o volume do baldo.

ApO6s a separacao do hidrolisado, o sélido retido no papel de filtro, foi lavado com
1500 mL de dgua destilada para a remocdo de anions sulfato o qual foi utilizado para a

quantificac@o de lignina insoldvel e cinzas (GOUVEIA et al., 2009; ROCHA et al., 2011).

3.2.2.4 Determinagdo do teor de lignina soliivel

Para a determinacgao da lignina solivel, uma aliquota de 5 mL do hidrolisado obtido
(Item 3.2.2.3) foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e o pH da solugdo foi
ajustado para 12,0, com uma solu¢cdo de NaOH 6M, completando-se o volume com dgua
destilada, correspondendo, assim, a uma diluicdo de 1:20. Realizou-se a leitura de
absorbancia do hidrolisado em espectrofotdometro (Hewlett-Packard, modelo 8453), a 280
nm (ROCHA et al., 2011), empregando-se 4gua como branco. A concentracdo da lignina
foi determinada através de uma curva padrao obtida de lignina isolada a partir do bagago

de cana.

3.2.2.5 Determinagdo de lignina insoliivel em meio dcido

O material insolivel retido no papel de filtro, proveniente da etapa de hidrdlise
acida (Item 3.2.2.3), apds lavagem com 1500 mL de 4gua destilada, foi seco em estufa a
105 °C até massa constante. A percentagem de lignina insolivel em meio 4cido foi
calculada em relacdo a massa de material lignocelul6sico seco, descontando-se a massa de

cinzas presente na lignina (GOUVEIA et al., 2009; ROCHA et al., 2011).
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3.2.2.6 Determinagdo do teor de cinzas da lignina

Os materiais resultantes da etapa de determinacdo de lignina insolivel foram
transferidos quantitativamente para cadinhos de porcelana, previamente secos e pesados.
Posteriormente, as amostras foram calcinadas a 300 °C por aproximadamente 1 hora e,
entdo, a 800 °C por 2 horas. Ao final do processo, os cadinhos, contendo as cinzas, foram
resfriados em dessecador e a massa de cinzas, presente na lignina insoldvel, foi
quantificada em balanca analitica (GOUVEIA et al., 2009; ROCHA et al., 2011).

A massa obtida foi utilizada para a subtracdo a partir do residuo sélido total, obtido
apos a etapa de filtracdo (Item 3.2.2.3), obtendo-se assim, o teor de lignina insolivel

conforme descrito no item 3.2.2.5.

3.2.2.7 Determinacdo do teor de cinzas totais

Para determinacdo do teor de cinzas totais (em triplicata), foram pesados
aproximadamente 2 g de bagaco (base seca) em cadinhos de porcelana previamente secos e
tarados. Estes materiais foram inicialmente calcinados a 300 °C por aproximadamente 1
hora e, entdo, a 800 °C por 2 horas. Apds a calcinac¢do, os cadinhos foram resfriados em
dessecador e a massa de cinzas determinada em balanca analitica (GOUVEIA et al., 2009;

ROCHA et al., 2011).

3.2.2.8 Quantificacdo de aciicares, dcidos orgdnicos e produtos de degradagcdo

A 1identificagdo e quantificacdo dos compostos presentes no hidrolisado, obtido a
partir da hidrdlise com H,SO4 72% (Item 3.2.2.3), foi realizada em cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia (Agilent 1100), coluna HPX87H (BIO-RAD), temperatura de 60 °C, fase
moével: H,SO4 5 mM e fluxo de 0,6 mL/min (SLUITER et al., 2006). A identificacdo e
quantificacdo dos componentes (celobiose, glicose, xilose, arabinose, dcido férmico, acido
acético, hidroximetilfurfural e furfural) foram realizadas tendo-se como base uma curva de

padrdo.

Para a determinacdo da quantidade final dos polissacarideos celulose e
hemicelulose, realizou-se uma correcao através dos fatores de conversdo de cada um dos

compostos identificados e quantificados (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3 - Fatores de conversio dos
componentes precursores de celulose (C) e
hemicelulose (H) (ROCHA, 2000; SLUITER et

al., 2008).
Componente Fator de Conversao
Celobiose (C) 0,95
Glicose (C) 0,90
Manose (H) 0,90
Galactose (H) 0,90
Xilose (H) 0,88
Arabinose (H) 0,88
Acido Acético (H) 0,72
Furfural (H) 1,37
Hidroximetilfurfural " (C) 1,29
Acido Férmico = 3,09

" produto de degradagdo de pentoses
** produto da degradagdo de hexoses
" degradagdo do hidroximetilfurfural

3.2.2.9 Andlise quimica da fracdo soliivel obtida no pré-tratamento (hidrolisado)

A identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes nos hidrolisados dcidos
hidrotérmicos foi realizada em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Agilent 1100), nas
mesmas condi¢cdes descritas no item 3.2.2.8. Para a determinagdo da lignina solivel foi

empregado o método descrito no item 3.2.2.4.

Realizou-se também, uma etapa de pds-hidrélise, empregando-se HySO4 4%, a 121
°C (1,05 atm), em autoclave, durante 1 hora, para a identificacdo de oligossacarideos que

nio se apresentavam na forma livre (OHGREN et al., 2007).

3.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Andlises morfoldgicas de bagaco de cana-de-agucar, in natura e pré-tratado nas

condi¢cdes definidas pelo planejamento experimental (Tabela 3.2), foram realizadas
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empregando-se a técnica de microscopia eletronica de varredura. As micrografias foram
obtidas em um equipamento JSM (modelo 5900 LV), com uma voltagem de 10 kV e em

diferentes magnificacdes.

Para as andlises as amostras foram fixadas com fita de carbono e submetidas a
metalizacdo, através da deposicdo de um filme de ouro com controle de espessura, em

atmosfera de argonio, durante 60 segundos.

Todas essas andlises foram realizadas no Laboratério Nacional de Nanotecnologia
pertencente ao Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais — CNPEM-

Campinas/SP.

3.2.4 Difratometria de raios-X (DRX)

Com o objetivo de se avaliar as alteragdes nos cristais de celulose a partir de bagaco
de cana-de-acucar, amostras de bagaco in natura e pré-tratados foram preparadas para
analise de difratometria de raios-X. Em tais andlises, utilizou-se um difratdmetro de raios-
X da marca Shimadzu, modelo XRD-6000, com um tubo de cobre gerador de raios-X com
filamento de tungsténio (A = 1,54 A) e monocromador de grafite. As condicdes aplicadas
foram: 40 kV, intervalo angular 4° a 60° (4ngulo de Bragg-26), variagdo angular 0,05 ° e
tempo de contagem de 1s. As anélises foram realizadas no Departamento de Engenharia de

Materiais da Escola de Engenharia de Lorena — EEL/USP.

Os dados de cada uma das andlises de DRX das diferentes amostras foram
utilizados para a elaboracdo de grificos de intensidade de sinal versus 20 (graus),

representados sob a forma apresentada na Figura 3.4.

Através do software OriginPro® 7.0, foram obtidas curvas gaussianas ajustadas aos
valores experimentais, bem como a defini¢do dos valores das constantes caracteristicas
(angulo referente a intensidade maxima e largura do pico a meia altura, como parametros
principais nesta andlise) de cada um dos dois sinais ajustados (Apéndice B). O terceiro
sinal foi desconsiderado no ajuste matemadtico por apresentar pouca intensidade e pouca
resolucdo em relagdo aos demais. Os gréficos tipicos de difragdo de raios-X em celulose
possuem algumas caracteristicas intrinsecas que fornecem algumas informacoes a respeito
da cela unitaria do cristal de celulose, bem como sinais referentes a difracdo dos raios
incidentes em relacdo a determinados planos cristalograficos determinados pelos indices de

Miller, como representado pela Figura 3.4.
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Intensidade

L 4

26 (grau)

Figura 3.4 - Representacdo de um difratograma de raios-X tipicamente
obtido para amostras de celulose, bem como a identificagdao dos diferentes

sinais de acordo com os indices de Miller. (Adaptado de DRIEMEIER;
SANTOS; BUCKERIDGE, 2012).

De acordo com a Figura 3.4, cada sinal gerado na andlise estd relacionado a um
parametro do cristalito, ou seja, a medida das distancias dispostas de acordo com os planos
cristalograficos que interagem com a radia¢do incidente, sendo cada conjunto de planos
representado pelos indices hkl e identificados de acordo com a mesma figura. A Figura 3.5

ilustra os valores de L relacionados com os indices de Miller considerados.

Para o calculo da largura dos parametros do cristalito (Lyy) (Figura 3.5), foi
utilizada a Equacgdo de Scherrer (Equacao 3.4) (DRIEMEIER; SANTOS; BUCKERIDGE,
2012).

0,9. 14

1/2
2 2 (3.4)
(Fhkl — Finstj . cos(é’)

Lpkl =
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Figura 3.5 - Parametros do cristalito que podem ser obtidos através dos dados
obtidos para os difratogramas das amostras de celulose.

Na Equagdo 3.4, I,y € um pardmetro empirico, referente a caracteristicas de
constru¢do do equipamento de difratometria de raios-X utilizado, que é obtido através da
andlise de uma amostra cristalina padrao (geralmente alumina), utilizando-se o mesmo
equipamento no qual serdo analisadas as amostras de interesse. Porém, como a magnitude
de T'ist € pouco significativa perto dos valores obtidos para 'y, 0 seu valor é tomado como
nulo. O pardmetro A € referente ao comprimento de onda utilizado pelo equipamento; o
valor para andlise das amostras foi de A = 1,54 A. O valor de 6 utilizado foi obtido a partir
dos valores de 20 a maxima intensidade, dividindo-se os valores obtidos pelo ajuste por 2.
E, finalmente, os valores de I foram obtidos através do ajuste das curvas de acordo com
a distribuicdo gaussiana, que forneceram os valores ajustados de largura de pico a meia

altura. Ao final, os valores de Ly, obtidos sdo dados em angstrom (10\).

3.2.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Andlises de espectroscopia de infravermelho foram realizadas com o objetivo de se
verificar varia¢des na estrutura quimica (grupos funcionais) dos componentes do bagacgo de
cana-de-actcar apds o processo de pré-tratamento. Tais andlises foram realizadas em um
espectrofotometro  Spectrum GX-FTIR System (Perkin Elmer), disponivel no

Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena (EEL/USP). As
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amostras de bagaco de cana foram submetidas a uma etapa de peneiramento (abertura da

peneira: 0,42 mm) e secas em estufa a 60 °C por 2 horas, juntamente com o padrdo, KBr.

Pastilhas de KBr foram preparadas, a partir de maceracdo de 200 mg de KBr e 2 mg
de amostra, em um almofariz Gral de dgata,. Em seguida, a mistura foi colocada em um
molde pastilhador de aco inoxidavel, o qual foi submetido a vdcuo durante 5 minutos e
pressionado até 15 kgf.cm'z, para a formagdo da pastilha. O mesmo procedimento foi
realizado apenas para o padrdao (KBr). Em seguida, foram medidos os espectros na regido

de 4000 a 400 cm™.

3.3 PRE-TRATAMENTO HIDROTERMICO E COM ACIDO MAIS CONCENTRADO

A aplicagdo da técnica de planejamento experimental e anélises de superficies de
resposta permitiram a determinacdo das condicdes de pré-tratamento em que se obteve a
maior solubilizagdo de hemicelulose, (Hs%), € uma maior concentracio de celulose (C%)
na fracdo solida de bagaco de cana-de-acicar, no intervalo estudado. Partindo dos
resultados obtidos, novos pré-tratamentos foram realizados. Neste estudo, foram realizados
pré-tratamentos hidrotérmicos e dcidos (H3PO4 1%, m/v), em duas temperaturas diferentes
(186 e 195 °C). O bagaco utilizado nesses novos ensaios foi oriundo da safra 2010/2011.

As condicdes aplicadas ao pré-tratamento encontram-se na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Condi¢cdes experimentais aplicadas
aos pré-tratamentos (hidrotérmico e dcido) de
bagaco de cana-de-agucar.

Ensaio  Tempo (min) T (°C) [H3PO4]*

A 8 186 0,0

B 8 195 0,0

C 8 186 1,0

D 8 195 1,0
“m/v

Os pré-tratamentos, realizados de acordo com as condi¢Oes apresentadas na Tabela

3.4, foram conduzidos conforme a metodologia descrita no item 3.2.1.



64

A caracterizag@o quimica do bagaco, in natura e pré-tratado, foi realizada de acordo

com metodologia apresentada no item 3.2.2.

3.4 PRODUCAO DE ENZIMAS

Para a producdo das enzimas celuloliticas, realizada no Laboratério de Processos
Biotecnoldgicos da UFPE, foi utilizado o micro-organismo Trichoderma reesei RUT C30,
cedido pelo Laboratério de Tecnologia Enzimaética da Universidade Federal do Rio de

Janeiro - UFR]J.

A propagacdo do micro-organismo e obtengdo de esporos foi realizada por meio da
suspensao de liofilizado em 1,0 mL de dgua destilada estéril e do cultivo em placas de Petri
durante sete dias a 30 °C. Ap6s o crescimento, as placas foram mantidas sob refrigeracao a
5 °C. Para o cultivo, foi utilizado o meio BDA (batata dextrose agar), cuja composi¢ao esta

descrita na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Composi¢do do meio BDA.

Composicao Concentragao (g/L)
Extrato de Batata 200
Glicose ou Dextrose 20
Agar 15

Para a produgdo de enzimas, o meio de cultivo, descrito na Tabela 3.6, foi adaptado
do descrito por Mandels e Weber (1969), utilizando-se lactose como fonte de carbono para
indu¢do da producdo de celulases. Os componentes do meio de cultivo foram
solubilizados, ao invés de em 4gua, em hidrolisado hemicelulésico de palha de cana-de-
acucar, para induzir a producdo de xilanases. A formulagdo foi baseada em trabalhos
prévios realizados no Laboratério de Processos Biotecnoldgicos-UFPE (SILVA, 2010;

SILVA; SANTOS; SOUTO-MAIOR, 2011).

O hidrolisado foi obtido por pré-tratamento da palha em reator rotatério de 20 L de
capacidade nominal (AU/E-20, Regmed Industria Técnica Ltda) (Figura 3.1). As condi¢des
de pré-tratamento foram as seguintes: concentragdo 5% (m/v), 165 °C, 16 minutos. A
composi¢do quimica do hidrolisado, determinada sob as condi¢cdes descritas no item

3.2.2.9, encontra-se na Tabela 3.7.



Tabela 3.6 - Composicdo do meio de producao
de enzimas (MANDELS; WEBER, 1969).

Reagentes Concentragao (g/L)

(NH4)2SOy4 1,40
KH,PO4 2,00
CaCl, 0,30
MgSO,, 7TH,0 0,30
Peptona 0,75
Extrato de levedura 0,25
Fonte de Carbono 10,00
FeSO4 7H,O 0,005
CoCl,. 6H,O 0,020

MnSO, H,O 0,0016

ZnS0O4 H,O 0,0014

Tabela 3.7 - Composi¢do do hidrolisado de palha de cana-de-

acucar.
Componente Concentracdo (g/L)
Amostra original P6s-hidrélise”
Glicose N.D 0,56
Xilose 0,12 1,51
Arabinose 0,30 0,51
Acido Férmico 0,13 0,11
Acido Acético 0,17 0,18
HMF N.D 0,02
Furfural 0,001 0,05

N.D: ndo determinado; HMF: Hidroximetilfurfural.
" Pés-hidrélise com H,SO, 4%.
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E importante ressaltar que o hidrolisado foi utilizado na forma em que foi obtido no
pré-tratamento, ou seja, sem uma pds-hidrélise. A pos-hidrélise foi realizada apenas para a
identificacdo da presenca de oligossacarideos. O principal componente presente no

hidrolisado eram xilo-oligossacarideos.

O in6culo foi preparado com 10% do volume de meio, utilizando-se lactose como
fonte de carbono numa concentracao de 10 g/L, feito em duplicata com 200 mL de meio e
1 mL da suspensdo de esporos do micro-organismo Trichoderma reesei RUT C30. Em
seguida a mistura foi incubada a 30 °C, 250 rpm em mesa incubadora rotativa (New

Brunswick Scientific, modelo C25KC), por um periodo de 36 horas.

A produgdo foi conduzida em um biorreator de bancada com volume util de 2L
(Bioflo 110, New Brunswick Scientific) (Figura 3.6), com 500 rpm, 2 vvm, 28 °C e pH 5,0.
O controle do pH foi realizado através da adi¢do automatica de solug@o de acido sulftirico
3 M e hidréxido de s6dio 3 M, e, para o controle da espuma, utilizou-se o antiespumante

polipropilenoglicol P 2000 (Fluka Analytical).

O perfil do processo foi observado através das retiradas de amostras. As amostras
foram filtradas para determinacdo da concentracdo de biomassa, andlise cromatografica e

atividades enzimaticas.

Figura 3.6 - Biorreator de bancada
instrumentado (New Brunswick Scientific,
Bioflo 110) utilizado na producdao de
enzimas.
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3.4.1. Determinacao das atividades enzimaticas

A determinacdo das atividades enziméticas, detalhada a seguir, foi realizada com

base na metodologia de Ghose (1987).

3.4.1.1 Atividade em papel de filtro

A atividade em papel de filtro foi realizada de duas formas. Durante a producao foi
determinada a atividade FPase (atividade de celulase total sobre papel de filtro), devido ao
fato de se ter baixas concentragdes de glicose. Assim, durante o ensaio enzimatico, ndo se
conseguia liberar 2 mg de glicose, como recomendado na metodologia de Ghose (1987).
Na amostra final foi realizada a determinagdo da atividade FPU (Unidade de Papel de
Filtro). Esta atividade foi utilizada para calcular a carga de enzimas que deveria ser
utilizada nos ensaios de hidrélise enzimatica de bagaco de cana-de-actcar. O procedimento

aplicado para a determinacdo de ambas as atividades encontra-se detalhado a seguir.

Atividade FPase:

Para a determinagdo da atividade foram utilizados os seguintes reagentes: tiras de
papel de filtro Whatman n° 1, medindo 1 cm x 6 cm (aproximadamente 50 mg), tampado

citrato de sdédio 50 mM (pH 4,8) e reagente DNSA (4cido 3,5-dinitro salicilico).

Para a realizac@o do ensaio enzimético, tiras do papel de filtro, enroladas em formas
de espiral, foram colocadas em tubos de ensaio, aos quais se adicionou 1,0 mL de tampao
citrato de sodio 50 mM. Os tubos foram colocados em banho termostatico (TECNAL, TE-
2005) a 50 °C, por 1 minuto, antes de se adicionar a amostra (diluida, quando necessério),
para que ocorresse o equilibrio da temperatura. Ap6s 1 minuto, adicionou-se 0,5 mL da

amostra de enzima, em cada tubo, agitando-se cuidadosamente.

Em paralelo, foi realizado o ensaio para controle da enzima o qual teve como
objetivo a determina¢do da concentragdo inicial de agicares redutores presentes na amostra
de enzima. Neste caso, apenas 1,0 mL de tampao citrato de s6dio 50 mM e 0,5 mL da
amostra foram adicionados em tubos de ensaio, sem a adi¢ao do substrato (papel de filtro).
Um branco foi utilizado para zerar o espectrofotdmetro, utilizando-se 0,5 mL de tampao

citrato de sédio 50 mM.
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Todas as reagdes foram conduzidas a 50 °C, em banho termostatico, durante 60
minutos. Ao final deste tempo, as reagdes foram interrompidas pela retirada de 0,5 mL da
mistura contida em cada um dos tubos, que foi colocada imediatamente em outros tubos
contendo 0,5 mL de DNSA (acido 3,5-dinitro salicilico). Todos os tubos foram submetidos
a um banho em dgua a 100 °C, durante 5 minutos, e, em seguida, resfriados até a
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C). As amostras foram diluidas com 6,5 mL
de 4gua destilada, procedendo-se, entdo, a leitura da absorbancia em espectrofotometro
(Hewlett-Packard, modelo 8453), a 540 nm. A determinagdo da concentragdao de glicose
liberada em cada ensaio enzimatico foi realizada através da utilizacdo de uma curva padrdo

de glicose previamente preparada.

Atividade FPU:

Para a determinacdo dessa atividade foram utilizados os mesmos reagentes

empregados a determinacdo da atividade FPase.

Para o ensaio enzimadtico, tiras do papel de filtro, enroladas em formas de espiral,
foram colocadas em tubos de ensaio, aos quais se adicionou 1,0 mL de tampao citrato de
sédio 50 mM. Os tubos foram colocados em banho termostatico (TECNAL, TE-2005) a 50
°C, por 1 minuto, antes de se adicionar a enzima, para que ocorresse o equilibrio da
temperatura. Apds 1 minuto, adicionou-se 0,5 mL de enzima, em cada tubo, agitando-se

cuidadosamente.

No ensaio para controle da enzima, foi adicionado 1,0 mL de tampao citrato de
s6dio 50 mM e 0,5 mL de enzima em tubos de ensaio, sem a adi¢do do substrato (papel de
filtro). O branco foi utilizado para zerar o espectrofotdmetro, utilizando-se 1,5 mL de

tampao citrato de s6dio 50 mM.

As reacoes foram conduzidas a 50 °C, em banho termostético, durante 60 minutos.
Ao final deste tempo, as reagdes foram interrompidas pela adicao de 3,0 mL de DNSA
(4cido 3,5-dinitro salicilico). Todos os tubos foram submetidos a um banho em 4gua a 100
°C, durante 5 minutos, e, em seguida, resfriados até a temperatura ambiente. As amostras
foram diluidas com 20 mL de 4gua destilada, procedendo-se, entdo, a leitura da
absorbancia em espectrofotometro (Hewlett-Packard, modelo 8453), a 540 nm. A
determina¢do da concentragdo de glicose liberada em cada ensaio enzimético foi realizada

através da utilizacdo de uma curva padrao de glicose previamente preparada
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3.4.1.2 Atividade em carboximetilcelulose (CMCase)

A determinagdo da atividade CMCase ¢é baseada na hidrolise de

carboximetilcelulose (CMC)

Neste caso, o meio reacional foi composto por 0,25 mL de uma solucio de CMC
4% (p/v) e 0,25 mL da amostra. Para o controle da enzima, aos tubos de ensaios foram
adicionados apenas 0,25 mL da amostra e 0,25 mL de tampao citrato de sédio 50 mM. O
branco, utilizado para zerar o espectrofotdometro, foi preparado pela adicdao de 0,25 mL da

solucdo de CMC 4% e 0,25 mL de tampao citrato de s6dio 50 mM.

Todos os tubos, contendo o meio reacional, o controle da enzima e o branco, foram
incubados a 50 °C, em banho termostatico (TECNAL, TE-2005), durante 10 minutos. Ao
final deste tempo, a reacdo foi interrompida pela adicao de 0,5 mL de DNSA. Os tubos
foram submetidos a um banho em dgua a 100 °C, durante 5 minutos. Em seguida, os tubos
foram resfriados até a temperatura ambiente. As amostras foram diluidas com 6,5 mL de
agua destilada e, em seguida, procedeu-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro
(Hewlett-Packard, modelo 8453), a 540 nm, sendo a determinacdo da concentragdo de
glicose liberada em cada ensaio enzimatico realizada através da utilizacdo de uma curva

padrdo de glicose.

3.4.1.3 Atividade de [-glicosidase

O ensaio para a determinacdo da atividade P-glicosidase utiliza celobiose como
substrato. A determinacdo da concentracdo de glicose liberada pela B-glicosidase foi
realizada através da utilizacdo de um kit de andlise de glicose (Reagente GOD-POD,
Biosystems), o qual se baseia na reacdo das enzimas glicose oxidase e peroxidase. A

glicose oxidase catalisa a oxidagao da glicose de acordo com a seguinte reacao:

Glicose + Oy + HyO _GOD | &cido Gluconico+ H,0»

Por sua vez, o peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob a

acdo da enzima peroxidase. O produto final dessa reacdo € a antipirilquinonimina de
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coloracdo vermelha, cuja intensidade de cor € proporcional a concentracdo de glicose na

amostra. Tal reagdo estd representada a seguir.

2H»O7 + 4 —aminoantipirim + fenol ﬂ) antipirilquinonimina+ 4H»O

Os ensaios enzimaticos foram utilizados através da adi¢do em tubos de ensaio. de

0,5 mL de amostra e 0,5 mL de uma solucao de celobiose 15 mM.

Para o controle, foram adicionados aos tubos de ensaio 0,5 mL de tampao citrato de
s6dio 50 mM (pH 4,8) e 0,5 mL da amostra de enzima. O branco foi formado por 1,0 mL

do reagente GOD-POD, o qual foi utilizado para zerar o espectrofotdmetro.

Todos os tubos, contendo a amostra de enzima e substrato, o controle € o branco,
foram incubados a 50 °C, durante 30 minutos. Apds este tempo, os tubos foram submetidos
a um banho a 100 °C por 5 minutos, para a finalizacdo das rea¢des. Em seguida, foram
transferidos para um banho em dgua fria, até atingir a temperatura ambiente. Em uma
segunda etapa, a glicose produzida foi determinada pela adi¢cdo de 0,01 mL da mistura
reacional em tubos contendo 1,0 mL do reagente GOD-POD. Os tubos foram incubados
em banho termostatico a 37 °C, durante 15 minutos. As leituras das absorbancias foram
feitas em espectrofotdmetro a 505 nm. A determinagao da concentragdo de glicose liberada
em cada reacdo enzimatica foi realizada através da utilizagdo de uma curva padrao de

glicose.

3.4.1.4 Atividade xilanase

Esse método se baseia na determinacdo da concentragao de agucares redutores

liberados durante a degradacao da xilana.

Para a determinacdo da atividade enzimadtica da xilanase, utilizou-se 0,5 mL da
amostra e 1,0 mL de solug¢do 1% (p/v) de xilana. Os controles foram formados por 1,0 mL
de tampao acetato de sédio S0 mM (pH 5,0) e 0,5 mL da solu¢do de enzima. O branco,
utilizado para zerar o espectrofotometro, foi formado utilizando-se apenas 0,5 mL da
solucdo de xilana.

Todos os tubos foram incubados a 50 °C, durante 5 minutos. Ao final deste tempo,
0,5 mL de cada uma das misturas foi colocado imediatamente em outros tubos de ensaio

contendo 0,5 mL de reagente DNSA. Os tubos foram colocados em banho a 100 °C, por 5
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minutos. Ao final deste tempo, os tubos foram resfriados em banho frio, até atingir a
temperatura ambiente. Antes de realizar a leitura da absorbancia a 540 nm, foram
realizadas diluicdes das amostras com 6,5 mL de 4gua destilada. A determinagcdo da
concentracdo de xilose liberada em cada reacdo enzimdtica foi realizada usando-se uma

curva padrdo de xilose, previamente preparada.

3.5 HIDROLISE ENZIMATICA DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR PRE-
TRATADO

As hidrélises enzimadticas das amostras de bagaco de cana-de-acucar pré-tratados,
conforme condi¢cdes do planejamento experimental (Tabela 3.2) foram realizadas
utilizando-se as enzimas comerciais Celluclast® 1,5L e Novozym® 188 (B-glicosidase),
cedidas pela Novozymes Latin America Ltda., localizada em Araucdria—PR e a enzima
produzida no laboratério (Item 3.4). Em relagdo as amostras de bagaco obtidas por pré-
tratamentos hidrotérmico e com dcido mais concentrado (Tabela 3.4), as hidrélises foram

realizadas utilizando-se apenas as enzimas comerciais.

3.5.1 Estudo da cinética enzimatica

3.5.1.1 Hidrolise enzimdtica de bagaco pré-tratado sob condigcbes do planejamento

experimental

Foi realizado um estudo cinético utilizando bagaco de cana pré-tratado conforme
planejamento experimental (Tabela 3.2), com o objetivo de se verificar o comportamento
da hidrélise enzimdtica ao longo do tempo. Para tanto, foram utilizadas as enzimas

comerciais.

Os ensaios de hidrdlise foram realizados em um sistema de minirreatores
encamisados (Figura 3.7), acoplado a um banho termostatico (TECNAL, TE-2005). Foram
utilizados 2 g de bagaco de cana (em base seca) em todas as reagdes, as quais foram
realizadas sob as seguintes condi¢des: pH 4,8 (tampao citrato de sédio 50 mM), 50 °C,
atividades enzimadticas de 19,27 FPU/gpagaco. € 4,07 Ul/ gpagaco de P-glicosidase (2,93
Ul/gpagaco da adi¢do da enzima Novozym® 188 + 1,14 Ul/ gpaeaco contida na Celluclast®),
mantendo-se uma relacdo final de 4,7:1 (FPU/B-glicosidase) e um volume reacional final

de 80 mL. As atividades determinadas na enzima Celluclast® foram as seguintes: 59,68
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FPU/mL, 130,85 Ul/mL de xilanase, 2135,15 Ul/mL de CMCase e 3,54 UI/mL de B-
glicosidase. A enzima Novozym® 188 apresentou uma atividade de 1484,23 Ul/mL de (-
glicosidase. Amostras foram retiradas nos tempos de hidrélise: 0,5, 4, 8, 24, 34, 48, 72 e
100 horas. As amostras retiradas foram submetidas a um banho em ebulicdo e banho de
gelo, para inativacdo das enzimas. Em seguida, foram centrifugadas e filtradas em

membranas 0,22 um, para andlise cromatografica.

Figura 3.7 - Hidrdlise enzimdtica realizada em
minirreatores encamisados.

A conversdo enzimdtica da celulose (CC%), presente nas amostras de bagaco pré-

tratado foi obtida através da Equacgdo 3.5.

Glicose liberada(g) 10

CC(%)= :
1,111. Celulose(g)

0 (3.5)

onde:

1,111= Fator de conversdo de celulose em glicose.

A massa de celulose foi determinada através da andlise de composi¢do quimica do

bagaco pré-tratado e a de glicose através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(Agilent 1100), nas seguintes condi¢des: coluna HPX 87H (BIO-RAD), temperatura de 60

°C, fase movel: H,SO4 5 mM, e fluxo de 0,6 mL/min, detector indice de refragdo.

3.5.1.2 Hidrolise de bagago pré-tratado sob condicdes hidrotérmica e com dcido mais

concentrado

Por fim, realizaram-se também hidrélises enziméticas com os bagagos pré-tratados
conforme as condi¢des apresentadas na Tabela 3.4. Nesse caso, empregou-se 0 mesmo
sistema reacional e as mesmas condi¢des de temperatura e pH descritos anteriormente.
Enzimas comerciais foram utilizadas, mantendo-se uma relacdo final de 4:1 (FPU/B-
glicosidase), com 20 FPU/gpagaco. O volume final foi de 100 mL e a concentragdo final de
bagaco de 2,0% (m/v). Amostras foram retiradas nos tempo de 0, 24, 48 e 72 horas de

hidrolise.

3.5.2 Comparacao de hidrdlise enzimatica realizada com enzimas comerciais e com

enzimas produzidas no laboratério

A hidrdlise de bagagos pré-tratados nas condi¢des de planejamento experimental foi
realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL com um volume reacional de 100 mL, durante

72 horas, sendo este tempo determinado apds o estudo cinético, descrito no item 3.5.1.1

Os ensaios foram realizados utilizando-se tanto enzimas comerciais quanto as
produzidas no Laboratério de Processos Biotecnoldgicos. Para as duas misturas de
enzimas, as condi¢des de hidrélise foram: concentragdo de bagaco de 2,0% (m/v), pH 4,8
(tampao citrato de sédio 50 mM), 50 °C e agitacdo de 150 rpm, em mesa agitadora (New
Brunswick Scientific, modelo C25KC) (Figura 3.8). No caso das enzimas comerciais, a
carga enzimatica foi de 20 FPU/gpagaco € 5 Ul/gpagaco de B-glicosidase (4 Ul/gpagaco da adigdo
da enzima Novozym® 188 + 1 Ul/ gpaeaco contida na Celluclast®) mantendo dessa forma,
uma relacdo final de atividade de 4:1 (FPU/B-glicosidase). Ja no caso da enzima produzida
no laboratério, manteve-se uma atividade de 20 FPU/gpagaco, € 6,4 Ul/ gpagaco de B-
glicosidase, sendo a relagdo FPU:B-glicosidase neste caso de 3:1 As atividades enzimaticas
determinadas na enzima produzida no laboratério foram as seguintes: 1,00 FPU/mL, 13,00

UI/mL de xilanase, 12,70 UI/mL de CMCase e 0,32 UI/mL de B-glicosidase
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Amostras foram retiradas ao final de 72 horas de hidrdlise, submetidas a um banho
em ebulicio durante 5 minutos, em seguida, a um banho de gelo e, finalmente,
centrifugadas e filtradas em membranas 0,22 um. As amostras foram preparadas para

identificacdo por HPLC, nas condic¢des descritas no item 3.5.1.1.

Figura 3.8 — Hidrdlise enzimatica realizada em frasco Erlenmeyer (250 mL) em mesa
agitadora (New Brunswick Scientific, modelo C25KC).

Realizou-se, ainda, a hidrdlise enzimdtica, em minirreatores (Figura 3.7), dos
bagacos pré-tratados nas condi¢des: 8 min, 186 °C, H3PO4 0,05% (Ensaio 03) e 8 min, 186
°C, H3PO4 0,20% (Ensaio 07). Os bagacos obtidos nessas duas condi¢des de pré-tratamento
foram escolhidos devido ao fato de terem apresentado as melhores conversdes de celulose

em glicose, durante a hidrélise realizada em frascos agitados.

As hidrélises foram realizadas utilizando-se enzimas produzida no laboratério, nas
seguintes condi¢oes: 20 FPU/gpagac0, 50 °C, volume final de 100 mL, e concentragdo final
de bagaco de 2,0% (m/v). Amostras foram retiradas nos tempo de 0, 24, 48 e 72 horas de
hidrdlise, submetidas a um banho em ebulicio e banho de gelo, para inativacdo das
enzimas. As mesmas foram centrifugadas e filtradas em membranas 0,22 pm, para andlise

por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3.5.3 Hidroélise enzimatica e fermentacao alcodlica em biorreator
3.5.3.1 Hidrolise enzimdtica

Foi realizada a hidrélise enzimdtica de bagaco de cana-de-aguicar pré-tratado, nas
condi¢des de 186 °C, H3PO4 0,20%, durante 8 minutos, que corresponde ao ensaio 07,

descrito pelo planejamento experimental. O bagaco pré-tratado nestas condicdes foi
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escolhido devido ao fato de que, de uma forma geral, apresentou os melhores resultados de
conversdo enzimatica de celulose em glicose. Neste caso, a hidrdlise foi realizada em
biorreator de bancada instrumentado, com volume itil de 1 L (Bioflo 110, New Brunswick
Scientific), utilizando-se as enzimas produzidas no laboratério, conforme metodologia
descrita no item 3.4. As condi¢des empregadas foram as seguintes: 300 rpm, 50 °C, pH 4,8,
cujo controle foi realizado através da adi¢do automatica de solugdo de dcido sulftirico 3 M
e hidréxido de sédio 3 M, atividade de 20 FPU/gpagaco- O volume reacional foi de 700 mL

com concentragao final de bagago de 2,0% (m/v).

Inicialmente, foi adicionado apenas o tampdo ao biorreator e apds a temperatura
atingir 50 °C foi adicionado o bagaco de cana-de-agucar pré-tratado, os quais ficaram sob
agitacdo durante 30 minutos. O caldo enzimatico, previamente aquecido a 50 °C em banho
termostatico (TECNAL, TE-2005), foi adicionado ao biorreator, dando-se inicio a hidrélise

propriamente dita.

Amostras foram retiradas em diferentes tempos até um tempo total de 72 horas,
submetidas a um banho em ebulicdo, durante 5 minutos, e posterior banho de gelo, para
inativacao das enzimas e, finalmente, centrifugadas e filtradas em membranas 0,22 um. A
andlise para identificacio dos componentes liberados durante a hidrdlise foi realizada

utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme item 3.5.1.1.

3.5.3.2 Fermentagdo alcodlica

Ao final das 72 horas de hidrélise enzimatica, descrita no item 3.5.3.1, foi realizada
a fermentacdo do hidrolisado sem a separacdo das fracdes sélida (celulignina) e liquida
(hidrolisado enzimético). Uma linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae
(UFPEDA 1238), cedida pela Cole¢cdo de Micro-organismos do Departamento de

Antibiéticos da UFPE, foi utilizada para a produgao de etanol.

Antes da inoculacdo da levedura, a temperatura do sistema reacional foi reduzida
para 35 °C, mantendo-se a agitacdo de 300 rpm e pH 4,8. Alcancada a temperatura de 35
°C, foram adicionados 35 mL de meio de enriquecimento, composto por 10 g/L de extrato

de levedura e 20 g/L de peptona.

O in6culo foi cultivado em mesa agitadora, a 35 °C, sob agitacdo de 250 rpm,

durante 20 horas, em meio contendo: glicose (20 g/L), extrato de levedura (10 g/L) e
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peptona (20 g/L). Ao hidrolisado enzimético, ja acrescido com o meio de enriquecimento,

foi adicionado 5% (v/v) do indculo.

A fermentabilidade do hidrolisado enzimatico foi analisada por meio do rendimento

em etanol oriundo de glicose, Ypss, € da produtividade de etanol, Qp, calculados conforme

as Equagdes 3.6 € 3.7.

PIS —

¥ AP
AS

P
QP:T

onde:

S = concentracdo de substrato (g/L)

P = concentragao de produto (g/ L)

Ypss = rendimento de produto em substrato (g/g)

Qp = produtividade de etanol (g/L/h)

(3.6)

3.7
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo apresenta os resultados obtidos em todos os experimentos realizados
durante o desenvolvimento da Tese, assim como a discussdo dos mesmos. Primeiro sdo
apresentados os resultados referentes ao pré-tratmento e a caracteriza¢do fisico-quimica
do bagaco de cana-de-aciicar. Também serdo apresentados os resultados relativos a
produgdo de enzimas e, por fim, a susceptibilidade do bagaco, pré-tratado em diferentes

condigoes, a hidrolise enzimdtica.

4.1 ,CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR
PRE-TRATADO DE ACORDO COM APLICACAO DE PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL

4.1.1 Caracterizaciao quimica da fracao sélida de bagaco de cana-de-acicar

As caracterizagcdoes quimicas do bagaco de cana-de-agucar foram realizadas nas

amostras obtidas de acordo com as condi¢des do planejamento experimental.

Os resultados de caracterizagdo quimica das amostras sélidas de bagaco in natura e

pré-tratados estdo apresentados nas Tabelas 4.1 e 4.2, respectivamente.

A composi¢do quimica do bagago de cana-de-aglicar in natura utilizado no
planejamento experimental, em termos dos principais componentes (celulose, hemicelulose
e lignina), aproxima-se da obtida por outros autores. Rocha et al. (2012) caracterizaram
quimicamente diferentes amostras de bagaco de cana-de-acucar, considerando diferentes
variedades e encontraram uma composi¢do média de 43,1% para celulose, 25,2% para
hemicelulose e 22,9% para lignina. Silva et al. (2010) encontraram 42,8% de celulose,

25,9% de hemicelulose e 22,1% de lignina.
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Tabela 4.1 — Composicao quimica do bagacgo de
cana-de-acicar in natura.

Componentes Composi¢ao (%, m/m)
Celulose 40,10 + 0,93
Hemicelulose 27,49 + 0,67
Lignina total 18,52 + 0,76
Cinzas 5,75 +£0,14
Extrativos em etanol 5,44 +0,14
Total 97,30 £2,64

A partir dos dados de caracterizacdo do bagaco pré-tratado (Tabela 4.2), € possivel
se observar que tanto as concentragdes de celulose (C%) quanto as de lignina (L%)
sofreram um aumento, quando comparada ao bagaco de cana in natura (Tabela 4.1). Tal
fato esta relacionado com a redu¢@o na quantidade de hemicelulose (H%), indiferente da
condic@o aplicada no pré-tratamento, quando comparada ao bagaco de cana in natura,
provocando assim, um aumento relativo no teor de tais componentes na fracdo sélida de

bagaco pré-tratado.



Tabela 4.2 - Composicdo quimica (m/m) da fracdo sélida de bagaco de cana-de-acucar pré-tratada em
diferentes condigdes.

Ensaio X X X3 Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)  Cinzas (%)
01 -1(8) -1(144)  -1(0,05) 45,64 +£1,23 20,01 £0,92 24,07 £0,60 4,72 +0,80
02 +1(24)  -1(144) -1(0,05) 47,72 +2,28 19,93 + 1,37 23,35+0,17 4,22+0,18
03 -1(8)  +1(186) -1(0,05) 60,49 + 0,87 3,35 +0,08 29,33 +£0,63 7,31 +£0,54
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) 61,24 +0,41 2,58 £0,17 29,64 0,57 5,26 +1,61
05 -1(8) -1(144)  +1(0,20) 49,52 £ 0,60 15,32+ 0,10 26,04 £0,13 6,19 +0,92
06 +1(24)  -1(144)  +1(0,20) 53,04 £0,48 14,93 + 0,42 25,63 +£0,41 4,98+0,58
07 -18)  +1(186)  +1(0,20) 58,52 0,20 1,79 + 0,06 29,05+0,65 8,05+1,02
08 +1(24)  +1(186) +1(0,20) 58,06 1,78 1,24 + 0,04 30,30 £0,45 3,55 +£0,27
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 57,41 £0,04 7,74 £ 0,02 25,73 £0,50 4,08 £0,45
10 0(16) 0(165) 0(0,13) 56,67 +0,23 7,38 £0,12 26,26 +0,29 3,27+0,22
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 56,02 +0,02 7,68 + 0,28 26,29 +0,69 3,75+0,63

X,: tempo, X,: temperatura e X3: concentracdo de dcido fosférico

08
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4.1.2 Solubilizacao dos componentes de bagaco de cana-de-acicar determinada a

partir da caracterizacdo quimica da fracao sélida

A solubilizacdo dos componentes macromoleculares (celulose, hemicelulose e
lignina) é um dos parametros utilizados na determinacdo da eficiéncia do pré-tratamento
aplicado ao bagaco de cana-de-aguicar. No presente trabalho, foi verificado que, durante os
ensaios de pré-tratamento, a fragdo sélida de bagaco inicialmente submetida ao processo
sofreu uma solubilizacdo, a qual variou em funcdo das condi¢des de pré-tratamento

aplicadas.

Para a determinagdo da solubilizacdo dos componentes celulose, hemicelulose e
lignina, foi utilizada a Equagdo 3.3 (Item 3.2.1). Na Tabela 4.3 estdo apresentados os
valores de rendimento global das fragdes solidas de bagaco obtido durante o pré-
tratamento, determinados por andlise gravimétrica (Equacao 3.2), assim como os valores

de solubilizacdo dos componentes macromoleculares.

Em relacdo aos rendimentos das fracdes solidas de bagagco obtidas apds pré-
tratamento, ocorreu uma variagdo de 50,74 a 78,94%, o que corresponde a uma reducdo de
massa de bagaco da ordem de 49,26 a 21,06%. Percebe-se ainda que, de forma geral, tal
reducdo foi maior quando se empregou a maior temperatura de pré-tratamento (186 °C).
Geddes et al. (2010), ao tratarem bagagco de cana-de-acticar por explosdo a vapor,
associada a 4cido fosférico 1% (m/m), obtiveram perdas que variaram de 17 a 34%, sendo
a perda méaxima alcancada quando se empregou a temperatura de 180 °C. Silva et al.
(2010) conseguiram solubilizar 44,5% de bagaco de cana-de-acticar quando submetido a

pré-tratamento hidrotérmico a 185 °C, durante 10 minutos.



Tabela 4.3 — Rendimento da fracdo soélida e solubilizagdo dos componentes
macromoleculares de bagago de cana-de-agucar apds pré-tratamento.

Ensaio X X2 X3 Y (%) Cs (%) Hs(%) Ls(%)
01 -1(8) -1(144) -1(0,05) 73,23+1,80 16,65 46,70 4,82
02 +1(24) -1(144) -1(0,05) 78,94 +3,07 6,06 42,77 0,47
03 -1(8) +1(186) -1(0,05) 5537+1,64 1648 93,25 12,31
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) 53,76 +1,00 17,90 94,95 13,96
05 -1(8) -1(144) +1(0,20) 70,80 1,97 12,57 60,54 0,45
06 +1(24) -1(144) +1(0,20) 65,33 +1,66 13,59 64,52 9,59
07 -1(8) +1(186) +1(0,20) 54,30+0,34 20,76 96,46 14,83
08 +1(24) +1(186) +1(0,20) 52,52+0,60 23,97 97,63 14,07
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 50,74 +0,94 27,36 85,71 29,51
10 0(16) 0(165) 0(0,13) 54,33+0,32 2322 85,41 22,96
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 58,96+0,16 17,63 83,53 16,30
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Xi: tempo, X,: temperatura e X;: concentragdo de dcido fosférico; Y: rendimento da frag@o sélida de

bagaco; Cs: Celulose solubilizada; Hy: Hemicelulose solubilizada; Lg: Lignina solubilizada.

Em relacio a solubilizacio dos componentes macromoleculares (celulose,

hemicelulose e lignina), apresentados na Tabela 4.3, a hemicelulose foi o componente que

sofreu maior solubilizagdo, a qual variou de 42,77 a 97,63%, sendo que os maiores valores

alcancados correspondem aos ensaios 03, 04, 07 e 08, que tiveram os mais baixos valores

de hemicelulose residual na fra¢do sélida de bagago pré-tratado (Tabela 4.2). Assim, a alta

solubilizacdo alcancada € um indicativo da eficiéncia do pré-tratamento aplicado, uma vez

que o principal objetivo do pré-tratamento com &cido diluido é a solubilizagdo da

hemicelulose, visto que a mesma apresenta uma estrutura amorfa e ramificada, sendo mais

facilmente hidrolisada por 4cidos (ALVIRA et al., 2010; TAHERZADEH; KARIMI,

2008). A menor estabilidade da hemicelulose ocorre devido ao fato de suas cadeias laterais

inibirem a formacdo de ligagdes de hidrogénio, o que a torna muito mais acessivel ao

ataque hidrolitico (BOBLETER, 1994).
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Celulose e lignina, por outro lado, foram menos solubilizados, tornando-se assim
os principais componentes do bagaco pré-tratado, como apresentado na Tabela 4.2. Em
relacdo a celulose, esta é conhecida como sendo um componente mais recalcitrante a
hidrélise com 4cido diluido, o que justifica o fato de ter sido menos hidrolisada que a
hemicelulose. Isto ocorre devido ao fato de que as ligagdes de hidrogénio intramoleculares
fazem com que a molécula de celulose apresente uma estrutura mais rigida (BOBLETER,

1994; CANILHA et al., 2011).

Em relacdo a lignina, o mecanismo que ocorre durante o pré-tratamento acido da
mesma ainda ndo é bem esclarecido pela literatura. Diferentes autores encontraram
resultados diversos quanto a solubilizagdo da mesma. Oliveira (2010), ao pré-tratar a palha
de cana-de-actcar com dcido sulfirico diluido (1%, m/v) a 185 °C, durante 10 minutos,
em reator rotatério, solubilizou 40,6% de lignina. Por outro lado, Rocha et al. (2011),
trabalhando com uma mistura de acido sulfirico 1% (m/v) e acido acético 1% (m/v) como
agente catalitico no pré-tratamento de bagago de cana-de-acucar, a 190 °C por 10 minutos,
no mesmo tipo de reator, conseguiu uma solubiliza¢do de lignina de apenas 4,7%. Liu e
Wyman (2003) ao hidrolisarem residuos da colheita do milho com &4gua quente
comprimida observaram que uma pequena fragdo de lignina foi dissolvida (cerca de 10%)

numa temperatura de 180 °C.

Uma possivel explicacdo para a solubilizacdo da lignina é que, uma vez que a
hemicelulose e a lignina estdo covalentemente ligadas nos materiais lignocelulésicos in
natura, a solubilidade relativamente elevada de oligobmeros de cadeia curta das
hemiceluloses poderia promover a dissolu¢do de fragmentos de lignina anexados, os quais
apresentam solubilidade mais limitada, particularmente para fragmentos de lignina de alto
peso molecular. Estas fragdes de lignina solubilizadas podem, entretanto, em altas
temperaturas se condensarem e precipitarem sobre as fibras residuais (LIU; WYMAN,

2003).

Na Tabela 4.4 € feita uma comparacio dos resultados obtidos neste trabalho para o
bagaco pré-tratado com 0,20% de acido fosférico, a 186 °C, durante 8 minutos (Ensaio
07), com bagago de cana pré-tratado sob condicdes diferentes, reportados na literatura. Os
pré-tratamentos foram realizados no mesmo tipo de reator. A comparagdo foi realizada
levando em consideracdo dois diferentes estudos: (i) um processo catalisado com uma
mistura de acido diluido—acido sulfirico 1% e acido acético 1% (ROCHA et al., 2011) e

(i1) um pré-tratamento hidrotérmico (SILVA et al., 2010).
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Comparando-se o pré-tratamento com 4cido fosforico com o pré-tratamento
hidrotérmico realizado por Silva et al. (2010), observa-se que o uso de baixa
concentracdo de acido fosférico como catalisador para o pré-tratamento de bagaco de
cana € muito mais eficiente na remog¢ao de hemicelulose, ocorrendo menor remog¢ao de

celulose e lignina.

Com relacdo aos resultados obtidos com a mistura de 4cido sulftrico e acido
acético (ROCHA et al., 2011), a utilizacdo de dcido fosférico com uma concentragdo muito
menor mostra uma capacidade ligeiramente superior de solubilizar a hemicelulose, com a
vantagem de ser uma fonte de fosforo para a subsequente fermentacdo do hidrolisado.

Porém, ocorreu também uma maior sobulizacdo de celulose.

Tabela 4.4 - Composicdo quimica (m/m) e solubilizacdo dos componentes
macromoleculares (m/m) da fra¢do sélida de bagaco apds pré-tratamento com 4cido
diluido e hidrotérmico, em um reator batelada de 20 L.

Ensaio 07° Rocha et al., 2011 ° Silva et al., 2010°
Componente | Composi¢io *Scm Composicao *Scm Composi¢do *Scm
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Celulose 58,52 20,76 61,65 14,60 58,80 23,80
Hemicelulose 1,79 96,46 2,79 93,40 15,10 67,60
Lignina 29,05 14,83 32,96 4,70 24,80 37,70

* Condig¢des de pré-tratamento: dcido fosférico 0,20% m/v, 186 °C, 8 minutos. Composicgéo do bagaco in
natura: celulose, 40,1%; hemicelulose, 27,5%; lignina, 18,5%.

b Condig¢des de pré-tratamento: dcido sulftrico 1% m/v, e 4cido acético 1% m/v, 190 °C, 10 minutos.
Composi¢do do bagago in natura: celulose, 45,5%; hemicelulose, 27%; lignina, 21,1%.

¢ Condigdes de pré-tratamento: 185 °C, 10 minutos. Composi¢do do bagaco in natura: celulose, 42,8%;

hemicelulose, 25,9%:; lignina, 22.1%.
" S,,: solubilizagdo do componente macromolecular.

4.1.3 Analise estatistica do planejamento experimental

A aplicacdo da técnica de planejamento experimental e andlise de superficie de
resposta permite investigar a influéncia das varidveis em um processo e a interacio entre
estas varidveis. No presente trabalho, essa técnica foi utilizada na determinacdo das
melhores condi¢des de pré-tratamento de bagaco de cana-de-acucar, tendo como varidveis
independentes: tempo, temperatura e concentracao de acido fosférico e como respostas: as
concentracdes de celulose (C%), hemicelulose (H%) e lignina (L%) na fracdo sdlida de

bagaco pré-tratado e os percentuais de solubilizacdo de tais componentes a partir das
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fracdes sdlidas - celulose solubilizada (Cs%); hemicelulose solubilizada (Hs%) e lignina
solubilizada (Ls%). Os resultados obtidos no planejamento experimental foram analisados
em funcdo dos efeitos significativos, coeficientes de regressdo e andlise de variancia
(ANOVA). As andlises foram realizadas utilizando-se o software Statistica (Statsoft 7.0)
para verificar a significncia das varidveis estudadas ao nivel de significancia de 0,05 (o=
5%). Para a validacdo dos modelos foi utilizada a ANOVA, através da verificagdo do
coeficiente de determinacdo (R?) e da comparacdo entre os valores de F calculado e

tabelado.

4.1.3.1 Concentracdo de celulose (C%) na fragdo sélida de bagaco

A andlise da influéncia das varidveis independentes (tempo, temperatura e
concentracdo de 4cido fosférico) sobre a concentracdo de celulose (C%) na fracao sélida
de bagaco mostrou que a temperatura foi estatisticamente significativa ao nivel de 95% de
confianca. A Tabela de efeitos (Tabela D.1) e de coeficientes de regressdo (Tabela D.2)

estdo apresentadas no Apéndice D.

O modelo codificado que representa a concentragao de celulose na fracao sélida de
bagaco (C%) (Equagao 4.1) foi gerado a partir da tabela de coeficientes de regressao
(Tabela D.2—-Apéndice D), sendo os parametros estatisticamente nao significativos

eliminados do modelo.

C% =54,94 + 5,30 X 4.1)

A Tabela 4.5 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para a concentragdo de
celulose (C%). Como o coeficiente de correlagdo foi muito bom (R2= 94,68%) e o valor de
F calculado para a regressao apresentou um valor superior ao tabelado (Fops. 1. 9= 5,12), €
possivel concluir que o modelo se ajusta bem aos dados experimentais, ou seja, o0 modelo é

estatisticamente preditivo e significativo, para a faixa estudada.
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Tabela 4.5 — ANOVA para a resposta concentracdo de celulose (C%) na fracao
solida de bagaco.

Soma Graus de Média Teste F R* (%) p

Quadratica liberdade Quadratica

Regressdo 224,61 1 224,61 40,18 94,68  0,000134
Residual 50,29 9 5,59
Total 274,90 10
Fos:1.0 = 5,12

A Figura 4.1 mostra as superficies de resposta e curvas de contorno referentes a
concentracdo de celulose (C%), na fracdo sélida de bagaco de cana-de-acucar, construidas

com base no modelo representado pela Equacao 4.1.

O aumento da concentracdo de celulose (C%) na fracao s6lida de bagaco € bastante
sensivel a variacdo de temperatura. A elevacdo da temperatura de 144 para 186 °C
provocou um aumento significativo na concentracdo de tal componente (Figura 4.1). O
tempo de pré-tratamento, no intervalo estudado, apresenta uma tendéncia de influenciar
positivamente sobre o aumento da celulose na fragao sélida (Figura 4.1a,b). Em relacdo ao
acido fosférico (Figura 4.1c,d), o aumento de sua concentracdo tende a provocar uma

elevagdo na concentracdo de celulose (C%).
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Figura 4.1 — Superficies de resposta e curvas de contorno para a concentracdo de
celulose (C%), na fracdo sélida de bagaco pré-tratado em fungdo da temperatura e
tempo de pré-tratamento (a) e (b) e da concentracdo de dcido fosférico e temperatura

(c) e (d).

4.1.3.2 Concentracdo de hemicelulose (H%) na fracdo solida de bagaco

Em relacdo a concentracdo de hemicelulose (H%) na fracdo sélida de bagaco, a
andlise estatistica revelou que apenas a varidvel temperatura apresentou significancia, ao

nivel de 95% de confianca (Tabela D.3—Apéndice D).

Através da andlise da Tabela 4.6 para a resposta H%, verifica-se que a regressao foi
altamente significativa (p= 0,000002), a percentagem de variacdo explicada apresentou um
valor elevado (R2= 97,71%) e o valor de F calculado teve um valor muito superior ao
tabelado (Fos. 1.9=5,12), a 95%, o que assegura que o modelo codificado que representa a

concentracdo de hemicelulose (H%) na fracao sélida de bagaco (Equagdo 4.2), gerado a
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partir da tabela de coeficientes de regressdao (Tabela D.4 —Apéndice D), é preditivo e

significativo.

H%=927-7,65X> (4.2)

Tabela 4.6 — ANOVA para a resposta concentragao de hemicelulose (H%) na fracdo
s6lida de bagaco.

Soma Graus de Média Teste F R? (%) p

Quadratica liberdade Quadratica

Regressao 468,64 1 468,64 112,11 97,71 0,000002
Residual 37,66 9 4,18
Total 506,30 10
Foos.1,0=5,12

As superficies de resposta e suas correspondentes curvas de contorno, que
representam a concentracdo de hemicelulose (H%) sobre a fracdo sélida de bagaco, estdo

apresentadas na Figura 4.2.

No intervalo estudado, a concentragdo de hemicelulose (H%), na fracdo sélida de
bagaco pré-tratado € inversamente proporcional ao aumento de temperatura, pois observa-
se, claramente, que, a medida que a temperatura foi elevada del44 para 186 °C, a
quantidade de hemicelulose (H%) foi reduzida (Figura 4.2 a, b). A influéncia do tempo no
processo, nas condi¢des estudadas, ndo foi significativa sobre a reducdo de hemicelulose
(Figura 4.2 a, b). A Figura 4.2 (c e d) confirmou a perda de hemicelulose na fragdo sélida
de bagaco de cana pré-tratado. Percebe-se ainda que, de forma pouco acentuada, o acido
fosférico, no intervalo estudado, apresenta uma tendéncia de contribuir na reducdo de
hemicelulose, sendo esta tendéncia, no entanto, muito pequena quando comparada a

temperatura.
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Figura 4.2 — Superficies de resposta e curvas de contorno para a concentracdo de
hemicelulose (H%), na fragdo sélida de bagaco pré-tratado em fun¢do da temperatura

e tempo de pré-tratamento (a) e (b) e da concentracdo de 4cido fosférico e
temperatura (c) e (d).

4.1.3.3 Concentragdo de lignina (L%) na fragdo solida de bagaco

A andlise sobre a resposta concentracdo de lignina (L%) na fracdo sélida de bagaco,
assim como ocorreu para as concentracdes de celulose (C%) e hemicelulose (H%),

mostrou que a temperatura foi a varidvel estatisticamente significativa a 95% de confianca
(Tabela D.5—-Apéndice D).

A Equacdo 4.3 representa o modelo codificado para a concentracdo de lignina (L%)

na fracdo sélida de bagaco.
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L% =26.88 + 2,40 X » (4.3)

Os dados referentes a andlise de variancia para a concentracdo de lignina (L%)
apresentaram um coeficiente de correlacao superior a 90% (R’= 94,87%) (Tabela 4.7). O
valor de F calculado (49,17) foi superior ao tabelado para um nivel de confiangca de 95%
(Fos: 1:9=5,12) e o valor de p, obtido a partir da regressado, foi inferior a 5%. Através de tal
andlise, pode-se concluir que o modelo que representa a concentracao de lignina (L%) na

fracdo sélida de bagaco (Equagao 4.3) € preditivo e significativo.

Tabela 4.7 — ANOVA para a resposta concentracao de lignina (L%) na fragao sélida
de bagaco.

Soma Graus de Média Teste F R* (%) p

Quadratica liberdade Quadratica

Regressao 46,22 1 46,22 49,17 94,87  0,000063
Residual 8,48 9 0,94
Total 54,70 10
Foos.1,0=5,12

Através das superficies de resposta e curvas de contorno geradas pelo modelo
(Figura 4.3), verifica-se que a elevacdo da temperatura provocou um aumento nho
percentual de lignina presente no bagaco de cana-de-agicar pré-tratado (L%). Tal aumento
se explica devido a maior reducdo da hemicelulose (H%), provocada pelo aumento da

temperatura, como ja evidenciado no item 4.1.3.2.

Percebe-se que hd uma tendéncia da influéncia da concentragdo de acido fosférico,
no intervalo estudado, sobre o aumento da concentracdo de lignina, porém, muito pequena

quando comparada a temperatura (Figura 4.3 c, d).
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Figura 4.3 — Superficies de resposta e curvas de contorno para a concentracdo de
lignina (L%), na fracdo sdlida de bagaco pré-tratado em funcdo da temperatura e
tempo de pré-tratamento (a) e (b) e da concentragdo de dcido fosférico e temperatura

(c) e (d).

4.1.3.4 Teor de solubiliza¢do dos componentes macromoleculares

A andlise sobre o teor de solubilizagdo dos componentes macromoleculares,
celulose—Cs (%), hemicelulose-Hs (%) e lignina—Ls (%), mostrou que somente a
temperatura foi estatisticamente significativa ao nivel de 5% e apenas sobre a resposta teor
de solubilizacdo de hemicelulose—Hys (%) (Tabelas D.7-D.9—Apéndice D). A Tabela que
apresenta os coeficientes de regressdo para a hemicelulose solubilizada encontra-se no
apéndice D (Tabela D.10), através da qual foi possivel obter o modelo codificado para a

hemicelulose solubilizada (Hs%) (Equacgdo 4.4).
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Hg%="7T1741+20,97 X» (4.4)

A andlise de variancia (Tabela 4.8), mostra que o valor de p (p= 0,000041) foi
muito inferior ao nivel de significancia de 5%, estabelecido a priori. Além disso, o
coeficiente de correlagdo apresentou um valor superior a 90% e o valor de F calculado foi
bem superior ao tabelado, da ordem de 10 vezes maior. Tais resultados asseguram que o
modelo codificado, que representa a resposta teor de hemicelulose solubilizada (Equacao

4.4), é preditivo e significativo.

Tabela 4.8 — ANOVA para a resposta teor de hemicelulose solubilizada (Hs%) a
partir da fragéo sélida de bagaco de cana pré-tratado.

Soma  Grausde  Média F R? (%) p

Quadratica liberdade Quadratica

Regressao  3517,93 1 3517,93 54,92 94,08  0,000041
Residual 576,51 9 64,06
Total 4094.,44 10
Foos.1,0=5,12

Uma vez que a regressdao do modelo foi significativa e preditiva, foi possivel gerar
as superficies de resposta e suas correspondentes curvas de contorno, que representam o

teor de hemicelulose solubilizada (Hs%) (Figura 4.4).
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Figura 4.4 — Superficies de resposta e curvas de contorno para a hemicelulose
solubilizada (Hs%) a partir da fracdo sélida de bagaco pré-tratado em funcdo da
temperatura e tempo de pré-tratamento (a) e (b) e da concentracdo de 4cido fosférico

e temperatura (c) e (d).
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Quando se compara a influéncia do tempo e temperatura sobre a solubilizacdo da

hemicelulose (Hs%) (Figura 4.4 a, b) verifica-se que, no intervalo estudado, a temperatura

foi a varidvel que teve forte influéncia. A elevagcdo da temperatura de 144 para 186 °C

contribuiu para o aumento na solubilizagdo de tal componente. Tal observacdo estd de

acordo com os dados obtidos durante a caracterizacdo quimica das fragcdes sdlidas de

bagaco pré-tratado (Tabela 4.2), em que o aumento de temperatura provocou uma redugdo

no teor de hemicelulose (H%) nas fracdes sélidas, levando consequentemente, a uma maior

solubilizacao.
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Em relagdo a influéncia da concentracdo de dcido fosforico, no intervalo estudado,
hd uma indicacdo de que o aumento da concentracdo de dcido pode vir a influenciar
positivamente sobre a solubilizacdo da hemicelulose-Hs% (Figura 4.4 ¢, d), isto é, o
aumento da concentracdo de 4cido pode levar a um aumento na solubilizacdo da
hemicelulose. Porém, quando se compara com a temperatura, esta apresenta um efeito

positivo muito maior.

O aumento da concentragao de dcido sulftrico sobre o pré-tratamento de bagago de
cana-de-actcar, reportado na literatura, provocou uma redu¢do no percentual de
hemicelulose na fracdo sdlida. Porém, tal redu¢do foi menor quando a temperatura foi

elevada de 120 para 150 °C (CANILHA et al., 2011).

O estudo da influéncia das varidveis independentes (tempo, temperatura e
concentracdo de 4cido fosférico), no intervalo aplicado no presente trabalho, demonstrou
claramente que a temperatura foi a varidvel que apresentou significincia estatistica, ao
nivel de confianca de 95%, sobre as concentragdes de celulose (C%), de hemicelulose
(H%) e de lignina (L%), nas fragdes sdlidas de bagaco e, percentual de hemicelulose

solubilizada (Hs%).

Em processos de pré-tratamentos hidrotérmicos aplicados a materiais
lignoceluldsicos, em temperaturas elevadas, o tempo de aquecimento do reator pode ser
relativamente longo em comparacdo com o tempo de reagdo na temperatura desejada
(SILVA et al., 2010). Provavelmente, foi devido este fator que o tempo de reacdo de pré-
tratamento, aplicado no presente estudo, ndo apresentou significancia estatistica, pois o
reator leva um determinado tempo até atingir a temperatura de reacdo desejada e durante
este tempo a reacdo de pré-tratamento ja estd ocorrendo. As rampas caracteristicas de

aquecimento do reator encontram-se apresentadas no Apéndice A.

Canilha et al. (2011) realizaram um estudo sobre o pré-tratamento de bagago de
cana-de-actcar, onde aplicaram um planejamento experimental, tendo como varidveis
independentes: temperatura, tempo e concentracdo de 4cido sulfurico. No intervalo
estudado, verificaram que as trés varidveis influenciaram nas respostas percentual de
celulose, hemicelulose e lignina presentes na fracao sélida apds pré-tratamento. Porém, a
temperatura foi a varidvel que apresentou maior influéncia, seguida pela concentragdo de
acido e tempo de residéncia. Vale salientar que o intervalo de temperatura estudado
(112,5-157,5 °C) foi inferior ao aplicado no presente trabalho, enquanto a concentragdo de

acido sulftrico alcangou niveis superiores (de até 3,0 %, m/v) aos empregados aqui. Esses
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pesquisadores encontraram que a médxima solubilizacdo de bagaco (41,7%) foi obtida na
condicdo de 150 °C, H,SO4 2,5%, durante 30 min. Também, foi nesta condi¢do onde
ocorreu a maior solubilizacdo de hemicelulose, alcancando um percentual na fragdo sélida

de apenas 3,7%.

No presente trabalho, os percentuais de hemicelulose na fracdo sélida, apds pré-
tratamento, alcancaram valores da ordem de 3,35, 2,58, 1,79 e 1,24%, nos ensaios 03, 04,
07 e 08, respectivamente, que correspondem a maior temperatura empregada (186 °C) no

planejamento experimental.

Carvalho et al. (2004) submeteram bagaco de cana-de-acticar a hidrdlise acida, com
o objetivo de hidrolisar hemicelulose a xilose. Em tal estudo, a temperatura méixima
empregada foi de 160 °C, a concentracdo maxima de 4cido fosférico de 130 mg por grama
de bagaco e o tempo méaximo de 60 minutos. Nas condi¢des empregadas, verificaram que a
quantidade de catalisador 4cido utilizado nos ensaios de hidrdlise ndo apresentou
influéncia significativa sobre a liberacdo de xilose. Fontana et al. (1984) apud Carvalho et
al. (2004) relataram que a influéncia da concentracdo de 4cido e tempo de residéncia
necessarios para a despolimerizacdo completa da xilana diminui consideravelmente quando

a temperatura € elevada a 200 °C.

Neste trabalho (Tabela 4.3), fazendo uma andlise dos valores de hemicelulose
solubilizada, Hs%, verifica-se que a elevagdo da concentracdo de acido do nivel -1 (0,05%)
para o nivel +1 (0,20%) levou a um maior incremento na solubilizagao de hemicelulose
quando se empregou a menor temperatura (144 °C), chegando a um aumento de 51% (entre
os Ensaios 02 e 06). Porém, este incremento foi menor na temperatura de 186 °C, chegando

a apenas 3% (entre os Ensaios 04 e 08).

4.1.4 Caracterizacdo quimica da fracdo solivel obtida no pré-tratamento
(hidrolisado)

Os resultados das andlises das fra¢des soltveis, ou hidrolisados acidos, obtidas em
cada condi¢do de ensaio de pré-tratamento segundo o planejamento experimental,

encontram-se na Tabela 4.9.



Tabela 4.9 — Composi¢do quimica dos hidrolisados dcidos obtidos apds cada ensaio de pré-tratamento.

Ensaio Varidveis Concentragdo (g/L)
X Xo X3 Cb Gli X1 Ara AcF AcA HMF  Fur Lig
01 -18) -1(144) -1(0,05) | NND 0,24 0,78 0,58 0,00 0,06 0,01 0,01 1,68
02 |+1(24) -1(144) -1(0,05 | ND 0,26 0,87 0,59 0,00 0,14 0,01 0,01 1,64
03 -18) +1(186) -1(0,05) | 0,25 140 6,71 039 0,05 1,66 0,32 1,06 5,12
04 | +1(24) +1(186) ~-1(0,05) | 0,08 1,20 3,71 0,21 0,04 099 0,37 1,08 6,89
05 -18) -1(144) +1(0,200) | N.D 0,67 237 0,75 0,01 080 0,00 0,04 194
06 |+1(24) -1(144) +1(0,20) | ND 0,68 297 0,67 0,00 0,70 000 0,03 222
07 -18) +1(186) +1(0,20) | 0,07 297 10,59 0,67 0,03 196 040 0,79 594
08 | +1(24) +1(186) +1(0,20) | 0,05 242 6,52 044 0,08 1,5 0,39 0,72 5,86
09 0(16) 0(165) 0(0,13) | ND 0,77 6,25 0,58 0,00 086 004 0,06 2,59
10 0(16) 0(165) 0(0,13) | NND 0,88 8,65 0,70 0,00 096 0,04 006 2,63
11 0(16) 0(165) 0(0,13) | NND 093 7,35 0,74 0,00 095 0,07 0,10 2,53

Cb: Celobiose; Gli: Glicose; XI: Xilose; Ara: Arabinose; AcF: Acido Férmico; AcA: Acido Acético; HMF: Hidroximetilfurfural; Fur:
Furfural; Lig: Lignina.
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O principal componente presente no hidrolisado 4cido a partir da massa inicial de
bagaco de cana-de-acicar € a xilose, apresentando uma concentragdo bastante varidvel
chegando a alcancar 10,59 g/L.. A predominancia da xilose ja era esperada, uma vez que a
mesma, dentre os componentes da hemicelulose de bagaco de cana-de-acticar, apresenta-se

em maior proporcao (GIRIO er al., 2010).

A caracterizagdo quimica das fracdes solidas de bagaco pré-tratadas realizada no
presente trabalho demonstrou que grande parte da hemicelulose foi solubilizada, variando
de 42,77 a 97,63% (Tabela 4.3), justificando dessa forma, as maiores concentracdes de

xilose nos hidrolisados quando comparado aos outros componentes.

Vasconcelos et al. (2011), ao analisarem hidrolisados obtidos de pré-tratamentos
hidrotérmicos de bagaco de cana-de-agucar, realizados no mesmo tipo de reator (reator
rotatério, tipo autoclave eletronica de 20 L), a 195 °C, 10 minutos realizados em dias
diferentes, obtiveram uma concentracao de xilose que variou de 7,91 a 12,17 g/L, levando

a uma média de 9,64 + 1,87 g/L.

Em relacdo aos produtos de degradacao (HMF e furfural), assim como o dcido
acético liberado e o acido férmico oriundo da desidratacdo do HMF, pode-se observar que,

no geral, ocorreu um aumento em suas concentragées com a elevagﬁo da temperatura.

Furfural e HMF sd@o derivados da desidratagdo das pentoses e hexoses, acido
formico, a partir da decomposicio do HMF e, o 4cido acético é proveniente da
desacetilacdo da hemicelulose, favorecidas em temperaturas elevadas (LAVARACK;
GRIFFIN; RODMAN, 2000; MITTAL et al., 2009; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,

2000; TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

No Apéndice C (Tabela C.7) estdo apresentados os componentes presentes nos

hidrolisados 4cidos, apds serem submetidos a uma etapa de pés-hidrélise.

4.1.5 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

O bagago de cana-de-actcar in natura, assim como os pré-tratados nas condicdes
definidas pelo planejamento experimental (condi¢des apresentadas na Tabela 3.2), foram
submetidos a técnica de microscopia eletronica de varredura, com o objetivo de se verificar

as mudancas provocadas na morfologia do bagaco.

As micrografias do bagaco in natura e pré-tratados (Ensaios 03, 04, 07 e 08) encontram-se

nas Figuras 4.5 e 4.6, respectivamente. Quando as micrografias dos bagagos pré-tratados
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(Figura 4.6) sdo comparadas ao bagaco in natura (Figura 4.5), mudancas significativas na
morfologia das fibras de bagaco podem ser observadas. As células de parénquima (células
de formato achatado, formando uma camada sobre as fibras de celulose-Figura 4.5) foram
removidas quando o bagaco passou pelo processo de pré-tratamento. Ocorre ainda a
exposicdo das fibras, apresentando um conjunto de feixes, de forma linear e, também,

ocorre uma maior abertura das fibras.

1kl

Figura 4.5 — Micrografia da fibra de bagago
de cana-de-aguicar in natura.

1@kl 18kL

(a)

1kl eciic] SB 18k

(©) (d)
Figura 4.6 — Micrografia do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado: (a) Ensaio 03 (8 min.; 186
°C; H3PO4 0,05%); (b) Ensaio 04 (24 min.; 186 °C; H3PO4 0,05%); (c) Ensaio 07 (8 min.; 186
°C; H3PO4 0,20%); e (d) Ensaio 08 (24 min.; 186 °C; H3PO4 0,20%).
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4.1.6 Difratometria de raios-X (DRX)

As andlises por difracdo de raios-X das amostras permitiram avaliar as mudancgas

dos cristalitos de celulose. Os perfis de DRX estao apresentados na Figura 4.7.

Os dados de difracao de raios-X do bagaco in natura e pré-tratado nas condi¢des de
ensaios 01, 03 e 07 do planejamento experimental foram utilizados no software
OriginPro®, e as curvas gaussianas foram obtidas e ajustadas a tais dados experimentais.
Os gréficos ajustados, bem como os valores de 20 na intensidade maxima e da meia
largura, foram obtidos para cada pico ajustado, para os dados das quatro amostras em
questdo (os graficos e as tabelas dos dados obtidos no ajuste, encontram-se no Apéndice
B).

Os valores de 20 a maxima intensidade de I, obtidos a partir do ajuste da curva
gaussiana, e os valores das larguras (L) calculados para os picos hkl = 110/110 e 200,

através da Equacgdo 3.4, encontram-se nas tabelas 4.10 e 4.11, respectivamente.

Innatura
Ensaio 01

Ensaio 03
Ensaio 07

110/110

Intensidade (u.a)

26 (Graun)

Figura 4.7 — Difratogramas de raios-X para os bagacos de cana-
de-aguicar in natura e pré-tratados. Condicdes de pré-tratamento:
Ensaio 01 (8 min; 144 °C; H3PO4 0,05%); Ensaio 03 (8 min; 186
°C; H3P0O40,05%); Ensaio 07 (8 min; 186 °C; H3P0O,40,20%).
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Através da andlise da Figura 4.7, observa-se que os tratamentos podem levar a
deslocamentos, o que pode ser comprovado, também, pelos valores de Xx; e xp,
apresentados nas Tabelas 4.10 e 4.11, e aumento da intensidade dos picos de difracdo de

200, 110 e 110, estes tltimos se sobrepondo.

As larguras dos cristalitos Lyoy (Tabela 4.11) sofreram um aumento a medida que os
pré-tratamentos foram realizados em condi¢des mais severas. O bagago pré-tratado nas
condic¢des de ensaio 01 (8 min, 144 °C e H3PO4 0,05%, m/v) apresentou um aumento na
largura do cristalito da ordem de 8,33% em relagdo a largura do cristalito de bagacgo in
natura, porém, quando se compara a largura do cristalito de bagaco pré-tratado na
condi¢@o 07 (8 min, 186 °C e H3PO4 0,20%, m/v), este aumento foi de 16,94% em relacdo
a largura do cristalito de bagacgo in natura. Provavelmente, a remog¢ao de componentes nao
celulésicos (hemicelulose e lignina) influencia no alargamento dos cristalitos, pois ao se
analisar os dados de solubilizacio de componentes macromoleculares (Tabela 4.3),
percebe-se que as solubilizacdes de hemicelulose (Hs%) foram de 46,70, 93,25 € 96,46% e
as de lignina (Ls%) foram de 4,82, 12,31 e 14,83%, para os bagacos pré-tratados nas

condicdes 01, 03 e 07, respectivamente.

Driemeier et al. (2011) reportaram o aumento da largura do cristalito devido aos
pré-tratamentos de materiais lignoceluldsicos. No entanto, o fendmeno por trds do
alargamento do cristalito ainda € incerto. Porém, chamaram a atenc¢do para o fato de que a
largura de cristalito médio pode resultar do crescimento de cristalito ou agregacdo de
cristalitos. Isto pode estar de acordo com a hipétese de que a remog¢ao de componentes nao
celuldsicos pode levar a este aumento, uma vez que ocorre um aumento no teor de celulose
(C%), como foi comprovado por meio de caracterizacdo quimica (Item 4.1.1), o que pode
fazer com que os cristais originais de celulose se fundam, aumentado dessa forma os seus

tamanhos.
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Tabela 4.10 - Valores de largura a meia altura (w;) e de 20 na intensidade
maxima (x;) obtidos pelo ajuste de acordo com a distribuicdo gaussiana
para o primeiro pico (hkl = 110/110), bem como o valor de Lijoi10

calculado.
110/110 (hkl)
Amostra
Wi X1 (20) (x1)/2 (8) L1 o0y (hkD)
cos (0) .
(graus)  (graus) (graus) A)

In natura 5,13 16,00 8,00 0,99 15,63
Ensaio 01 4,49 15,93 7,97 0,99 17,86
Ensaio 03 4,28 15,90 7,95 0,99 18,73
Ensaio 07 4,27 15,94 7,97 0,99 18,78

Tabela 4.11 - Valores de largura a meia altura (w;) e de 20 na intensidade
maxima (x;) obtidos pelo ajuste de acordo com a distribuicdo gaussiana para
o segundo pico (hkl = 200), bem como o valor de Ly, calculado.

200 (hkI)
Amostra W Xs (20) (Xz)/z (e) (0) L, (200) (hkl)
cos
(graus)  (graus) (graus) ( A)
In natura 3,12 21,85 10,93 0,98 25,92
Ensaio 01 2,88 21,85 10,93 0,98 28,08
Ensaio 03 2,85 22,12 11,06 0,98 28,39
Ensaio 07 2,67 22,23 11,12 0,98 30,31

4.1.7 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Andlises de espectroscopia no infravermelho foram realizadas com o objetivo de se
avaliar a estrutura quimica do bagaco de cana-de-agicar in natura e pré-tratados. A
estrutura quimica € analisada em funcdo dos grupos funcionais presentes nos componentes
do bagaco de cana. As andlises foram realizadas na regido entre 4000 — 425 cm™. A Figura
4.8 apresenta uma combinacdo dos espectros de bagaco de cana in natura e pré-tratados

com &cido fosférico diluido em trés diferentes condigdes.
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Através da andlise da Figura 4.8 observa-se a presenca de uma intensa banda com
freqiiéncia de absorcdo em 3420 e 3390 cm™, a qual est4 relacionada as ligacdes do tipo O-
H (BINOD et al., 2012). Outra banda, com freqiiéncia de absorcao em 2920 cm™, aparece
em todos os tipos de bagacos analisados, o que evidencia a presenca de estruturas quimicas

que apresentam ligagdes com estiramento C-H (BINOD et al., 2012; YOON et al., 2012).

As principais mudangas entre os espectros do bagaco in natura e pré-tratados
ocorreram na regido de absorcdo entre 1740 e 1260 cm™. No comprimento de onda de
1740 cm™, observa-se uma banda de absor¢do com uma freqiiéncia acentuada no bagaco de
cana in natura, porém, a medida que o bagaco foi submetido a etapa de pré-tratamento, tal
freqiiéncia de absor¢do foi visivelmente reduzida. Esse fato deve estar associado a reduc¢do
de hemicelulose no bagaco pré-tratado, como identificado durante a caracterizagdo quimica
do bagaco de cana (Tabelas 4.2 e 4.3), pois a literatura sugere que a faixa de absorcao
identificada descreve o comportamento de alongamento de grupos carbonila (C=0), que
fazem parte dos grupos carboxilicos associados a estrutura ramificada da hemicelulose

(KRISTENSEN et al., 2008; OLIVEIRA, 2010; SIM et al., 2012; YOON et al., 2012).

Em 1260 cm™, identifica-se uma banda de absorcdo acentuada no bagaco de cana-
de-acucar in natura, sendo esta reduzida de forma significativa quando o bagago foi
submetido ao pré-tratamento dcido em diferentes condi¢des (8 min; 144 °C; H3PO4 0,05%;
8 min; 186 °C; H3PO4 0,05%; e 8 min; 186 °C; H3PO,4 0,20%). A banda de absorc¢do nessa
faixa é atribuida aos anéis de siringila e estiramento C-O em lignina e xilana (SIM et al.,
2012). Assim, a reducdo da frequéncia de tal banda de absorcao deve estar relacionada com
a reducdo da concentracdo de hemicelulose, quando o bagaco in natura foi submetido ao
pré-tratamento, como ficou comprovada a partir da andlise de caracterizacdo quimica

(Tabelas 4.1 e 4.2).

A Tabela 4.12 mostra outros picos identificados e as suas atribuicdes, de acordo

com o trabalho de Sim et al. (2012).



Absorbincia (u.a)

in natura
Ensaio 01
Ensaio 03
Ensaio 07
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Figura 4.8 - Espectros na regido do infravermelho com
transformada de Fourier do bagaco cana-de-aguicar in natura e pré-
tratado. Condi¢Oes de pré-tratamento: Ensaio 01 (8 min; 144 °C;
H;PO4 0,05%); Ensaio 03 (8 min; 186 °C; H;PO4 0,05%); Ensaio 07
(8 min; 186 °C; H3P040,20%).

Tabela 4.12 — Picos de absor¢ao detectados e seus correspondentes grupos funcionais

(SIM et al., 2012).
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Numero de onda (cm'l)

Grupos funcionais

1157

1319
1370
1427

1457
1511

Alongamento vibracional do anel C—O—-C do acoplamento
B(1,4) - glicosidico de celulose.

C-H no plano de flexdo de celulose.
Alongamento C—H alifatico.

Esqueleto aromatico combinado com C—H no plano de

deformacdo e alongamento.
Parte alifatica de lignina.

Vibragdes de alongamento C=C dos anéis aromaticos de
lignina.
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4.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR PRE-
TRATADO HIDROTERMICAMENTE COM ACIDO MAIS CONCENTRADO

4.2.1 Caracterizacao quimica da fracio sélida de bagaco de cana-de-acdicar

A composi¢do quimica de bagaco de cana in natura utilizado nos ensaios de pré-
tratamentos hidrotérmico e com dcido mais concentrado, conforme condi¢des apresentadas
na Tabela 3.4 (Item 3.3), assim como a composicio do bagago pré-tratado, estdo

apresentadas na Tabelas 4.13 e 4.14, respectivamente.

A composicdo do bagaco in natura (safra 2010/2011) utilizado nesses novos
ensaios de pré-tratamento se aproxima da composi¢cdo do bagaco utilizado no
desenvolvimento do planejamento experimental (Tabela 4.1), estando de acordo com a
literatura, pois Rocha et al. (2012) verificaram que a composi¢do quimica de bagaco de
cana-de-acticar ndo varia significativamente em diferentes climas, solos e de uma safra
para outra.

Tabela 4.13 — Composi¢ao quimica de bagaco de

cana-de-actcar in natura utilizado nos ensaios de pré-
tratamento  hidrotérmico e com 4cido mais

concentrado.
Componentes Composicao (%, m/m)

Celulose 41,07 £ 0,01
Hemicelulose 28,72 £ 0,04
Lignina total 19,71 £ 1,49

Cinzas 5,03 +£0,20

Extrativos em etanol 6,45 + 0,28
Total 100,98 + 2,02

Como nos pré-tratamentos realizados nas condi¢des de planejamento experimental, a
andlise da composi¢do quimica do bagaco pré-tratado (Tabela 4.14) mostrou uma reducio
na concentracdo de hemicelulose (H%) e o consequente aumento nas concentragdes de

celulose (C%) e lignina (L%), quando comparado ao in natura.



Tabela 4.14 — Composic¢ao quimica (m/m) de bagago pré-tratado em condi¢des hidrotérmica e com 4cido mais

concentrado.
Condic¢do de pré-tratamento
Ensaio | Tempo T H;PO, Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Cinzas (%)
(min) (0 (%)

A 8 186 0,0 57,48 +1,97 6,86 +£0,26 27,34 + 0,94 7,47 £0,28
B 8 195 0,0 61,44 +1,04 3,98 £0,06 31,06 £ 0,27 3,35+£0,63
C 8 186 1,0 58,83 + 0,65 1,63 £0,10 34,30 £ 0,31 4,48 +0,27
D 8 195 1,0 54,98 + 0,38 1,27 £0,06 38,21 £ 0,50 4,72 £0,51

G0l
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Primeiro foi verificada a influéncia da elevacdo de temperatura, sobre as
concentracdes de celulose, hemicelulose e lignina, em duas situacdes de pré-tratamento: (i)
pré-tratamento hidrotérmico; e (ii) pré-tratamento 4acido. Em relacdo ao pré-tratamento
hidrotérmico (Ensaios A e B), o aumento da temperatura de 186 para 195 °C provocou uma
reducdo na concentracdo de hemicelulose (H%) da ordem aproximada de 42%. O aumento

das concentracdes de celulose e lignina foi da ordem de 7 e 14%, respectivamente.

O aumento da temperatura de 186 para 195 °C (Ensaios C e D), mantendo-se a
concentracdo de dcido fosférico em 1% (m/v), levou a uma reducdo na concentracdo de
hemicelulose na fragdo sélida da ordem de 22%, menor que a observada no pré-tratamento

hidrotérmico, e, ainda, a concentracdo de celulose foi reduzida em torno de 6,5%.

Dessa forma, verificou-se que o aumento da temperatura de pré-tratamento, na
presenca de 4cido mais concentrado ndo necessariamente ird melhorar a eficiéncia do pré-

tratamento. Isso depende do objetivo especifico do pré-tratamento.

A verificagdo da influéncia da aplicacdo de acido fosférico ao pré-tratamento de
bagaco foi realizada em duas temperaturas diferentes. Na temperatura de 186 °C a
aplicacio de H3;PO4 1% (m/v) (Ensaio C) quando comparado ao pré-tratamento
hidrotérmico (Ensaio A) provocou uma reducdo na concentracdo de hemicelulose, na
fracdo sélida, da ordem de 76%, sendo a celulose e a lignina redistribuidas, de forma que

as suas concentragdes aumentaram (2,3 e 25%, respectivamente).

Ja na temperatura de 195 °C a aplicagao de H;PO4 1% (m/v) (Ensaio D) levou a
uma redugdo na concentracdo de hemicelulose da ordem de 68% em relacdo ao pré-
tratamento hidrotérmico (Ensaio B), menor que aquela observada na temperatura de 186 °C

e, ainda, ocorreu uma reducao na concentracao de celulose em torno de 10,5%.

A andlise dos resultados em fungdo do efeito do 4cido aplicado ao pré-tratamento
sugere, entdo, que para a producdo de uma fragao sélida rica em celulose, para a utilizacao
em processo de hidrélise enzimdtica, o pré-tratamento realizado em altas temperaturas
pode dispensar a utilizagdo de 4cido em concentracdes mais elevadas. Estes resultados
estdo de acordo com dados reportados na literatura. Carvalho et al. (2004) afirmaram que a
influéncia da concentracdo de 4dcido para a despolimerizacdo de xilana é reduzida quando a

temperatura aumenta.

Durante a andlise do planejamento experimental, foi observado que, para o

intervalo estudado, a temperatura foi a varidvel estatisticamente significativa.
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Fazendo-se um comparativo desses resultados com os resultados obtidos no
planejamento experimental, verifica-se que o aumento da concentragdo de acido fosférico
acima da concentracdo maxima utilizada no planejamento experimental que foi de 0,20%,
na temperatura de 186 °C, durante 8 minutos, provocou pouca alteracdo na concentracio de
hemicelulose (H%) na fracdo sélida de bagaco (redu¢do da ordem de apenas 9%).
Indicando, assim que nas condi¢des do planejamento experimental, o aumento da

concentracdo de acido pode ser dispensado.

4.2.2 Solubilizacao dos componentes macromoleculares de bagaco de cana-de-acicar

Apés a etapa de pré-tratamento de bagaco de cana, a solubilizagdo dos
componentes macromoleculares (celulose, hemicelulose e lignina) foi calculada utilizando-
se a Equagao 3.3 (Item 3.2.1). Os resultados referentes ao rendimento global das fracdes
sOlidas de bagaco (Equacdo 3.2), bem como os valores de solubilizagdes, encontram-se na

Tabela 4.15.

Os rendimentos das fra¢des s6lidas de bagaco pré-tratado foram reduzidos a medida
que a drasticidade foi aumentada, o que confirma os dados de rendimento obtidos durante
o desenvolvimento do planejamento experimental (Item 4.1.1). Ao comparar o pré-
tratamento menos drastico (Ensaio A) com o mais drastico (Ensaio D), percebe-se que a

perda de massa aumentou de 36,05 para 54,23%.

Tabela 4.15 - Rendimento da fracdo insoluvel e solubilizacdo de celulose,
hemicelulose e lignina de bagaco de cana-de-agcicar apds pré-tratamentos
hidrotérmico e acido.

Condicao de pré-tratamento Y Cs H; Lg
Ensaio | Tempo T H;PO, (%) (%) (%) (%)
(min) _ (°C) (%)
A 8 186 0,0 63,95 +£2,54 10,50 84,73 11,00
B 8 195 0,0 57,19 + 1,58 14,44 92,07 9,88
C 8 186 1,0 51,25+0,28 26,59 97,09 10,81
D 8 195 1,0 45,77 + 1,38 38,73 97,98 11,27

Y: rendimento da frag@o sélida de bagaco; Cs: Celulose solubilizada; Hg: Hemicelulose solubilizada;
Lg: Lignina solubilizada
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Através da andlise de solubilizagdo dos componentes macromoleculares,
determinados a partir da fracdo sélida de bagago, assim como ocorreu nos ensaios do
planejamento experimental, a hemicelulose foi o componente que apresentou maior
solubilizacdo, o que confirma a eficiéncia dos pré-tratamentos, que tem como objetivo
principal a mdxima remocao possivel de tal componente. Verifica-se, ainda, que a perda de
celulose, componente de interesse no presente trabalho, foi crescente com a drasticidade de
pré-tratamento, chegando a uma perda méaxima de 38,73% nas condi¢des do ensaio D (8
min.; 195 °C; HsPO4 1%), o que sugere a nao necessidade de se aumentar a temperatura de
pré-tratamento, na presen¢a de 4cido, pois o que se busca aqui é a remocdo de

hemicelulose a partir da fragdo, porém, com a preservacao da celulose, ou, pelo menos, que

se tenha uma perda minima.

Com relagdo a temperatura de pré-tratamento de 186 °C, a utilizacdo de acido
fosférico aumentou a solubilizacdo da hemicelulose, em torno de 14,6% quando

comparado ao hidrotérmico (Ensaios A e C). Quanto a solubilizacdo de celulose esta

aumentou em mais de 100%.

Quando se compara o ensaio C (Tabela 4.15) com o ensaio 07 do planejamento
experimental (8 min;186 °C; HsPO4 0,20%) (Tabela 4.3), percebe-se que o aumento da
concentracdo de dcido fosférico, de 0,20 para 1%, resultou em um aumento na

solubilizacdo de hemicelulose de apenas 0,65%.

No caso da celulose, este aumentou foi de 28,08%, o que nao justifica neste caso o
aumento da concentracdo de acido, ou seja, tal aumento se torna prescindivel, dentro da
proposta deste trabalho. Além disso, do ponto de vista industrial, o ndo aumento da
concentracdo de 4cido ird tornar o processo mais econdmico, além de minimizar os

problemas de impacto ambiental.

4.2.3 Caracterizaciao quimica dos hidrolisados obtidos no pré-tratamento

Os agucares, dcidos organicos e produtos de degradacao presentes nos hidrolisados,
resultantes da etapa de pré-tratamento, foram identificados e quantificados por
cromatografia liquida de alta efici€éncia, empregando-se as condi¢des apresentadas no item

3.2.2.8. As concentracdes de tais componentes encontram-se na Tabela 4.16.
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Tabela 4.16 - Composicdo quimica dos hidrolisados obtidos nos pré-tratamentos
hidrotérmico e dcido de bagago de cana-de-agtcar.

Condigdo de Concentracio (g/L)
Ensaio pré-tratamento
Tempo T HsPO, Gli X1 Ara AcF AcA HMF Fur
(min) (CC) (%)

8 186 0,0 027 3,68 063 026 09 0,10 0,19
8 195 0,0 049 6,06 023 020 1,64 023 0,48

8 186 1,0 4,37 9,10 0,72 0,16 224 040 0,81

o o w >

8 195 1,0 6,86 456 044 0,27 235 0,79 1,23

Gli: Glicose:; X1: Xilose; Ara: Arabinose; AcF: Acido Férmico; AcA: Acido Acético; HM: Hidroximetilfurfural;
Fur: Furfural.

Da mesma forma que o observado na Tabela 4.9, referente a composi¢ao quimica
dos hidrolisados obtidos nos pré-tratamentos do planejamento experimental, o principal
componente liberado foi a xilose, chegando a uma concentragdo maxima de 9,10 g/LL no
ensaio C (Tabela 4.16). Era esperado que a maxima concentracdo de tal componente
ocorresse no ensaio D, uma vez que a composicdo quimica das fracdes s6lidas mostrou
que, nas condi¢des de tal ensaio, uma menor concentragdo de hemicelulose residual
(1,27%) foi encontrada na fracdo sélida (Tabela 4.14). A menor concentracdo de xilose
obtida no ensaio D, quando comparada as concentracdes do mesmo componente nos
ensaios B e C, pode estar associada ao fato de ter havido a degradagdo de tal agtcar, pois
neste caso a concentracdo de furfural, produto de degradagdo da xilose (PALMQVIST;
HAHN-HAGERDAL, 2000), foi de 1,23 g/L, maior que nos outros casos. Porém, essa
informacao nao pode ser confirmada, uma vez que nao foi possivel a realiza¢do de balango

de massa, devido a abertura da véalvula do reator para o resfriamento do sistema.

Pré-tratamentos dcidos (Ensaios C e D), em altas temperaturas, provocaram uma
maior liberacdo de glicose, componente constituinte da celulose, assim como maior
formacdo de HMF e furfural. A liberacdo de glicose ndo é interessante para o processo,
pois o que se procura € preservar a celulose para a etapa posterior de hidrdlise enzimatica.
Em relacdo ao HMF e furfural, estes atuam como inibidores no processo de fermentacdo
do hidrolisado, no caso de utilizagdo deste para outros fins, dentro do conceito de

biorrefinaria. Tais resultados indicam que é possivel excluir a presenca de dcido no pré-
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tratamento quando conduzido em altas temperaturas ou utilizd-lo em baixas concentragdes,

que € uma grande vantagem tanto do ponto de vista industrial, quanto do ambiental.

4.3 PRODUCAO DE ENZIMAS

A produgdo de enzimas celuloliticas, utilizadas em alguns dos ensaios de hidrélise
enzimatica, foi realizada no Laboratério de Processos Biotecnoldgicos (Departamento de
Antibiéticos—UFPE), sendo conduzida de acordo com a metodologia descrita no item 3.4.
Em tal processo, utilizou-se hidrolisado de palha de cana-de-agucar para solubilizar o meio
de fermentacdo a base de lactose, pois resultados obtidos no laboratério mostraram que a
utilizacdo de meios preparados com hidrolisados hemiceluldsicos contendo teores elevados

de oligossacarideos pode proporcionar uma inducdo de xilanase, além das celulases

induzidas pela lactose (SILVA, 2010; SILVA; SANTOS; SOUTO-MAIOR, 2011).

O tempo total de fermentacdo foi de 48 horas, o qual foi determinado de acordo
com trabalho prévio, realizado no laboratério (SILVA; SANTOS; SOUTO-MAIOR,
2011). A Figura 4.9 ilustra os perfis de concentracdes da fonte de carbono (lactose) e de
concentracao celular, durante todo o processo de produgdo. Os valores de concentracdes de

tais componentes encontram-se na Tabela E.1 (Apéndice E).

No tempo de aproximadamente 33 horas, toda a lactose ja havia sido consumida,
chegando a ser nula quando o processo atingiu 48 horas. Em relacdo a concentragdo celular

8,43 g/L foi alcangcada em 24 horas, quando 77,5% do substrato havia sido consumido.
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Figura 4.9 — Perfis de lactose e concentragdo celular durante o processo de
producdo de enzimas por 7. reesei RUT C30.

Os perfis de atividades FPase, B-glicosidase, CMCase e xilanase estdo apresentados
na Figura 4.10. Os valores numéricos médios de atividades e seus respectivos desvios

padrdes estio apresentados na Tabela E.2 (Apéndice E).

Atividades de FPase de 0,98 Ul/mL, B-glicosidase de 0,32 UI/mL, CMCase de
12,70 UI/mL e xilanase de 13,00 UI/mL foram atingidas em 48 horas de fermentagao.

Ao final do processo, o caldo enzimatico foi filtrado e armazenado em geladeira,
até a utilizacdo no processo de hidrdlise enzimatica. Para a utilizagdo no processo de

hidrdlise, determinou-se a atividade em unidade de papel de filtro (FPU).
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Figura 4.10 — Perfis de atividade de FPase, B-glicosidase, CMCase e xilanase
produzidas por T reesei RUT C30 em meio de lactose e hidrolisado
hemicelulésico.

4.4 HIDROLISE ENZIMATICA DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR PRE-
TRATADO

Nos itens a seguir, serdo apresentados os resultados referentes as hidrdlises
enzimaticas de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado em diferentes condi¢des, conforme
planejamento experimental (Tabela 3.2). As hidrélises foram realizadas em diferentes
etapas. Também serdo apresentados os resultados referentes a fermentacdo alcodlica do
hidrolisado enzimatico obtido durante o processo de hidrélise, realizada em biorreator de

bancada.

4.4.1 Estudo da cinética enzimatica

4.4.1.1 Hidrolise enzimdtica de bagaco pré-tratado sob condigcbes do planejamento

experimental

Os perfis de concentracdes de celobiose, glicose e xilose, obtidas durante o

processo de hidrélise enzimdtica do bagaco pré-tratado nas condi¢des do planejamento
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experimental estdo apresentados nas Figuras 4.11, 4.12 e 4.13, respectivamente. Tais
resultados foram obtidos durante o processo de hidrdlise enzimatica, utilizando-se enzimas
comerciais. Nas Tabelas F.1-F.3 (Apéndice F) estao apresentados os valores das

concentracdes de tais componentes.

b6+—7m—m—————— 7777 T 77—

——FEnsaic 01; —8— Ensaic 02; —4— Ensaio 03;
5z | —<»—Ensaio 04; —>— Ens=aio 05; —O0— Enszaio 06;
—@—Enz=aio 07; —>—Enzaio 08; —d— Enzaio 09;
—de— Ensaio 10; —d— Ensaio 11

Celobiose (g/L)

Tempo (h)

Figura 4.11 - Perfis de concentracdes de celobiose, obtidos na hidrdlise
enzimatica de bagaco de cana pré-tratado, utilizando-se enzimas comerciais
Celluclast® 1,5L e Novozym® 188. Ensaios 01, 02, 05, 06 (144 °C); Ensaios 03,
04, 07, 08 (186 °C); Ensaios 09, 10, 11 (165 °C).

Baixas concentragdes de celobiose foram obtidas durante o processo de hidrélise
enzimdtica do bagaco pré-tratado em diferentes condi¢des de tempo, temperatura e
concentracdo de dcido fosférico. Um fato importante notado foi que para os bagagos pré-
tratados nas condi¢des de mais baixa temperatura (Ensaios: 01-8 min, 144 °C, H3POy4
0,05%; 02-24 min, 144 °C, H3PO4 0,05%; 05-8 min, 144 °C, H3;PO4 0,20% e 06—24 min,
144 °C, H3PO4 0,20%) a celobiose, a medida que era liberada, foi sendo consumida, ou
seja, nao houve acimulo no meio reacional, sendo a mesma completamente consumida ao

final de 100 horas de hidrdlise.

Por outro lado, para os bagagos pré-tratados nas condi¢des em que se empregou a

méxima temperatura (186 °C) (Ensaios 03, 04, 07 e 08), de forma geral, ocorreu um
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acimulo de celobiose durante todo o processo, com um méximo entre 4 e 8 horas de
hidrdlise. Porém, ao final de 100 horas de hidrdlise, ainda havia celobiose remanescente.
Neste sentido, Guo et al. (2009) também observaram que durante a hidrélise enzimética de
diferentes materiais lignoceluldsicos pré-tratados, incluindo bagago de cana-de-agucar, a
concentracdo de celobiose alcangou um valor médximo em cerca de 4-8 horas, sendo que a

mesma foi reduzida a medida em que o tempo hidrolitico aumentou.

O fato de ter havido uma concentragdo relativamente maior de celobiose para os
bagacos pré-tratados a 186 °C, em relagdo aqueles pré-tratados a 144 °C deve-se
provavelmente, ao fato de ter ocorrido uma maior solubilizacdo de hemicelulose, quando
pré-tratados a 186 °C, o que foi evidenciado através da caracterizagdo quimica (Tabela
4.3). Assim, a celulose presente se tornou mais acessivel as enzimas, liberando maiores
quantidades de celobiose, uma vez que deve ter ocorrido um aumento no tamanho dos
poros do substrato, sendo este um dos efeitos causados aos materiais lignoceluldsicos
quando submetidos a pré-tratamentos dcidos (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Através das
micrografias (Figura 4.6), percebeu-se uma abertura das fibras de bagaco pré-tratados

quando comparados ao bagacgo de cana in natura (Figura 4.5).

Em relacdo aos perfis de concentracdes de glicose (Figura 4.12), ocorreu o aumento
de concentracdo ao longo do tempo de hidrdlise, atingindo maiores concentracdes entre 72
e 100 horas de hidrdlise. Verificou-se, ainda, que as concentragdes de glicose liberadas a
partir da celulose contida no bagaco de cana foram aumentando a medida que o bagaco foi
pré-tratado nas maiores temperaturas, sendo as maiores concentracdes de 16,66 g/L, 19,48
g/L, 20,19 g/L e 19,95 g/L, para os bagacos pré-tratados a 186 °C, que corresponde aos
ensaios de pré-tratamento 03, 04, 07 e 08, respectivamente. Isto demonstra a premissa de
que a solubilizacdo da fracdo hemicelulésica torna a celulose mais acessivel as celulases.
Pois, como visto através da caracterizagdo quimica do bagaco, a solubilizacdo da

hemicelulose foi maior quando se elevou a temperatura de pré-tratamento.

A liberacdo de glicose ocorreu com uma maior intensidade, de um modo geral, até
24 horas de hidrdlise, chegando a alcancar concentragdes, no geral, maiores que 50% das
atingidas ao final do processo hidrolitico (100 horas). Cara et al. (2007), ao submeterem
residuo lignocelulésico da poda de oliveira, pré-tratado hidrotermicamente, a hidrélise
enzimadtica com concentracido de 2% (m/v), verificaram que 67% da glicose total liberada
no tempo de 72 horas de hidrélise foi liberada dentro das primeiras 24 horas. Geddes et al.

(2010) também citaram que mais da metade da hidrélise enzimatica de bagaco de cana pré-
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tratado a vapor com impregnac¢do de acido fosfoérico, ocorreu durante o periodo inicial de
24 horas. Este fato pode estar associado a adsorcdo irreversivel de parte das enzimas sobre
a lignina, como sugeriram Sun e Cheng (2002), dificultando o acesso das enzimas livres as
camadas mais internas do substrato. Ou seja, ap6s 24 horas de hidrélise ocorre um aumento
da resisténcia de contato das enzimas sobre o substrato. Associado a isto, o aumento da
concentracdo de produto final (glicose) no meio reacional pode ter provocado a inibi¢ao

das enzimas livres, reduzindo dessa forma a taxa de hidrélise, ap6s 24 horas.
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Figura 4.12- Perfis de concentracdes de glicose, obtidos na hidrdlise enzimadtica
de bagaco de cana pré-tratado em diferentes condi¢des, utilizando-se enzimas
comerciais Celluclast® 1,5L e Novozym® 188. Ensaios 01, 02, 05, 06 (144 °C);
Ensaios 03, 04, 07, 08 (186 °C); Ensaios 09, 10, 11 (165 °C).

A Figura 4.13 mostra os perfis de concentragdes de xilose. As quantidades de xilose
sdo bem menores que as concentracdes liberadas de glicose (Figura 4.12). Ao contrério do
que ocorreu com as concentragdes de glicose, a liberacdo de xilose foi maior quando se
empregou baixas temperaturas de pré-tratamento, sendo reduzida quando se aumentou a
temperatura de pré-tratamento. Geddes et al. (2010) também observaram fendmeno
semelhante quando hidrolisaram bagaco de cana-de-agicar, sendo os agucares

componentes da hemicelulose reduzidos quando se aumentou a temperatura de pré-
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tratamento. Isso pode ser explicado devido ao fato de que, quando se empregou a maior
temperatura de pré-tratamento, a maior parte da hemicelulose, a qual € composta
principalmente por xilose no caso de bagaco de cana-de-acucar, foi solubilizada, restando

um pequeno percentual de hemicelulose na fracao sélida (Tabela 4.2).
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Figura 4.13- Perfis de concentra¢des de xilose, obtidos na hidrélise enzimatica
de bagaco de cana pré-tratado, utilizando-se enzimas comerciais Celluclast®
1,5L e Novozym® 188. Ensaios 01, 02, 05, 06 (144 °C); Ensaios 03, 04, 07, 08
(186 °C); Ensaios 09, 10, 11 (165 °C).

Na Figura 4.14 encontram-se os perfis de conversdo enzimdtica de celulose em

glicose. Para o célculo de conversao utilizou-se a Equagao 3.5.

De forma geral, as maiores conversdes foram obtidas em 72 horas de hidrdlise.
Altas conversdes foram obtidas para os bagagos pré-tratados a 186 °C, sendo que as
maiores conversdes variaram de 78 a 90%. Rocha et al. (2011) encontraram uma
conversdo superior a 76%, ap6s 72 horas de hidrélise enzimdtica de bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado com uma mistura de dcido sulftrico (1% m/v) e acido acético (1% m/v)
e Cara et al. (2007) obtiveram um rendimento de hidrélise, a partir de residuo

lignoceluldsico pré-tratado hidrotermicamente, de 76,2% apds 72 horas.
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Figura 4.14- Conversdes de celulose em glicose obtidas por hidrélise
enzimdtica de bagaco de cana pré-tratado, utilizando-se enzimas comerciais
Celluclast® 1,5L e Novozym® 188. Ensaios 01, 02, 05, 06 (144 °C); Ensaios
03, 04, 07, 08 (186 °C); Ensaios 09, 10, 11 (165 °C).

4.4.1.2 Hidrolise de bagago pré-tratado sob condicdes hidrotérmica e com dcido mais

concentrado

Da mesma forma que o observado para o perfil cinético das hidrdlises enzimaticas
de bagacos pré-tratados conforme condi¢des de planejamento experimental (Figura 4.11;
Item 4.4.1.1), as concentragdes de celobiose acumuladas durante a hidrélise enzimética de
bagacos pré-tratados nas condi¢des hidrotérmica e com dcido fosférico mais concentrado

(Tabela 3.4) também apresentaram baixos valores (Figura 4.15).

As concentragdes de celobiose acumuladas durante a hidrélise do bagagco pré-
tratado nas condi¢cdes mais drasticas (186 °C, H3;POs 1% e 195 °C, H3PO4 1%)
apresentaram-se superiores as concentracdoes da hidrélise do bagaco pré-tratado na
auséncia de 4cido, isto é, pré-tratado hidrotermicamente. Percebe-se, ainda, que a
utilizacdo de 4cido fosférico durante o pré-tratamento dos bagacos, utilizados neste caso
em particular, praticamente ndo apresentou diferenca alguma sobre o perfil de

concentracdo de celobiose.



118

3.0 T T T T

—=—186°C; —0O— 186 °C; HPO, 1%:
—&— 195 °C; —/r— 195 °C; H,PO, 1%:

Celobiose (g/L)

Tempo (h)

Figura 4.15 - Perfis de concentragdes de celobiose, obtidos na hidrélise
enzimdtica de bagacos de cana pré-tratados de acordo com condigdes
hidrotérmica e com acido mais concentrado, utilizando-se enzimas comerciais
Celluclast® 1,5L e Novozym® 188.

A concentracdo de glicose liberada (Figura 4.16) apresentou um perfil crescente
com o tempo de hidrélise, atingindo os maiores valores em 72 horas, sendo a maior
concentracdo alcancada (14 g/L) para o bagaco pré-tratado a 195 °C e HisPO4 1%. A
diferenca de concentracao liberada é muito mais elevada quando se aumenta a temperatura
de pré-tratamento no caso hidrotérmico que no caso dcido. Ao se analisar de forma
minuciosa a Figura 4.16, verifica-se que, em 72 horas de hidrélise, o aumento da
temperatura de pré-tratamento de 186 para 195 °C, no caso hidrotérmico, leva a um
aumento na concentragdo de glicose, liberada na hidrélise enzimatica, da ordem de 33%.
No caso do pré-tratamento dcido, 0 mesmo aumento de temperatura provoca uma elevacao

na concentracio de glicose liberada de apenas 13%.
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Figura 4.16 — Concentragdes de glicose liberadas na hidrélise enzimadtica de
bagacos de cana pré-tratados de acordo com as condi¢des hidrotérmica e com

acido mais concentrado, utilizando-se enzimas comerciais Celluclast® 1,5L e
Novozym® 188.

A xilose apresentou baixas concentragdes (Figura 4.17), porém, um comportamento
de maior liberagdo foi observado quando foram utilizados os bagacos pré-tratados em
condi¢des menos drésticas, confirmando desta forma os resultados encontrados na
hidrdlise enzimética de bagagos pré-tratados de acordo com o planejamento experimental
(Figura 4.13; Item 4.4.1.1). Ou seja, aqui os bagagos pré-tratados hidrotermicamente,
quando submetidos a hidrélise enzimética, conseguiram liberar mais xilose que os pré-
tratados com 4cido. Na verdade, para os bagacos pré-tratados com dcido a liberacdo foi
nula (195 °C) ou muito préxima a zero (186 °C). Estes resultados estdo de acordo com os
dados de composi¢do quimica dos bagagos pré-tratados (Tabela 4.14), visto que a
concentracdo remanescente de hemicelulose (H%) nas fracdes sdlidas de bagaco pré-

tratado com 4cido foi muito pequena.
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Figura 4.17 - Perfis de concentragdes de xilose liberadas na hidrélise enzimética de
bagaco de cana pré-tratado de acordo com as condi¢des hidrotérmica e com acido
mais concentrado, utilizando-se enzimas comerciais Celluclast® 1,5L e Novozym®
188.

As conversdes de celulose em glicose, obtidas por hidrélise enzimética de bagaco
de cana pré-tratado nas condi¢des hidrotérmica e com 4cido fosférico 1% (Tabela 3.4),
encontram-se na Tabela 4.17. De forma geral, a conversao aumentou com o aumento da
drasticidade de pré-tratamento, o que ja era esperado, uma vez que tal aumento provocou
uma maior remoc¢do de hemicelulose (Tabela 4.15), deixando desta forma a celulose de
forma mais livre ao acesso das enzimas. Porém, se considerarmos a libera¢do de glicose,
em termos de rendimento (Tabela F.11; Apéndice F), o bagaco pré-tratado
hidrotermicamente a 186 °C levou a um rendimento de 147,69 g de glicose/0,5 kg de
bagaco in natura, enquanto que este mesmo bagaco pré-tratado com H3zPO4 1% a 195 °C

rendeu 120,16 Zglicose/0,5 Kg bagaco in namras © que corresponde a uma perda da ordem de 19%.
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Tabela 4.17 - Conversao enzimadtica de celulose em glicose obtida por
hidrélise de bagaco de cana-de-agicar pré-tratado nas condigdes
hidrotérmica e com dcido mais concentrado

Condicao de Conversio (%)
Ensaio pré-tratamento
Tempo T [H3POy4] Oh 24h  48h 72h
(min) (°C) (m/v)
A 8 186 0,0 0,00 61,36 70,67 75,68
B 8 195 0,0 0,00 57,67 61,06 74,07
C 8 186 1,0 0,00 67,61 83,08 8549
D 8 195 1,0 0,00 61,60 75,36 86,84

4.4.2 Comparacao de hidrolise enzimatica realizada com enzimas comerciais e com

enzimas produzidas no laboratério

Os bagacos, pré-tratados sob as condi¢des apresentadas na Tabela 3.2, foram
submetidos a hidrdlise enzimaética utilizando-se enzimas comerciais € enzimas produzidas
no laboratério. As hidrélises foram realizadas em mesa agitadora, durante o tempo de 72
horas, conforme as condi¢des apresentadas no item 3.5.2. Nas Tabelas 4.18 e 4.19, estdo
apresentadas as concentragdes obtidas nas hidrélises com enzimas comerciais e produzidas

no laboratdrio, respectivamente.

Ao final de 72 horas de hidrdlise, realizada com enzimas comerciais (Celluclast®
1,5SL e Novozym® 188), ndo foi identificada a presenca de celobiose, sendo esta
completamente consumida ao final deste periodo (Tabela 4.18). Por outro lado, assim
como observado na hidrdlise realizada nos minirreatores, as maiores concentragdes de
glicose liberadas foram aquelas correspondentes aos bagacos pré-tratados nas condigdes
03, 04, 07 e 08, que correspondem a maior temperatura de pré-tratamento (186 °C). Porém,
as concentragdes de tal componente apresentaram valores inferiores aqueles obtidos na

hidrolise realizada em minirreatores, sendo de 2,2 a 4,5 vezes menores.

Em relacdo a xilose, a concentracdo da mesma apresentou 0 mesmo comportamento
apresentado em 72 horas de hidrélise, quando a hidrdlise foi realizada em minirreatores,

sendo as maiores concentracdes de Xxilose liberadas para os bagacos pré-tratados nas
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condic¢des 01, 02, 05 e 06, cuja caracterizagdo quimica mostrou que menores quantidades

de hemicelulose foram solubilizadas (Tabela 4.3).

Tabela 4.18 - Concentracdes de glicose e xilose durante a hidrolise
enzimdtica de bagaco de cana-de-acicar pré-tratado, em frascos
agitados, utilizando-se enzimas comerciais (Celluclast® 1,5L e

Novozym® 188).

Ensaio Varidveis Concentracdo (g/L)

X; X5 X3 Glicose Xilose
01 -1(8) -1(144)  -1(0,05) 1,21 0,48
02 +1(24)  -1(144)  -1(0,05) 1,54 0,49
03 -1(8)  +1(186)  -1(0,05) 6,62 0,38
04 +1(24)  +1(186)  -1(0,05) 7,36 0,33
05 -1(8) -1(144)  +1(0,20) 2,82 0,53
06 +1(24)  -1(144)  +1(0,20) 3,13 0,50
07 -1(8)  +1(186)  +1(0,20) 8,66 0,30
08 +1(24)  +1(186)  +1(0,20) 7,88 0,21
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 4,66 0,43
10 0(16) 0(165) 0(0,13) 4,38 0,32
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 4,87 0,44

As concentragdes de celobiose, glicose e xilose acumuladas durante o processo de

hidrdlise realizada com as enzimas produzidas no laboratdrio estdo apresentadas na Tabela

4.19, onde ¢é possivel se verificar, ao contrdrio da hidrdlise realizada com enzimas

comerciais, a presenga de celobiose residual, ao final de 72 horas de hidrélise.

Em relag@o a concentracio de glicose, foi observado o mesmo comportamento que

aquele verificado no processo de hidrdlise com enzimas comerciais, sendo as maiores

concentracdes obtidas a partir da hidrélise dos bagacos pré-tratados nos ensaios 03, 04, 07

e 08. Ja para a concentracdo de xilose, esta foi liberada em maior quantidade, a partir das

hidrdlises dos bagacos pré-tratados nas condi¢des 01, 02, 05 e 06, mantendo 0 mesmo
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comportamento da hidrélise realizada com enzimas comerciais, tanto em mesa agitadora

quanto nos minirreatores.

Tabela 4.19 - Concentracdes de celobiose, glicose e xilose durante a hidrélise
enzimdtica de bagaco de cana-de-aciicar pré-tratado, em frascos agitados,

utilizando-se enzimas produzidas no laboratério.

Ensaio Varidveis Concentragdo (g/L)
X X5 X3 Celobiose Glicose  Xilose
01 -1(8) -1(144)  -1(0,05) 0,01 1,08 0,61
02 +1(24) -1(144)  -1(0,05) 0,01 1,87 0,73
03 -18)  +1(186)  -1(0,05) 0,09 7,17 0,49
04 +1(24) +1(186)  -1(0,05) 0,14 8,33 0,46
05 -1(8) -1(144)  +1(0,20) 0,01 2,59 0,65
06 +1(24) -1(144)  +1(0,20) 0,02 2,67 0,61
07 -1(8)  +1(186)  +1(0,20) 0,13 8,49 0,38
08 +1(24) +1(186)  +1(0,20) 0,16 8,22 0,30
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 0,04 5,55 0,63
10 0(16) 0(165) 0(0,13) 0,04 5,11 0,24
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 0,04 4,66 0,46

Para uma melhor visualizacio do comportamento das hidrélises realizadas com

enzimas comerciais, assim como com as produzidas no laboratério, foi calculada a

conversdo de celulose em glicose, através da Equacdo 3.5. As conversdes para ambos o0s

processos de hidrdlise estdo apresentadas na Figura 4.18.
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Figura 4.18- Conversdao de celulose em glicose, obtida na hidrélise
enzimatica de bagaco de cana pré-tratado, utilizando-se enzimas comerciais
(Celluclast® 1,5L e Novozym® 188) e enzimas produzidas no laboratdrio.
Hidrdlise realizada em frascos agitados durante 72 horas.

Através da Figura 4.18, que mostra a conversdo de celulose em glicose obtida por
hidrdlise enzimdtica de bagaco de cana-de-acucar pré-tratado de acordo com as condi¢des
do planejamento experimental (Tabela 3.2), percebe-se que as enzimas produzidas no
laboratdrio apresentaram-se eficientes em hidrolisar os bagacos, quando comparada as
enzimas comerciais. Em ambos os casos, a mdxima conversdo de celulose em glicose
(56,38% e 57,97%) foi alcancada na hidrélise do bagaco de cana pré-tratado durante 8
minutos a 186 °C, na presenca de H3PO,4 0,20% (ensaio 07 do planejamento experimental).
Em trabalho realizado por Santos e Gouveia (2009), ao submeterem bagago de cana pré-
tratado por explosdo a vapor a hidrélise enzimadtica, utilizando enzima comercial
Celluclast® com uma concentracdo de 17,2 FPU/g de bagago, nas mesmas condi¢des de
temperatura e agitagdao (50 °C e 150 rpm), porém com uma concentracdo de sélidos de

18,6%, foi alcangada uma conversao méaxima de celulose em glicose da ordem de 44%, em

67 horas.
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Os bagacos obtidos por pré-tratamento nas condi¢des: 8 min, 186 °C, H;PO4 0,05%
(ensaio 03) e 8 min, 186 °C, H3PO4 0,20% (ensaio 07), foram submetidos a hidrdlise
enzimatica, utilizando-se as enzimas produzidas no laboratdrio. As condic¢des aplicadas ao

processo de hidrdlise foram descritas no item 3.5.2, sendo conduzidas em minirreatores.

Os perfis de concentra¢des de celobiose, glicose e xilose, encontram-se na Figura
4.19.
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Figura 4.19- Perfis de concentracdes de celobiose, glicose e xilose,
obtidos na hidrélise enzimética de bagaco de cana pré-tratado, utilizando-
se enzimas produzidas no laboratério. Cb: Celobiose; Gli: Glicose; Xl:
Xilose. Ensaio 03 (8 min, 186 °C, H3PO4 0,05%); Ensaio 07 (8 min, 186
°C, H3P040,20%).

Os bagacos, pré-tratados no Ensaio 03 (8 min, 186 °C, H3PO4 0,05%) e no Ensaio
07 (8 min, 186 °C, H3PO4 0,20%), apresentaram o mesmo comportamento em termos de
liberacdo de celobiose, glicose e xilose. Da mesma forma como ocorreu no processo
realizado com a utilizacdo de enzima comercial (Item 4.4.1.1), a celobiose liberada foi
sendo consumida, chegando ao final de 72 horas, com uma concentragdo remanescente de

0,65 g/L e 1,00 g/L, para os bagagos pré-tratados nas condi¢des 03 e 07, respectivamente.
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Para a glicose, houve um aumento continuo na sua concentragdo, sendo o maior
valor alcancado em 72 horas de hidrélise (13,25 g/L e 13,02 g/L, para os bagacos pré-
tratados nas condi¢des 03 e 07, respectivamente). J4 para a xilose liberada, mesmo em
baixas concentragdes, ocorreu um aumento gradativo com a evolugao do tempo hidrolitico.
Nos processos de hidrélise aqui discutidos, embora se tenha utilizado bagacgos pré-tratados
sob a mesma temperatura (186 °C), a liberagdo de xilose foi um pouco maior quando se
empregou a menor concentracdo (0,05%) de dacido fosférico (Ensaio 03) quando
comparado ao ensaio 07, no qual se utilizou 0,20% de acido fosférico. Isso ocorreu devido
ao fato de a concentragdo de hemicelulose remanescente, na fracdo sélida de bagaco, apds

pré-tratamento com H3;PO4 0,05% ter sido maior que no bagago pré-tratado com H3POy4
0,20%.

As conversdes enzimdticas de celulose em glicose, calculadas conforme a Equacao

3.5 estdo apresentadas na Figura 4.20.
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Figura 4.20 Conversao de celulose em glicose, obtida na hidrélise

enzimdtica de bagaco de cana pré-tratado, utilizando-se enzimas
produzidas no laboratério.
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Praticamente, ndo houve diferenca nas conversdes obtidas a partir da hidrélise de
ambos os bagacos pré-tratados (Figura 4.20). Ao final de 72 horas, foram obtidas
conversoes de 82,84% e 80,71% para os bagagos pré-tratados nas condi¢des 03 e 07,

respectivamente, o que corresponde a uma diferenca da ordem de apenas 2,6%.

Maiores conversdes de celulose em glicose foram obtidas quando as hidrdlises
foram realizadas em minirreatores, quando comparadas aos frascos agitados. Isto pode ser

explicado pelo fato de nos minirreatores, ter-se uma melhor homogeneizacao do material

4.4.3 Hidroélise enzimatica e fermentacao alcodlica em biorreator

4.4.3.1 Hidrolise enzimdtica

A hidrdlise enzimética do bagaco de cana-de-acucar pré-tratado, nas condi¢des de
186 °C, H3PO4 0,20%, durante 8 minutos, que corresponde ao ensaio 07, descrito pelo
planejamento experimental, foi conduzida sob as condi¢des apresentadas no item 3.5.3.1.
A Figura 4.21 apresenta os perfis de concentracdes dos componentes celobiose, glicose e

xilose, obtidas durante o processo de hidrolise.
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Figura 4.21 - Perfis de concentracdes dos componentes celobiose, glicose e
xilose, obtidas durante o processo de hidrdlise enzimatica realizada em
biorreator de bancada (Bioflo 110, New Brunswick Scientific). Condicdes
operacionais: 50 °C, pH 4,8 e agitacdo de 300 rpm.
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Durante o processo de hidrdlise realizada em biorreator, utilizando-se as enzimas
produzidas no laboratdrio, a celobiose atingiu a maior concentragdo (2,09 g/L) no tempo de
4 e 8 horas. A partir de 12 horas, a concentracdo de celobiose foi sendo reduzida, chegando
a 0,41 g/L no tempo final de hidrélise, em 72 horas. A concentra¢do de glicose liberada
aumentou com o tempo de hidrélise, alcancando 9,21 g/L. em 72 horas. Quanto a xilose,

houve uma lenta liberacdo durante o processo, alcangando 0,44 g/L entre 60 e 72 horas.

O perfil de conversdo de celulose em glicose encontra-se apresentando na Figura
4.22, onde ocorreu um aumento continuo da conversao de celulose em glicose, chegando a

69,31% no tempo de 72 horas de hidrolise.
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Figura 4.22 — Perfil de conversdao enzimdtica de celulose em glicose
durante o processo hidrélise realizada em biorreator de bancada (Bioflo
110, New Brunswick Scientific).

Em relacdo ao bagaco de cana-de-acucar in natura, o rendimento de glicose em 72
horas de hidrélise, apds o bagaco ter sido submetido a pré-tratamento, nas condi¢des do

ensaio 07, foi de 122,35 gjicose/0,5 K& bagaco in namra (Tabela F.21-Apéndice F).
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4.4.3.2 Fermentagdo alcodlica

Ao final de 72 horas de hidrdlise realizada no biorreator, utilizando as enzimas
produzidas no laboratério, todo o material contido no biorreator (hidrolisado enzimatico
mais o solido remanescente) foi submetido ao processo de fermentacdo alcodlica,
utilizando-se Saccharomyces cerevisiae UFPEDA 1238. A fermentacao foi conduzida sob
as condi¢des descritas no item 3.5.3.2. Os perfis de concentragdes de glicose e etanol estdo

apresentados na Figura 4.23.
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Figura 4.23- Perfis de concentracdes de glicose e etanol obtidos durante o processo

de fermentagdo alcodlica de hidrolisado enzimético de bagaco de cana pré-tratado.
Fermentacdo realizada em biorreator de bancada (Bioflo 110, New Brunswick
Scientific).

Ap6s 6 horas de fermentagdo toda a glicose foi consumida, sendo a concentracio de

etanol, obtida neste tempo, de 2,82 g/L.

O fator de conversao de glicose em etanol alcangou, em 4 horas de fermentagao, um
valor de 0,30 Zetanol/Sglicoses que corresponde a apenas 58,7% do valor tedrico apresentado

por Saccharomyces cerevisiae, que € de 0,511 Zeranol/Ealicose- TOmando por base o bagaco de
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cana-de-actcar in natura, submetido inicialmente ao pré-tratamento, o rendimento em
etanol foi de 36,71 Zetanot/0,5 Kg vagaco in namra- Em relagdo a produtividade, esta alcancou um

valor de 0,60 g/L.h, em 4 horas de fermentacao.

O fator de conversdo de glicose em etanol ficou préximo ao encontrado no trabalho
realizado por Santos e Gouveia (2009), quando submeteram o hidrolisado enzimdtico de

bagaco de cana pré-tratado a vapor a fermentacéo alcodlica, que foi de 0,29 geanol/elicose-
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5. RESUMO DOS RESULTADOS

Pré-tratamento — Planejamento experimental

Os modelos codificados, representativos das concentracdes de celulose (C%),
hemicelulose (H%), lignina (L%), na fracdo sélida de bagago, assim como para a

hemicelulose solubilizada (Hs%), foram significativos e preditivos.

Altas solubilizacdes de hemicelulose foram alcancadas na temperatura de 186 °C,
sendo a temperatura a Unica varidvel estatisticamente significativa no intervalo

estudado.

O pré-tratamento com 4cido fosférico 0,20% a 186 °C, durante 8 minutos,
apresentou-se eficiente em solubilizar a hemicelulose, alcangcando uma solubilizagao

de 96%.

O é4cido fosférico a 0,20% encontra-se em um nivel adequado para suprir as
necessidades de fésforo em um processo de fermentagdo, utilizando-se o hidrolisado

hemiceluldsico.

Pré-tratamentos — Hidrotérmicos e com acido mais concentrado

Os pré-tratamentos hidrotérmicos a 186 e 195 °C, quando comparados ao pré-

tratamento 4cido, apresentaram-se menos eficientes em solubilizar a hemicelulose.

As solubiliza¢des de hemicelulose foram de 97 e 98%, quando o bagaco foi pré-

tratado com H3PO4 1% (m/v), durante 8 minutos, a 186 e 195 °C, respectivamente.

Na condi¢do de pré-tratamento com H3POy4 1% (m/v), durante 8 minutos a 195 °C, em
que se obteve a maior solubilizacdo de hemicelulose, que foi de 98%, também

ocorreu a maior solubilizacdo de celulose (da ordem de 39%).

Hidroélise enzimatica

As maiores conversdes de celulose em glicose, por hidrélise enzimadtica, foram
obtidas a partir de bagacos pré-tratados sob condi¢des mais drasticas. Ou seja, dentro

das condi¢des do planejamento experimental, as maiores conversdoes foram
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alcancadas para os bagacos pré-tratados nas condi¢des 03, 04, 07 e 08, que
corresponderam a temperatura de 186 °C (maior temperatura empregada no
planejamento). Em relacdo aos bagacos pré-tratados em condi¢des hidrotérmica e
com 4cido mais concentrado, a maior conversdo foi obtida na hidrélise do bagago

pré-tratado a 195 °C e 1% (m/v) de 4cido fosfoérico.

Conversdes da ordem de 80 e 86% foram alcangadas na hidrdlise de bagagos pré-
tratados a 186 °C, durante 8 minutos, com concentracdes de dcido fosférico de 0,20 e
1%, respectivamente. Nas mesmas condi¢des de tempo e temperatura, uma conversao

de 76% foi obtida quando o bagaco foi pré-tratado hidrotermicamente.

Para o bagaco pré-tratado a 195 °C com 4cido fosférico 1%, a conversdo de celulose
em glicose foi da ordem de 87%, ficando muito préxima a alcancada na temperatura

de 186 °C, nas mesmas condi¢des de concentracdo de dcido e tempo.

As enzimas produzidas no laboratdrio apresentaram-se eficientes em hidrolisar os
bagacos de cana-de-agtcar pré-tratados. Praticamente ndo houve diferenga entre as
conversdes enzimdticas de celulose em glicose, quando se utilizou enzimas

comerciais ou enzimas produzidas no laboratorio.

Fermentacio Alcodlica

A fermentacdo alcodlica do hidrolisado celuldsico de bagaco de cana-de-agucar
pré-tratado nas condi¢des de 186 °C, com H3zPO4 0,20% (m/v), durante 8 minutos,
em biorreator de bancada, levou a um fator de conversdo de glicose em etanol de
0,30 Zetanol/g glicose> Sendo o rendimento de etanol em relagdo ao bagago in natura de
73,42 Zetnao’kg bagaco in natura.

Na fermentacdo do hidrolisado enzimadtico, juntamente com fracdo sélida

remanescente da hidrdlise enzimdtica nao foi observada a inibi¢do da levedura

Saccharomyces cerevisiae.
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6. CONCLUSAO

O pré-tratamento com 4&cido fosférico diluido (0,20%) € muito eficaz na
solubilizacio de hemicelulose de bagaco de cana-de-agicar, chegando a 98% de
solubilizacdo a 186 °C. Nesta condicdo, o acido fosférico remanescente no hidrolisado
hemicelulésico encontra-se em um nivel adequado para suprir as necessidades de fésforo
em processos de fermentacdo deste hidrolisado para a producdo de combustivel, produtos

quimicos ou enzimas, em biorrefinarias.

Em altas temperaturas, a influéncia da concentracdo de acido fosférico na eficiéncia
do pré-tratamento de bagaco de cana-de-agucar € reduzida. O pré-tratamento a 195 °C, sem
adicao de acido fosférico (pré-tratamento hidrotérmico), embora apresente uma capacidade
levemente inferior de solubilizar a hemicelulose, quando comparado a pré-tratamentos
acidos realizados a 186 e 195 °C, € capaz de solubilizar mais de 90% deste componente, € a
perda de celulose € menor. Por outro lado, a digestibilidade da celulose € inferior, mas a
conversdao poderd ser eficiente com a utilizacdo de processo adequado de hidrélise
enzimatica e de coquetel enzimatico mais eficaz. Dentro do conceito de biorrefinaria, o

pré-tratamento hidrotérmico apresenta-se como uma alternativa tecnicamente viavel.
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SUGESTOES

Para trabalhos futuros sugerem-se:

= Estudo cinético detalhado da hidrdlise enzimatica da fracao de celulignina;

= [Estudo da viabilidade da producdo de enzimas utilizando-se a fracdo hemiceluldsica

como substrato.
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APENDICE A

Rampas caracteristicas de

aquecimento do reator de 20 L
(Regmed, AU/E-20)
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Figura A.1 - Rampa de variacao de temperatura e pressao em funcdo do tempo.

Temperatura de trabalho — 144 °C.
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Figura A.2 - Rampa de variacao de temperatura e pressao em funcdo do tempo.

Temperatura de trabalho — 165 °C.
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Figura A.3 - Rampa de variac@o de temperatura e pressdo em fungdo do tempo.
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Figura A.4 - Rampa de variac@o de temperatura e pressdo em fungdo do tempo.
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APENDICE B

Difratometria de raios-X
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(a)
Data: Data1_In natura
Model: Gauss
Equation: y=y + (A/(w*sqrt(Pl/2))exp(-2*({x-xc yw ' 2)
Weighting:
y MNo weighting
Chi*2/DoF =2536.06793
RA2 = (0.98013
y0 420.8065 +4.30234
xc1 16.00064 +0.04977
w1 512697 +0.10943
Al 4073.11413 +88.8552
Xxc2 2185429 +0.0212
w2 3.12014 +0.03817
A2 4313.71618  +64.63583
Xc3 339381 +0.26181
w3 536814 +0.65439
A3 634 98296 +80.87772
(b)
Figura B.1 - Ajuste da curva gaussiana aos dados

experimentais de DRX de bagaco de cana in natura (a); dados
de ajuste (b).
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Ensaio 01

Data: DRXsugarcaneb_ Ensaio 01

Model: Gauss

Equation: y=y0 + (A/(w*sqrt(PI/2))) exp(-2*((x-xc)iw)"2)
Weighting:

y No weighting

Chi*2/DoF =2376.07764
R*2 = 097911

y0 399.95245 +4.0486
xc 15.93248 +0.03778
w1 4.49505 +0.08879
Al 3324.04517  +66.14705
Xxc2  21.85129 +0.01629

w2 2.88177 +0.03191
A2 4043.57981  +46.82196
Xxcd  33.6909 +0.24251
w3 5.86039 +0.60397

A3 -763.05615  +82.36484

Figura B.2 — Ajuste da curva gaussiana aos dados experimentais
de DRX bagaco de cana pré-tratado (Ensaio 01) (a); dados de
ajuste (b).
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Ensaio 03
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(a)
Data: DRXsugarcaneb_ Ensaio 03
Model: Gauss
Equation: y=y0 + (A/(w*sqrt(P1/2)))"ex p(-2*((x-xc)/w)"2)
Weighting:
y No weighting
Chi*2/DoF = 4653.89294
R"2 =09773
y0 417.43523 +4 8053
xc1 15.90035 +0.03261
wi 427866 +0.0757
Al 446841814  x77.32552
W 2212299 +0.01427
w2 285615 +0.02938
A2 572691069  +57.85354
xc3 3318627 +0.40265
w3 3.10578 +0.89993
A3 -195.56341 +58.50338
(b)
Figura B.3 — Ajuste da curva gaussiana aos dados

experimentais de DRX de bagaco de cana pré-tratado
(Ensaio 03) (a); dados de ajuste (b).
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(a)
Data: DRXsugarcaneb_ Ensaio 07
Model: Gauss
Equation: y=y0 + (Al(w*sqrt(P1/2)))"exp(-2*((x-xc)w)"2)
Weighting:
y No weighting
Chi*2/DoF = 6641 27967
R"2 = 097404
y0 410.83867 +5 97667
xc 1593743 +0.03359
w1l 427152 +0.07862
Al 495211658  +91.6107
Xc2 222294 +0.01373
w2 267446 +0.02848
A2 6173.56314 546414
Xc3 33.39812 +0.50473
w3 3.86524 +1.38751
A3 -223.95303 +83.77851
(b)

Figura B.4 — Ajuste da curva gaussiana aos dados experimentais

de DRX de bagago de cana pré-tratado (Ensaio 07) (a); dados de
ajuste (b).
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As massas obtidas ap6s cada ensaio de pré-tratamento, em base seca, encontram-se

na Tabela C.1.

Tabela C.1 — Massas das fragdes sdlidas insoliveis obtidas
em cada condi¢ao de pré-tratamento (em base seca).

Ensaio Variaveis Massa final (g)
X X5 X3
01 -1(8) -1(144)  -1(0,05) 366,14
02 +1(24) -1(144)  -1(0,05) 394,70
03 -1(8) +1(186)  -1(0,05) 276,79
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) 268,78
05 -1(8) -1(144)  +1(0,20) 354,02
06 +1(24) -1(144)  +1(0,20) 326,65
07 -1(8) +1(186)  +1(0,20) 271,48
08 +1(24) +1(186) +1(0,20) 262,60
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 253,70
10 0(16) 0(165) 0(0,13) 271,65
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 294,80

Uma massa seca de 500 g de bagaco de cana in natura foi submetida a etapa de pré-

tratamento. Dados de caracterizacdo quimica, em relacdo aos componentes individuais

constituintes do bagaco, encontram-se na Tabela C.2, para uma base de 500 gramas de

bagaco.

Tabela C.2 — Componentes presentes no bagagco de
cana-de-agucar in natura, com base em 500 gramas de

massa seca.
Componentes Massa (g) Fracao massica (%)
Celobiose 3,07 0,61
Glicose 210,12 42,02
Acido Férmico 2,23 0,45
HMF 1,25 0,25
Xilose 118,63 23,73
Arabinose 11,58 2,32
Furfural 6,11 1,22
Acido Acético 20,16 4,03
Lignina 92.60 18,52
Total 465,75 93,15
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Na Tabela C.3 estd apresentada a memoria de cdlculos aplicada na determinacdo
das quantidades dos componentes macromoleculares (celulose e hemicelulose), que leva
em consideracdo a aplicagdo de fatores de conversdo para cada um dos componentes

identificados, cujos valores massicos encontram-se na Tabela C.2.

Na Tabela C.4 sdo apresentados os dados de composi¢do quimica, em fun¢do dos
componentes celulose, hemicelulose (cdlculos apresentados na Tabela C.3) e da lignina,

para uma massa base de 500 gramas de bagaco.

Tabela C.3- Memoéria de cdlculos empregada para determinagdao dos
componentes macromoleculares (celulose e hemicelulose) do bagaco de cana-de-
acucar in natura.

Componente Fator de Componente macromolecular
Conversao (Celulose — C; Hemicelulose — H)
Celobiose 0,95 C = Celobiose (g) *0,95 - C=2,92¢g
Glicose 0,90 C = Glicose (g) *0,90 - C=189,11¢g
Ac. Férmico 3,09 C = Ac. Férm (g) *3,09 - C=6,89 g
HMF 1,29 C=HMF (g0 *129 -C=1,61¢g
Xilose 0,88 H = Xilose (g) * 0,88 - H=104,39 g
Arabinose 0,88 H = Arabinose (g) * 0,88 - H=10,19 g
Furfural 1,37 H = Furfural (g) * 1,37 - H=8,37¢g
Ac. Acético 0,72 H = Ac. Acéticos () *0,72 > H=14,52g

C: Celulose; H: Hemicelulose

Tabela C.4- Componentes

macromoleculares  presentes

no bagaco de cana-de-agucar

in natura, com base em 500
__gramas de bagaco.

Componente Massa (g)
Celulose 200,53

Hemicelulose 137,47
Lignina 92,60

As Tabelas C.5 e C.6 apresentam os resultados de caracterizacdo quimica das
fracdes solidas insoldveis, obtidas em cada uma das condi¢cdes de pré-tratamento, de
acordo com o planejamento experimental. Os resultados apresentados correspondem as

massas reais obtidas apds pré-tratamento (massas apresentadas na Tabela C.1).



Tabela C.5 - Componentes presentes no bagagco de cana-de-acgucar pré-tratado, com base na massa real da fracao

sOlida obtida.
Ensaio Varidveis Componente (g)
X4 X5 X3 Cb Gli X1 Ara AcF AcA HMF Fur Li g
01 -1(8)  -1(144)  -1(0,05) 0,00 179,10 6390 145 490 1091 143 577 88,10
02 +1(24) -1(144) -1(0,05) ] 0,78 189,40 66,68 285 2,07 11,18 1,19 4,10 92,23
03 -1(8)  +1(186) -1(0,05) | 0,00 181,21 9,54 0,00 0,87 1,23 1,27 0,00 81,17
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) | 0,00 178,67 7,11 0,00 0,74 0,93 1,16 0,00 79,66
05 -1(8)  -1(144)  +1(0,20) | 0,54 189,00 50,66 1,14 1,00 7,77 1,26 2,20 90,81
06 +1(24) -1(144) +1(0,20) 1 0,00 183,82 4248 232 2,00 7,20 1,28 3,53 83,74
07 -1(8)  +1(186) +1(0,20) 0,00 163,28 3,03 0,56 1,93 0,99 1,10 0,84 78,90
08 +1(24) +1(186) +1(0,20) 10,00 161,03 1,90 040 1,99 0,71 1,10 0,55 79,57
09 0(16)  0(165) 0(0,13) 10,00 14598 16,20 086 1,10 2,57 093 1,17 65,28
10 0(16)  0(165) 0(0,13) 10,00 162,56 17,16 1,01 136 3,03 1,01 1,13 71,33
11 0(16)  0(165) 0(0,13) 10,00 17248 19,78 1,07 130 324 1,10 1,23 77,50

Cb: Celobiose; Gli: Glicose; X1: Xilose; Ara: Arabinose; AcF: Acido Férmico; AcA: Acido Acético; HMF: Hidroximetilfurfural; Fur: Furfural;

Lig: Lignina

LST



Tabela C.6 - Composi¢ao quimica (m/m) da fragdo sélida do bagaco de cana-de-
acucar submetido a diferentes condi¢des de pré-tratamento (planejamento

experimental).
Ensaio X X5 X3 Celulose  Hemicelulose Lignina
(g) (g (g)
01 -1(8) -1(144)  -1(0,05) 167,20 73,28 88,10
02 +1(24) -1(144) -1(0,05) 188,42 78,68 92,23
03 -1(8) +1(186) -1(0,05) 167,41 9,28 81,17
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) 164,60 6,92 79,66
05 -1(8) -1(144)  +1(0,20) 175,31 54,24 90,81
06 +1(24) -1(144)  +1(0,20) 173,26 48,80 83,74
07 -1(8) +1(186)  +1(0,20) 158,85 4,87 78,90
08 +1(24) +1(186) +1(0,20) 152,47 3,27 79,57
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 145,64 19,63 65,28
10 0(16) 0(165) 0(0,13) 153,96 20,06 71,33
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 165,13 22,64 77,50

X: tempo, X,: temperatura e X3: concentragdo de 4cido fosférico
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Tabela C.7 - Composicdo quimica dos hidrolisados 4cidos obtidos apds cada ensaio de pré-
tratamento, apds sofrerem um processo de pds-hidrolise

Ensaio Varidveis Concentragao (g/L)

X X2 X3 Cb Gli XI Ara AcF AcA HMF Fur

01 -1(8) -1(144) -1(0,05) 10,23 1,21 3,48 0,69 0,01 05 0,11 0,06
02 +1(24) -1(144) -1(0,05) (0,24 1,28 4,09 0,69 0,02 0,66 0,11 0,07
03 -1(8) +1(186) -1(0,05) |0,12 1,69 5,76 043 0,11 138 0,19 0,82
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) | 0,00 1,26 3,18 0,24 0,11 1,08 0,19 0,95
05 -1(8) -1(144) +1(0,20) 1 0,28 1,51 5,60 0,75 0,02 091 0,11 0,10
06 +1(24) -1(144) +1(0,20) 0,29 1,55 6,63 0,78 0,03 1,03 0,11 0,12
07 -1(8) +1(186) +1(0,20) | 0,00 2,44 7,84 0,64 0,04 156 024 0,61
08 +1(24) +1(186) +1(0,20) [ 0,00 2,04 493 040 0,14 1,26 023 0,59
09 0(16)  0(165) 0¢0,13) (0,00 1,18 7,02 0,56 0,03 1,10 0,05 0,22
10 0(16)  0(165) 0(0,13) 0,13 1,38 850 0,67 0,03 1,29 0,05 0,24
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 0,12 135 743 0,63 0,02 1,18 0,07 0,23

Cb: Celobiose; Gli: Glicose; XI: Xilose; Ara: Arabinose; AcF: Acido Férmico; AcA: Acido Acético; HMF:
Hidroximetilfurfural; Fur: Furfural; Lig: Lignina
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Pré-tratamento hidrotérmico e com dcido mais concentrado

Tabela C.8 - Massas das fracdes sé6lidas insoliveis obtidas
em cada condi¢do de pré-tratamento aplicada na validacdo

experimental (em base seca).

Condig¢do de pré-tratamento
Ensaio Tempo T [H;PO4] | Massa final (g)
(min) (°C) (m/v)
A 8 186 0,0 305,59
B 8 195 0,0 282,13
C 8 186 1,0 257,45
D 8 195 1,0 226,53

Tabela C.9 — Componentes presentes no bagaco de
cana-de-actcar in natura, com base em 500 gramas
de massa seca (Bagago safra 2010/2011).

Componentes Massa (g) Fragdo méssica (%)
Celobiose N.D 0,00
Glicose 220,05 44,01
Acido Férmico 1,65 0,33
HMF 1,73 0,35
Xilose 126,96 25,39
Arabinose 10,65 2,13
Furfural 6,62 1,32
Acido Acético 18,71 3,74
Lignina 98,56 19,71
Total 484,92 96,98

Tabela C.10 — Componentes macromoleculares presentes
no bagaco de cana-de-agucar in natura, com base em 500
gramas de bagaco (bagagco utilizado nos ensaios de

validagdo).
Componente Massa (g)
Celulose 205,37
Hemicelulose 143,63
Lignina 98,56
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Tabela C.11 - Componentes presentes no bagaco de cana-de-acticar pré-tratado, com base na massa real da fracao
sOlida obtida.

Condi¢ao de pré-tratamento Componente (g)
Ensaio | Tempo T H;PO4
(min) (°C) (m/v) Cb Gli X1 Ara AcF AcA HMF Fur Lig
A 8 186 0,0 0,00 192,19 21,18 1,15 099 086 146 0,772 83,56
B 8 195 0,0 0,00 189,09 11,88 0,69 090 000 135 0,16 87,59
C 8 186 1,0 0,00 164,02 406 070 083 0,00 1,18 0,00 88,30
D 8 195 1,0 0,00 13496 283 048 0,69 000 097 0,00 86,56

Cb: Celobiose; Gli: Glicose; X1: Xilose; Ara: Arabinose; AcF: Acido Férmico; AcA: Acido Acético; HMF: Hidroximetilfurfural; Fur: Furfural;
Lig: Lignina

Tabela C.12 - Composi¢do quimica (m/m) da fracdo sélida do bagaco de
cana-de-acuicar submetido pré-tratados sob condi¢des hidrotérmica e com
acido mais concentrado.

Ensaio Tempo T H;POy4 Celulose  Hemicelulose Lignina
(min)  (°C) (%, m/v) (g (g (g
A 8 186 0,0 177,91 21,26 83,56
B 8 195 0,0 174,72 11,27 87,59
C 8 186 1,0 151,70 4,18 88,30
D 8 195 1,0 124,83 2,92 86,56
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APENDICE D

Analise estatistica



Tabela D.1 — Estimativa dos efeitos para a concentragdo de celulose (C%)
na fragdo sélida de bagago de cana-de-agucar apds pré-tratamento.

Efeito  Desvio t(4) p Limite de  Limite de
padrao confianca  confianca.
- 95% 95%
Média 54,94 0,58 95,26  0,000000 53,34 56,54
X1 1,47 1,35 1,09 0,337506 -2,28 5,23
Xs 10,60 1,35 7,83 0,001433 6,84 14,35
X3 1,01 1,35 0,75 0,495735 -2,74 4,77
X;. X, -1,33 1,35 -0,98  0,381939 -5,08 2,43
X1. X3 0,06 1,35 0,04 0,968129 -3,70 3,81
X5 X3 -3,59 1,35 -2,65 0,056844 -7,34 0,17

Xi: tempo, X,: temperatura e X3: concentragdo de 4cido fosférico;
p < 0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianga)

Tabela D.2 — Coeficientes de regressdo para a resposta concentracdo de celulose

(C%) na fracdo sélida de bagago de cana-de-agucar apés pré-tratamento.

Coeficiente  Desvio t(4) p Limite de  Limite de
de regressdo  padrdo confianga  confianca.
- 95% 95%
Média 54,94 0,58 95,26  0,000000 53,34 56,54
X 0,74 0,68 1,09 0,337506 -1,14 2,61
X 5,30 0,68 7,83 0,001433 3,42 7,18
X3 0,51 0,68 0,75 0,495735 -1,37 2,38
Xi. X2 -0,66 0,68 -0,98 0,381939 -2,54 1,21
Xi. X3 0,03 0,68 0,04 0,968129 -1,85 1,91
Xo. X3 -1,79 0,68 -2,65 0,056844 -3,67 0,08

X,: tempo, X,: temperatura e X3: concentracio de 4cido fosférico
p < 0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianca)

Tabela D.3 — Estimativa dos efeitos para a concentragdo hemicelulose (H%)
na fragéo sélida de bagaco de cana-de-agucar apds pré-tratamento.

Efeito  Desvio t(4) p Limite de  Limite de
padrdo confianca  confianca.
- 95% 95%
Média 9,27 0,51 18,06  0,000055 7,84 10,69
X -0,45 1,20 -0,37 0,728893 -3,79 2,89
Xs -15,31 1,20 -12,72  0,000220 -18,65 -11,97
X3 -3,15 1,20 -2,62  0,059101 -6,49 0,19
X. X, -0,21 1,20 -0,18  0,868435 -3,55 3,13
X. X5 -0,02 1,20 -0,02  0,985980 -3,36 3,32
X5. X3 1,70 1,20 1,41 0,231244 -1,64 5,04

Xj: tempo, X,: temperatura e X3: concentracdo de dcido fosférico
p < 0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianga)
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Tabela D.4 — Coeficientes de regressdao para a resposta concentragdo de
hemicelulose (H%) na fracdo sdlida de bagagco de cana-de-agicar apds pré-
tratamento.

Coeficiente  Desvio t(4) p Limite de  Limite de

de regressdo  padrdo confianga  confianca.
-95% 95%
Média 9,27 0,51 18,06  0,000055 7,84 10,69
X1 -0,22 0,60 -0,37  0,728893 -1,89 1,45
X5 -7,65 0,60 -12,72  0,000220 -9,32 -5,98
X3 -1,57 0,60 -2,62  0,059101 -3,24 0,10
Xi. X, -0,11 0,60 -0,18  0,868435 -1,78 1,56
Xi. X3 -0,01 0,60 -0,02  0,985980 -1,68 1,66
Xs. X3 0,85 0,60 1,41 0,231244 -0,82 2,52

X: tempo, X,: temperatura e X3: concentra¢io de dcido fosférico
p < 0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianga)

Tabela D.5 — Estimativa dos efeitos para a concentracdo de lignina (L%) na
fracdo solida de bagago de cana-de-agucar apés pré-tratamento.

Efeito  Desvio t(4) p Limite de  Limite de

padrdo confianga  confianca.
- 95% 95%
Média 26,88 0,25 106,43 0,000000 26,18 27,58
X 0,11 0,59 0,18 0,864808 -1,54 1,75
X5 4,81 0,59 8,12 0,001253 3,16 6,45
X3 1,16 0,59 1,95 0,122367 -0,49 2,80
Xi. X3 0,67 0,59 1,14 0,319636 -0,97 2,32
Xi. X3 0,31 0,59 0,53 0,625694 -1,33 1,96
Xy X3 -0,97 0,59 -1,63  0,177719 -2,61 0,68

Xj: tempo, X,: temperatura e X3: concentracdo de dcido fosférico
p < 0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianga)

Tabela D.6 — Coeficientes de regressdo para a resposta concentracdo de lignina
(L%) na fracdo sdlida de bagago de cana-de-agticar apds pré-tratamento.

Coeficiente  Desvio  t(4) p Limite de  Limite de

de regressdo  padrdo confianga  confianca.
- 95% 95%
Média 26,88 0,25 106,43 0,000000 26,18 27,58
X4 0,05 0,30 0,18 0,864808 -0,77 0,88
Xs 2,40 0,30 8,12 0,001253 1,58 3,23
X3 0,58 0,30 1,95 0,122367 -0,24 1,40
X1. Xz 0,34 0,30 1,14  0,319636 -0,49 1,16
Xi. X3 0,16 0,30 0,53 0,625694 -0,67 0,98
Xs. X3 -0,48 0,30 -1,63  0,177719 -1,31 0,34

X: tempo, X,: temperatura e X3: concentragdo de 4cido fosférico
p < 0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianga)
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Tabela D.7 — Estimativa dos efeitos para a celulose solubilizada (Cs %) a
partir da fragéo solida de bagaco de cana-de-agucar.

Efeito  Desvio t(4) p Limite de  Limite de

padrao confianca  confianca.
- 95% 95%
Média 17,84 1,90 9,39  0,000717 12,56 23,11
X1 -1,24 4,46 -0,28  0,795385 -13,61 11,14
X5 7,56 4,46 1,70 0,164996 -4,81 19,93
X3 3,45 4,46 0,77  0,481987 -8,92 15,82
X;. X2 355 4,46 0,80  0,470227 -8,82 15,92
X1. X3 3,35 4,46 0,75 0,493970 -9,02 15,72
X5. X3 1,73 4,46 0,39 0,718369 -10,65 14,10

Xi: tempo, X,: temperatura e X3: concentragdo de 4cido fosférico
p < 0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianga)

Tabela D.8 — Estimativa dos efeitos para a hemicelulose solubilizada (Hs %)
a partir da fracdo sdlida de bagago de cana-de-agucar.

Efeito  Desvio t(4) p Limite de  Limite de

padrdo confianca  confianca.
- 95% 95%
Média 77,40 2,35 32,96  0,000005 70,88 83,92
X 0,72 5,51 0,13 0,902642 -14,57 16,01
X2 41,95 5,51 7,62  0,001595 26,66 57,24
X3 10,38 5,51 1,89  0,132508 -491 25,67
X1. X2 0,72 5,51 0,13 0,902642 -14,57 16,01
Xi. X3 1,86 5,51 0,34  0,752885 -13,43 17,15
Xp. X5 -7,44 5,51 -1,35  0,248250 -22,73 7,85

Xj: tempo, X,: temperatura e X3: concentracdo de dcido fosférico
p < 0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianga)

Tabela D.9 — Estimativa dos efeitos para a solubilizacdo de lignina—Lg (%) - na
fracdo solida de bagago de cana-de-aguicar apds pré-tratamento.

Efeito  Desvio t4) p Limite de  Limite de

padrao confianca  confianca.
- 95% 95%
Média 12,66 3,55 3,57 0,023368 2,82 22,51
X 1,42 8,32 0,17 0,872710 -21,67 24,51
X2 9,96 8,32 1,20 0,297171 -13,13 33,05
X3 1,85 8,32 0,22 0,835295 -21,24 24,93
Xp. X, o -0,98 8,32 -0,12  0,912321 -24,06 22,11
Xi. X5 2,77 8,32 0,33  0,755801 -20,32 25,86
X5. X3 -0,53 8,32 -0,06  0,952243 -23,62 22,56

X1: tempo, X,: temperatura e X3: concentrag@o de 4cido fosférico
p < 0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianga)
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Tabela D.10 — Coeficientes de regressao para a resposta hemicelulose solubilizada
(Hs%) a partir da fracd@o sé6lida de bagaco de cana-de-agucar.

Coeficiente Desvio t(4) p Limite de = Limite de

de regressdo  padrdo confianca  confianca.
- 95% 95%
Média 77,41 2,35 32,99  0,000005 70,89 83,92
X3 0,37 2,75 0,13 0,900880 -7,28 8,01
Xz 20,97 2,75 7,62  0,001592 13,33 28,61
X3 5,19 2,75 1,88 0,132626 -2,46 12,83
Xi. X, 0,35 2,75 0,13  0,904251 -7,29 7,99
Xi. X3 0,92 2,75 0,34 0,754286 -6,72 8,56
X5. X3 -3,71 2,75 -1,35  0,248600 -11,35 3,93

X: tempo, X,: temperatura e X3: concentragdo de 4cido fosférico
p < 0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianga)

Tabela D.11 — Valores experimentais de concentragdes de celulose (C%) na
fracdo solida de bagaco pré-tratado, previstas pelo modelo, erros de ajuste e
erros relativos.

Ensaio  C%, experimental C%, prevista e=(Y-Y) Erro relativo (%)
01 45,64 49,64 -4 -8,76
02 47,72 49,64 -1,92 -4,02
03 60,49 60,24 0,25 0,41
04 61,24 60,24 1 1,63
05 49,52 49,64 -0,12 -0,24
06 53,04 49,64 34 6,41
07 58,52 60,24 -1,72 -2,94
08 58,06 60,24 -2,18 -3,75
09 57,41 54,94 2,47 4,30
10 56,67 54,94 1,73 3,05
11 56,02 54,94 1,08 1,93

Y: valor experimental, Y: valor previsto pelo modelo

Tabela D.12 — Valores experimentais de concentra¢des de hemicelulose (H%)
na fracdo solida de bagaco pré-tratado, previstas pelo modelo, erros de ajuste e
erros relativos.

Ensaio  H%, experimental H%, prevista e= (Y-Y) Erro relativo (%)
01 20,01 16,92 3,09 15,44
02 19,93 16,92 3,01 15,10
03 3,35 1,62 1,73 51,64
04 2,58 1,62 0,96 37,21
05 15,32 16,92 -1,6 -10,44
06 14,93 16,92 -1,99 -13,33
07 1,79 1,62 0,17 9,50
08 1,24 1,62 -0,38 -30,65
09 1,74 9,27 -1,53 -19,77
10 7,38 9,27 -1,89 -25,61
11 7,68 9,27 -1,59 -20,70

Y: valor experimental, Y valor previsto pelo modelo
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Tabela D.13 — Valores experimentais de concentracdes de lignina (L%) na
fragdo solida de bagaco pré-tratado, previstas pelo modelo, erros de ajuste e
erros relativos.

Ensaio L%, experimental L%, prevista e= (Y-Y) Erro relativo (%)

01 24,07 24,48 -0,41 -1,70
02 23,35 24,48 -1,13 -4,84
03 29,33 29,28 0,05 0,17
04 29,64 29,28 0,36 1,21
05 26,04 24,48 1,56 5,99
06 25,63 24,48 1,15 4,49
07 29,05 29,28 -0,23 -0,79
08 30,30 29,28 1,02 3,37
09 25,73 26,88 -1,15 -4,47
10 26,26 26,88 -0,62 -2,36
11 26,29 26,88 -0,59 -2,24

Y: valor experimental, Y: valor previsto pelo modelo

Tabela D.14 — Valores experimentais de hemicelulose solubilizada (Hs%) na
fracdo solida de bagago pré-tratado, previstas pelo modelo, erros de ajuste e erros
relativos.

Ensaio  Hs%, experimental Hg %, prevista e= (Y-Y) Erro relativo (%)

01 46,70 56,44 -9,74 -20,86
02 42,77 56,44 -13,67 -31,96
03 93,25 98,38 -5,13 -5,50
04 94,95 98,38 -3,43 -3,61
05 60,54 56,44 4,10 6,77
06 64,52 56,44 8,08 12,52
07 96,46 98,38 -1,92 -1,99
08 97,63 98,38 -0,75 -0,77
09 85,71 77,41 8,30 9,68
10 85,41 77,41 8,00 9,37
11 83,53 77,41 6,12 7,33

Y: valor experimental, Y: valor previsto pelo modelo



APENDICE E

Producao de enzimas



Tabela E.1 — Concentragdes de substrato (lactose) e de
células, determinadas durante o processo de fermentagcdo
para producdo de enzimas celulase e xilanase.

Tempo (h)  Lactose (g/L)  Concentragao celular (g/L)
0 10,89 1,18
9 9,67 1,85
24 2,45 8,43
33 0,02 8,38
48 0,00 7,19

Tabela E.2 — Atividades enziméticas e seus respectivos desvios padroes

referentes a produgdo em biorreator.

Tempo Atividades Enzimaticas (UI/mL)
(h) FPase B-glicosidase CMCase Xilanase
0 0,03 +£0,01 0,00 = 0,00 1,57 £ 0,02 0,75+ 0,12
9 0,06 = 0,00 0,00 + 0,00 2,43 +£ 0,00 3,31 + 0,06
24 0,85 +0,01 0,11 +£0,00 9,31 +0,04 8,41 + 0,06
33 0,96 + 0,00 0,19 + 0,00 10,74 + 0,05 9,28 + 0,00
48 0,98 + 0,00 0,32 +0,01 12,70 £ 0,07 13,00 +0,02
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APENDICE F

Hidrolise enzimadtica



Estudos da cinética enzimdtica (minirreatores)

(Bagacos pré-tratados — planejamento experimental)

Tabela F.1 - Concentragdes de celobiose liberadas durante a hidrélise enzimética de bagago
de cana-de-agucar, utilizando-se enzimas comerciais (Celluclast® 1,51 e Novozym® 188).

Ensaio Variaveis Celobiose (g/L)
X4 X5 X3 05h 4h 8h 24h 34h 48h 72h 100h

01 -18) -1(144) -1(0,05) 1 0,66 0,31 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
02 | +1(24) -1(144) -1(0,05) 0,70 0,17 0,17 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
03 -18) +1(186) -1(0,05) | 1,85 2,09 2,11 1,74 1,47 1,09 0,55 0,34
04 | +1(24) +1(186) -1(0,05) 3,59 3,98 5,60 3,52 2,60 2,08 1,48 0,81
05 -18) -1(144) +1(0,20)10,92 0,24 0,09 0,03 0,07 0,00 0,00 0,00
06 | +1(24) -1(144) +1(0,20)10,80 0,37 0,24 0,11 0,08 0,03 0,00 0,00
07 -18)  +1(186) +1(0,20) | 1,70 3,09 3,27 294 3,06 2,14 1,35 0,90
08 | +1(24) +1(186) +1(0,20)|2,57 3,11 3,03 3,09 2,88 2,01 1,22 0,75
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 2,28 1,97 1,77 1,17 1,07 0,72 045 0,53
10 0(l16) 0(165) 0(0,13) | 1,40 1,32 1,32 1,64 090 0,63 046 0,22
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 11,91 2,29 2,25 1,09 1,00 0,63 042 0,35
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Tabela F.2 - Concentragdes de glicose liberadas durante a hidrélise enzimatica de bagaco de
cana-de-actcar, utilizando-se enzimas comerciais (Celluclast® 1,51 e Novozym® 188).

Ensaio Varidveis Glicose (g/L)
X X, X3 05h 4h 8h 24h 34h 48h 72h 100h

01 -18) -1(144) -1(0,05) | 1,55 2,81 3,14 3,00 4,76 534 545 5,53
02 [|+1(24) -1(144) -1(0,05) | 1,47 3,15 348 5,16 591 582 6,24 6,06
03 -18) +1(186) -1(0,05) | 1,45 4,33 6,64 10,65 12,59 14,81 15,71 16,66
04 |+1(24) +1(186) -1(0,05) | 1,22 5,28 9,41 12,37 13,52 16,10 19,48 16,63
05 -18) -1(144) +1(0,20) | 1,53 2,39 4,11 4,08 6,69 6,54 859 9,78
06 [|+1(24) -1(144) +1(0,20) | 1,24 3,45 4,04 569 658 741 8,05 8,78
07 -18) +1(186) +1(0,20) |1 0,84 4,29 6,68 11,44 15,82 16,83 18,89 20,19
08 +1(24) +1(186) +1(0,20) | 1,52 4,34 6,68 12,32 15,53 17,06 19,30 19,95
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 12,03 4,62 6,25 8,66 11,19 12,59 13,54 16,11
10 0(16) 0(165) 0(0,13) | 1,19 3,47 488 998 9,30 10,80 12,78 11,62
11 0(16) 0(165) 0(0,13) | 1,45 433 6,37 6,89 10,42 11,25 12,55 12,02
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Tabela F.3 - Concentracdes de xilose liberadas durante a hidrélise enzimatica de bagaco de
cana-de-actcar, utilizando-se enzimas comerciais (Celluclast® 1,51 e Novozym® 188).

Ensaio Variaveis Xilose (g/L)

X X, X3 05h 4h 8h 24h 34h 48h 72h 100h
01 -1(8) -1(144) -1(0,05) | 0,69 0,84 1,01 1,03 1,55 1,75 1,86 2,11
02 +1(24) -1(144) -1(0,05) 10,59 0,97 099 1,52 1,73 1,72 2,09 2,40
03 -1(8) +1(186) -1(0,05) 0,31 044 0,55 0,72 0,84 098 1,04 1,11
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) 10,23 044 0,60 0,66 0,70 0,82 0,99 0,81
05 -1(8) -1(144) +1(0,20) 0,49 0,56 0,88 090 1,47 148 194 2725
06 +1(24) -1(144) +1(0,20)10,37 0,70 0,79 1,09 127 145 1,62 1,85
07 -1(8) +1(186) +1(0,20)|0,01 0,30 0,39 047 0,59 068 0,75 0,80
08 +1(24) +1(186) +1(0,20) 10,22 0,39 0,30 0,37 045 048 0,53 0,55
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 0,61 0,64 0,76 093 1,17 129 1,38 1,65
10 0(16) 0(165) 0(0,13) 10,25 045 058 1,07 096 1,10 1,30 1,18
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 10,31 0,60 080 0,76 1,10 1,17 1,36 147
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Tabela F.4 - Massas de glicose obtidas na hidrdlise enzimética de bagaco de cana-de-agucar,

utilizando-se enzimas comerciais (Celluclast® 1,51 e Novozym® 188).

Ensaio Variaveis Glicose (g)

X X, X3 05h 4h 8h 24h 34h 48h 72h 100h
01 -1(8) -1(144) -1(0,05) | 0,12 0,22 0,24 0,22 0,35 0,38 0,37 0,39
02 +1(24) -1(144) -1(0,05) | 0,12 0,24 0,26 0,39 043 042 043 0,38
03 -1(8) +1(186) -1(0,05) | 0,11 0,34 0,51 0,79 0,92 1,06 1,08 1,01
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) | 0,10 0,41 0,72 0,84 092 0,99 1,34 1,24
05 -1(8) -1(144) +1(0,20)|0,12 0,19 0,31 0,30 049 047 0,59 0,63
06 +1(24) -1(144) +1(0,20) | 0,10 0,27 0,31 042 048 0,53 0,55 0,53
07 -1(8) +1(186) +1(0,20) 10,07 0,33 0,51 085 1,16 1,20 1,30 1,28
08 +1(24) +1(186) +1(0,20)]0,12 0,34 0,51 092 1,14 1,22 1,32 1,27
09 0(16) 0(165) 0(0,13) | 0,16 0,36 048 0,65 0,82 090 093 0,95
10 0(16) 0(165) 0(0,13) 10,09 0,27 037 0,74 0,68 0,77 0,88 0,73
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 10,11 034 048 0,51 0,76 0,81 0,86 0,76
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Tabela F.5- Conversdo de celulose em glicose obtida por hidrélise enzimatica de bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado, utilizando-se enzimas comerciais (Celluclast® 1,5L e Novozym® 188).

Ensaio Variaveis Conversao (%)
X X5 X3 0,5h 4h 8h 24h  34h  48h  72h  100h

01 -18) -1(144) -1(0,05) | 11,55 20,54 22,52 21,03 32,775 35,97 35,20 34,13
02 | +1(24) -1(144) -1(0,05) | 11,63 24,46 26,48 38,52 43,22 41,67 42,84 39,77
03 -1(8) +1(186) -1(0,05) | 8,28 24,33 36,55 57,47 66,56 76,70 77,96 79,05
04 | +1(24) +1(186) -1(0,05) | 6,46 27,41 4791 61,76 66,12 77,12 89,40 72,97
05 -18) -1(144) +1(0,20) | 10,50 16,14 27,15 26,43 42,48 40,68 51,17 55,76
06 |+1(24) -1(144) +1(0,20)| 8,13 22,20 25,54 35,19 3991 44,02 45,80 47,80
07 -1(8) +1(186) +1(0,20) | 4,08 20,50 31,33 52,61 71,28 74,25 79,86 81,61
08 | +1(24) +1(186) +1(0,20) | 8,17 22,94 34,64 62,60 77,32 83,18 90,19 89,15
09 0(16) 0(165) 0(0,13) | 12,30 27,39 36,33 49,37 62,53 68,89 70,98 80,76
10 0(16) 0(165) 0(0,13) | 7,92 22,59 31,15 62,44 57,00 64,84 73,57 63,92
11 0(16) 0(165) 0(0,13) | 9,24 27,14 39,16 41,49 61,53 65,04 69,52 63,67
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Tabela F.6- Rendimento méssico de glicose obtido por hidrélise enzimatica (Celluclast® 1,5L ¢ Novozym®
188), partindo de 500 gramas de bagaco in natura submetido a pré-tratamento de acordo com as condicoes do
planejamento experimental.

Ensaio Variaveis Zoticose/0,5 K& bagaco in natura
X1 X5 X3 0,5h 4h 8h 24h 34h 48h 72h 100h
01 -1(8) -1(144) -1(0,05) | 21,44 38,13 41,81 39,05 60,81 66,79 6535 63,36
02 +1(24) -1(144) -1(0,05) | 24,34 51,20 55,42 80,62 90,46 87,21 89,66 83,22
03 -1(8) +1(186) -1(0,05) | 15,40 45,27 68,00 106,92 123,83 142,68 145,03 147,05
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) | 11,81 50,13 87,62 112,95 120,92 141,05 163,50 133,46
05 -1(8) -1(144) +1(0,20) | 20,45 31,45 52,88 51,48 82,75 79,24 99,68 108,62
06 +1(24) -1(144) +1(0,20) | 15,66 42,74 49,16 67,75 76,82 84,74 88,17 92,01
07 -1(8) +1(186) +1(0,20)| 7,19 36,19 55,31 92,86 125,83 131,07 140,98 144,06
08 +1(24) +1(186) +1(0,20) | 13,84 38,86 58,68 106,04 130,98 140,91 152,79 151,02
09 0(16) 0(165) 0(0,13) | 19,90 44,32 58,80 79,89 101,19 111,49 114,87 130,69
10 0(16) 0(165) 0(0,13) | 13,54 38,64 53,28 106,80 97,50 110,91 125,84 109,34
11 0(16) 0(165) 0(0,13) | 16,95 49,79 71,85 76,14 11291 119,34 127,56 116,83
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Bagacos pré-tratados—hidrotermicamente e com dcido mais concentrado)

Tabela F.7 - Concentracdes de celobiose liberadas durante a hidrélise
enzimdtica de bagaco de cana-de-acucar, utilizando-se enzimas
comerciais (Celluclast® 1,5L. e Novozym® 188).

Condi¢do de pré-tratamento Celobiose (g/L)
Ensaio | Tempo T [H:POg] | Oh 24h 48h 72h
(min) (°C) (m/v)
A 8 186 0,0 0,00 047 0,12 0,00
B 8 195 0,0 0,00 1,14 0,58 0,46
C 8 186 1,0 0,00 2,37 1,53 0%
D 8 195 1,0 0,00 232 141 1,00

Tabela F.8 - Concentragdes de glicose identificadas durante a hidrdlise
enzimdtica de bagaco de cana-de-aguicar, utilizando-se enzimas comerciais
(Celluclast® 1,5L e Novozym® 188).

Condicao de Glicose (g/L)
Ensaio pré-tratamento
Tempo T [H:PO4] | Oh 24h  48h 72h
(min) (°C) (m/v)
A 8 186 0,0 0,00 7,50 873 9,44
B 8 195 0,0 0,00 9,60 10,27 12,58
C 8 186 1,0 0,00 9,58 11,89 12,36
D 8 195 1,0 0,00 9,66 12,04 14,01

Tabela F.9 - Concentracdes de xilose liberadas durante a hidrdlise

enzimdtica de bagaco de cana-de-agucar, utilizando-se enzimas comerciais
(Celluclast® 1,51 e Novozym® 188).

Condicao de Xilose (g/L)
Ensaio pré-tratamento
Tempo T [H3PO4] Oh 24h  48h 72h
(min) (°C) (m/v)
A 8 186 0,0 0,00 041 051 0,55
B 8 195 0,0 0,00 030 036 045
C 8 186 1,0 0,00 0,01 0,03 0,04
D 8 195 1,0 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tabela F.10 - Massas de glicose obtidas na hidrélise enzimética de
bagaco de cana-de-acucar, utilizando-se enzimas comerciais (Celluclast®
1,5L e Novozym® 188).

Condicao de Glicose (g)
Ensaio pré-tratamento
Tempo T [H:POg] | Oh  24h 48h 72h
(min) (°C) (m/v)
A 8 186 0,0 0,00 0,74 086 092
B 8 195 0,0 0,00 095 1,01 1,22
C 8 186 1,0 0,00 095 1,17 1,20
D 8 195 1,0 0,00 0,96 1,18 1,36

Tabela F.11 - Rendimento madssico de glicose obtido por hidrdlise
enzimadtica (Celluclast® 1,5L e Novozym® 188), partindo de 500 gramas

de bagaco in natura submetido a pré-tratamento.
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Condigﬁo de gglicose/ 0,5 kg bagago in natura
Ensaio pré-tratamento
Tempo T [H3PO4] Oh 24 h 48 h 72 h
(min) (°C) (m/v)
A 8 186 0,0 0,00 119,74 137,92 147,69
B 8 195 0,0 0,00 111,05 117,58 142,64
C 8 186 1,0 0,00 113,77 139,81 143,85
D 8 195 1,0 0,00 84,55 104,28 120,16
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Comparacao de hidrolise enzimatica realizada com enzimas comerciais e com as

enzimas produzidas no laboratoério

(Hidrdlise realizada em frascos agitados)

Tabela F.12 - Massas de glicose obtidas na hidrélise enzimética de bagago de cana-
de-agucar, utilizando-se enzimas comerciais (Celluclast® 1,5L e Novozym® 188) e

enzimas produzidas no laboratorio.

Ensaio Variaveis Glicose (g)
X X5 X3 Enzimas Enzimas
comerciais produzidas
no laboratério
01 -1(8) -1(144)  -1(0,05) 0,12 0,11
02 +1(24) -1(144)  -1(0,05) 0,15 0,19
03 -1(8) +1(186)  -1(0,05) 0,66 0,72
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) 0,74 0,83
05 -1(8) -1(144)  +1(0,20) 0,28 0,26
06 +1(24) -1(144)  +1(0,20) 0,31 0,27
07 -1(8) +1(186)  +1(0,20) 0,87 0,85
08 +1(24) +1(186) +1(0,20) 0,79 0,82
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 0,47 0,55
10 0(16) 0(165) 0(0,13) 0,44 0,51
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 0,49 0,47

Tabela F.13 — Conversao enzimética de celulose em glicose (CC%) obtida por
hidrélise de bagaco de cana-de-acticar pré-tratado. Hidrdlise realizada utilizando-
se diferentes preparados enzimaticos.

Variaveis CC (%)
Ensaio X, X5 X3 Enzima Enzimas produzidas
comerciais no laboratério
01 -1(8) -1(144)  -1(0,05) 10,83 11,39
02 +124) -1(144)  -1(0,05) 14,10 19,86
03 -1(8) +1(186)  -1(0,05) 52,10 53,27
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) 48,30 54,69
05 -1(8) -1(144)  +1(0,20) 24,43 23,38
06 +1(24) -1(144)  +1(0,20) 27,84 23,99
07 -1(8) +1(186)  +1(0,20) 56,38 57,97
08 +1(24) +1(186)  +1(0,20) 56,31 57,86
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 38,32 41,83
10 0(16) 0(165) 0(0,13) 36,52 40,31
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 37,66 39,15
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Tabela F.14 - Rendimento méssico de glicose obtido por hidrélise enzimatica
partindo de 500 gramas de bagaco in natura submetido a pré-tratamento de
acordo com as condi¢des do planejamento experimental.

Varidveis gglicose/o,s kg bagaco in natura
Ensaio Enzima Enzimas
Xi X5 X3 comerciais produzidas
no laboratério
01 -1(8) -1(144) -1(0,05) 20,11 21,15
02 +124) -1(144) -1(0,05) 29,51 41,56
03 -1(8) +1(186)  -1(0,05) 96,96 99,10
04 +1(24) +1(186) -1(0,05) 88,33 100,02
05 -1(8) -1(144)  +1(0,20) 47,58 45,54
06 +124) -1(144)  +1(0,20) 53,59 46,18
07 -1(8) +1(186)  +1(0,20) 99,52 102,33
08 +124) +1(186) +1(0,20) 95,39 98,01
09 0(16) 0(165) 0(0,13) 62,01 67,70
10 0(16) 0(165) 0(0,13) 62,46 68,95
11 0(16) 0(165) 0(0,13) 69,10 71,84

(Hidrolise realizada em minirreatores)

Tabela F.15 - Concentragcdes dos componentes: celobiose, glicose e xilose
liberadas durante a hidrélise enzimatica de bagaco de cana-de-actcar, utilizando-se
as enzimas produzidas no laboratorio.

Tempo Ensaio 03: 8 min, 186 °C, Ensaio 07: 8 min, 186 °C,
(h) H3;P0O40,05% H3;P040,20%
Celobiose  Glicose  Xilose Celobiose Glicose  Xilose
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 1,47 9,39 0,69 2,28 8,96 0,44
48 0,97 12,13 0,88 1,45 11,90 0,58
72 0,65 13,25 0,94 1,00 13,02 0,62

Tabela F.16 - Massas de glicose obtidas na hidrélise enzimética de

bagaco de cana-de-acgucar, utilizando-se enzimas produzidas no
laboratério.
Glicose (g)
Tempo (h)  Ensaio 03: 8 min, 186 °C,  Ensaio 07: 8 min, 186 °C,
H;P0O,0,05% H;P0O,0,20%
0 0,00 0,00
24 0,92 0,88
48 1,16 1,14
72 1,25 1,22
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Tabela F.17 - Conversao de celulose em glicose obtida por hidrdlise enzimatica de
bagaco de cana-de-acucar pré-tratado, utilizando-se enzimas produzidas no
laboratorio.

Conversao (%)

Tempo (h) Ensaio 03: 8 min, 186 °C, Ensaio 07: 8 min, 186 °C,
H;P0,40,05% H;P0,40,20%
0 0,00 0,00
24 61,18 57,89
48 77,44 75,37
72 82,84 80,71

Tabela F.18 — Massa de glicose obtida por hidrélise enzimatica de bagaco de
cana-de-acucar pré-tratado utilizando-se enzimas produzidas no laboratério.

gglicose/O,S kg bagaco in natura

Tempo (h) Ensaio 03: 8 min, 186 °C, Ensaio 07: 8 min, 186 °C,
H5P0O40,05% H5;P0O40,20%
0 0,00 0,00
24 113,82 102,19
48 144,06 133,05
72 154,11 142,48

Hidrolise realizada em biorreator

Tabela F.19 - Componentes liberados durante a hidrélise
enzimdtica de bagaco de cana-de-actcar pré-tratado. Condigoes
de pré-tratamento (8 minutos, 186 °C e H;PO40,20%).

Tempo (h)  Celobiose (g/L.)  Glicose (g/L)  Xilose (g/L)
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
0,5 1,31 £ 0,06 0,60 + 0,00 0,11 £ 0,00
4 2,09 £ 0,04 2,79 £0,01 0,18 £0,01
8 2,09 £ 0,03 422 +0,12 0,24 £ 0,00
12 1,99 + 0,09 5,23 £0,05 0,27 £ 0,00
24 1,42 £0,02 7,39 £0,55 0,38 £0,01
36 0,93 +0,10 8,42 + 0,04 0,42 £0,02
48 0,63 £ 0,01 8,65 0,49 0,42 + 0,01
60 0,50 + 0,00 9,25 +0,82 0,44 + 0,02
72 0,41 +0,00 9,21 +0,43 0,44 + 0,01




182

Tabela F.20 - Conversdo de celulose em glicose
(biorreator) de bagaco de cana-de-acicar pré-
tratado. Condi¢des de pré-tratamento (8
minutos, 186 °C e H3P040,20%).

Tempo (h) Conversao (%)
0 0,00 £ 0,00
0,5 4,68 £0,10
4 21,52 +0,45
8 32,48 £ 1,46
12 40,10 = 1,04
24 56,50 + 5,10
36 64,03 + 0,67
48 65,62 £ 4,74
60 69,88 + 7,27
72 69,31 + 4,34

Tabela F.21 - Rendimento madssico de
glicose obtido por hidrélise enzimética
partindo de 500 gramas de bagaco in
natura, apos pré-tratamento. Condicoes
de pré-tratamento (8 minutos, 186 °C e
H3P0,40,20%, m/v).

Tempo (h) gglicose/ 0,5 kg bagaco in natura

0 0,00 = 0,00
0,5 8,26 £ 0,17
4 38,00 = 0,80
8 57,33 £2,58
12 99,73 £ 9,00
24 113,03+ 1,18
36 108,76 £7,23
48 115,83 + 8,37
60 123,36 + 12,83

72 122,35 + 7,66




APENDICE G

Fermentacdo alcoolica



Tabela G.1 — Concentracdes de glicose e etanol
durante o processo de fermentacdo alcodlica do

hidrolisado enzimatico obtido em biorreator.

Tempo Concentragao (g/L)

(h) Glicose Etanol

0 8,87 +0,51 0,00 + 0,00
2 6,17 £ 0,48 0,58 +£0,23
3 4,07 £0,33 1,46 £ 0,39
4 1,20 + 1,04 2,41 +£0,72
6 0,01 £0,01 2,82 +0,47
8 0,00 + 0,00 2,93 +0,32
9 0,00 + 0,00 3,05 +£0,18
10 0,00 + 0,00 3,10+0,16
11 0,00 £ 0,00 3,21 £0,16
12 0,00 + 0,00 3,33 +0,18
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APENDICE H

Cromatograma—curva
padrdo
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Figura H.1 — Cromatograma ilustrativo (curva padrao).
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HIGHLIGHTS

» Diluted phosphoric acid was employed as catalyst in sugarcane bagasse pretreatment.
» Factorial design showed the effects of temperature, time and acid concentration.

» Very effective hemicellulose solubilization was achieved at 186 °C, reaching 98%.

» Relatively low amounts of fermentation inhibitors were released in the hydrolysate.
» Phosphoric acid in the hydrolysate can be a P-source for subsequent fermentation.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
Available online xxxx

Keywords:
Pretreatment
Sugarcane bagasse
Enzymatic hydrolysis
Fermentable sugars

The influence of time (8-24 min), temperature (144-186 °C) and phosphoric acid concentration (0.05-
0.20%, w/v) on the pretreatment of sugarcane bagasse in a 20 L batch rotary reactor was investigated.
The efficiency of the pretreatment was verified by chemical characterization of the solid fraction of the
pretreated bagasse and the conversion of cellulose to glucose by enzymatic hydrolysis. Models represent-
ing the percentage of cellulose, hemicelluloses, lignin, solubilized hemicellulose and the enzymatic con-
version of cellulose to glucose were predictive and significant. Phosphoric acid concentration of 0.20% at
temperature of 186 °C, during 8 and 24 min, was shown to be very effective in solubilizing hemicellulose
from sugarcane bagasse, reaching solubilization of 96% and 98%, respectively. Relatively low amounts of

inhibitors were produced, and the phosphoric acid remaining in the hemicellulosic hydrolysate is at ade-
quate levels for supplying phosphorous requirement during subsequent fermentation.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Social and environmental concerns, such as the world’s depen-
dence on nonrenewable fuels derived of petroleum, use of food for
fuel production and the reduction the negative impacts to the envi-
ronment, particularly due to the emission of greenhouse gasses,
are the driving forces that propel the use of renewable raw mate-
rials for the production of alternative energy. For these reasons, the
concept of biorefinery is emerging as a promising alternative be-
cause it is based on the integration of processes for the production
of energy, fuel - especially second generation ethanol - and a wide
variety of high value-added chemical products from the full use of
renewable biomass (Ragauskas et al., 2006).

* Corresponding author. Tel.: +55 81 21268347; fax: +55 81 21268346.
E-mail address: soutomaior@ufpe.br (A.M. Souto-Maior).

0960-8524/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2012.10.083

In this way, Brazil is in a privileged position to assume the lead-
ership in the full use of biomass because it is one of the largest pro-
ducers of renewable raw materials in the world (CGEE, 2010).
Sugarcane plantations are a notable source of these materials, of
which Brazil itself represents the largest producer in the world,
reaching a production capacity exceeding 623 million tons in the
2010/2011 harvest (MAPA, 2011). However, only sucrose, which
corresponds to one-third of the sugarcane biomass, is used to pro-
duce sugar and ethanol. The remaining two-thirds represent the
bagasse, by-product obtained after crushing the sugarcane for
stripping the juice to be used for sugar and/or ethanol production,
and the leaves and tips, which constitute sugarcane straw (BNDES,
2008; DEAGRO, 2011). Approximately 250 kg of bagasse are gener-
ated per ton of sugarcane, thus representing the main lignocellu-
losic material generated in Brazil. The bagasse is largely used as
the main source of energy for the production of steam used in
the mill, and electricity (CGEE, 2010; Pandey et al., 2000; Stambuk
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et al., 2008). However, if technological improvements are made to
the boilers it is possible to satisfy the energy requirements of the
plants with only half of the produced bagasse. If residual bagasse
from the sugar mills in Brazil were converted to ethanol, then
the amount of ethanol produced per unit area of sugarcane crop
land in Brazil would improve significantly.

Lignocellulosic materials consist of three main organic
fractions: cellulose (35-50%), hemicellulose (20-35%) and lignin
(12-20%). They also contain small amounts of minerals (ash)
and various other compounds, which are called extractives. The
cellulose chains are packed by hydrogen bonds in so-called
‘microfibrils’, which are attached to each other by hemicellulose,
and covered by lignin. These microfibrils are often associated in
the form of macrofibrils. Because of this complexity, pretreatment
of these lignocellulosic materials is normally necessary before
enzymatic hydrolysis (Himmel, 2008).

Pretreatment is mainly aimed at disorganizing the complex lig-
nocellulose by reducing the lignin and hemicellulose content,
reducing the cellulose crystallinity, and increasing the porosity,
causing the opening of the lignocelllulose cell wall structure for
enzymatic degradation (Hendriks and Zeeman, 2009). The pre-
treatment can be accomplished by appropriate physical, physico-
chemical, chemical or biological means (Alvira et al., 2010; Mosier
et al., 2005). Dilute acid hydrolysis is one of the most commonly
used method of chemical pretreatment, which main objective is
to solubilize the hemicellulosic fraction of the biomass and to ren-
der the cellulose more accessible for enzymatic hydrolysis. It can
be performed during a short retention time at a high temperature
(above 160 °C) or over a relatively long retention time at a lower
temperature. In general, pretreatments performed at higher tem-
peratures and shorter residence times generate higher recovery
yields of soluble xylose and improved enzymatic cellulose digest-
ibility. Depending on the substrate and the conditions applied,
80-95% of the hemicellulosic sugars can be recovered from the lig-
nocellulosic feedstock by dilute acid pretreatment (Balat et al.,
2008).

Diluted phosphoric acid for chemical pretreatment of different
biomasses have been investigated (Gamez et al., 2006, 2004;
Israilides et al., 1978; Um et al., 2003; Vazquez et al., 2007). These
studies have shown that treatments performed at low tempera-
tures and long residence times can be effective using relatively
high concentration solutions of phosphoric acid (2-6%). However,
phosphoric acid is much more expensive than sulfuric acid, which
is the cheapest and most widely investigated acid catalyst. Re-
cently, steam treatment of sugarcane bagasse with more diluted
phosphoric acid was investigated at shorter residence times and
higher temperatures, and shown to be an effective method to
hydrolyse hemicelluloses (Geddes et al., 2010). Phosphoric acid
pretreated sugarcane bagasse allowed efficient fermentation of
hemicellulose hydrolysate by engineered Escherichia coli without
the need of detoxification (Nieves et al., 2011).

In this work, dilute phosphoric acid pretreatment of sugarcane
bagasse was investigated using concentration levels adequate for
the subsequent microbial fermentation of the hemicellulose
hydrolysate for fuel, chemical or enzyme production. An experi-
mental design was applied to assess the effects of temperature,
time and phosphoric acid concentration on the pretreatment in a
20 L batch rotary reactor.

2. Methods
2.1. Raw material

The sugarcane bagasse used in this study was provided by Olho
D’Agua sugar plant (www.grupoolhodagua.com.br/BACKUP/site/

index.php). The bagasse was collected straight from the mill and
left to dry at sunlight for two days.

2.2. Pretreatment

2.2.1. Experimental design

A linear experimental design 23 with 3 central points and a total
of 11 assays was applied to evaluate the best conditions for pre-
treatment. Three levels were defined for each independent variable
(time: 8, 16 and 24 min; temperature: 144, 165 and 186 °C; and
phosphoric concentration: 0.05, 0.13 and 0.20%, w/v). The follow-
ing response factors were considered: the percentages in the solid
fraction of cellulose (%C), hemicellulose (%H) and lignin (%L); the
solubilized hemicellulose (%Hs); and the enzymatic conversion of
cellulose (%CC).

The software Statistica (Statsoft 7.0) was used to analyze the re-
sults, which were subjected to an analysis of variance (ANOVA).
The independent variables and responses (coded values) were cor-
related through the linear model represented by Eq. 1 in which y;
represents the response variable; o, f;, and f; are the coefficients
of the regression model; and X; and X; represent the coded levels of
the independent variables.

Yi=Bo + Z BiXi + Z Bii Xi X; (1)

2.2.2. Experimental procedure

Bagasse samples of 500 g each were introduced into a 20 L ro-
tary reactor (Regmed Inddstria Técnica Ltda., model AU/E-20) with
phosphoric acid solutions at different concentrations, according to
the experimental design. The concentration of bagasse in the reac-
tor was maintained at 5% (w/v). The reactor temperature was in-
creased by an electrical resistance heating system, and the
counted time was initialized when the process reached the desired
temperature. After finishing the reaction, the temperature was re-
duced to 80 °C, and the reactor was discharged. The pretreated sug-
arcane bagasse was filtered, and the pulp obtained (solid fraction)
was washed three times (10 L per wash) with hot water (70 °C).
The solid fractions obtained were separated for chemical and mor-
phological characterization and enzymatic hydrolysis. The liquid
fractions were submitted to chromatographic analysis to deter-
mine the concentration of fermentation inhibitors.

2.3. Enzymatic hydrolysis

The effects of the pretreatment conditions on cellulose conver-
sion were evaluated by enzymatic hydrolysis of the solid fractions
obtained in each pretreatment. For the enzymatic hydrolysis, the
commercial enzymes Celluclast® 1.5 L and Novozym® 188 (p-glu-
cosidase) were used. The assays were carried out in 250 mL Erlen-
meyer flasks to which the bagasse and the enzyme diluted in
50 mM sodium citrate (pH 4.8) were added. The conditions were
as follows: activity of 20 FPUg 'pagasse and 4 U g™ 'agasse Of B-glu-
cosidase, maintaining a final ratio of 5:1 (Celluclast:B-glucosidase);
50 °C and 150 rpm in a shaker (New Brunswick Scientific, model
C25KC); a final volume of 100 mL, and a 2.0% (w/v) final concentra-
tion of bagasse. The sample (1 mL) was taken after 72 h of hydro-
lysis, subjected to a boiling bath for 5 min, immersed in an ice
bath, and then centrifuged and filtered through a 0.22 pm
membrane.

2.4. Analytical methodology

2.4.1. Analysis of chemical composition

The raw and pretreated bagasse samples were analyzed accord-
ing to the methodology described by Rocha et al. (2011). The
methodology is based on acid hydrolysis of extractive-free material
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followed by chromatographic analysis of sugars and degradation
products contained in the hydrolysate and by the gravimetric deter-
mination of acid-insoluble lignin. All samples were milled and
sieved to 20 mesh. Raw bagasse extractives were removed using
95% ethanol for 8 h in a Soxhlet apparatus. For the pretreated ba-
gasse, no ethanol extraction was performed since the pretreatment
practically remove all the extractives. A 2-g aliquot of the material
was treated with 10 mL of 72% H,SO,4 in a 100-mL beaker main-
tained in a thermostatic bath at 45 °C for 8 min under mixing. The
reaction was interrupted through the addition of 50 mL of distilled
water. The sample was transferred to a 500-mL Erlenmeyer flask,
where the acid was diluted by water addition up to a final volume
of 275 mL. The flasks were sealed with aluminum foil and auto-
claved for 30 min at 1.05 atm for completing the hydrolysis of the
unhydrolysed oligosaccharides. After elapsing the reaction time
and depressurization, the flask was removed from the autoclave
and cooled to room temperature. The mixture was filtered using a
paper filter (J. Prolab, 18.5 cm diameter, ash 0.00021 g) previously
weighed. The hydrolysate was collected in a 500-mL volumetric
flask and the solid residue was washed with 50-mL portions of dis-
tilled water until reaching the flask volume. The solid (lignin and
ash) retained in the paper filter was washed with 1500 mL of dis-
tilled water to remove sulfate anions, and dried at 105 °C until con-
stant weight. The dry residue was quantitatively transferred to a
previously weighed porcelain crucible and the sample was calcined
to 300 °C for approximately 1 h and then at 800 °C for 2 h. After
cooling the crucible in a desiccator, the mass of the ashes present
in acid-insoluble lignin was quantified in an analytical balance.

Soluble lignin in acid hydrolysate was determined by UV-spec-
troscopy in a 5-mL aliquot of the hydrolysate, which was adjusted
to pH 12 with 6 M NaOH and 20-fold diluted. The absorbance was
read at 280 nm (Hewlett-Packard, model 8453). The concentration
of lignin was determined by a calibration curve obtained from lig-
nin isolated from bagasse.

The sugars and degradation products were analyzed by HPLC
(Agilent Technologies 1100), employing the following conditions:
an HPX 87H (BIO-RAD) column at 60 °C, 5 mM H,SO,4 mobile phase
at a flow rate of 0.6 mL min~!, and a refractive index detector (RID)
(Martin et al., 2007; Sluiter et al., 2008a). The quantification was
performed with calibration curves for each analyzed component,
using a solution containing cellobiose, glucose, xylose, arabinose,
formic acid, acetic acid, hydroxymethylfurfural (HMF) and furfural.
Stoichiometric factors were used to convert these components to
their precursor polymers: cellulose and hemicellulose (Rocha,
2000; Sluiter et al., 2008b).

2.4.2. Calculation of solubilization

The yields of the solid fraction obtained in the pretreatment,
which were determined gravimetrically in relation to the dry
weight of the bagasse initially submitted to the process, were cal-
culated according to Eq. (2).

_ My

YMi

x 100 (2)
where Y = yield of solid fraction (%), Mr = weight (g) of bagasse after
pretreatment (dry basis), M; = weight (g) of bagasse before pretreat-
ment (dry basis).

To calculate the solubility of the macromolecular component,
hemicellulose, in the solid fraction determined by Eq. 3.

%Hs = 100 — <HfH Y) (3)

where %Hs = hemicelluloses solubilization (%), H; = hemicelluloses
content in the raw sugarcane bagasse (%), Hy=hemicellulose in
the sugarcane bagasse after pretreatment (%).

2.4.3. Morphological analysis

Morphological analysis of the raw and pretreated sugarcane ba-
gasse was performed using scanning electron microscopy (SEM).
The samples were fixed with carbon tape and coated with a gold
film of controlled thickness in an argon atmosphere for 60 s.

The micrographs were obtained on a JSM instrument (model
5900 LV) with a voltage of 10 kV under different magnifications.

2.4.4. Enzyme activity
The enzyme activities (filter paper and B-glucosidase) were
determined according to methodology proposed by Ghose (1987).

2.4.5. Enzymatic conversion
The enzymatic conversion of cellulose (%CC) present in the pre-
treated bagasse samples was determined using Eq. 4.

Glucose released (g)
1.111 x Cellulose (g)

%CC = x 100 (4)

where 1.111 is the factor of conversion for cellulose to glucose.

3. Results and discussion
3.1. Pretreatment

3.1.1. Sugarcane bagasse composition

Raw sugarcane bagasse contained (wt.%): 40.10 + 0.93 cellulose,
27.49 £ 0.67 hemicellulose, 18.52 +0.76 total lignin, 5.75 +0.14
ashes and 5.44 +0.14 ethanol extractives. The compositions of
the main components (cellulose, hemicellulose and lignin) are in
agreement with the previously reported values, whose percentages
ranged from 40-48% for cellulose, 19-30% for hemicellulose and
17-21% for lignin (Chen et al., 2012; Guo et al., 2009; Mesa et al.,
2011; Rocha et al,, 2012, 2011).

The experimental parameters and their respective values ap-
plied to the pretreatment of sugarcane bagasse, according to the
experimental design, as well as the results for the percentage of
cellulose (%C), hemicellulose (%H) and lignin (%L) determined by
the chemical characterization, and solubilized hemicellulose (cal-
culated according to Equation 3) are shown in Table 1.

Statistical analysis allows estimation of the main effect by eval-
uating the difference in the process performance caused by a
change from the low (—1) to the high (+1) level of the correspond-
ing factor or independent variable. For this analysis, the software
Statistica (Statsoft 7.0) was used to verify the significance of the
factors studied at the 0.05 level of significance (o = 5%). The coded
models that represent the cellulose (%C), hemicellulose (%H) and
lignin (%L) percentages present in the pretreated bagasse and in
the solubilized hemicellulose (Hs) are shown in Egs. 5-8, respec-
tively, including only the terms that are statistically significant
(p <0.05) under the conditions applied in the present study.

%C =54.94 + 530X, (5)
%H =927 — 7.65X, (6)
%L =26.88 + 2.40 X, 7)
%Hs = 77.41 + 20.97 X, (8)

An analysis of variance (ANOVA; Table 2) was performed by
applying the variables used in the pretreatment to determine
whether the models are predictive and significant. The analysis
showed that all of the results (Table 2) had correlation coefficients
higher than 90%. The calculated F values for the significance level
of 0.05 are higher than the critical F value (Fggs; 1; 9=5.12) for
all of the analyzed responses. Thus, it is concluded that the
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Table 1

Chemical composition (w/w) of the solid fraction of the different types of pretreated bagasses and solubilization of hemicellulose.
Assay X, X3 X3 Cellulose (%) Hemicellulose (%) Lignin (%) Ashes (%) Hs (%)
1 -1(8) -1(144) —1(0.05) 45.64+1.23 20.01+0.92 24.07 +0.60 4.72 +0.80 46.70
2 +1(24) —1(144) —1(0.05) 47.72 +2.28 19.93 £1.37 2335%0.17 4.22+0.18 42.77
3 —1(8) +1(186) —1(0.05) 60.49 + 0.87 3.35+0.08 29.33+0.63 7.31+0.54 93.25
4 +1(24) +1(186) —1(0.05) 61.24+0.41 2.58+0.17 29.64 +0.57 526 +1.61 94.95
5 -1(8) —1(144) +1(0.20) 49.52 £ 0.60 1532+0.10 26.04 +0.13 6.19+£0.92 60.54
6 +1(24) —1(144) +1(0.20) 53.04+0.48 14.93 +0.42 25.63 +0.41 4,98 +0.58 64.52
7 -1(8) +1(186) +1(0.20) 58.52+0.20 1.79 £ 0.06 29.05 +0.65 8.05+1.02 96.46
8 +1(24) +1(186) +1(0.20) 58.06 +1.78 1.24 £0.04 30.30 £ 0.45 3.55+0.27 97.63
9 0(16) 0(165) 0(0.13) 57.41+0.04 7.74 £ 0.02 25.73 £0.50 4.08 + 0.45 85.71
10 0(16) 0(165) 0(0.13) 56.67 + 0.23 7.38+0.12 26.26 +0.29 3.27+0.22 85.41
11 0(16) 0(165) 0(0.13) 56.02 + 0.02 7.68 +£0.28 26.29 +0.69 3.75+0.63 83.53

Xi: time, X,: temperature, X3: acid phosphoric concentration, and Hs: solubilized hemicellulose.

Table 2

ANOVA for responses: percentage of cellulose (%C), percentage of hemicellulose (%H), percentage of lignin (%L) and solubilized hemicellulose (%Hs).

Sum of squares Degrees of freedom Mean square F R? p-value

%C
Regression 224.61 1 224.61 40.18 94.68 0.000134
Residual 50.29 5.59
Total 274.90 10
ZH
Regression 468.64 1 468.64 112.11 97.71 0.000002
Residual 37.66 4.18
Total 506.30 10
SL
Regression 46.22 1 46.22 49.17 94.87 0.000062
Residual 8.48 0.94
Total 54.70 10
%Hs
Regression 3517.93 1 3517.93 54.92 94.08 0.000041
Residual 576.51 64.06
Total 4094.44 10

FO.OS: 1,97 5.12.

first-order models for the cellulose (%C), hemicellulose (%H), recov-
ered lignin (%L) and solubilized hemicellulose (%Hs) percentages
are significant and predictive.

The analysis of the chemical composition of the pretreated sug-
arcane bagasse (Table 1) showed that the percentage of cellulose
and lignin increased for all assays when compared to raw bagasse,
while a reduction occurred for hemicellulose. The best results (Ta-
ble 1) for the percentage of cellulose (%C) present in the solid frac-
tion after pretreatment were obtained in assays 3, 4, 7 and 8, which
correspond to higher temperatures employed in the pretreatment
(186 °C).

The hemicellulose was reduced in all conditions of pretreat-
ment applied (Table 1), reaching 3.35%, 2.58%, 1.79% and 1.24% in
assays 3, 4, 7 and 8, respectively, which correspond to solubilities
of 93.25-97.63%, calculated from Eq. 3. The high solubilization
demonstrated in this study is indicative of the efficiency of the ap-
plied pretreatment since the main aim of treatment with dilute
acids is the solubilization of the hemicellulose, which presents an
amorphous and branched structure slightly resistant to hydrolysis
(Alvira et al., 2010; Taherzadeh and Karimi, 2008).

The pretreatment with 0.20% phosphoric acid at 186 °C and
8 min was compared with other pretreatments of sugarcane ba-
gasse carried out in the same reactor (Table 3). The comparison
was performed with the results obtained in two different studies:
(i) an acid-catalyzed process with diluted sulfuric acid and acetic
acid (Rocha et al., 2011), and (ii) an hydrothermal pretreatment
(Silva et al., 2010).

Comparing this work phosphoric acid pretreatment with the
hydrothermal pretreatment performed by Silva et al. (2010), it

can be observed that the use of low concentration of phosphoric
acid as a catalyst for sugarcane bagasse pretreatment is much more
effective in removing hemicellulose, while less removal of cellulose
and lignin occurs. With relation to the results obtained with sul-
phuric and acetic mixed-acid pretreatment (Rocha et al., 2011),
the use of phosphoric acid at much lower concentration shows a
slightly higher capacity of solubilizing the hemicellulose, with
the advantage of being a source of phosphorous for the subsequent
fermentation of the hydrolysate. The hemicellulosic hydrolysate
might be used for fuel, chemical or enzyme production in a sugar-
cane-based biorefinery, where, for instance, it could be mixed to
sugarcane molasses (a poor P-source) to formulate media with
appropriate sugar levels.

3.1.2. Composition of the hydrolysates

The results of the composition of fermentation inhibition com-
pounds produced during the pretreatment are shown in Table 4.

Low levels of degradation products in the hydrolysates were
achieved for all of the experimental conditions employed (Table 4).
However, increases in the concentrations of these products were
generally observed when the temperature was elevated to 186 °C
(assays 3, 4, 7 and 8). The high concentration of these products
are justified by the high solubilization of hemicelluloses at this
condition, since furfural and HMF are derived from the dehydration
of pentose and hexose, formic acid from HMF decomposition, and
acetic acid from hemicellulose deacetylation (Lavarack et al.,
2000; Mittal et al., 2009; Palmqvist and Hahn-Hdgerdal, 2000;
Taherzadeh and Karimi, 2007).
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Table 3

Chemical composition (w/w) of the solid fraction after hydrothermal and diluted acid pretreatment of sugarcane bagasse in 20 L batch reactor.

Component Assay 7° Rocha et al. (2011)® Silva et al. (2010)¢

Composition (%) Solubilization (%) Composition (%) Solubilization (%) Composition (%) Solubilization (%)
Cellulose 58.52 20.76 61.65 14.60 58.80 23.80
Hemicellulose 1.79 96.46 2.79 93.40 15.10 67.60
Lignin 29.05 14.83 32.96 4.70 24.80 37.70

@ Pretreatment conditions: phosphoric acid 0.20% w/v, 186 °C, 8 min. Composition of raw bagasse: cellulose, 40.1%; hemicelluloses, 27.5%; lignin, 18.5%.
b Pretreatment conditions: sulfuric acid 1% w/v, and acetic acid 1% w/v, 190 °C, 10 min. Composition of raw bagasse: cellulose, 45.5%; hemicelluloses, 27%; lignin, 21.1%.
¢ Pretretreament conditions: 185 °C, 10 min. Composition of raw bagasse: cellulose, 42.8%; hemicellulose, 25.9%; lignin, 22.1%.

Table 4

Chemical composition of the hydrolysates obtained during the pretreatment of sugarcane bagasse according to the inhibition products.

Assay Xi X5 X3 Concentration (g L")
Formic acid Acetic acid HMF Furfural

1 -1(8) —1(144) -1(0.05) 0.01 0.56 0.11 0.06

2 +1(24) -1(144) -1(0.05) 0.02 0.66 0.1 0.07

3 ~1(8) +1(186) ~1(0.05) 0.1 1.38 0.19 0.82

4 +1(24) +1(186) -1(0.05) 0.1 1.08 0.19 0.95

5 -1(8) ~1(144) +1(0.20) 0.02 091 0.11 0.10

6 +1(24) -1(144) +1(0.20) 0.03 1.03 0.1 0.12

7 -1(8) +1(186) +1(0.20) 0.04 1.56 0.24 0.61

8 +1(24) +1(186) +1(0.20) 0.14 1.26 0.23 0.59

9 0(16) 0(165) 0(0.13) 0.03 1.10 0.05 0.22

10 0(16) 0(165) 0(0.13) 0.03 1.29 0.05 0.24

11 0(16) 0(165) 0(0.13) 0.02 1.18 0.07 0.23
X;: time, X,: temperature, X3: acid phosphoric concentration.
3.2. Morphological analysis Table 5

Enzymatic cellulose conversion of pretreated bagasse (%CC).

When micrographs of pretreated sugarcane bggasse at 186 °C Assay X, X X %CC
(assays 3, 4, 7 and 8) were compared with the micrograph of raw
bagasse, significant changes in the morphology could be observed ! -18) ~1144) ~1(0.05) 10.83
bagasse, S1g chang phology 2 +1(24) ~1(144) ~1(0.05) 14.10
in the bagasse subjected to pretreatment. The parenchyma cells 3 ~1(8) +1(186) ~1(0.05) 52.12
(cells of flattened format that constitute a layer on the cellulose fi- 4 +1(24) +1(186) -1(0.05) 48.30
bers) were removed when the bagasse passed through the pre- 5 -1(8) -1(144) +1(0.20) 2443
treatment process. Also, the fibers were exposed, presenting a set S +]1((2£) :11((11;;)) :}Eggg; gé'gg
of bundles in a linear shape, and an increase in the surface area 3 11(24) +1(186) +1(020) 5631
could be observed. 9 0(16) 0(165) 0(0.13) 38.32

However, the morphological differences among the micro- 10 0(16) 0(165) 0(0.13) 36.52
graphs of the bagasse pretreated under different time and acid con- n 0(16) 0(165) 0(0.13) 37.66
centration (assays 3, 4, 7 and 8) were not as significant as the Xi: time, X,: temperature, and X3: phosphoric acid concentration.
differences between the treated and untreated fibers. This result
confirms the values found in the analysis of chemical compositions
(Table 1) in which the percentages of cellulose (%C), hemicellulose
(%H) and lignin (%L) showed no significant differences. Table 6

ANOVA for enzymatic conversion of the cellulose (%CC).
2

3.3. Enzymatic hydrolysis g:ﬂ;rzfs gii:ﬁ; of 2222?6 F R p-value

To evaluate the efficiency of the pretreatment, enzymatic Ez;girgj?lon 5:5;;7'03 g ?.35%76 40818 99.75 0.0000002
hydrolysis was performed using the samples obtained after each Total 2556.38 10
pretreatment. Eq. 4 was used to calculate the %CC. The values at Foos = o=453

the end of 72 h of hydrolysis are presented in Table 5. The highest
conversions were obtained for bagasse pretreated under conditions
3,4, 7 and 8, which correspond to higher temperatures and greater
removal of the hemicellulose fraction. These samples reached val-
ues close to or greater than 50%, approaching those found in the lit-
erature (Geddes et al., 2010; Silva et al., 2010).

Yield of 383 ggiucose kg~! of untreated bagasse was obtained
from the enzymatic hydrolysis (50 FPU g”bagasse) of the sugarcane
bagasse pretreated with steam and phosphoric acid at temperature
of 180 °C for 10 min (Geddes et al., 2010). In the present study,
when 20 FPU g’lbagasse of Celluclast were employed in the enzy-
matic hydrolysis process of the bagasse pretreated with 0.20% of

phosphoric acid and 8 min at 186 °C, 367 Zgiucose kg~ ! of pretreated
bagasse was obtained, which correspond to a conversion of cellu-
lose to glucose of 56.38% (Table 5).

An analysis of variance (ANOVA; Table 6) was performed to ver-
ify whether the model representing %CC of the different samples of
pretreated sugarcane bagasse was significant and predictive. The
correlation coefficient (R?) showed a value close to 100%
(99.75%), and the calculated F value was 408.18, higher than the
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Fig. 1. Response surfaces of the enzymatic conversion of cellulose to glucose as a function of the following: (a) Temperature and phosphoric acid concentration; (b)

Temperature and time; and (c) Time and phosphoric acid concentration.

critical F value (Fo0s; 4; 6 = 4.53), representing a level of significance
of 5%. Consequently, the model for the cellulose conversion is con-
sidered to be significant and predictive. On the basis of the ANOVA
results, it was established a first-order coded model for the %CC, as
represented by Eq. 9. This model includes only the statistically sig-
nificant terms (p < 0.05). The model was used to generate a re-
sponse surface for the analysis of the effects of the independent
variables (time, temperature and phosphoric acid concentration)
on the conversion of cellulose to glucose. All possible combinations
of the three variables were used (Fig. 1).

%CC =36.62 + 16.99X, + 495X; — 1.32X;X; — 1.88X,X;
9)

The response surfaces show that the cellulose conversion (%CC)
increases considerably when the temperature is changed from
144 °C (level —1) to 186 °C (level +1) (Fig. 1a and b). The greatest
influence occurs with the combination of the temperature and
the phosphoric acid concentration. However, the influence of the
acid concentration variable is more significant at low tempera-
tures. This influence can be proven by increasing the concentration
of phosphoric acid from 0.05% (—1) to 0.20% (+1) while maintaining
the temperature at 144 °C (assays 1 and 5; Table 5). At these val-
ues, the cellulose conversion was slightly more than twice as effec-

tive as the conversion for assay 1. However, when the time and the
temperature remained at 8 min and 186 °C, respectively (assays 3
and 7), the increase in the cellulose converted was only 8.1%.

4. Conclusion

High solubilization of hemicellulose can be achieved by phos-
phoric acid pretreatment of sugarcane bagasse at 186 °C. Acid
catalysis with 0.20% phosphoric acid at 186 °C, during 8 and
24 min, is very effective in solubilizing hemicellulose, reaching sol-
ubilization of 96% and 98%, respectively. The highest enzymatic
conversions of cellulose to glucose were achieved under these con-
ditions of pretreatment. Relatively low amounts of inhibitors are
produced, and the phosphoric acid remaining in the hemicellulosic
hydrolysate is at adequate levels for supplying the phosphorous
requirement for the subsequent fermentation of the hydrolysate

for fuel, chemical or enzyme production in a biorefinery-based
process.
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