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EPIGRAFE

“‘Nem tudo que se enfrenta pode ser modificado, mas

nada pode ser modificado até que seja enfrentado.”

Albert Einstein



RESUMO

Os materiais lignocelulésicos como fonte de energia renovavel sdo uma alternativa
para aumentar a matriz energética e diminuir os impactos ambientais causados
pelos combustiveis fosseis. No Brasil, o residuo do processamento da cana-de-
acucar pelo setor sucroalcooleiro tem grande potencial para se tornar matéria-prima
para a producdo de etanol. O setor gerou na safra de 2010/2011 cerca de 173
milhdes de toneladas de bagaco de cana-de-aclUcar. Este residuo € rico em
celulose, biopolimero composto por moléculas de glicose, unidas por ligagbes 3-1,4
glicosidicas, que podem ser convertidas a etanol por via fermentativa, porém um dos
gargalos tecnologicos para a producdo do etanol a partir de materiais
lignocelulésicos em escala industrial € a necessidade de uma etapa de pré-
tratamento que possibilite, de forma oOtima, a acdo enzimética no processo de
hidrolise da celulose e hemicelulose para obtencdo de acucares fermentesciveis. O
intuito deste trabalho foi avaliar o efeito do pré-tratamento hidrotérmico com
aplicacao de vapor saturado, sem descompressao explosiva e realizar a hidrélise do
bagaco de cana-de-acucar pré-tratado hidrotérmicamente por meio de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas produzidas pelo micro-organismo P. echinulatum
linhagem 9A02S1, avaliando o rendimento em acuUcares fermentesciveis e a
eficiéncia do pré-tratamento para a obtencdo destes. Para isto, foi realizado um
planejamento experimental composto central rotacional (CCDR) para metodologia de
superficie de resposta (MSR) para verificar o efeito da variavel tempo, de 5 min a 25
min, e da variavel temperatura, de 169°C a 211°C. A composi¢do das biomassas
obtidas apos os pré-tratamentos foram avaliadas pelo método de Van Soest para
determinacao de fibras e morfologicamente por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), j& a composicéo da fase liquida resultante do pré-tratamento foi avaliada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A hidrolise enzimatica foi realizada
com carga enzimatica de 15 FPU/g de substrato, em condi¢cdes o6timas, e com
coletas periddicas totalizando 60h de hidrolise, os agucares liberados foram
quantificados pelo método DNS para acucares redutores totais (ARTS) e por kit de
glicose PAP Liquiform, Labtest®. A hidrélise do bagaco de cana-de-aclcar pré-
tratado hidrotérmicamente por 8 min e 205°C apresentou rendimento em ARTs de
698,54+46,2 mg/g de biomassa seca hidrolisada apos 36h de hidrélise chegando a
um ganho de até 311,8% apoOs 24h de hidrélise em relacdo ao bagaco ndo pre-
tratado, obteve-se uma perda massica de 14,97% do bagaco, decorrente do pré-
tratamento hidrotérmico, e na fase liquida resultante deste pré-tratamento obteve-se
uma concentracdo de 0,249 g/L de 5-HMF e 0,357g/L de furfural, apresentando
2,142 g/L de glicose e 3,931 g/L xilose, aclUcares que podem ser recuperados. A
eficiéncia do pré-tratamento depende, principalmente, do tempo de residéncia no
reator e da temperatura deste, sendo a adequacédo destes parametros juntamente
com a viabilidade e atratividade econémica um desafio.

Palavras-chave: Pré-tratamento Hidrotérmico. Bagaco de Cana-de-Acgucar. Hidrélise
Enzimatica.



ABSTRACT

The lignocellulosic materials as a source of renewable energy are an alternative to
increase the energy matrix and reduce the environmental impacts caused by fossil
fuels. In Brazil, the residue of the processing of sugar cane for sugar and ethanol
sector has great potential to become raw material for ethanol production. The sector
generated in the harvest of 2010/2011 about 173 million tons of sugar cane bagasse.
This residue is rich in cellulose, biopolymers consisting of glucose molecules, linked
by B-1,4 glycosidic bonds which can be converted to ethanol by fermentation, but one
of the bottlenecks in the technology for producing ethanol from lignocellulose
materials in industrial scale is a need for a pretreatment step to optimize the
enzymatic hydrolysis process of the cellulose and hemicellulose to obtain
fermentable sugars. The purpose of this study was to evaluate the effect of
hydrothermal pretreatment with application of saturated steam, without explosive
decompression and perform the hydrolysis of sugar cane bagasse pretreated
hydrothermally using hemicellulolytic and cellulolytic enzymes produced by the
fungus Penicillium echinulatum 9A02S1, evaluating the yield of fermentable sugars
and efficiency of the pretreatment for obtaining these sugars. For this, it was
performed an experimental planning CCRD (Central Composite Rotational Design)
for response surface methodology (RSM) to determine the effect of the variable time
of 5 min to 25 min, and the variable temperature of 169°C to 211°C. The biomass
composition obtained after pretreatment were evaluated by the method of Van Soest
for determination of fiber and the morphology by scanning electron microscopy
(SEM), as the composition of the liquid phase resulting from the pre-treatment was
assessed by high performance liquid chromatography (HPLC). Enzymatic hydrolysis
was performed with enzyme load of 15 FPU/g of substrate, at 50°C, with periodic
samples collection until 60h. T released sugars were measured by the DNS method
for reducing sugars (RS) and PAP kit of glucose Liquiform, Labtest®. The hydrolysis
of sugar cane bagasse sugar pretreated hydrothermally for 8 min and 205°C showed
guantities of ARTs 698.54+46.2 mg/g dry biomass hydrolyzed after 36 h of hydrolysis
reaching a gain of up to 311.8% hydrolysis after 24 hours compared to non-
pretreated bagasse. This pretreatment obtained a weight loss of 14.97% of mass,
due to the hydrothermal pretreatment, and the liquid phase resulting from this
pretreatment there was obtained a concentration of 0.249 g/L of 5-HMF and 0.357
g/L furfural, with 2.142 g/L glucose and 3.931 g/L xylose, sugars that can be
recovered. The efficiency of the pretreatment depends mainly on the residence time
in the reactor and the temperature thereof, and the suitability of these parameters
along with the economic attractiveness and viability of a challenge.

Keywords: Hydrothermal pretreatment. Sugar Cane Bagasse. Enzymatic Hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 MOTIVACAO

A motivacédo para este trabalho se fundamenta na importancia da utilizacéo de
recursos renovaveis e disponiveis para a producdo de energia, principalmente de
transporte, no desenvolvimento de novas tecnologias que contribuam para o
aumento da matriz energética do pais de forma sustentavel e limpa, pois a
sociedade atual e seu desenvolvimento estdo vinculados a excessiva dependéncia
de energia, principalmente a energia obtida de combustiveis fosseis, com uma
crescente demanda energética e uso de recursos “finitos” para a sua geracao,
devido a esta dependéncia a humanidade se depara com problemas significativos
gue ameacam nao somente o continuo desenvolvimento, mas a propria existéncia
humana no planeta. Os dois significativos problemas s&o o esgotamento dos
combustiveis fésseis e a degradacdo ambiental, que estdo sendo continuamente
agravados devido ao aumento, global, acelerado do consumo de energia.

Diante deste cenario desenvolveu-se a idealidade de sustentabilidade e
eficiéncia energética, desafiando o desenvolvimento da sociedade, principalmente
no desenvolvimento de novas tecnologias e no equilibrio ou substituicdo das
tecnologias nédo sustentaveis existentes, dentre estes desafios o principal é a
obtencéo de energia de forma sustentavel, fontes de curto ciclo renovavel, e limpa
que permitam avancgar na superagdo do atual paradigma, baseado nos combustiveis
fésseis. Segundo o Banco Nacional do Desenvolvimento Econbémico e Social
(BNDES) e o Centro de Gestao e Estudos Estratégicos (CGEE) (2008) o petréleo, o
gas natural e seus derivados, de longos ciclos renovaveis, estdo condenados a se
esgotar em poucas décadas devido a crescente demanda energética, representam
55% do consumo mundial de energia e sdo esses combustiveis que permitem a
existéncia dos meios de transporte rapidos e eficientes que temos hoje, bem como
boa parte das atividades industriais.

Os combustiveis liquidos ou gasosos de fonte renovavel, bicombustiveis, sao
vistos como promissores substitutos para os combustiveis fésseis, principalmente
como energia de transporte, 0 que o coloca no centro de debates a nivel mundial,

“atualmente existem dois biocombustiveis liquidos no mercado, que substituem
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parcialmente o petrdleo: (1) o etanol pode substituir a gasolina, e (2) o biodiesel
pode substituir o diesel” (DEMIRBAS; GUPTA, 2010, p. 17).

Nesse cenario, segundo BNDES e CGEE (2008), destaca-se o Brasil, cujo
programa de bioetanol de cana-de-acgUcar apresenta resultados interessantes, desde
a implementacdo em 1931 do programa brasileiro de etanol, reforcado a partir de
1975 com a criacdo do programa Prodalcool, para reduzir a dependéncia da
importacdo do petréleo, que expandiu a cultura da cana-de-aglcar para a producao
de etanol até os niveis atuais, ja sdo substituidos mais de 50% da gasolina utilizada
no pais e 0 mercado esta expandindo em um ritmo acelerado, principalmente devido
a “invasao” da tecnologia flex fuel, escolha entre gasolina, etanol ou a mistura dos
dois, no pais e sua rapida disseminacédo, mais de 90% dos carros novos vendidos no
Brasil possuem esta tecnologia (ABRAMOVAY, 2009). A “explosao” desta tecnologia
juntamente com o crescente aumento populacional e da frota de veiculos em
circulacdo no pais, geram a necessidade da expansdo do setor sucroalcooleiro e o
desenvolvimento de novas tecnologias mais eficientes, que possam suprir a
demanda e “driblar” as limitagbes ambientais do cultivo da cana-de-agucar no pais.

A producédo de acUcares fermentesciveis a partir de lignocelulésicos, para a
producao de etanol e outros bioprodutos, possibilita a produc¢ao do etanol a partir de
outras culturas em regides onde ndo é possivel ou viavel a cultura da cana-de-
acucar e principalmente a partir de residuos de biomassa lignoceluldsicos.

Os residuos de biomassa lignocelulésica no Brasil provem principalmente da
atividade agricola, em grandes quantidades, com destaque para o bagaco da cana-
de-aclcar, que apresenta uma perspectiva promissora para contribuir com a
producdo de etanol em larga escala, deixando assim de ser apenas um residuo
industrial ou agricola para ser matéria-prima, contribuindo para o uso integral da
cana-de-agucar de forma sustentavel e para o aumento da producdo de etanol por
area cultivada de cana, reduzindo assim a necessidade de expansao desta area de
cultivo. A rota que esta sendo principalmente enfocada baseia-se na hidrolise
enzimatica de lignoceluldsicos, empregando celulases e xilanases para a producao
de xaropes de glicose e pentoses que, posteriormente possam ser fermentados para
a producdo de etanol ou outros produtos biotecnolégicos. No entanto, devido a
estrutura da biomassa, faz-se necessaria a realizacdo de uma etapa denominada

pré-tratamento.
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O pré-tratamento tem o objetivo de deixar a celulose mais acessivel, pois
tanto celulose quanto hemicelulose encontram-se associadas a lignina na parede
vegetal, que forma uma barreira dificultando a conversdo da celulose e da
hemicelulose em acUcares fermentesciveis. O pré-tratamento pode ser feito de
diversas formas, utilizando métodos fisicos, quimicos, biolégicos ou fisico-quimicos,
porém devido a diversos fatores como necessidade de reatores altamente
resistentes as condicbes do pré-tratamento, formacdo de produtos inibidores da
hidrélise e da fermentacao e os altos custos envolvidos, € necessario avaliar bem o
caso de cada biomassa e as necessidades dessa para se chegar ao melhor custo
beneficio, atualmente o bagaco é utilizado, principalmente, para geracdo de energia
nas usinas sucroalcooleiras, co-geracdo, com venda do excedente energético
gerado a rede nacional de abastecimento com custo beneficio mais atrativo que a
atual tecnologia para producédo do etanol de segunda geracao a partir deste residuo.
Por apresentar teoricamente 0s menores problemas (custos e necessidades) o pré-
tratamento hidrotérmico tem sido estudado a fim de viabilizar sua utilizacdo, com
potencial competitivo com a tecnologia de co-geracao das usinas.

Atualmente o pré-tratamento de lignocelulésicos por explosdo a vapor, que
utiliza vapor d’agua e altas pressoes, com descompressdo explosiva, € 0 processo
em destaque no cenario nacional, devido a eficiéncia, aos custos beneficios e as
vantagens ambientais, porém com a necessidade de investimentos e de custos
operacionais de equipamentos que suportem as condicbes do pré-tratamento.
Portanto, o desenvolvimento de tecnologias para pré-tratamento hidrotérmico,
utilizando agua no estado liquido ou no estado gasoso, em pressfes de vapor,
podem constituir-se em uma alternativa para substituicho deste método a altas
pressdes e de alguns outros métodos utilizados atualmente, com ganhos ambientais
e econOmicos, devido a utilizacdo de apenas agua como reagente e da necessidade

de equipamentos que suportem condi¢des de pressdes brandas.

1.1 OBJETIVO GERAL

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
realizacdo de pré-tratamento hidrotérmico, utilizando agua a pressao de saturacao
no estado gasoso, sobre o substrato bagaco de cana-de-aglcar, através da

obtencdo e avaliagdo de dados experimentais, visando determinar as condigdes
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para maior liberacdo de acucares fermentesciveis do substrato por meio de hidrélise

enzimatica, foram avaliados dois parametros: temperatura e tempo do pré-

tratamento hidrotérmico de lignocelulésicos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos compreendem oito etapas distintas, seguidas para

alcancar o objetivo principal do proposto Trabalho de Concluséo de Curso, sendo

elas:
a)
b)

c)

d)

f)

g)

h)

caracterizar a amostra de bagaco de cana-de-acucar in natura;

pré-tratar hidrotérmicamente bagaco de cana-de-acUcar variando o tempo de
e também a temperatura a que é submetida a amostra neste pré-tratamento;
relatar as alteracbes morfolégicas que este pré-tratamento causa sobre as
diferentes partes constituintes da cana-de-acucar presentes no bagaco;
determinar as alterac6es quimicas da fase sdlida (biomassa) resultante apés
a etapa de pré-tratamento hidrotérmico, quantificando as modificacbes nos
teores de celulose, hemicelulose, lignina, contetdo celular e cinzas presentes;
determinar os compostos presentes na fragao liquida resultante apds a etapa
de pré-tratamento, para determinacdo quantitativa, de carboidrato, inibidores
da atividade enzimatica e outros possiveis coOmpostos;

determinar quantitativamente o teor de acucares redutores totais (ARTS) e 0
teor de glicose resultantes da hidrolise enzimatica de bagaco de cana-de-
acucar in natura e pré-tratado;

determinar o0 ganho maximo em ARTs por hidrélise enzimatica, possiveis,
para o bagaco de cana-de-acucar pré-tratado hidrotérmicamente;

determinar os efeitos do pré-tratamento hidrotérmico sobre a hidrdlise
enzimatica levando em conta os resultados obtidos para o processo como um

todo (rendimento global).
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1.3 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Este trabalho foi organizado em quatro tdpicos principais, nos quais sao
abordados os seguintes assuntos:

Nos Fundamentos Tedricos sdo apresentados os conceitos e fundamentos
tedricos essenciais, onde se descreve 0s materiais lignocelulésicos e sua
composicao, com destaque e énfase nos aspectos relevantes a realizacdo e aos
efeitos do pré-tratamento hidrotérmico em lignocelulésicos, com foco no bagaco de
cana-de-acucar, e sua influéncia na producdo de acucares fermentesciveis pelo
processo de hidrélise enzimatica, utilizando enzimas celulases e hemicelulases,
descreve também os tipos e principios de pré-tratamentos existentes e apresenta
também dados atuais sobre a producdo da cana-de-aclUcar e do bagaco no Brasil,
sua composicao caracteristica, formas de caracterizacdo de lignocelulésicos e de
quantificacdo dos acucares redutores produzidos na etapa de hidrélise enzimatica.

Nos Materiais e Métodos € apresentada a metodologia experimental adotada,
relatando os reagentes, as vidrarias e equipamentos utilizados, bem como a forma
de preparo e a composicdo das solucbes empregadas nas analises experimentais,
descreve os procedimentos de ensaios e analises fisicas e quimicas realizadas para
a obtencdo dos resultados, sendo descrito os procedimentos de amostragem,
caracterizacdes quimicas e fisicas, prée-tratamento das amostras de bagaco de cana-
de-acucar e hidrélise enzimatica, apresenta também o planejamento experimental
adotado para verificar as condicfes de obtencdo de acucares fermentesciveis pelo
método de resposta por superficie (MRS).

Nos Resultados sdo apresentados os dados experimentais obtidos e suas
analises, pela realizacdo dos procedimentos experimentais e analise destes pelos
métodos propostos, sendo os principais métodos de avaliacdo: pré-tratamento por
MRS e a quantificacdo de acucares redutores totais (ARTS) e glicose resultantes da
hidrolise enzimética.

Nas Conclusdes sdo apresentados os comentarios finais e as conclusées
obtidas sobre a avaliagdo do pré-tratamento hidrotérmico para a producdo de

acucares fermentesciveis por hidrélise enzimatica.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os materiais lignoceluldsicos (Figura 1) também denominado de material
celuldsico, “representam a mais significativa fracao de fitobiomassa e a maior fonte
de compostos organicos da biosfera” (CARVALHO; FERRAZ; MILAGRES, 2011, p.
54). Sao constituidos principalmente de polimeros de carboidratos como a celulose e
hemicelulose, que “representam até dois tercos do material lignocelulésico” (GIRIO
et al., 2010, p. 4775), sdo constituidos ainda por uma fracdo de lignina e uma

pequena fracdo de extratos e minerais.

Figura 1 - Arquitetura da parede celular vegetal - Estrutura basica de lignoceluldsicos

Parede celular

Célula vegetal

Lignina

Celulose

Fonte: adaptado de Carvalho, Ferraz e Milagres (2011).

“‘As fragcbes de celulose, hemicelulose e lignina correspondem a
aproximadamente 90% da massa seca total do lignocelulésico” (PANDLEY et al.
2000, apud CARVALHO; FERRAZ; MILAGRES, 2011, p. 54) em geral, a
composi¢cdo ndo depende unicamente do tipo de vegetal, possuindo significativas
diferencas relacionadas as condi¢fes de desenvolvimento da planta, principalmente

do clima e do solo, possui também diferencas de composicdo relacionadas as
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diversas partes da planta, a idade de colheita, época de colheita e devido a outros

fatores.

2.1.1 Celulose

A celulose é a principal fonte de carbono renovavel e bioenergia da natureza,
constituinte principal da parede celular vegetal sendo “cerca de 15% a 30% da
massa seca da parede celular primaria e até 40% [da massa seca] da parede celular
secundaria” (STICKLEN, 2008, p. 435). E um polimero linear de homopolissacrideos,
possibilitando a formacédo de ligacdes de hidrogénio intramolecular e intermolecular
formando microfibrilas, constituidas por unidades de D-glicose (mondémero), sédo
unidas entre si por ligagdes glicosidicas B(1—4), e por celobiose (dimero) (Figura 2)
formando fibrilas elementares, apresentando alta massa molecular, cristalinidade e
um grau de polimerizacdo de 100 a 20.000, conferindo uma elevada resisténcia a
tensdo e tornando a celulose rigida e insolivel em um grande namero de solventes o
que pode explica a sua resisténcia a atividade enzimatica e microbioldgica, ja as
ligacdes de hidrogénio, responsaveis pela manutencdo da rede cristalina, tornam a
celulose resistente a diversos tratamentos quimicos (DEMIRBAS; GUPTA, 2011;
DING; HIMMEL, 2006 apud CARVALHO; FERRAZ; MILAGRES, 2011).

Figura 2 - Estrutura molecular parcial da celulose com representacdo das ligagées de hidrogénio

supramolecular

H Ligagdes de Hidrogénio "
\ Intermoleculares \

Ligagdes (-1,4-glicosidica

=—[D-Glicose — Ligacties de Hidrogénio
Intramoleculares

=——— Celobiose ————>

Fonte: adaptado de Demirbas e Gupta, (2010) e Santos et al. (2012).
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Na celulose ocorrem varias fases cristalinas decorrentes da interrupcao das
forcas de Vander Waals e ligagcdes de hidrogénio que ligam normalmente as
microfibrilas dentro da rede cristalina, os fatores de estabilizacdo da celulose sao
individualmente fracos, porém juntos formam lacos fortes. “As ligagcdes de hidrogénio
intramoleculares entre as hidroxilas conferem resisténcia a celulose. Ja as
interacBes intermoleculares entre hidroxilas sdo responsaveis pela formacao da fibra
vegetal” (GENOMIC, 2010 apud SANTOS et al., 2012, p. 4).

A regido da celulose que é altamente perturbada, com baixa cristalinidade, €
referida como celulose amorfa e a regido com alta cristalinidade € referida como
celulose cristalina, “as regides cristalinas de celulose sao intercaladas com regides
amorfas menos ordenadas” (POLIKARPOV; SERPA, 2011, p. 98), influenciando na
porosidade da microfibrilas e na area superficial interna. “A formacéo de ligacdes de
hidrogénio € o principal fator que influencia as propriedades fisicas da celulose, tais
como solubilidade, reatividade e cristalinidade” (KONDO, 1997 apud SANTOS et al.,
2012, p. 4).

Segundo Snider e Wolfenden (2001), Berner (2003) e Zhang et al. (2006)
citados por Polikarpov e Serpa (2011, p. 98):

A molécula de celulose é muito estavel, com uma meia-vida de varios
milhdes de anos para a clivagem esponténea das ligacdes glicosidicas
B(1—4) em temperatura ambiente, o que indica que praticamente toda a
degradacao da celulose na natureza é realizada por a¢do de enzimas.

“E dificil para as enzimas atacarem as regifes cristalinas da celulose, e
também devido a presenca de lignina e hemicelulose que impedem este ataque”
(HAYASHI; KAIDA, 2011, p. 45). O processo de hidrélise enzimética depende da
area superficial do substrato disponivel para as enzimas, 0 processo pode ocorrer
tanto na superficie externa como na interna do substrato, o processo se inicia mais
aceleradamente pelas regides mais suscetiveis a reacdo, que sdo as regides
amorfas, pois possui maior acessibilidade as enzimas, sendo estas rompidas
primeiramente, fator determinante para a taxa da hidrolise e considerado em muitos
modelos cinéticos para o processo, nos quais se considera uma etapa sendo rapida
e a outra lenta, uma vez que em pequenos poros apenas 0S componentes menores
do complexo de celulases podem entrar, tendendo a segregar as enzimas e reduzir

a taxa de hidroélise.
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O pré-tratamento hidrotérmico atua fracamente sobre a celulose em
temperaturas abaixo de 230°C, porém a parte hidrolisada da celulose se transforma
basicamente em D-glicose (mondmero), celobiose (dimero) e produtos da
degradacédo da D-glicose, os quais sdo 5-hidroximetilfurfural, acido levulinico e acido
formico (DOMINGUEZ; GARROTE; PARAJO, 1999).

2.1.1.1 D-glicose e Celobiose

A D-glicose de cadeia linear é o carboidrato mais importante e abundante na
natureza, presente tanto na celulose quanto na hemicelulose de gramineas, sendo
utilizado como fonte de energia e intermediario metabdlico nos processos biologicos.
A hidrélise da celulose catalisada por ions hidrénio (Figura 3) ocorre pela clivagem
das ligagdes glicosidicas B(1—4) levando a formagao de D-glicose, quando a reacéo
€ completa, ou formando a celobiose, que € um dissacarideo constituido por duas
unidades de D-glicose segundo Ogeda e Petri (2010) ligadas por ligacoes
glicosidicas 3(1—4), sendo esta o produto da hidrélise incompleta da celulose.

Figura 3 - Mecanismo de degradacdo da celulose catalisada por ions hidrénio, resultando em D-

glicose
OH OH
OH H* o
—
o) " OH 7-—‘—/ H OH
o H "o OH
L H,O
n
Celulose D-Glicose

Fonte: adaptado de Demirbas e Gupta (2010).

A presenca de celobiose e D-glicose diminuem significativamente a taxa de
hidrélise enzimatica da celulose, sendo considerados inibidores das celulases, “a
glicose e a celobiose permanecem no mesmo meio que a celulose e as celulases”
(OGEDA; PETRI, 2010, p. 1555). A celobiose exerce forte inibicdo na atividade da
celulase e a D-glicose inibe esta atividade em menor escala.
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2.1.1.2 5-Hidroximetilfurfural, Acido Levulinico e Acido Férmico

Sdo produtos de degradacdo das unidades basicas de hexoses,
principalmente da degradacdo da D-glicose e da frutose, e sdo altamente soluveis
em agua. Sob temperaturas elevadas ocorre a desidratacdo da molécula de acucar
e a formacao do 5-hidroximetilfurfural, o qual passa por uma reidratacdo formando
acido levulinico e acido férmico (Figura 4) (DOMINGUEZ; GARROTE; PARAJO,
1999).

Figura 4 - Mecanismo de desidratacdo da D-glicose e frutose, resultando em 5-hidroximetilfurfural, e

mecanismo de reidratacdo do 5-hidroximetilfurfural, resultando em &cido levulinico e acido férmico

OH

Q

HO
HO OH

OH - 3H,0
L\ i
enta
D-Glicose - CH,OH *+2H0 )LO
\ / HC
Rapida
ﬁﬁ/ - 3H,0 5-Hidroximetilfurfural Acido levulinico Acido formico

Frutose

Fonte: o autor (2012).

Segundo Girio et al. (2010) o aumento da temperatura e do tempo de
tratamento aumentam a quantidade de monémeros hidrolisados e também aceleram
o processo de degradacdo dos acucares, de forma sensivel e significativa. Deve-se
adequar a temperatura e o tempo de residéncia do pré-tratamento hidrotérmico para
evitar a producao destes produtos de degradacao, toxicos, e segundo Loureiro et al.
(2011) estes agem como fortes inibidores enzimaticos e do crescimento
microbioldgico, ou seja, a presenca destes afeta diretamente o processo de hidrolise
enzimatica, reduzindo assim a eficiéncia e o rendimento final em aclcares

fermentesciveis.
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2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose ou poliose € um heteropolissacarideo complexo e ramificado
que “representa em geral de 15% a 35% da biomassa, constituida por pentoses (-
D-xilose, a-L-arabinose), hexoses (B-D-manose, B-D-glicose, a-D-galactose) e/ou
acidos urénicos (a-D-glucurdnico, a-D-4-O-metil-galactorénico, a-D-galactordnico)”
(GIRIO et al., 2010, p. 4775) e ainda pequenas parcelas de desoxiexoses (a-L-
ramnose, a-L-fucose) (Figura 5). E uma estrutura amorfa de baixa massa molecular
“30.000 ou menos” (DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 70) presente na parede celular do
lignoceluldsico, “parcialmente soluvel em agua. A quantidade de cada componente
varia de espécie para espécie e mesmo entre as partes da mesma planta.”
(POLIZELI et al., 2011, p. 120).

Figura 5 - Monossacarideos constituintes das hemiceluloses: (a) D-glicose; (b) D-galactose; (c) L-

arabinose; (d) D-xilose; (e) D-manose; (f) 4-O-metil-D-glucurénico e (g) ramnose

OH
qo B HO
HO 0 o 0. OH
HO
HO OH HO OH
OH OH Of OH
(a) (b) (c)
OH OH
f 0
0
HO HO OHO H;C 0
HO Q _OH HO OH
OH HO OH
OH
(d) (e) (f)

Fonte: Sjostrom (1992 apud Martins, 2005).

A cadeia principal de uma hemicelulose (Figura 6) pode-se constituir de uma
s6 unidade (homopolimero), como a xilana, ou de duas ou mais unidades
(heteropolimero) que podem ser glucomananas, glucoronoxilanas,
galactoglucomananas, arabinoglucoronoxilanas, xiloglucanas ou arabinoxilanas,
diferentes tipo de lignoceluldsico possuem diferentes estruturas (GIRIO et al., 2010;
OGEDA; PETRI, 2010).



Os grupos hidroxila presentes nestes acucares podem ser parcialmente
substituidos por grupos acetila, os quais durante o processo de pré-tratamento

hidrotérmico s&o clivados produzindo &acido acético (GIRIO et al., 2010).

Figura 6 - Estrutura molecular parcial da hemicelulose proposta para gramineas
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Fonte: adaptado de Polizeli et al. (2011).

O rompimento estrutural da hemicelulose pela hidrolise forma principalmente
os mondmeros glucoronoarabinoxilanas (GAX) e xiloglucanas (XyG), constituintes
principais da estrutura da hemicelulose de gramineas, as quais interagem com as
microfibrilas de celulose pela formacao de pontes de hidrogénio, contribuindo assim
para a integridade estrutural da rede celulésica (BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA,
2010; GIRIO et al., 2010).

Os monossacarideos presentes na hemicelulose de gramineas sao
aproximadamente 40 % de D-xilose, 30% arabinose e galactose e 6% de D-glicose
nas folhas. Frutose, ramnose e &cidos urbnicos estdo presente em pequenas

proporcdes, cerca de 1% a 2% do total de hemiceluloses (SCHADEL et al., 2010).
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2.1.2.1 D-xilose

A D-xilose é uma pentose, aglcares que contém cinco carbonos na sua
estrutura molecular, “é o principal agucar hemicelulésico das matérias-primas de
maior interesse” (DOMINGUEZ; GARROTE; PARAJO, 1999, p; 192). A hidrélise da
xilana, constituinte da hemicelulose e o “segundo polissacarideo mais abundante na
natureza” (BEG et al. 2001, apud POLIKARPOV; SERPA, 2011, p. 105), catalisada
por ions hidrénio (Figura 7) ocorre segundo Hayashi e Kaida (2011) pela clivagem

das ligagdes glicosidicas (1—4) levando a formacéo de D-xilose.

Figura 7 - Mecanismo de degradacéo da xilana catalisada por ions hidronio, resultando em D-xilose

Xilana

Fonte: o autor (2012).

A fermentacéo da xilose para producdo de etanol segundo Goldman (2011) é
uma alternativa para aumentar a produgdo do combustivel, porém & necessario um
processo de desintoxica¢cdo da fase liquida, devido ha diversos inibidores presentes,
normalmente, além de utilizar hemicelulases eficientes, e segundo Girio et al. (2010)
estes microorganismos sao menos tolerantes ao etanol, pH, hidrolisados e

inibidores.

2.1.2.2 L-arabinose

A L-arabinose é uma aldopentose, monossacarideo que contém cinco
carbonos na sua estrutura molecular, e possui um grupo funcional de aldeido em
uma das suas terminacdes. A hidrolise da arabinoxilana, clivagem das ligacdes entre
xilana e arabinose, catalisada por ions hidrénio (Figura 8) ocorre pela clivagem das
ligagcbes glicosidicas a(1—2) e ou clivagem das ligagdes glicosidicas B(1—3),
levando a formacé&o de L-arabinose (BURANOV; MAZZA, 2008).
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Figura 8 - Mecanismo de degradacgédo de arabinoxilanas catalisada por ions hidrénio, resultando em L-

arabinose e xilana (suprimida do mecanismo).
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Fonte: o autor (2012).

A forma L-arabinose € mais abundante na natureza do que a forma D-
arabinose, ao contrario dos outros monossacarideos presentes nas gramineas. Nas
estruturas arabinoglucoronoxilanas a L-arabinofuranose esta ligada por ligactes
glicosidicas a(1—2) e por ligagdes glicosidicas p(1—3) (TIMELL, 1965;
WOODWARD, 1984 apud GIRIO et al., 2010).

2.1.2.3 D-galactose

A galactose é uma hexose, acuUcares que contém seis carbonos na sua
estrutura molecular, e segundo Girio et al. (2010) esta presente em pequena
quantidade na parede secundaria do lignoceluldsico. A hidrélise da galactomanana
catalisada por ions hidrénio (Figura 9) ocorre pela clivagem das ligacdes glicosidicas

B(1—4) levando a formacao de D-galactose.

Figura 9 - Mecanismo de degradacéo da galactomanana catalisada por ions hidrénio, resultando em

D-galactose

OH
HO Q
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Galactomanana D-galactose

Fonte: o autor (2012).
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Acido ferulico, acido acético e outros estdo ligados & galactose, ocorrendo
durante o processo de pré-tratamento a producdo destes inibidores tanto pela

clivagem quanto pela degradacéo da galactose (LOUREIRO et al., 2011).
2.1.2.4 Furanos

Os principais produtos de degradacdo sao furanos, sendo 2-furaldeido
(furfural) produzidos pela degradacédo das unidades basicas de pentoses, acucares
que contém cinco carbonos na sua estrutura molecular, principalmente xilose e
arabinose. Ja o 5-hidroximetilfurfural é derivado da degradacdo de hexoses como
anteriormente ja descrito (HAMES, 2009). H& temperaturas elevadas ocorre a
desidratacdo destas moléculas de pentose e a formacéo de furfural, o qual pode ser
originado também pela degradacdo do 5-hidroximetilfurfural (Figura 10), e a

degradacéo destes furanos gera fenais.

Figura 10 - Obtencéo de 2-furaldeido (furfural): (a) Mecanismo de desidratacdo de pentoses (xilose e
arabinose); (b) Degradac¢éo do 5-hidroximetilfurfural
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Fonte: o autor (2012).

Da mesma forma que o descrito para o 5-hidroximetilfurfural deve-se evitar a
producdo destes furanos, toxicos, que também agem como fortes inibidores
enzimaticos e do crescimento microbiolégico, “levando a menores rendimentos de
etanol e produtividade e, portanto, pode ser necessaria a realizacdo de um

tratamento de desintoxicac&o prévio” (GIRIO et al., 2010 p. 4779).
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2.1.2.5 Acidos Urénicos

Os acidos urbnicos sdo acidos carboxilicos derivados da oxidacdo de
aldohexoses, acucares que contém seis carbonos na sua estrutura molecular e um
grupo aldeido em sua terminacao, principalmente B-D-glicose, a-D-galactose nas
gramineas. Presentes em pequenas quantidades devido a oxidacdo das hidroxilas
terminais destas estruturas, resultando nos acidos a-D-glucurénico, a-D-4-O-metil-

glucorénico e a-D-galactorénico (Figura 11) (SCHADEL et al., 2010).

Figura 11 - Acidos urdnicos formados: (a) a-D-glucurdnico; (b) a-D-4-O-metil-glucordnico e

(c) a-D-galactor6nico
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Fonte: o autor (2012).

Os acidos urbnicos também tém sido sugeridos como contribuintes para a
formacao de ions hidrénio, juntamente com a auto-ionizacdo da agua e do &cido
acético no pré-tratamento hidrotérmico (CONNER, 1984 apud DOMINGUEZ;
GARROTE; PARAJO, 1999; GIRIO et al., 2010).

2.1.3 Lignina

A lignina € a maior fragdo ndo polissacaridica presente em lignocelulésicos.
Encontrada na lamela média e na parede secundaria das células do lignocelulésico,
€ uma macromolécula estereoquimicamente complexa tridimensional, com diversas
ligacbes cruzadas, altamente ramificada e amorfa, “¢ um polimero fendlico
heterogéneo hidrofobico e uma de suas principais fungdes fisiologicas é ‘cimentar’ as
fibras de celulose na planta” (POLIKARPOV; SERPA, 2011, p. 107) forma ligacdes
covalentes com a hemicelulose e sua formacédo ndo € totalmente compreendida,

“formada por polimerizagao radicalar dos fenolpropandides” (CARVALHO; FERRAZ;
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MILAGRES, 2011, p. 54). A lignina presente em gramineas €& composta
principalmente de trés unidades béasicas: guaiacil, p-hidroxifenol e sirigil derivadas de
seus precursores primarios de fenolpropandides: alcool coniférilico, alcool p-
Cumarilico e éalcool sinapilico (Figura 12), cada tipo de lignocelulésico possui sua

caracteristica de formacéo (ZHOU et al., 2010).

Figura 12 - Alcodis precursores das unidades fenolpropanoides: (a) alcool p-cumarilico (guaiacil); (b)

alcool coniférilico (p-hidroxifenol); (c) alcool sinapilico (sirigil)
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Fonte: adaptado de Buranov e Mazza (2008).

O estudo das ligacdes quimicas entre os principais componentes estruturais
das paredes das células vegetais, celulose, hemicelulose e lignina, € importante
para a compreensao da fisiologia da formacdo de celulose e da deposicdo de
lignina, e principalmente na escolha e desenvoilvimento de métodos eficazes na
remocao da lignina (ZHOU et al., 2010).

A lignina (Figura 13) é incorporada como o ultimo componente na célula,
envolvendo as microfibrilas celulésicas e assim fortalecendo a parede celular.
Confere resisténcia mecanica e protecdo a degradacdo quimica e biologica,
reduzindo a acessibilidade a celulose e a hemicelulose. A lignina esta presente em
diferentes teores nos lignoceluldsicos, sendo que as gramineas apresentam o0s
menores teores de lignina, enquanto as coniferas sdo mais ricas em lignina
(DEMIRBAS; GUPTA, 2011).
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Figura 13 - Estrutura molecular parcial da lignina e possiveis ligacdes éster e éter da lignina com a

celulose
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Fonte: Zhou et al. (2010).

“A lignina s6 é removida em quantidades limitada durante o pré-tratamento,
porém ocorre a redistribuicdo da fibra devido a reacdes de despolimerizacdo e
repolimerizacdo” (CARVALHO; FERRAZ; MILAGRES, 2011, p. 60-61), através de
carbocation intermediério (Figural4).

As reacdes de despolimerizacdo e repolimerizacdo podem ocorrer em meio
aquoso. A repolimerizacdo da lignina ocorre na presenca de &acidos organicos
liberados durante o pré-tratamento hidrotérmico produzindo produtos de
condensacéo insoltveis (DOMINGUEZ; GARROTE; PARAJO, 1999).

Figura 14 - Mecanismo parcial de despolimerizagéo e repolimerizacédo de subunidades de lignina
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Fonte: Samuel et al. (2011).
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As unidades aromaticas condensadas, ou altamente fundidas, tem menor
grau de liberdade em sistemas com solventes idnicos liquidos, reduzindo
significativamente as taxas de hidrélise enzimatica (SAMUEL et al.,, 2011). A
remocao apenas parcial da hemicelulose e a relocalizagdo da lignina ja sao fatores
suficientes para aumentar as taxas de hidrolise enzimatica, sendo que esses fatores
sao mais importantes do que a ruptura da estrutura da parede celular e modificacao
da cristalinidade da celulose (PALONEN et al., 2004 apud CARVALHO; FERRAZ,
MILAGRES, 2011).

A conversao eficiente de lignocelulésicos em acucares fermentesciveis e 0s
custos de producédo dependem diretamente da presenca de lignina no material. Por
este motivo estudam-se materiais com quantidades reduzidas de lignina em sua
estrutura, a qual apresenta uma série de sitios reativos (Figura 15) presentes na
cadeia principal e nas ramificacbes, os quais sofrem diferentes reacdes dependendo

das condicdes reacionais.

Figura 15 - Sitios reativos das unidades precursoras da lignina
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Fonte: adaptado de Buranov e Mazza (2008).

Dependendo das condi¢des do processo de deslignificacao do lignoceluldsico
adotadas, “a remogao da hemicelulose e a redistribuicdo da lignina aumentam o
volume de poros e a area interna do material pré-tratado, facilitando a acessibilidade
das enzimas para subsequentes hidrélises da celulose” (CARVALHO; FERRAZ,
MILAGRES, 2011, p. 61).



39

2.1.3 Extrativos e Cinzas

Os materiais lignocelulésicos possuem uma pequena quantidade de
extrativos, que sdo compostos de baixa massa molecular e ainda uma parcela
denominada de cinzas, nestas categorias se incluem os materiais extracelulares e os
qgue nao fazem parte da estrutura da parede celular, sdo todos facilmente extraidos
utilizando agua ou solventes orgénicos tais como etanol ou hexano (CARVALHO;
FERRAZ; MILAGRES, 2011; HAMES, 2011). “Proteinas e alguns sais, por outro
lado, podem ser completamente insolUveis nos solventes utilizados para remocao
dos extrativos” (CARVALHO; FERRAZ; MILAGRES, 2011, p. 55).

Os componentes inorganicos presentes em lignocelulésicos sdo usualmente
incluidos no chamado teor de cinzas, “alguns sais inorganicos podem ser
solubilizados, sendo a silica a constituinte principal das cinzas estruturais livre de
extrativos” (HAMES, 2011, p. 148). Dentre 0s componentes organicos, extrativos,
encontram-se 0s compostos envolvidos no metabolismo das células da planta, como
acucares residuais, aromaticos, acidos graxos, resinas, comumente associados com
propriedades como cor, cheiro e sabor (CARVALHO; FERRAZ; MILAGRES, 2011).

2.2 CANA-DE-ACUCAR

A planta tem origem segundo Conselho de Informacdes sobre Biotecnologia
(CIB) (2009), Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) (2011a) e Unido da
Indastria de Cana-de-acgtcar (UNICA) (2010) no Sudeste Asiatico e tem sido
cultivada desde a preé-historia, acredita-se que o centro de origem da espécie
Saccharum officinarum seja a Melanésia (Oceania) e depois disseminada pelo
homem por todo o Sudeste Asiatico.

A cana-de-acucar é uma planta semiperene, com ciclo fotossintético do tipo
C4, cultivada em regides tropicais e subtropicais, € composta basicamente de duas
partes: uma subterranea (rizomas e raizes) e outra aérea (colmo, folhas e flores), o
colmo é constituido de nos e entrends, devido as suas caracteristicas, a cana € uma
planta que tem alto poder de conservacdo do solo (BANCO NACIONAL DO
DESENVOLVIMENTO ECONOMICO E SOCIAL; CENTRO DE GESTAO E
ESTUDOS ESTRATEGICOS, 2008; CONSELHO DE INFORMACOES SOBRE
BIOTECNOLOGIA, 2009).
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O clima ideal para a produgdo da cana-de-acUcar € aquele que apresenta
duas estagfes distintas: uma quente e Umida para proporcionar a
germinacao, perfilhamento e desenvolvimento vegetativo; seguida de outra
fria e seca, para promover a maturagcdo e consequente acumulo de
sacarose (BRASIL, 2007b, p. 10).

As folhas secas e verdes juntamente com as pontas sdo denominadas de
palha e constitui-se basicamente de fibras, e o colmo é constituido de 65% a 75% de
agua, 8%-14% de fibras, 10% a 17% de sacarose e 0,5% a 1% de acUcares
redutores, sendo a sacarose e 0s acgucares redutores a principal matéria-prima para
a producdo de acucar e alcool (etanol) (BANCO NACIONAL DO
DESENVOLVIMENTO ECONOMICO E SOCIAL; CENTRO DE GESTAO E
ESTUDOS ESTRATEGICOS, 2008; CONSELHO DE INFORMACOES SOBRE
BIOTECNOLOGIA, 2009).

2.2.1 Classificacéo Botanica

A cana-de-acucar é classificada hierarquicamente, observando-se o0 que
preceitua o Cadigo Internacional de Nomenclatura Botanica (CINB), como
pertencente ao dominio Eukaryota, reino Plantae, divisdo Embryophyta, subdivisao
Magnoliophyta, classe Liliopsida, subclasse Commilinidae, ordem Cyperales, familia
Poaceae, tribo Andropogonae, subtribo Saccharininae, género Saccharum,
principais espécies Saccharum officinarum, Saccharum spontaneum, Saccharum
sinesis, Saccharum barberi, Saccharum robustum e Saccharum edule (LUCCHESI,
2001).

2.2.2 Cana-de-Agucar no Brasil

O negocio da cana-de-acucar no Brasil € tdo antigo quanto a propria
colonizagdo do pais, o primeiro engenho data de 1532, as primeiras mudas oriundas
da llha da Madeira foram introduzidas no pais pelos portugueses por volta de 1515,
por dois séculos dominou a economia brasileira com a producdo de acucar e
cachaca, nas Ultimas décadas a industria canavieira se reinventou com novas

tecnologias e novos mercados, e esta cada vez mais relevante para o agronegocio e
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energia no pais (CONSELHO DE INFORMACOES SOBRE BIOTECNOLOGIA,
2009; UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA-DE-AGUCAR, 2010).

“O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do mundo” (ABRAMOVAY,
2009 p.24), “respondendo sozinho por 45% de todo o produto comercializado no
mundo” (CONSELHO DE INFORMACOES SOBRE BIOTECNOLOGIA, 2009, p. 14),
€ cultivada no sistema convencional, em solos bem preparados com consumo médio
de mudas por hectare de 15 toneladas no plantio manual e ultrapassando 20
toneladas no plantio mecanizado (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO,
2011a). Segundo estimativas da CONAB (2011a) o pais na safra 2010/11 possuia
uma area cultivada de cana-de-aglucar de 8.056,0 mil hectares com colheita de
623,905 milhdes de toneladas, na safra 2011/2012 possuira 8.368,4 mil hectares,
porém a previsao do total de cana moida na safra 2011/2012 € de 571.471,0 milhdes
de toneladas, com queda de 8,4% em relacdo a safra 2010/11. Estima também a
produtividade média brasileira para a safra 2011/2012 em 68.289 kg/ha, 11,8%
menor que a da safra 2010/2011, que foi de 77.446 kg/ha.

A diminuicdo da produtividade nesta safra esta ligada a diversos fatores e o
clima € o principal. A estiagem ocorrida de abril a outubro de 2010, a
escassez de chuvas no més de maio de 2011, a ocorréncia de geadas em
Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Parana e o florescimento em excesso de
boa parte da lavoura, fizeram a queda da produtividade ser a maior dos
tltimos anos (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2011a, p.
9).

A é&rea plantada de cana-de-agUcar estd em expansdo, como a legislacédo
brasileira ndo permite novos cultivos da planta nos estados de Amazonas e Para, a
expansao da cana ocorre principalmente nas Regibes Centro-Oeste, Sudeste e Sul
(Figura 16), sendo o maior percentual de aumento na regido Sudeste, responsavel
por 38,04% do total da area nova agregada, estima-se que a area total agregada
deve ficar em 697.770,9 hectares para a safra 2011/2012. A area de cana cultivada
no Amazonas e no Para é de 15 mil hectares, o que representa uma pequena fracao
apenas 0,05% do total de area desses dois Estados somados (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2011a).
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Figura 16 - Regibes de cultivo da cana-de-aglcar no Brasil e areas de preservagao ambiental
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Fonte: Universidade de Campinas (UNICamp), Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e
Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) (2007 apud CONSELHO DE INFORMACOES SOBRE
BIOTECNOLOGIA 2009; ABRAMOVAY, 2009).

Estima-se que o estado do Rio Grande do Sul (RS) sera responsavel por uma
pequena parcela da producédo de cana no pais, com area planta de 1,7 mil hectares
na safra 2011/2012 (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2011a). O
Decreto 6.961, de 2009, define o0 RS como propicio para plantio da cana e para
industrias de acgucar e etanol, hoje ha no estado o projeto de uma usina na cidade de
Sdo Luiz Gonzaga, NOROBIOS, e uma potencial iniciativa da empresa BSBios
Energia Renovavel, juntamente com a Petrobras Biocombustiveis (PBio), para
producdo de etanol na unidade produtora de biodiesel, desta parceria, localizada na
cidade de Passo Fundo (KAKUTA, 2012).

“A partir da cana se produz tanto o agucar quanto o alcool, e a porcentagem
destinada a uma producdo ou outro depende da demanda de mercado de cada
produto e dos precgos relativos” (BRASIL, 2007a, p. 37), segundo estimativas da
CONAB (2011a) na safra 2011/2012 serdo esmagadas 283.906,5 milhdes de

toneladas de cana para producdo de 36,9 milhdes de toneladas de acUcar e
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287.564,5 milhdes toneladas de cana para a producao total de 22.857,6 bilhdes de
litros de etanol 17,2% menor que a producédo da safra 2010/2011.

“O setor sucroalcooleiro tem 437 unidades produtoras, sendo 168 produtoras
de alcool, 16 de acucar e 253 de acucar e alcool” (BRASIL, 2012). Passa por um
momento de crescimento do mercado interno e externo em razdo da tendéncia da
procura de outras fontes de energia para substituir o petréleo, com menor custo
energético, e devido a preocupacdo mundial com a preservacdo ambiental com
consequente busca por alternativas de energia renovavel (CONSELHO DE
INFORMACOES SOBRE BIOTECNOLOGIA, 2009).

2.2.3 Bagaco de Cana-de-Acucar

O bagaco da cana-de-acUcar € um residuo sélido do colmo da planta e um
dos residuos agricolas de maior importancia no Brasil, resultante em grande
quantidade do processamento da cana-de-acUcar pelas industrias sucroalcooleiras,
“a proporcdo desse residuo depende da quantidade de fibras que as particulares
cultivares de cana apresentam” (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO,
2011b, p.22). Segundo Demirbas e Gupta (2011) para cada tonelada de cana-de-
acucar (queimada e cortada) sédo produzidos 130 kg de bagaco seco, a producao
global é estimada em 200 milhdes de toneladas por ano, com maior producdo no
Brasil, india, China e Tailandia. “De um modo geral, o material genético em uso no
pais apresenta um teor aproximado de 270 a 290 kg de bagaco (com 50% de
unidade) em cada tonelada de cana processada” (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2011b, p 22), na safra de 2010/2011 estima-se que o Brasil
tenha produzido cerca de 173 milhdes de toneladas de bagaco umido (50%
umidade) CONAB (2011a).

‘A quantidade de bagaco produzida a cada ano € uma proporcdo fixa do
volume da cana processada nas usinas e destilarias” (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2011b, p. 106), esta quantidade é variavel, dependendo
principalmente de fatores relacionados ao cultivo da cana-de-aglcar, o que resulta
em quantidades diferentes por regides de cultivo, a proporcdo entre o bagaco
produzido e o total de cana-de-aclcar moida na regido Centro-Sul é de 27,5%,
sendo 24,4% utilizados como combustivel, e na regido Norte-Nordeste € de 28,9%,
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sendo 24,6% utilizados como combustivel, a média nacional resulta em 24,6%
utilizado como combustivel e 3,1% para outros usos, resultando no total 27,7%.

O bagaco é principalmente empregado para a geracdo de energia nas usinas,
que requerem trés tipos de energia: térmica, mecanica e elétrica, estas obtidas
através da queima do bagaco em fornalhas para aquecimento das caldeiras para a
producdo de vapor, co-geracao, no geral é aproveitada uma fragdo modesta deste
residuo agricola (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2011b).

O Brasil ja utiliza o bagaco para a producéo, com restricdo devido aos custos,
do etanol de segunda geracédo, denominacdo que se da ao etanol obtido através de
diferentes processos derivados da fermentacdo de aclUcares de origem
hemicelulosica e celulésica, fracdes de materiais lignocelulésicos, através de um
pré-tratamento adequado e enzimatico de hidrélise da celulose e ou hemicelulose
(DEMIRBAS; GUPTA, 2011). Este compete com a geracdo de energia nas usinas
pela queima deste bagaco, co-geracao, a qual se mostra economicamente favoravel
em relacdo a obtencdo do etanol de segunda geracdo, processo ainda em fase de
desenvolvimento da viabilidade técnica em escala comercial, sendo o processo de
pré-tratamento do bagaco um dos principais gargalos para a competitividade
econdmica (CONSELHO DE INFORMACOES SOBRE BIOTECNOLOGIA, 20009).

2.2.4 Composicao Quimica do Bagaco de Cana-de-Acucar

A composi¢do quimica do bagaco de cana-de-agucar, material lignocelulésico,
depende de diversos fatores relacionados ao cultivo da cana-de-acucar, sendo 0s
principais, a espécie, o tipo de solo, o clima, as técnicas de manuseio e colheita.
Devido a isto, encontram-se na literatura especializada diversas andlises da
composicao, ligeiramente diferentes, alguns dos estudos mais atuais realizados no
Brasil relatam que é um material fibroso composto principalmente por celulose (40-
60% da matéria seca), hemicelulose (20-40% da matéria seca) e lignina (10-25% da
matéria seca), o bagaco de cana-de-acucar € constituido segundo Goldenberg
(2011) e Polizeli et al. (2011) de 46% de celulose, 25% de hemicelulose, 21% de
lignina e 8% de outros constituintes, segundo Canilha et al. (2007) de 3,34% de
celobiose, 46,20% de glicose, 0,30% de hidroximetilfurfural, 0,56% de acido férmico,
24,21% de xilose, 1,70% de arabinose, 1,25% de furfural, 1,09% de acido
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glucurénico, 2,64% de &cido acético, 2,61% de lignina soluvel, 23,66% de lignina

insolUvel e 1,61% de cinzas.
2.3 CARACTERIZA(;AO DE LIGNOCELULOSICOS E DERIVADOS

Existem iniameros meétodos de andlise de lignocelulésicos descritos na
literatura especializada que incluem o emprego de técnicas diversas, as quais
possibilitam a caracterizacao fisica e quimica do lignocelulésico. Algumas técnicas
sdo complexas, caras e com alta precisdo nos resultados, podendo determinar
diversos compostos de menor teor presente nos lignocelulésico, e outras sao
simples e possuem um bom grau de precisdo na determinagdo dos principais
compostos do lignocelulésico, dentre estes métodos destacam-se, microscopia
eletrénica de varredura (MEV), o método desenvolvido por Van Soest em 1967 para
determinacao do teor de fibras em lignocelulésicos e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

2.3.1 MEV

O microscopio eletrbnico de varredura é uma das ferramentas de
caracterizacdo disponiveis mais utilizadas na revelagcdo de detalhes estruturais.
(KAPLAN; SCHEU, 2012).

Um feixe focado de elétrons é rasterizado através da amostra, e 0s sinais
emitidos a partir da amostra séo detectados como uma funcédo da posicao do feixe
focado incidente de elétrons, este sinal reflete a topografia da amostra, pela
interacdo do feixe com atomos na superficie da amostra e a imagem final em
contraste e alta resolucéo é formada a partir destes sinais detectados, estes dados
juntamente com a informagdo morfologica proveniente da amostra podem ser
diretamente associados com as caracteristicas microestruturais da amostra
(KAPLAN; SCHEU, 2012; NIKLAS; SPATZ, 2012).

Para amostras biolégicas a MEV convencional tem a desvantagem de que a
amostra deve ser revestida com ouro ou carbono sob elevado vacuo, e a camara de
observacdo tem que ser evacuada, e as amostras s6 podem ser observadas se

completamente secas ou congeladas criogenicamente (NIKLAS; SPATZ, 2012).
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2.3.2 Método de Van Soest para Determinacao de Fibras

A determinacdo de fibras segundo Van Soest e Wine (1968) pelo método
sequencial, conhecido como Método de Van Soest, é baseado na separacdo das
diversas fracdes fibrosas que constituem o lignoceluldsico, por meio de reagentes
especificos, denominados de detergentes neutros e detergentes acidos. Este
método quantifica 0os importantes constituintes com precisdo superior a outros
métodos existentes, por este motivo € um dos métodos mais utilizados para a
determinacao de celulose, hemicelulose, lignina, extrativos, cinzas e silica presentes
no material lignocelulésico. O método divide os constituintes em duas fracdes quanto
a solubilidade destes compostos aos detergentes empregados, estas fracfes
segundo Van Soest e Wine (1968) e Fuller et al. (2004) sao:

a) conteldo celular: determinacdo da Fibra em Detergente Neutro (FDN) que
engloba os nutrientes solUveis em detergente neutro, tais como lipidios,
compostos nitrogenados, pectina, proteinas solluveis, acUcares, acidos
organicos e outros;

b) parede celular: determinacdo da Fibra em Detergente Acido (FDA) que
solubiliza o contetudo celular e a hemicelulose, além da maior parte das
proteinas insoluveis, Van Soest e Wine (1968) propuseram um detergente
acido especifico, que apdés a digestdo por este detergente, o produto

resultante serd quase que na sua maioria lignina e celulose.

2.3.3 CLAE

A técnica de CLAE, nome mais aceito e utilizado no Brasil, sendo denominada
e referenciada a esta mesma técnica como cromatografia de alta velocidade, de alta
presséao, de alto desempenho ou de alta resolucéao.

Segundo Oliveira (2009) esta técnica consiste no fracionamento de
substancias, que emprega pequenas colunas preenchidas por materiais
especialmente preparados, baseada nas diferentes velocidades com que cada uma
delas migra através de um meio poroso ao ser eluida por um solvente em
movimento, com capacidade de realizar separacdes e analises quantitativas de uma
grande quantidade de compostos em poucos minutos com alta resolucéo, eficiéncia

e sensibilidade. Comenta também que a analise de carboidratos € um desafio para a
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cromatografia, devido a diversidade dos carboidratos e as pequenas diferencas de
propriedades quimicas e fisicas entre mono, di e trissacarideos, ndo existindo uma
Unica coluna capaz de separar todos, por essa razdo seleciona-se uma coluna
especifica que melhor se adapte as condicdes.

Na caracterizacdo de lignocelulésicos € empregada na determinacao
guantitativa direta de aclUcares na fase aquosa e de componentes extrativos
resultante de alguns métodos de pré-tratamento, determinando quais carboidratos
sao formados e quantificando-os, podendo ser considerados perdas do processo de
pré-tratamento caso a fase aquosa ndo seja posteriormente processada, permite
também a deteccdo e quantificacdo de produtos inibidores, que reduzem o

rendimento da hidrolise enzimética, adotada para a obtencéo de agucares.

2.4 PRE-TRATAMENTO DE LIGNOCELULOSICOS PARA PRODUCAO DE
ACUCARES FERMENTESCIVEIS

A produgéo de agucares fermentesciveis a partir de materiais lignocelulésicos
€ desafiador, pois normalmente as “hidrolises enzimaticas possuem um rendimento
de agucar menor que 20%” (GOSH; GHOSE, 2003 apud OGEDA; PETRI, 2010, p.
1552), sem pré-tratamento. Estes baixos rendimentos sdo devidos a complexidade
estrutural natural do lignocelulésico, principalmente devido a presenca da estrutura
rigida de lignina que envolve a hemicelulose e a celulose, restringindo a
suscetibilidade a degradacéo biolégica e quimica desta, que possui também um alto
grau de polimerizagdo e cristalinidade, dificultando assim o acesso das enzimas as
fibrilas elementares presentes na parede celular primaria e secundaria. A lignina
adsorve as enzimas fisicamente aumentando a dificuldade do processo (OGEDA,
PETRI, 2010). Ja a estrutura da hemicelulose, que também envolve a celulose, é
suscetivel a agdo enzimatica de hidrélise e pode ser mais facilmente degradada que
a lignina, sendo totalmente ou parcialmente solubilizada.

Segundo Carvalho, Ferraz e Milagres (2011), Dominguez, Garrote e Paraj6
(1999) e Demirbas e Gupta (2011) as tecnologias de pré-tratamento, em geral, sdo
realizadas com a finalidade de alterar a estrutura do lignocelulésico (Figura 17),
remover ou alterar a hemicelulose e a lignina, aumentar o volume de poros e a area
superficial interna, reduzir o grau de polimerizacdo e a cristalinidade, deixando as

fibrilas elementares de D-glicose mais expostas e suscetiveis a digestdo enzimatica.
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Ha um aumento na acessibilidade da enzima a superficie da celulose, aumentando
assim o rendimento de agucares fermentesciveis, “0 rendimento pode alcancar até
[...] [valores maiores que] 90%” (GOSH; GHOSE, 2003 apud OGEDA; PETRI, 2010,
p. 1552), e ainda reduzir a quantidade de enzimas necessarias para a conversao,

com consequente reducdo de custos destas.

Figura 17 - Representacdo esquematica das alteracdes estruturais desejadas de um pré-tratamento
eficiente sobre as microfibrilas do lignocelulésico
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Fonte: adaptado de HSU et al. (1980 apud CARVALHO, FERRAZ E MILAGRES, 2011).

Um dos desafios desta tecnologia € realizar estas modificacdes estruturais da
parede celular com a menor perda em acucares possivel, e, evitar ou minimizar a
geracdo de inibidores da hidrélise enzimatica, que sdo basicamente segundo
Demirbas e Gupta (2011) furanos e acidos fracos resultantes da degradacdo da
celulose e da hemicelulose e acidos fendlicos resultantes da degradacao da lignina,
durante o pré-tratamento, ou seja, melhorar a eficiéncia e o rendimento em agucares
fermentesciveis. J& o maior desafio é tornar o processo de pré-tratamento viavel e
atrativamente econdémico, atualmente tem alto custo.

Segundo Demirbas e Gupta (2011, p. 91) as caracteristicas desejaveis de um

processo de pré-tratamento incluem:

(2) utilizagdo minima de energia e produtos quimicos, (2) ser adequado
para uma variedade de fontes de biomassa, (3) requer o minimo de
capital e despesas operacionais, (4) ampliavél para escala industrial, e
(5) limitar a formacdo de produtos de degradacdo que inibem a
fermentacdo microbiana.
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Diversas séo as tecnologias, os métodos de pré-tratamento e seus principios,
que sao divididos basicamente em fisicos, bioldgicos, quimicos e combinacao
destes, sdo utilizados particularmente para cada tipo de lignocelulésico a fim de
‘evitar a degradagdo do substrato e maximizar o rendimento em agucar’
(DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 86). Segue uma breve descricdo de algumas das
técnicas mais relevantes e em desenvolvimento atualmente para o pré-tratamento de

lignocelulésicos.

2.4.1 Pré-Tratamento Fisico

Utiliza processos mecanicos, puramente fisicos, para reduzir o tamanho das
particulas de lignocelulésicos e romper a estrutura da parede celular “aumentando a
area disponivel e diminuindo a cristalinidade da celulose” (CARVALHO; FERRAZ;
MILAGRES, 2011, p. 60), o que possibilita a acessibilidade das enzimas no processo
posterior de hidrélise enzimatica. Utilizam-se normalmente moagem ou trituracéo,
porém outros “métodos ndo mecanicos tais como alta temperatura, ciclos de
congelamento/descongelamento e irradiacdo de micro-ondas tém sido estudados
para alterar caracteristicas estruturais da celulose” (DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p.
91). Séo limitados quanto a sua eficacia e os requisitos de equipamento e energia
dependem diretamente do tamanho da particula desejada, consumindo grande
quantidade de energia, mais do que o dobro da utilizada em outros métodos, para
reduzir as particulas a uma escala milimétrica, e ainda possui grande desvantagem
por ser um processo demorado (CARVALHO; FERRAZ; MILAGRES, 2011,
DEMIRBAS; GUPTA, 2011).

2.4.2 Pré-Tratamento Quimico

Sédo utilizados acidos concentrados, acidos diluidos, solugbes alcalinas,
amonia, solventes organicos, diéxido de enxofre, dioxido de carbono, ozbnio e
muitos outros quimicos “para o fracionamento dos componentes da biomassa,
aumentar a area superficial e aumentar o volume de poros e inchar a celulose”
(DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 92). Em geral €é utilizado acido sulfurico (H2SO,),

porém outros acidos como acido cloridrico (HCI), &cido nitrico (H.NO3), acido
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fosforico (HsPO,), acido peracético (C,H4O3) e outros acidos organicos fracos
(DEMIRBAS; GUPTA, 2011).

2.4.2.1 Acidos

A denominacdo sé se aplica a processos com pH abaixo de 2,0, este é o
modelo de hidrélise mais utilizado, porém pode ser dividido em duas abordagens
com base na temperatura (alta/baixa) e na concentracdo (concentrado/diluido), para
pH acima deste valor ocorre competicdo da catalise do ion hidrénio com a catélise
do ion hidroxila, ocorre o ataque as longas cadeias de hemicelulose quebrando-as
para formar oligdbmeros mais curtos, que sdo hidrolisados para formar
monossacarideos (CARVALHO; FERRAZ; MILAGRES, 2011; GIRIO et al., 2010). A
formacdo de acidos conjugados leva a clivagem das ligacdes glicosidicas da
celulose, a parte amorfa é clivada quase instantaneamente para suas unidades
monoméricas de D-glicose, as quais sdo, fortemente, sujeitas a reagcdo de
degradacéo levando a formacao de Hidroximetilfurfural e uma pequena fracdo de
acido formico, inibidores (DEMIRBAS; GUPTA, 2011).

Estes modelos possuem desvantagens quanto ao requisito de equipamento,
que deve ser resistente ao ataque acido, também ha a formacdo de produtos
inibidores da atividade enzimatica, pois os acUcares (pentoses e hexoses) quando
expostos ao acido por longos periodos sdo convertidos, principalmente a furanos
(DEMIRBAS; GUPTA, 2011; GIRIO et al., 2010).

O rendimento em agucares fermentesciveis € aumentado com o aumento da
concentracdo de acido e de temperatura, “este método fraciona a maioria das
hemiceluloses (75%-90%)” (DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 93), dependendo das
condicbes, este modelo necessita de processo adicional para a recuperagao do
acido e sua viabilidade econdmica, sendo necessario a neutralizacao ou correcao de
pH antes dos posteriores processos, porém nao necessita de um processo de
hidrolise enzimatica, pois tanto a celulose e a hemicelulose sdo convertidas em
agucares. “A maior vantagem do pré-tratamento 4cido € a rdpida taxa de reacéo, o
que facilita o processamento continuo” (DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 93).
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2.4.2.1.1 Acido Diluido

“Acido diluido é um eficiente método de pré-tratamentos e adequado para a
maioria das matérias-primas lignocelulésica” (DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 92). A
diluicdo de acidos é utilizada principalmente para a remoc¢do da hemicelulose do
substrato e o modelo de pré-tratamento com diluicdo de acidos em comparacdo a
outros modelos com utilizacdo de acidos mais concentrados, possui como vantagens
0 consumo relativamente baixo de acido juntamente com a reducdo do desgaste do
equipamento, a exigéncia de energia para a recuperacdo do acido € menor e sob
condicbes controladas a quantidade de produtos de inibicdo, gerados pela
degradacdo dos aclcares € baixa, porém a temperatura de reacdo aumenta e o
rendimento reduz devido a reducéo da clivagem da celulose (DEMIRBAS; GUPTA,
2011; GIRIO et al., 2010).

2.4.2.1.2 Acido Peracético

Este método merece destaque entre os métodos acidos, pois possui um
mecanismo um tanto diferenciado, sendo segundo Demirbas e Gupta (2011) o uso
de &cido peracético (2-10%) em uma faixa de 25°C a 75°C causa deslignificacao
significativa de lignoceluldsicos devido a agédo oxidante do &cido, ocorrendo ainda
reducao da cristalinidade pelo inchaco estrutural, destaca ainda que a maioria das
hemiceluloses é retida na fracdo solida, possui como desvantagens o custo elevado
e a natureza explosiva do acido peracético, por este motivo 0 método se limitou ao

uso laboratorial.

2.4.2.1.3 Acido Sulfarico Concentrado

“Processos com acido concentrados permitem a hidrdlise tanto da
hemicelulose quanto da celulose” (GIRIO et al., 2010, p. 4779). O &cido sulfarico
concentrado provoca o inchago da celulose e € um forte agente hidrolisador, no
intervalo de concentragéo de 62,5-70,0% ocorre o inchaco intercristalino da celulose,
e em concentragcdes acima de 75% ocorre a dissolucdo e a decomposicdo da
celulose, esta celulose é entdo precipitada com a adicdo de metanol ou etanol e é

facilmente hidrolisada por acido diluido ou enzimas, obtendo-se uma alta conversao
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em acucares (DEMIRBAS; GUPTA, 2011). Este processo pode ser seguido por uma
diluicho com agua para hidrolisar o substrato em acUcares proporcionando uma
conversao rapida e completa da celulose e hemicelulose com pouca degradagéo dos
acucares (DEMIRBAS; GUPTA, 2011).

O &acido pode ser reutilizado apos a destilacdo do metanol ou etanol, este
método requer temperaturas e pressdes relativamente baixas, o que contribui para
minimizar a degradacdo dos agucares e a reducdo de custos com equipamentos.
Porém com tempo de reacdo tipicamente muito mais longo do que o tempo de
reacao para o pré-tratamento com acido diluido, e com custos significativos com
sistemas de recuperacdo de acido, etanol ou metanol, sem esta recuperacdo de
acidos além do gasto com o reagente seria necesséario grandes quantidades de cal
para a neutralizacdo da solucdo de acuUcares, gerando grandes quantidades de
sulfato de calcio (CaSQO,), e custos adicionais para eliminacdo deste (DEMIRBAS;
GUPTA, 2011).

2.4.2.1.4 Acido Fosférico Concentrado

Acido fosférico concentrado 85% é aplicado como solvente e provoca menor
degradacdo da celulose do que os outros &cidos, o método é conduzido em
condicbes moderadas de temperatura e a pressao ambiente, muitas das limitacbes
deste método sdo parecidas com as dos métodos por acido sulfarico (DEMIRBAS;
GUPTA, 2011).

2.4.2.2 Liquido 16nico

Segundo Girio et al. (2010) os liquidos idnicos sédo sais organicos com baixo
ponto de fusdo com alta estabilidade térmica e pressdo de vapor desprezivel,
classificados como solventes verdes, possibilitam a dissolucdo completa do
lignocelulésico, o cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio e o cloreto de 1-alil-3-
metilimidazolio sdo alguns dos liquidos ibnicos mais utilizados. ApGs a dissolugéo
em liquido i6nico a celulose pode ser regenerada pela adicdo de agua, etanol ou
acetona. A hidrolise de celulose regenerada € significativamente aumentada, com

taxa inicial de cerca de uma ordem de magnitude maior que a celulose ndo tratada
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(DEMIRBAS; GUPTA, 2011). Os principais inconvenientes do processo Sao 0sS

custos com a reciclagem do liquido iénico, e a toxidade de alguns destes reagentes.

2.4.2.3 Alcalino

“Entre os diversos pré-tratamentos quimicos, o pré-tratamento alcalino € o
mais amplamente usado para melhorar a hidrélise enzimética de lignoceluloses”
(DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 95). Em geral, sdo usados hidréxido de sédio
(NaOH), hidréxido de potassio (KOH), hidréxido de calcio (CaOHy) ou hidréxido de
amonia (NH3OH), pode ser dividido em duas abordagens dependendo do catalisador
utilizado (alcalino/alcalino-terroso), os métodos alcalinos sdo mais eficazes na
remocao da lignina, acidos urdnicos e silica, se presente, deixando grande parte da
hemicelulose insoluvel.

O pré-tratamento com alcalis provoca o “inchago” da biomassa, levando ao
aumento de area interna superficial e uma diminui¢céo da cristalinidade, o mecanismo
e considerado como saponificacdo de reticulagdo intermolecular das ligacdes éster
da hemicelulose-lignina, ha o rompimento parcial da estrutura da lignina e a
separacdo estrutural da hemicelulose-lignina. H4 uma baixa formacdo de furanos,
inibidores da hidrélise enzimética, e aldeidos, porém ha a formacéo significativa de
acidos carboxilicos (DEMIRBAS; GUPTA, 2011).

Sao utilizadas temperaturas e pressées mais baixas em comparacao aos
outros métodos, podendo ser realizado em condi¢cdes ambiente, porém o tempo de
pré-tratamento € muito longo, sendo medido em horas ou até em dias, embora os
custos com equipamentos sejam reduzidos em comparacdo aos utilizados no pré-
tratamento acido, os custos com reagentes sao mais altos em alta concentracéo e o

uso destes resulta em impactos negativos sobre as questdes ambientais.

2.4.2.3.1 Amodnia Aquosa

Foi o primeiro pré-tratamento patenteado, 1905, a natureza da reacdo €
bastante complexa, a amofnia causa um grande inchaco, provocando alteracdo da
estrutura cristalina do lignocelulésico, e possui reatividade quimica suficiente para
causar significativas alteracdes morfologicas mostrando uma elevada seletividade

para a lignina, deixando a maioria das hemiceluloses retidas na fracdo sélida, esta
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lignina possui alta qualidade devido a baixa contaminacdo e pode ser
comercializada, adicionando uma renda extra ao.

Este pré-tratamento possui custo relativamente baixo com possibilidade de
reciclagem devido a volatilidade da aménia em comparacao a agua, facilitando sua
separacdo a partir de misturas aquosas, atraves da separacdo flash é possivel
remover a maior parte da amoénia, esta € levemente corrosiva, porém menos
corrosiva que os &cidos a altas temperaturas (DEMIRBAS; GUPTA, 2011; GUPTA,
KIM; LEE, 2009). “O fato de a hemicelulose ser mantida apos pré-tratamento é um
fator positivo em um pré-tratamento” (GUPTA; KIM; LEE, 2009 p. 80). Segundo os
autores Gupta, Kim e Lee (2009) as enzimas celulases apresentam consideravel
atividade de xilanase, bem como de celulase, portando ocorre simultaneamente a

hidrélise de celulase e hemicelulase, oferecendo mais vantagens ao método.

2.4.2.4 Solventes Organicos

Segundo os autores Demirbas e Gupta (2011) este método utiliza solventes
organicos com acidos minerais como catalisadores para quebrar a estrutura de
forma seletiva da lignina e da hemicelulose, séo utilizados solventes como, metanol,
etanol, acetona, etileno glicol, trietilenoglicol, e os &cidos minerais tais como o acido
sulfurico e os acidos organicos tais como o acido oxalico, acetilsalicilico e salicilico.
“Aplica o conceito da solubilizacdo diferencial e do fracionamento dos varios
componentes da parede celular vegetal, incluindo a celulose, pelo rompimento das
ligacdes de hidrogénio entre as microfibras” (OGEDA; PETRI, 2010, p. 1553).

Os solventes devem ser reciclados para a viabilidade econémica do sistema e
deve ser removido ap0s o0 pré-tratamento porque podem inibir o processo de
hidrélise enzimatica e os posteriores processos microbioldgicos, “as temperaturas do
processo podem variam desde a temperatura ambiente até 205°C, dependendo
principalmente do solvente organico utilizado” (GIRIO et al., 2010, p. 4871). A partir
deste método pode-se isolar lignina de alta qualidade e, portanto, adicionar uma

renda extra.
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2.4.3 Pré-Tratamento Biolégico

Segundo Ogeda e Petri (2010) os pré-tratamentos biol6gicos normalmente
utiizam fungos e algumas bactérias (actinomicetes). Durante o processo, estes
micro-organismos secretam enzimas extracelulares como peroxidases e lactases
gue ajudam a remover uma quantidade consideravel de lignina da biomassa e
solubilizar a hemicelulose. “Geralmente, € utilizado em combinacdo com outros
processos” (BANCO NACIONAL DO DESENVOLVIMENTO ECONOMICO E
SOCIAL; CENTRO DE GESTAO E ESTUDOS ESTRATEGICOS, 2008, p. 127), e as
vantagens sao a baixa exigéncia energética e 0s baixos custos com reagentes
guimicos, no entanto segundo Eriksson et al. (1980) apud Carvalho, Ferraz e
Milagres (2011) as taxas desta hidrolise para o processo de pré-tratamento S&o
muito baixas, evidenciando ainda que os processos que combinam principios fisicos

e quimicos em geral representam as melhores opcdes de pré-tratamento.

2.4.4 Pré-Tratamento Fisico e Quimico

“Pré-tratamentos que combinam principios fisicos e quimicos geralmente
representam as melhores opcgdes para fracionar a lignocelulose” (RAMOS, 2003
apud CARVALHO; FERRAZ; MILAGRES, 2011, p. 60), pois altera as propriedades
fisicas e quimicas do lignocelulésico, normalmente pelo aumento da porosidade,
area superficial, resultante do efeito fisico e pelo fracionamento seletivo do

lignocelulésico, resultante do efeito quimico.

2.4.4.1 Explosao a Vapor

“E considerada uma das opcbes mais bem sucedidas para fracionar a
biomassa em seus trés principais componentes” (DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 96)
e para tornar a celulose acessivel a hidrolise enzimatica, considerado um método
termomecanico e quimico, “pode ocorrer na presenca de catalisadores quimicos
(acido sulfurico, didxido de enxofre, hidroxido de sédio e aménia)” (CHEN (2007);
OHGREN (2007) apud OGEDA; PETRI, 2010, p. 1552) os quais, normalmente,
aumentam o rendimento em acucares do pré-tratamento, porém suas nomenclaturas

diferem do processo sem adi¢cédo de catalisadores, portanto, para a explosédo a vapor
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geralmente € utilizado apenas vapor saturado a alta pressdo. Segundo os autores
Demirbas e Gupta, (2011) e Girio et al., (2010) por alguns segundos ou minutos,
podendo ser utilizado até 90 atm de pressdo dependendo do lignocelulésico,
seguido de uma subita descompressao através de uma valvula, o que resulta em
uma expansao do material rompendo, “explodindo”, a estrutura da parede celular,
ligacdes intermoleculares entre a celulose e a hemicelulose, realizando hidrélise
glicosidica, porém ndo rompe toda a lignina, mas possibilita 0 acesso das enzimas
as fibrilas elementares da celulose.

A explosdo a vapor é considerada a mais rentavel opcdo para madeiras e
residuos de agricultura, mas é menos eficaz para lignocelulésicos macios, sofrendo
grande influéncia do tamanho da particula, do tempo de residéncia e da temperatura
de processo. E um método com custo capital baixo, sem agentes quimicos além da
agua, com economia energética e um bom rendimento em acucares fermentesciveis,
sendo a principal vantagem os efeitos ambientais negligenciava (DEMIRBAS;
GUPTA, 2011; GIRIO et al., 2010).

2.4.4.2 Explosao de Fibras com Vapor de Amonia (AFEX)

No processo é adicionada uma alta carga de amobnia a temperatura e pressao
elevadas, ap0s a reacdo a pressao ¢ liberada explosivamente, processo semelhante
ao de Explosédo a Vapor, porém com adicdo de amonia (DEMIRBAS; GUPTA, 2011).
E um pré-tratamento que provoca alteragbes fisico-quimica na macro e micro
estrutura do lignocelulésico, reduzindo a cristalinidade, despolimerizando
parcialmente a hemicelulose, aumentando a area superficial acessivel devido a
ruptura da estrutura pela rapida descompresséao do sistema.

Quase toda a amoénia (99%) utilizada pode ser recuperada e reciclada, o
processo é atrativamente econdmico em comparacdo a outras tecnologias, e possui
uma formacdo minima de produtos de degradacdo dos acgucares, este pré-
tratamento solubiliza uma pequena fracdo de hemicelulose, o que resulta em maior
rendimento em acUcares sendo este maior que o rendimento do pré-tratamento
Explosdo a Vapor catalisado por acido (DEMIRBAS; GUPTA, 2011; GIRIO et al.,
2010). “Ao contrario da maioria dos pré-tratamentos nenhuma fracdo liquida com
produtos dissolvidos é gerada” (DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 97).
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2.4.5 Pré-Tratamento Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico considera uma variedade de condicdes
operacionais, visando a hidrélise seletiva da hemicelulose e a deslignificacéo,
utilizando-se agua no estado liquido ou gasoso, “agua age como um solvente e
como reagente ao mesmo tempo” (DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 96), segundo
Dermirbas e Gupta (2011) em temperaturas e pressfes elevadas a quimica da agua
€ modificada e sua forca ibnica aumenta significativamente, e tais alteracbes na
agua clivam as ligacdes éter e éster favorecendo a hidrdlise da hemicelulose.

O pré-tratamento, geralmente, € conduzido na faixa de temperatura de 150°C
a 230°C, pressdo de saturacdo ou abaixo, com o0 tempo de reacdo que varia de
alguns segundos em alta temperatura h& horas em condicbes amenas
(DOMINGUEZ; GARROTE; PARAJO, 1999). Em meio aquoso, a lignina sofre tanto
degradacdo quanto repolimerizacdo, sendo a fracdo de lignina solubilizada
dependente das condi¢cdes operacionais e da matéria-prima, esta solubilizacao
envolve tanto a quebra da ligacdo lignina-carboidrato quanto a reacdo de
despolimerizacdo (DOMINGUEZ; GARROTE; PARAJO, 1999; SAMUEL et al.,
2011).

Um mecanismo de duas etapas tem sido proposto para a reacdo de
deslignificacdo, uma etapa rapida onde fragmentos de lignina com baixo peso
molecular e alta reatividade sdo solubilizados pela quebra da lignina em hidratos de
carbono, e uma etapa lenta onde ocorre a repolimerizacéo da lignina na presenca de
acidos organicos, os quais sao liberados durante o pré-tratamento a partir da
biomassa, o que reduz o pH do meio reacional (DEMIRBAS; GUPTA, 2011).

Este método possui segundo Dominguez, Garrote e Parajé (1999) a
vantagem de ndo ser necessario o uso de produtos quimicos, que ocasionam a
depreciacdo do equipamento, além da &gua, o baixo custo operacional e ainda ha
uma reduzida formacdo de produtos inibidores resultantes da degradacdo do

lignocelul6sico em comparacgao aos pré-tratamentos acidos e alcalinos.

2.4.5.1 Auto-hidrélise

“Auto-hidrolise ocorre quando a biomassa € pré-tratada com apenas vapor”
(WYMAN; YANG, 2009, p. 104). A auto-ionizagdo da agua forma ions hidrénio que
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atuam como catalisadores das reacfes de clivagem das ligacdes intermoleculares
da hemicelulose, segundo Dominguez, Garrote e Parajo (1999) as ligacGes de éter
heterociclicos sdo as mais suscetiveis a esse tipo de reacao, resultando tanto na
geracao de oligossacarideos e a divisao do grupo acetil da fracdo hemicelulésica da
matéria-prima.

Durante a reacdo de auto-hidrélise os grupos acetila presentes na
hemicelulose séo clivados e produzem acido aceético alterando assim o pH do meio
reacional e sob as condi¢cbes do pré-tratamento, geralmente, segundo 0S mesmos
autores ha geracao de ions hidrénio gerados a partir da auto-ionizagcdo do acido
acético, que também atuam como catalisadores na degradacédo de polissacarideos,
os &cidos urdnicos também podem contribuir na geragdo de ions hidrénio, porém
seu papel na hidrélise ndo é bem compreendido e relato.

A hemicelulose é despolimerizada e convertida em oligbmeros sollveis e
monossacarideos juntamente com parte da lignina, resultando em uma fase liquida,
ja a celulose e uma parte da lignina, fase sdlida, ndo sado significativamente
afetadas, “até 60% da lignina pode ser despolimerizada [...], mas uma significativa
fracdo (até 20%) da celulose pode ser degradada” (DOMINGUEZ; GARROTE;
PARAJO, 1999, p. 199). Os aclcares, monossacarideos, gerados durante o
processo sofrem degradacdo gerando furanos, principalmente furfural e
hidroximetilfurfural e outros subprodutos como fendis, esta degradacédo depende do
tempo de residéncia e da temperatura de tratamento, sendo assim necessario
adequar as condi¢Bes de operacdo que possibilite 0 maior rendimento em acgulcares
com a minima geracgdo de inibidores, aumentando a eficiéncia da posterior hidrolise
enzimatica (DOMINGUEZ; GARROTE; PARAJO, 1999; GIRIO et al., 2010;
LOUREIRO, et al. 2011).

O rendimentos em acUcar a partir da fracdo hemicelulosica pela auto-
hidrdlise estéo limitados a menos do que cerca de 65% do maximo possivel,
enquanto que a adicdo de sulfurico diluido ou outros &cidos podem
recuperar-se cerca de 90% do méaximo teérico (WYMAN; YANG, 2009, p.
104).
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2.4.5.2 Agua Liquida Quente

Este método segue os mesmos principios do método anteriormente descrito,
sendo que este pré-tratamento ocorre com agua na pressdo de saturacdo ou em
pressfes acima da pressdo de saturacdo, na forma liquida, segundo Kim et al.
(2009) é eficaz em dissolver a hemicelulose e uma parte da lignina enquanto
minimiza a formag¢do de monossacarideos e a degradagcédo dos agucares durante o
pré-tratamento. Este pré-tratamento difere da auto-hidrélise devido a menor
degradacdo dos acuUcares, consequentemente menor quantidade de inibidores, e
principalmente na maior quantidade de 4gua consumida e consequentemente na

maior diluicdo dos agucares presentes na fase liquida resultante do pré-tratamento.

Para evitar a formacgéo de inibidores o pH deve ser mantido entre 4 e 7,
durante o pré-tratamento, este por sua vez minimiza a formagédo de
monossacarideos e, portanto, também as formacdes de produtos de
degradacéo que podem catalisar a hidrélise do material celulésico durante o

pré-tratamento (DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 96).

Segundo Ogeda e Petri (2010) é dificil realizar uma comparacdo direta da
eficiéncia do pré-tratamento, pois cada meétodo possui diferentes mecanismos,
devido as variacbes de como os rendimentos sao relatados e quais acucares estao
incluidos, porém busca-se avaliar a remocéao seletiva de fracées do lignocelulésico, a
acessibilidade as enzimas, os inibidores gerados e principalmente os rendimentos

resultantes em acgucares.

2.5 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrélise de materiais lignocelulésicos para obtencdo de acUcares
fermentesciveis pode ser conduzida com a utilizacdo, comumente, de &cidos
concentrados, acidos diluidos ou enzimas. Os métodos com acidos sdo 0s mesmos
descritos em pré-tratamento quimico com acidos, portanto foram abordados apenas
0s conceitos referentes a hidrélise enzimatica como posterior processo ao pré-
tratamento, utilizada pelo autor para hidrolisar as fibras do bagaco de cana-de-

acucar, devido principalmente as condicbes brandas de ensaio, uma menor
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quantidade de produtos indesejaveis formados (subprodutos), além do alto
rendimento, menores custos e impacto ambiental.

Comparativamente segundo os autores Banco Nacional do Desenvolvimento
Econdmico e Social e Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos (2008), tem-se a
hidrolise com acido diluido num estagio tecnolégico mais avancado do que as
demais, mas com rendimento limitado entre 50% a 70%, a hidrélise com acido
concentrado apresenta rendimentos em torno de 90% porém com desempenho
econdmico do processo comprometido devido a recuperacdo do acido e corrosao
dos equipamentos, ja a hidrolise enzimatica, por sua vez, apresenta rendimentos
entre 75% e 85%, e grandes melhorias sao esperadas resultando em rendimentos

de até 95%, com grandes vantagens ndo s6 econdmicas como também ambientais.

Ao efetuarmos uma comparacgdo entre 0s processos de hidrélise podemos
perceber que a hidrélise enzimatica conduz a rendimentos mais elevados de
monossacarideos do que a hidrélise acida, porque as enzimas celulases
catalisam somente as reac8es de hidrdlise e ndo as reacdes da degradacéo
do acucar (PARISI, 1989, apud RABELO, 2007, f. 27).

Segundo Polikarpov e Serpa (2011) a estrutura do lignocelulosico €
naturalmente resistente a decomposicao por microbios e enzimas e esta resisténcia
é conhecida como “recalcitrancia da biomassa”, a realizagdo do pré-tratamento visa
melhorar a taxa de hidrélise enzimatica e aumentar a producdo de acucares
fermentesciveis, através dos métodos e mecanismos anteriormente ja descritos.

A hidrolise enzimatica de materiais lignocelulésicos, para producédo de
acucares fermentesciveis segundo os autores Banco Nacional do Desenvolvimento
Econdmico e Social e Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos (2008), em fase de
pesquisa e desenvolvimento, é conduzida em escalas experimentais ou unidades
piloto de producdo, sendo utilizadas tecnologias complexas e multifasicas com
rendimento influenciado fortemente pela composicdo e estrutura da biomassa,
portanto sendo fortemente influenciada pelo pré-tratamento utilizado.

“‘Os desafios da hidrélise enzimatica de lignocelulose incluem o custo da
enzima, inibicdo do produto, a perda da enzima devido a ligacdo com a lignina, e a
desnaturacdo ou degradacao” (DEMIRBAS; GUPTA, 2011, p. 98). “Por conta de seu
grande potencial de evolugcédo e redugcdo de custos, muitos especialistas veem a
hidrolise enzimatica como a chave para a producdo de bioetanol a um custo
competitivo no longo prazo” (DIPARDO, 2000; LYND et al., 1996 apud BANCO
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NACIONAL DO DESENVOLVIMENTO ECONOMICO E SOCIAL; CENTRO DE
GESTAO E ESTUDOS ESTRATEGICOS, 2008, p. 128).

2.5.1 Enzimas

No processo enzimatico, a hidrolise é catalisada por enzimas, que possuem
uma alta especificidade em relacdo ao substrato e a sua utilizagdo, sua estrutura é
compostas majoritariamente por proteinas, podendo estar ligada a carboidrato e
lipideos, possuem um centro ativo no dominio catalitico e outro dominio de ligacéao
ou Core Binding Domain (CBD), responsavel pela ligacdo da enzima com o substrato
(Figura 18). As enzimas mais utilizadas sdo as de origem microbiana do tipo

extracelular.

Figura 18 - Representacao 3D esquematica de uma exoglucanase (CBH) e suas principais partes
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Fonte: adaptado de Zhong et al. (2007).

Segundo o autor Moreira et al. (2011) as enzimas hidroliticas geram a partir
da hidrélise dos polissacarideos presentes no lignoceluldsico, oligbmeros e
mondmeros de pentoses e hexoses, porém devido a complexidade da parede celular
e sua heterogeneidade é necessario um vasto espectro de enzimas com atividade
especifica, sendo necessarios segundo Coughlan (1992 apud MOREIRA et al.,
2011) dois tipos de enzimas para realizar a quebra dos polissacarideos presentes na

parede celular:
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a) exohidrolases: responsaveis por atuar nas ligacées glicosidicas terminais e
liberar unidades terminais de monossacarideos;
b) endohidrolases: responsaveis por clivar ligacdes glicosidicas internas de

forma aleatdria ou em posicdes especificas, geralmente internas.

Segundo Polizeli et al. (2011) as enzimas especificas para a hidrélise de
lignocelulésicos, para obtencédo de agucares fermentesciveis, sdo principalmente as
enzimas que hidrolisam a celulose e a hemicelulose presentes na parede celular
(constituidas de unidades basicas de acucares), sendo:

a) complexo de celulases para degradar celulose em glicose ou moléculas
constituidas de sacarideos de baixo peso molecular soluveis;

b) complexo de hemicelulases para degradacao da hemicelulose, para completa
degradacdo € necessario um sistema enzimatico com varias enzimas
especificas para clivar as diversas e diferentes ligacbes existentes na
estrutura da hemicelulose, obtendo-se uma diversificada gama de sacarideos
dependendo das enzimas aplicadas.

As celulases sdo amplamente utilizadas na hidrélise de lignoceluldsicos,
porém a utilizacdo de hemicelulases depende das caracteristicas do material,
significativa presenca ou ndo de hemicelulose, pois segundo Moreira et al. (2011)
alguns métodos de pré-tratamento ndo removem totalmente a hemicelulose, da
fracdo solida, sendo necessario para a hidrolise eficiente deste material também a
utilizacdo de enzimas hemicelulases. As hemicelulases facilitam a hidrélise da
celulose devido a exposicdo das fibras de celulose, pois ocorre a conversao e
remocao da hemicelulose presente na matriz lignoceluldsica, facilitando o acesso a
celulose e a atividade das celulases (SHALLOM E SHOHAM, 2003 apud GIRIO et
al., 2010).

Como as hemiceluloses variam entre as diferentes espécies de plantas, o
ideal é que a mistura de enzimas seja ajustada e otimizada para cada tipo de
material a ser hidrolisado (MOREIRA et al., 2011).

As formulacdes de enzimas com atividades adaptadas para uma biomassa
especifica e as alteracdes estratégicas das propriedades cataliticas de enzimas para

melhorar as funcfes existentes ou até mesmo introduzir novas propriedades sao
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formas de aumentar a efciéncia hidrolitica, e um vasto campo para pesquisas e

desenvolvimento de tecnologias (WARD, 2011).

2.5.1.1 Celulases

O processo de hidrélise enzimatica da celulose, bioconverséo, para obtencéo
de glicose, envolve um complexo enzimatico, celulase, com acgéo de trés tipos de
enzimas, subdivididas em endoglucanases, exoglucanases e [-glicosidases,
altamente especificas para a hidrdlise da celulose (OGEDA; PETRI, 2010;
POLIKARPOV; SERPA, 2011).

2.5.1.1.1 Endoglucanase ou endo 1,4-B-glucanase

Agem aleatoriamente quebrando as ligac6es glicosidicas (1—4) das cadeias
de celulose expondo novas extremidades redutoras e néo redutoras (terminais) no
produto da hidrélise, terminais disponiveis ao ataque das exoglucanases, atuam
preferencialmente na degradacdo da celulose em fase amorfa do que na fase
cristalina (POLIZELI et al., 2011; WARD, 2011).

2.5.1.1.2 Exoglucanases ou exo 1,4-B-glucanase

Clivam progressivamente as cadeias de celulose a partir das extremidades,
terminais, liberam unidades de celobiose soliveis e glicose (POLIKARPOV; SERPA,
2011; POLIZELI et al., 2011).

Estas enzimas séo conhecidas também como Celobiohidrolases (CBH) sendo
a enzima CBH | atua na reducdo dos grupos terminais redutores da cadeia de
celulose, enquanto que a enzima CBH Il atua sobre os grupos terminais n&o
redutores (ROUVIEN et al., 1990; DIVNE et al., 1994, apud POLIKARPOV; SERPA,
2011).

2.5.1.1.3 B-glicosidase ou 1,4-B-glicosidase

Hidrolisam principalmente celobiose para produzir monémeros de B-glicose, e
hidrolisam também &cido celobidnico para produzir glicose e gluconolactona
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(POLIZELI et al., 2011; WARD, 2011). Regula a velocidade do processo, pois as
enzimas endo e exo 1,4-B-glucanase sao inibidas pelo produto, glicose, resultante
da atividade da enzima 1,4-B-glicosidase (POLIZELI et al., 2011; WARD, 2011).

As trés enzimas atuam sinergicamente na degradacédo da fracao celulésica,

do lignocelulésico, em uma sequéncia de eventos (Figura 19).

Figura 19 - Representacdo da atuagéo das enzimas celulases sobre a matriz celuldsica
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Fonte: adaptado de Polizeli et al. (2011) e de Zechel et al. (2003 apud WARD, 2011)

Segundo Polizeli et al. (2011) as endoglucanases aleatoriamente rompem
ligacbes nas regides amorfas da celulose, enquanto as exoglucanses atuam nas

cadeias terminais expostas formando unidades de celobiose e glicose, as unidades
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de celobiose sdo subsequentemente hidrolisadas pelas B-glicosidases formando

unidades de glicose.

2.5.1.2 Hemicelulases

O processo de hidrélise enzimatica da hemicelulose, heteropolissacarideo
complexo e ramificado, envolve um complexo enzimatico, hemicelulases, com acao
de diversos tipos de enzimas que atuam na cadeia principal e enzimas que atuam
nas cadeias laterais (ramificacbes) (POLIZELI et al.,, 2011). Na parede celular da
cana-de-acucar encontram-se arabinoxilanos, mas também os polissacarideos [3-
glucanos, mananas e pectinas com ramificacbes neutras de galactanos, sendo que
os xilanos contribuem de 15% a 30% da massa total seca da cana-de-acucar (SILVA
2005, apud POLIZELI et al., 2011).

A maioria dos estudos com aplicacdo de hemiceluloses para a hidrélise de
lignocelulésicos tém-se concentrado na aplicacdo das enzimas que hidrolisam xilose
(xilanases), sendo as enzimas que hidrolisam mananas (mananases) amplamente
negligenciadas, embora seja uma hemicelulase abundante em alguns
lignocelulésicos (GIRIO et al.,, 2010). Segundo Moreira et al. (2011, p. 78) a
“arabinoxilose € o principal constituinte da parede celular de madeiras macias, bem
como gramineas e cereais”.

Existem diversas enzimas que atuam catalisando a hidrolise especifica das
ligacOes existentes na hemicelulose, algumas mais importantes e citadas, neste
contexto, séo as enzimas endoxilanase, xilosidase, mananases,
arabinofuranosidases, xiloglucanases, acetil-xilan esterase, galactosidase,
glucuronidase, poligalacturonase, feruloil esterases, coumaroil esterases,
pectinases, protopectinases, liases, entre outras (GIRIO et al., 2010; MOREIRA et
al., 2011; POLIZELI et al., 2011).

2.5.1.2.1 Endoxilanase ou endo 1,4-B-xilanase

E a principal enzima para despolimerizar a xilose, cliva as ligacoes
glicosidicas B(1—4) entre as unidades de D-xilose da cadeia principal, provocando
reducéo no grau de polimerizacéo do substrato (GIRIO et al., 2010; MOREIRA et al.,
2011). A cadeia de xilose ndo é atacada aleatoriamente sendo este dependente do
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tamanho da cadeia, do grau de ramificacdo, da presenca de ramificacbes e da
presenca de substituintes, influenciando na taxa de hidrdlise da cadeia de xilose (LI
et al., 2000 apud GIRIO et al., 2010). Inicialmente os principais produtos da hidrdlise
sao oligbmeros de B-D-xilopiranosil, e numa fase posterior sdo produzidas moléculas
menores de mono, di e trissacarideos de [B-D-xilopiranosil (POLIZELI et al., 2005
apud GIRIO et al., 2010; MOREIRA et al., 2011).

2.5.1.2.2 Xilosidase ou B-xilosidase

A enzima hidrolisa cadeias curtas de xilo-oligbmeros e xilobiose liberando
cadeias menores de (B-D-xilopiranosil e unidades de xilose a partir dos terminais nao
redutores (GIRIO et al., 2010).
2.5.1.2.3 Endomananase ou endo 1,4-B-mananase

Responséaveis pela catalise da hidrolise aleatoriamente das ligacdes B(1—4)
entre as ligacbes internas da cadeia principal de mananas, produzindo novas
unidades com terminais, oligossacarideos e manobiose (MOREIRA et al., 2011).
2.5.1.2.4 Manosidase ou 3-manosidase

Atuam subsequentemente as enzimas endomananase para produzir unidades
de manose a partir das extremidades ndo redutoras de mananas, oligossacarideos e
de manobiose (MOREIRA et al., 2011).
2.5.1.2.5 Acetil-xilan esterase

Enzimas que catalisam a hidrolise de grupos acetil ligados a cadeia polimérica

de xilose (xilose acetilada), acetil ligados a cadeia de glicose (glicose acetilada), a-
naftil acetato e p-nitrofenil acetato (POLIZELI et al., 2011).
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2.5.1.2.6 Arabinofuranosidases

Duas enzimas, a mais comum, exo a-L-arabinofuranosidase que atua
clivando as ramificacbes de arabinanas e degradando p-nitrofenil-a-L-
arabinofuranosidas, e endo 1,5-a-L-arabinase que atua catalisando a hidrélise
apenas de arabinanas lineares (POLIZELI et al., 2011).

Para a completa hidrélise da hemicelulose é necessario a utilizagdo de outras
diversas enzimas que hidrolisem o0s grupos laterais ou substituintes (ramificacdes)
(arabinofuranosidases, mananases, glucuronidase, acetil-xilan esterase, feruloil e
coumaroil esterases), podendo estas aumentar significativamente a velocidade da
hidrélise enzimética, devido a criacdo de novos pontos suscetiveis a subsequente
hidrélise catalisada, principalmente, pelas endoxilanases (MOREIRA et al., 2011;
POLIZELI et al., 2011).

As enzimas atuam sinergicamente na degradacédo da fracdo hemicelulésica,

do lignocelulésico, em uma sequéncia de eventos (Figura 20).
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Figura 20 - Representacdo da atuacdo das enzimas hemicelulases sobre a matriz hemicelul6sica,

sequéncia simplificada com énfase na degradacéo da xilose
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Fonte: adaptado de Polizeli et al. (2011).

2.5.2 Micro-organismos

Os micro-organismos possuem um grande potencial para degradar biomassa,
através da producédo de enzimas com potencial para hidrolisar cadeias com unidades
de acucares, utilizando um complexo sistema de enzimas especificas, gerando
acucares simples, monossacarideos, que servem de fonte de energia, alimento para
0 micro-organismo. As enzimas “sao produzidas [por uma vasta gama de

organismos, sendo] por fungos, bactérias, leveduras, algas marinhas, protozoarios,
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caramujos, crustaceos, insetos, sementes, etc.” (POLIZELI et al., 2005 apud
POLIKARPOV; SERPA, 2011, p. 105).

Dentre os diversos micro-organismos que estdo envolvidos na hidrélise dos
constituintes da parede celular os fungos e as bactérias séo destaque e amplamente
estudados, com interesse comercial (MOREIRA et al., 2011).

“Quase todas as celulases comerciais obtidas por fermentagdo submersa sao
produzidas pelos fungos Trichoderma, Humicola, Aspergillus e Penicillium” (TOLAN;
FOODY, 1999 apud MOREIRA et al., 2011, p. 75). As hemicelulases, de maior
importancia, sdo produzidas por fungos, em particular os filamentosos, com grande
capacidade de secretar uma vasta gama de hemicelulases, sendo os pertencentes
aos géneros Aspergillus e Trichoderma mais estudados e analisados dentre os
produtores (POLIKARPOV; SERPA, 2011).

2.5.2.1 Penicillium echinulatum

O P. echinulatum (Figura 21) esta também entre 0S microrganismos com
grande potencial para a producédo de celulases (DILLON et al., 1992; DILLON et al.,
2006). Mutantes selecionados sdo capazes de secretar celulases com atividade de
papel filtro maior do que 2 Ul.mL™ quando crescendo em meio contendo 1% de
celulose como fonte de carbono, com valores superiores a 30 U/massa fermentada
seca em fermentacdo no estado solido, usando bagaco de cana-de-acucar
(CAMASSOLA; DILLON, 2007, 2010). Adicionalmente, FPA e B-glicosidases de P.
echinulatum sdo importantes para a hidrélise de celulose, pois apresentam
estabilidade a 50°C e 55°C, respectivamente (CAMASSOLA et al.,, 2004). A
importancia do complexo enzimético de P. echinulatum deve-se também ao fato
deste apresentar uma proporcéo equilibrada de FPA e [3-glicosidase, fato relevante
para a hidrdlise da celulose (MARTINS et al., 2007). A linhagem 9A02S1 empregada
para a producéo das enzimas empregadas nas hidrélises enzimaticas deste trabalho
foi obtida apés varias etapas de mutagénese, caracterizando-se por ser um mutante

parcialmente desreprimido a glicose (DILLON et al., 2006).
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Figura 21 - MEV da linhagem S1M29 de Penicillium echinulatum
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Fonte: Laboratério de Enzimas e Biomassas da Universidade de Caxias do Sul (2008).

2.5.3 Método DNS

Método para quantificacdo de ARTS, “aglcares redutores sdo aqueles que
possuem grupos carbonilico e cetbnico livres, capazes de se oxidarem na presenca
de agentes oxidantes em solugdes alcalinas” (SILVA et al.,, 2003 apud RABELO,
2007, f.49), segundo Rabelo (2007) este método se baseia na reducdo do &cido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS) a acido 3-amino-5-nitrossalicilico e o grupamento aldeido do
acucar € oxidado a grupo carboxilico, formando acido aldénico (Figura 22), com
desenvolvimento de coloracao avermelhada, lida espectrofotometricamente, sendo a

intensidade da coloracao corresponde a concentracdo de ARTS.

Figura 22 - Reag®8es ocorridas na quantificacdo de ARTS pelo método DNS
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Fonte: Rabelo (2007).
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Segundo Summer et al. (1921 apud MILLER, 1959), desenvolvedores do
método, o método é composto por acido dinitrosalicilico, tartarato de soédio e
potéssio (Sal de Rochelle), utilizado para evitar a oxidagdo pelo oxigénio dissolvido,
fenol, utilizado para aumentar a quantidade de cor produzida, bissulfito de sodio,
utilizado para estabilizar a cor obtida na presenca de fenol e hidréxido de sdédio,

utilizado para reduzir a acdo da glicose sobre o acido dinitrosalicilico.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Residuo lignocelulésico

O residuo lignocelulésico utilizado, bagaco de cana-de-acucar, foi obtido no
municipio de Marau, localizado na regido Norte do Rio Grande do Sul,
geograficamente na latitude -28.445 e longitude -52.2098 (28°26’42” Sul, 52°12’35”
Oeste), com altitude de 589 metros, regido de clima subtropical Umido. Este residuo
€ resultante do processamento convencional de moagem por rolos da cana-de-
acucar, para extracdo do caldo de cana-de-acucar. A cana-de-acuUcar pertence a
espécie Saccharum officinarum, foi cultivada no periodo de maio de 2011 a marco

de 2012, sem tratamento especial do solo e colheita realizada manualmente.

3.1.2 Micro-organismos e Enzimas

O complexo de enzimas celulases e hemicelulases foi obtido no Laboratério
de Enzimas e Biomassa do Instituto de Biotecnologia (IB) da Universidade de Caxias
do Sul - Campus Universitario de Caxias do Sul, sendo estas produzidas pelo fungo
Penicillium echinulatum linhagem 9A02S1 (micro-organismo depositado no Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen - DSM 18942), conforme o
processo de producdo de enzimas hidroliticas, patente PI0703302-8, autoria de
Dillon et al. (2007).

3.1.3 Reagentes e Solucgdes

Todos 0s reagentes e demais insumos laboratoriais envolvidos no presente
trabalho foram adquirido em grau analitico, puro para analise (p.a.), sendo utilizados
sem qualquer tratamento prévio a sua utilizacdo nos procedimentos experimentais e
no preparo das seguintes solucdes:

a) solucao de fibra em detergente neutro: (1) adicionou-se em um béquer de 100

mL 9,305 g de etilenodiaminotetraacetato dissédico (Na:CioH1:N20s.2H-0) e
3,405 g de borato de sédio (Na:B:O-.10H:0), com adicdo de
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d)

f)

g)
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aproximadamente 40 mL de agua deionizada (H:0), agueceu-se a solucao
para dissolver, (2) adicionou-se a estes 15,000 g de lauril sulfato de sédio
(CHs(CH2)10CH-0S0:Na) e 2,280 g de fosfato de sodio anidro (Na:HPO.),
dissolvidos com agua deionizada quente. Transferiu-se quantitativamente (1)
e (2) para garrafdao de vidro, e adicionou-se ainda 5 mL de etileno glicol
(CsHsO2) e dgua deionizada até volume final de 500 mL;

solucéo de etanol 80% v/v: Misturou-se 845 mL de etanol 95% (C,HgO) com

155 mL de agua deionizada,;

solucdo detergente acido: Adicionou-se 20,00 g de Brometo-cetil-
trimetilaménio (Ci19H42BrN) em 1000 mL de &cido sulfurico (H,SO4) 1 N,
previamente padronizado. Agitou-se a solugéo para facilitar a dissolugéo;

solucdo tampdo: (1) Dissolveu-se 1,50 g de nitrato férrico hidratado
(Fe(NO3)3.9H,0) e 0,038 g de nitrato de prata (AgNO3) em 25 mL de agua

deionizada. (2) Adicionou-se 125 mL de acido acético glacial (CH:COOH) com

1,250 g de acetato de potassio (CH3COOK) dissolvido em (1), e apos
adicionou-se 100 mL de alcool butil terciario ((CH3)sCOH) e homogeneizou-
se;

solucdo de permanganato de potassio 5%: Dissolveu-se 30,00 g de

permanganato de potassio (KMnO,4) em 600 mL de 4gua deionizada. (Solugéo
guardada na auséncia de luz);

solucdo combinada de permanganato 2:1: Misturou-se a solucdo de

permanganato de potassio e a solugdo tampao na razdo de 2:1 V/V, antes de
ser usada. (Solucao guardada em lugar refrigerado e na auséncia de luz);

solucdo de desmineralizacdo: Dissolveu-se 25,00 g de &acido oxalico
dihidratado (C;H204-2H,0) em 350 mL de etanol 95%. Adicionou-se 25 mL de

acido cloridrico (HCI) concentrado 12 N e realizou-se a afericdo com

aproximadamente 125 mL de 4gua deionizada.
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3.2 METODOS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.2.1 Preparo da Amostra de Bagaco de Cana-De-Acucar

O bagaco de cana-de-acUcar foi seco a uma temperatura inferior a 55°C por
aproximadamente 48h, triturado em um triturador forrageiro Trapp® 70 e
posteriormente foi realizada uma separacdo granulométrica do material, sendo este
passado por uma série de peneiras com malhas de diferentes diametros, peneiras
série Tyler de mesh 6, 8, 10, 14, 20, 30 e fundo, ficando por cerca de 20 minutos no
peneirador vibratorio, deste fracionamento foi utilizada apenas a fracdo de mesh
10/14 neste trabalho, esta foi armazenada em sacos plasticos fechados e

acondicionados em local sem umidade até a sua utilizagéao.
3.2.2 Planejamento Experimental

O planejamento composto central rotacional (CCDR) para metodologia de
superficie de resposta (MSR) foi aplicado para verificar as condicbes 6timas do
processo de pré-tratamento hidrotérmico. O CCDR segundo Montgomery (2001)
consiste de uma parte referente ao planejamento fatorial 2 com ng corridas, 2k
corridas axiais ou estrela e nc corridas centrais, com parametro de rotabilidade «
dado por (k)*?, onde todos os pontos do planejamento fatorial e axial ficam sobre
uma esfera de raio (k).

Segundo o autor Montgomery (2001) a MSR é um processo sequencial de
duas etapas, primeira ordem e segunda ordem, utiliza-se um polindmio de menor
grau, se a resposta se ajustar bem a este polindmio a funcdo sera dada pelo modelo
de primeira ordem (Equacgéo 1).

Y =Ly + X+ PoXy + oo+ S X +E (1)

Onde, Y é o resultado predito, x é o cddigo para as variaveis independentes, By é 0
ponto de interceptacdo, Bx € 0 coeficiente linear e € € 0 erro observado ou o ruido na

resposta.

E aplicado a uma ampla regido para determinar primeiramente a existéncia de

uma regido no sistema com curvatura, que contenha um ponto 6timo, esta regiao
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restrita jA& € conhecida e foi determinada com base em resultados obtidos em
trabalhos anteriores e definida na literatura especializada por diversos autores,
citado por Dominguez, Garrote e Parajé (1999), como sendo de 150°C a 230°C, e
também por Kim et al. (2009) como sendo de 160°C a 200°C, com tempos abaixo de
30 min. Para este trabalho foi definido tempos de residéncia no reator variando de 5
a 25 minutos e temperatura de pré-tratamento variando de 169 a 211°C.

Aplicou-se o0 modelo de segunda ordem, salvo quando o modelo de primeira
ordem obteve um ajuste 6timo, para se determinar os termos quadraticos do modelo
de regresséo aplicado para determinar pontos 6timos de pré-tratamento do bagaco
de cana-de-acucar, a funcdo segundo Montgomery (2005) é dada por um modelo
de segunda ordem ou quadratico (Equacéo 2).

Y =Byt XX+ DB YT Bxx, e @

i<j

Onde, Y € o resultado predito, x; e x; s&o os codigos para as variaveis independentes,
Bo € o ponto de interceptagao, B € o coeficiente linear, B; € o coeficiente de interacgéo, Bj € o

coeficiente quadratico e € é o erro observado ou o ruido na resposta.

As variaveis independentes em estudo e mais significantes para o
desempenho do pré-tratamento hidrotérmico de lignocelulésicos, sdo o tempo de
residéncia no reator (X;) e a temperatura do pré-tratamento (X,), investigadas em

cinco diferentes niveis (Tabela 1). Portanto tem-se que k=2 e a = 1,414.

Tabela 1 - Matriz do planejamento experimental (CCDR)

Variaveis -a(-1,414) -1 0 +1 +a(+1,414) Range
Tempo (min.) (Xy) 5 8 15 22 25 5-25
Temperatura (°C) (X») 169 175 190 205 211 169-211

Fonte: o autor (2012).

O numero de experimentos a ser realizado é dado por k2 + 2k + 2, resultando
em 10 experimentos (Tabela 2), sendo uma repeticdo no ponto central,

planejamento identificado como 2/1/10.
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Tabela 2 - Planejamento experimental para o pré-tratamento hidrotérmico com agua no estado

gasoso, sem descompressao explossiva

. Variavel Codificada Variavel Real
Experimento
X1 X2 Tempo Temperatura

1 0 0 15 190
2 0 0 15 190
3 +1 +1 22 205
4 -1 -1 8 175
5 +1 -1 22 175
6 -1 +1 8 205
7 -1,414 0 5 190
8 +1,414 0 25 190
9 0 -1,414 15 169
10 0 +1,414 15 211

Fonte: o autor (2012).

3.2.3 Pré-tratamento Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-acucar foi realizado na
Unidade Didatica de Pré-Tratamento de Lignocelul6sicos do Laboratorio de Reatores
do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia (CCET) da Universidade de Caxias do

Sul - Campus Universitario de Caxias do Sul.

3.2.3.1 Unidade Didatica de Pré-tratamento Hidrotérmico

A unidade de pré-tratamento hidrotérmico (Figura 23) € composta por um
reator batelada (1) com capacidade para 2165 cms3, tanque de aquecimento (2) com
capacidade para 11810 cm3, ambos de aco inoxidavel 304, camisa de aquecimento
(3) que possui uma resisténcia elétrica com poténcia de 2202 W e uma tenséo de
220 V, sendo esta controlada pelo sensor de temperatura (4a), por valvulas
solendides (7) que possuem controle de abertura automatico programado e
acionamento manual no painel de controle, e por um compartimento poroso metélico
removivel (leito) para acondicionamento da amostra, com espagamento menor que 1

mm. (suprimido da Figura 23).
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Figura 23 - Detalhamento da unidade didatica para pré-tratamento de material lignocelulosico

1 - Reator Batelada

2 - Tanque Aguecimento
3 - Camisa Aguecimento
4 - Sensor Temperatura
5 - Sensor Pressao

6 - Sensor Nivel

7 - Vélvula Solenoide

8 - Alimentacdo Agua

9 - Corrente Liquida

10 - Corrente Gasosa

Fonte: o autor (2012).

3.2.3.2 Procedimentos Operacionais da Unidade de Pré-tratamento Hidrotérmico

Os procedimentos conduzidos na unidade de pré-tratamento hidrotérmico,
foram realizados sistematicamente para as diferentes condicdbes em estudo,
basicamente sendo:

a) carga do tanque de aquecimento (2) com agua deionizada até um
determinado nivel, controlado pelo sensor de nivel (6) e aguecimento desta
agua até a temperatura e pressao de ensaio, controlada pelos sensores de
temperatura (4b) e de presséao (5a);

b) pré-aquecimento do reator batelada (1) até a temperatura de ensaio, através
da camisa de aguecimento (3), controlada pelo sensor de temperatura (4a);

c) apoOs atingir condi¢cdes estaveis, no reator batelada (1) e no tanque de
aguecimento (2), o reator batelada (1) foi carregado com o leito contendo
75,00 g da amostra de bagaco de cana-de-acucar, previamente preparada, e
colocada em agua deionizada por 1 min antes do ensaio para evitar que o
bagaco de cana-de-acUcar queime durante o tempo necessario para o
procedimento de fechamento do reator (tempo em que nao ha vapor no

reator, aproximadamente 20 segundos);
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d) abre-se a valvula solendide (7b) da corrente gasosa (10), apds esta abertura
o tempo de ensaio (corrida) € iniciado, momento em que se inicia a reacao
propriamente dita, esta € mantida na temperatura de ensaio pela manta de
aguecimento (3) e controlada pelos sensores de temperatura (4a) e de
presséao (5b);

e) apos determinado tempo de residéncia da amostra no reator batelada (1),
este é descarregado pela valvula solendide na base do reator batelada
(suprimida da Figura 23), saindo por esta o vapor, que € entdo condensado
para formar a fracdo liquida (aproximadamente 250 mL), hidrolisados, a
fracdo sélida permanece no leito e € removida pelo topo do reator batelada

(1), o procedimento de abertura também leva aproximadamente 20 segundos.
3.2.4 Teor de Matéria Seca Definitiva (Matéria Seca 105°C)

Procedeu-se a secagem em estufa a temperatura de 105°C por 12 h de 2,00
g de amostra de bagaco de cana-de-acgUcar in natura, em cadinho de porcelana, e,
apos retirou-se os cadinhos da estufa sendo resfriados em dessecador por
aproximadamente 1 h, até a temperatura da amostra se igualar a temperatura
ambiente, apés foi realizada a pesagem, sendo que a diferenca de massa
representa a umidade bruta e a quantidade de matéria seca definitiva é dada pela
Equacao 3.

MAS x100 (3)
MAI

%MS(105°C) =

Onde, %MS(105°C) é a porcentagem de matéria seca definitiva na amostra, MAS € a

massa seca presente na amostra e MAI é a massa de amostra inicial (Umida).

Este mesmo procedimento foi utilizado para determinacao da perda de massa
no pré-tratamento hidrotérmico das amostras e também antes da caracterizagcdo do
bagaco de cana-de-acucar pré-tratado pelo método de Van Soest, no qual se utilizou

0 guantitativo de 1,00 g de matéria seca 105°C.
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3.2.5 Método de Van Soest para Determinacao de Fibras

Foram realizadas analises quimicas da amostra de bagaco de cana-de-acgucar
sem pré-tratamento e apds a realizacdo de cada pré-tratamento hidrotérmico,
utilizando-se o método de fracionamento de fibras Van Soest, conforme descrito por
Van Soest e Wine (1968), Silva (2002) e Rodrigues (2010) para a determinacao de
teor de conteldo celular, teor de hemicelulose, teor de lignina, teor de celulose e
teor de cinzas.

Para a analise da amostra de bagaco de cana-de-acUcar sem pré-tratamento
foi utilizada a amostra preparada e classificada granulometricamente em mesh 10/14
série Tyler, ja as amostras que foram pré-tratadas hidrotérmicamente ndo sofreram
posterior modificagdes ou classificacdo granulométrica para esta andlise, para esta
analise as amostras pré-tratadas foram apenas secadas a uma temperatura de

105°C em estufa por 4 h e resfriadas em dessecador por 1 h.

3.2.5.1 Determinagéo de Fibra em Detergente Neutro (FDN)

3.2.5.1.1 Teor de Fibras em Detergente Neutro

Acondicionou-se 0,300 g da amostra em tubo de ensaio graduado de 50 ml,
adicionou-se 35 mL da Solucdo de Fibras em Detergente Neutro, aqueceu-se
durante um periodo de 5 min a 10 min até ebulicdo. Apos o inicio da ebulicdo foi
marcado o tempo de 1 h para digestao e o calor foi reduzido para evitar formacéo de
espuma mantendo a digestdo em nivel lento e constante a uma temperatura de
120°C a 125°C, a amostra foi periodicamente agitada quando esta se depositou
acima da solugdo de FDN. Apds a digestdo realizou-se imediatamente uma
filtragem, por succdo a vacuo, com a realizagdo de duas lavagens cuidadosas com
agua deionizada a aproximadamente 100°C. Lavou-se duas vezes com 30 mL a 40
mL de acetona ou até que a amostra se tornou incolor, a amostra foi entédo
acondicionada em cadinho de porcelana, previamente pesado, e colocada para seca
em estufa a 105°C por pelo menos 4 h, apoés foi colocado para esfriar em
dessecador por 1 h.

A massa obtida apds este procedimento forneceu a massa de fibras em

detergente neutro (Equacao 4).
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MFDN = A—Massa(Cadinho) 4)

Célculo da porcentagem final (Equacgéo 5).

%FDN=— MON_ 11060 (5)
Massa( Amostra)

Ajuste a base de 100% da matéria seca (Equacgéao 6).

%FDN

Basesec = X
%MS (105°C)

100 (6)

Onde, A é a massa da amostra com o cadinho, MFDN é a massa de fibras em
detergente neutro na amostra, %FDN € a porcentagem de fibras em detergente neutro na

amostra, e %MS(105°C) é a porcentagem de matéria seca na amostra.

3.2.5.1.2 Teor de Conteudo Celular

A quantidade de conteudo celular na amostra foi determinada pela diferenca
de massa obtida entre a massa da amostra inicial e a massa de fibras em detergente
neutro (Equacéo 7).

MCC = Massa( Amostra) - MFDN (7)

Céalculo da porcentagem final (Equacéao 8).

MCC

%CC = X
Massa( Amostra)

100 (8)

Ajuste a base de 100% da matéria seca (Equacao 9).

%CC

Basesec = X
%MS (105°C)

100 9

Onde, MFDN é a massa de fibras em detergente neutro na amostra, MCC é a massa
de conteldo celular na amostra, %FCC é a porcentagem de contetdo celular na amostra, e

%MS(105°C) é a porcentagem de matéria seca na amostra.
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3.2.5.2 Determinacéo da Fibra em Detergente Acido (FDA)

3.2.5.2.1 Teor de Fibras em Detergente Acido

Para a digestdo acondicionou-se 1,000 g da amostra pré-seca, e adicionou-se
100 mL de solucédo detergente acida e 2 mL de decahidronaftaleno. Aqueceu-se
durante um periodo de 5 min a 10 min até a ebulicdo, apds o inicio da ebulicédo foi
marcado o tempo de 1 h para digestao e o calor foi reduzido para evitar formacgéo de
espuma mantendo a digestdo em nivel lento e constante. ApOs este periodo
realizou-se imediatamente uma filtragem, por succdo a vacuo, com a realizacédo de
duas lavagens cuidadosas com agua deionizada a aproximadamente 100°C. Lavou-
se duas vezes com 30 mL a 40 mL de acetona ou até que a amostra se tornou
incolor, a amostra foi transferida para um cadinho de porcelana, previamente
pesado. Apds este procedimento a amostra foi seca a 105°C em estufa por 8 h,
resfriada em dessecador por 1 h, e depois pesada.
A massa obtida ap6s este procedimento fornece a massa de fibras em
detergente acido (Equacéo 10).
MFDA =B —Massa(Cadinho) (10)

Célculo da porcentagem final (Equagéo 11).

%FDA = MFDA x100 (11)

Massa( Amostra)

Ajuste a base de 100% da matéria seca (Equacgéo 12).

%FDA
%MS (105°C)

Basesec = 100 (12)
Onde, B é a massa da amostra com o cadinho, MFDA é a massa de fibras em
detergente 4cido na amostra, %FDA é a porcentagem de fibras em detergente acido na

amostra, e %MS(105°C) é a porcentagem de matéria seca na amostra.
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3.2.5.2.2 Teor de Hemicelulose

O teor de hemicelulose na amostra foi determinado pela diferenca de massa
obtida entre a diferenca de massa da amostra e PFDA com a massa do conteudo
celular na amostra (Equacéo 13), determinado por FDN.

MHEM = Massa(amostra) - MFDA — MCC (13)

Calculo da porcentagem final (Equagéo 14).

%HEM = MHEM x100 (14)

Massa( Amostra)

Ajuste a base de 100% da matéria seca (Equacéao 15)

BHEM
%MS(105°C)

Basesec = 100 (15)

Onde, MFDA ¢é a massa de fibras em detergente acido na amostra, MCC é a massa
de contelido celular na amostra, %HEM é a porcentagem de hemicelulose na amostra, e

%MS(105°C) é a porcentagem de matéria seca na amostra.

3.2.5.2.3 Teor de lignina

A amostra restante do procedimento de determinacdo do teor de
hemicelulose e contetdo celular foi colocada, com o cadinho, em uma bandeja de
vidro contendo uma camada d’agua de 2 cm a 3 cm de altura. Adicionou-se no
cadinho de 20 mL a 30 mL de Solucdo Combinada de Permanganato 2:1, o nivel
d’agua foi mantido no mesmo nivel da solugdo no cadinho, a solucéo foi agitada com
bastdo de vidro permitido que a solugdo entrasse em contato com todas as
particulas por 15 min, apos foi realizado uma filtracdo a vacuo e a agua da bandeja
foi renovada, o procedimento foi repetido adicionando-se 30 mL de Solucéo
Combinada de Permanganato 2:1 permanecendo agora por 1h e 30 min. Observou-
se para que a cor purpura fica-se presente em todo o tempo de oxidacao.

Novamente é realizada a filtracdo a vacuo e o cadinho novamente € colocado
na bandeja como anteriormente ja descrito adicionando-se no cadinho de 20 mL a
30 mL de Solugéao de Desmineralizagdo permanecendo em contato com as fibras por
10 min. ApGs é realizado a filtracdo e novamente repete-se o processo adicionando
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a mesma quantidade de Solucdo de Desmineralizacdo anteriormente utilizada, a fim
de que a fibra ficasse de cor clara, apés 10 min realizou-se nova filtracao e lavagem
das fibras primeiramente com etanol 80% por duas vezes, a amostra é entao
succionada até secar e ap0s realizou-se duas lavagens utilizando de 30 mL a 40 mL
de Acetona. Apés este procedimento a amostra foi seca a 105°C em estufa por 8 h,
e posteriormente resfriada em dessecador, e entdo o cadinho com amostra foi
pesado.

A diferenca de massa obtida entre a amostra apos este procedimento e a
massa de fibras em detergente acido fornece a massa de lignina da mesma
(Equacéao 16).

MLIG = MFDA —[C —Massa(Cadinho)] (16)

Céalculo da porcentagem final (Equacgéo 17).

%LIG = PLIG x100 (17)

Peso(Amostra)

Ajuste a base de 100% da matéria seca (Equacgéao 18).

0
Basesec = #LIG x100 (18)

%MS(105°C)

Onde, MFDA é a massa de fibras em detergente acido na amostra, C é a massa da
amostra com o cadinho apds a analise do teor de lignina, %LIG é a porcentagem de lignina

na amostra, e %MS(105°C) é a porcentagem de matéria seca na amostra.

3.2.5.2.4 Teor de Cinzas

A amostra restante do procedimento de determinagcdo do teor de lignina foi
incinerada em forno mufla, com o cadinho, durante 2 h a 500°C, apoés resfriada
naturalmente em dessecador por 1 h. A amostra foi entdo pesada, resultando
diretamente na massa de cinzas na amostra (Equacéo 19).

MCIN =D —Massa(Cadinho) (19)

Célculo da porcentagem final (Equacéo 20).

%CIN = MCIN x100 (20)
Massa( Amostra)
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Determinagdo da matéria organica (Equacéo 21).
MO =100%—-%CIN (21)

Onde, MCIN é a massa de cinzas na amostra, D € a massa da amostra com o
cadinho apds a analise do teor de cinzas, %CIN é a porcentagem de cinzas na amostra, e

%MS(105°C) é a porcentagem de matéria seca na amostra.

3.2.5.2.5 Teor de Celulose

A massa de celulose € dada pela diferenca de massa de C menos a massa
do cadinho com MCIN (Equacéo 22).
MCEL = [C —Massa(Cadinho)] —MCIN (22)

Célculo da porcentagem final (Equacéo 23).

%CEL = MCEL x100 (23)
Massa( Amostra)

Onde, MCEL é a massa de celulose na amostra, C € a massa da amostra com o
cadinho ap6s a andlise do teor de lignina, %CEL é a porcentagem de celulose na amostra, e

%MS(105°C) é a porcentagem de matéria seca na amostra.

3.2.6 MEV

Foram realizadas duas microscopias por amostra de bagaco de cana-de-
acucar, uma do colmo e outra da casca, sem pré-tratamento e da fracdo solida
resultante dos pré-tratamentos hidrotérmico de bagaco de cana-de-acgUcar,
realizadas com tensdo de aceleracdo de 15,0 kV no equipamento de marca
SHIMADZU, modelo SSX-550 SUPERSCAN, no Laboratério de Microscopia
Eletrbnica de Varredura (LMEV) do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia (CCET)
da Universidade de Caxias do Sul - Campus Universitario de Caxias do Sul.

3.2.7 Hidré6lise Enzimatica

A hidrélise enzimatica foi realizada de acordo com Camassola (2007). Em
frascos de 50 mL foram adicionados tampao citrato de sodio (pH 4,8; 50 mM), caldo

enzimatico e as diferentes amostras de bagaco de cana-de-acucar nao tratado e pré-
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tratado. Empregou-se a carga enzimatica de 15 FPU/g de substrato. A mistura foi
incubada na presenca de 0,01% (m/v) de azida sédica, a 50°C, que € a condi¢ao
Otima para a atividade enzimética de Penicillium echinulatum linhagem 9A02S1, sob
agitacédo de 150 rpm. Volumes de 1 mL foram coletados nos tempos de hidrélise 0 h,
1h,3h,6h,12 h, 24 h, 36 h, 48 h e 60 h de hidrélise. Estas amostras foram

centrifugadas e do sobrenadante foram determinados os acucares.

3.2.8 Determinacao de ARTs e Glicose

Os acgucares presentes nas solugdes provenientes da hidrélise enzimética
foram dosados pelo método de DNS descrito por Miller (1959) e a glicose liberada foi
determinada por kit de glicose PAP Liquiform, Labtest® utilizando-se 5 pL do
hidrolisado diluido 10 vezes. As leituras de absorbancia foram realisadas em
espectrofotometro SPECTRAMAX 190 do Laboratério de Enzimas e Biomassa do
Instituto de Biotecnologia (IB) da Universidade de Caxias do Sul - Campus
Universitario de Caxias do Sul. Foi construida uma curva padrdo de glicose para

convertes os valores de absorbancia para concentracéo de agucares.
3.2.9 CLAE

A dosagem de agucares foi realizada por CLAE no Laboratério de Enzimas e
Biomassa do Instituto de Biotecnologia (IB) da Universidade de Caxias do Sul -
Campus Universitario de Caxias do Sul, em equipamento SHIMADZU, empregando-
se coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H a 60°C, utilizando H,SO,4 (5 mM) como eluente,
com fluxo de 0,6 mL min™ e detector por indice de refracdo. O volume de amostra
injetada foi de 40 uL, sendo que estas amostras foram previamente diluidas e
filtradas em filtro Sep-Pack C18 (Millipore).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 TEOR DE MATERIA SECA DEFINITIVA (MATERIA SECA 105°C)

Na data da realizacdo dos pré-tratamentos das amostras de bagaco de cana-
de-acucar, a umidade relativa do ar foi de 77%, medida no Laboratério de Reatores,
local onde foi armazenada a amostra preparada e onde se encontra a Unidade de
Pré-tratamento Hidrotérmico de Lignocelulésicos da Universidade de Caxias do Sul.

Foram submetidas amostras de bagaco de cana-de-acucar a analise de teor
de massa seca definitiva, e obteve-se 88,67%+0,12% de teor de matéria seca
definitiva na amostra (%MS105°C) e, consequentemente 11,33%+0,12% de teor de
umidade bruta.

4.2 CARACTERIZACAO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

O bagaco de cana-de-acucar in natura foi caracterizado quimicamente, pelo
método de fracionamento de fibras Van Soest, apresentando 93,14%z+0,21% de
fibras em detergente neutro (FDN) e 68,13%+0,93% de fibras em detergente acido
(FDA), a composicao quimica percentual do bagaco de cana-de-acucar em estudo e

os desvios padrbes sédo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicéo quimica percentual do bagaco de cana-de-aclcar in natura

Componentes Quantitativo (%)
Celulose 46,22 +1,11
Hemicelulose 25,15 +0,90
Lignina 19,70 £1,80
Conteudo Celular 6,86 +0,21
Cinzas 2,05 £0,25

Fonte: o autor (2012).

Os valores apresentados estdo em base seca e estdo dentro da faixa de
valores encontrados na literatura. Deve-se levar em conta que a constituicdo do
lignoceluldsico € o resultado de vérios fatores referentes principalmente a espécie,

ao cultivo e ao local de cultivo.
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4.3 PRE-TRATAMENTO HIDROTERMICO

4.3.1 Perda Méassica

O percentual de perda massica das amostras submetidas ao pré-tratamento
hidrotérmico (Tabela 4), foi determinado em base seca, obtido retirando-se 2,000 g
de cada amostra umida e determinando a matéria seca, sabendo-se a massa Umida
apos o0 pré-tratamento estimou-se 0 quantitativo de matéria seca restante
descontando a umidade, pois ndo € realizada a secagem das amostras apés o pré-

tratamento, mantendo assim as caracteristicas da amostra apés o pré-tratamento.

Tabela 4 - Perda méassica percentual das amostras submetidas ao pré-tratamento hidrotérmico

Experimento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo (min) 15 15 22 8 22 8 5 25 15 15
Temperatura (°C) | 190 190 205 175 175 205 190 190 169 211
Perda de Massa (%) | 9,97 11,16 21,67 6,04 8,76 14,97 6,29 14,95 4,55 32,70

Fonte: o autor (2012).

A umidade ndo € uma propriedade homogénea, sendo assim os valores sdo
estimativas aproximadas da perda de massa nos experimentos realizados, porém
fica evidente ao analisar a Tabela 4 que ha perdas de massa significativas, nos
experimentos realizados, as quais impactardo no quantitativo de bagacgo de cana-de-
acucar a ser utilizado para obtencéo dos acUcares fermentesciveis, rendimento por
biomassa bruta.

Para verificar a relacdo entre a perda de massa devido ao pré-tratamento
hidrotérmico com o tempo e a temperatura do pré-tratamento realizaram-se analises
estatisticas utilizando os dados da Tabela 4.

A andlise dos principais fatores e de interacdo das variaveis para a perda de
massa percentual das amostras de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratadas

hidrotérmicamente pode ser visualizada na Tabela 5.
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Tabela 5 - Estimativa de efeitos para os principais fatores e de intera¢do das variaveis para o modelo

de perda de massa percentual do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado hidrotérmicamente

o Limite de

Fator ?gg:gggge Efeito paE(;:go t(1) p Confianca
-90% +90%
(2)Temperatura (L) 417,991 16,5278 0,597998 27,64 0,023024 12,752 20,303
Média -4,7695 10,5278 0,595000 17,76 0,035815 6,809 14,322
Temperatura (Q) -1,2732 6,1322 0,800782 7,66 0,082666 1,0763 11,188
(1)Tempo (L) 00136 53928 0591987 9,11 0,069605 1,655 9,130
1L* 2L 0,0095 1,9900 0,841457 2,36 0,254675 -3,323 7,303
Tempo (Q) -0,0047 -0,4642 0,77325 -0,60 0,655915 -5,348 4,420

R2=90,70% R2 ajuste = 79,07%

Fonte: o autor (2012).

Analisando a Tabela 5 percebe-se que o fator de interacdo linear das

variaveis tempo e temperatura e o fator quadratico da variavel tempo ndo se

mostram estatisticamente significativos para uma confianca de 90%.

Identificados os fatores significativos, foi realizada a analise de coeficiente de

regressao (Tabela 6), somente com estes fatores, a fim de determinar a equacéo da

superficie de resposta e a significancia destes fatores.

Tabela 6 - Coeficientes de regresséo para o modelo de perda de massa percentual de bagaco de

cana-de-agucar pré-tratado hidrotérmicamente

Fator Coeficiente

de regresséo

Erro
padréo

t(1)

Limite de Confianca

P

-90% +90%

(2)Temperatura (L) 408,3029

57,8827 7,054

0,089652 42,84584 773,7600

Média -4,8013 0,6128 -7,854 0,080618 -8,66079  -0,9418
Temperatura (Q) 0,3852 0,04228 9,110 0,069605 0,11823 0,6522
(1)Tempo (L) 0,0141 0,00161 8,760 0,072357 0,00393 0,0242
R2=90,12% R2 ajuste = 85,17%

Fonte: o autor (2012).

Observa-se que os fatores sdo significativos a 90% e teve um ajuste um

pouco melhor que o modelo completo (todos os fatores), para analisar a predicédo do

modelo foi realisado a analise de variancia conforme a Tabela 7.
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Tabela 7 - Analise de variancia da superficie de resposta para perda de massa percentual de bagaco
de cana-de-acUcar pré-tratado hidrotérmicamente

Causa de Variagao SQ g.l MQ Teste F
Regressao 653,9 3 217,9937 18,243
Residuo 71,71 6 11,9495
Falta de ajuste 71,0014 5 14,2003 20,057
Erro puro 0,7080 1 0,7080
Total 725,6782 9

Fonte: o autor (2012).
Fe = 3,29 para 90% tabelado
F.1) = 57,24 para 90% tabelado

De acordo com a analise de variancia da Tabela 6 observa-se que o modelo é
estatisticamente significativo a 90% de confianca, pois o valor calculado para o teste
F é de 18,243, maior que o valor tabelado para F@Ee. O modelo também néo
apresenta falta de ajuste, pois o valor calculado para o teste F é de 20,057, sendo
este menor que o valor tabelado F1). O modelo proposto consegue explicar cerca
de 90,12 % da variancia (R?).

A porcentagem de perda massica de bagaco de cana-de-acucar pode ser
descrita através da Equacdo 24 considerando todos os fatores (com menor ajuste)

ou através da Equacao 25 considerando apenas os fatores significativos (Figura 24).

%PM = 4179947695t —12732T —0,0047t* + 0,0095tT +0,0136T * (24)
%PM = 4083029-4,8013t +0,3852T +0,0141T ? (25)

Onde, %PM ¢é a perda massica percentual de bagaco de cana-de-acucar resultante
do pré-tratamento hidrotérmico, t € o tempo de pré-tratamento hidrotérmico (min) e T é a

temperatura de pré-tratamento hidrotérmico (°C).

A Figura 24 apresenta a superficie de resposta para a perda massica de
bagaco de cana-de-acgUcar resultante do pré-tratamento hidrotérmico (porcentagem
em base seca 105°C) de bagaco de cana-de-acucar em funcdo do tempo e

temperatura do pré-tratamento hidrotérmico.
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Figura 24 - Superficie de resposta para a perda massica percentual de bagaco de cana-de-agUcar em
funcdo do tempo e temperatura do pré-tratamento hidrotérmico
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Fonte: o autor (2012).
4.3.2 Caracterizacdo Morfolégica do Bagaco de Cana-de-acucar por MEV

O bagaco de cana-de-acUcar apresenta duas partes com morfologias
distintas, o colmo (estrutura porosa) parte interna da cana-de-aglcar e a casca
(estrutura compacta) parte externa da cana-de-acucar (com nodulos e entrends), a

Figura 25 mostra a morfologia destas partes para o bagaco de cana-de-acucar in
natura.
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Figura 25 - MEV para amostras de bagaco de cana-de-acglicar sem pré-tratamento (in natura): a)
x100; b) x1000; ¢) x100; d) x1000; e) x500
Al =..j

Fonte: o autor (2012).

As micrografias apresentadas na Figura 25 mostram uma estrutura compacta
(al) em parte porosa (d2) e uma superficie lisa (b1, d1, el), devido a presenca de
ceras, Oleos e outros materiais ndo fibrosos (estrutura protetora das fibras) que
formam camadas (e3) sobre as fibras, ja as fibras apresentam estrutura tubular (b2),
tipica de fibras vegetais, sem grandes fraturas superficiais compactas e alinhadas na

direcdo do eixo da fibra (a2, e2), sem espacamentos ou fissuras entre elas (b1, e2),
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formando feixes de microfibrilas (al), o colmo apresenta microporos (d2) em sua
estrutura e uma organizacdo aleatéria com espacamentos (cl), formando uma
estrutura “esponjosa”, também possui uma camada protetora de materiais nao
fibrosos (c2) (MANDAL; CHAKRABARTY, 2011).

A Figura 26 mostra as mudancas estruturais ocorridas nos constituintes do
bagaco de cana-de-acucar, decorrentes do pré-tratamento hidrotérmico nas

condi¢bes experimentais 1, tempo de 15 min e temperatura de 190°C.

Figura 26 - MEV para amostras de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratadas hidrotérmicamente por 15
min a 190°C: a) x100; b) x500; ¢) x100; d) x1000

& Tl

Fonte: o autor (2012).

As micrografias apresentadas na Figura 26 mostram que para as diferentes
partes fibrosas que constituem o bagaco de cana-de-aclUcar ha efeitos distintos
causados pelo pré-tratamento hidrotérmico sobre estas partes, € possivel observar
que ha alteragdes superficiais, se visualiza “trincas” e o inicio de pequenas fissuras

(al), porém é possivel observar alteracdes mais significativas (c), sendo possivel
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observar que as camadas protetoras foram removidas expondo as estruturas
tubulares (al), porém ainda ha camadas protetoras em pequenas regides (a2),
observa-se ainda que as fibras permaneceram compactas e sem grandes fissuras.
Observa-se que ha a remocédo das células (bl) com formacdo de lacunas
(b2), expondo a camada inferior, visualiza-se a parede que envolvia uma célula (b3).
A Figura 27 mostra as mudangas estruturais ocorridas nos constituintes do
bagaco de cana-de-acuUcar, decorrentes do pré-tratamento hidrotérmico nas

condi¢cBes experimentais 2, tempo de 15 min e temperatura de 190°C.

Figura 27 - MEV para amostras de bagaco de cana-de-agUcar pré-tratadas hidrotérmicamente por 15
min a 190°C: a) x100; b) x500; c¢) x100; d) x1000

Fonte: o autor (2012).

As micrografias apresentadas na Figura 27 mostram a desestruturagdo das
fiboras e o rompimento das estruturas, observa-se que ha fissuras pequenas e
fragmentacdo da estrutura (al). E possivel visualizar as etapas bésicas ocorridas

neste pré-tratamento (c), observa-se que ainda had uma estrutura protetora sendo
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removida, em camadas, da mais externa (al) para as mais internas (a2), observa-se
também a desestruturacédo e a presenca de pequenas fissuras (c3) que resultardo na
formacgao de “modulos” (a2 e c4) que posteriormente sdo removidos da estrutura
deixando lacunas (a5), que acabam expondo as camadas inferiores de fibras.

Observa-se, ainda, que ha grandes fissuras (d1) e que o rompimento das
estruturas tubulares (b1) possivelmente aumenta a acessibilidade pela formagéo de
lacunas (a3), observa-se que a estrutura “Inchou” e formou rugosidades na
superficie (b2, d3) e que possivelmente houve migracdo da lignina para a superficie
(d2).

A Figura 28 mostra as mudangas estruturais ocorridas nos constituintes do
bagaco de cana-de-acuUcar, decorrentes do pré-tratamento hidrotérmico nas
condi¢cBes experimentais 3, tempo de 22 min e temperatura de 205°C.

Figura 28 - MEV para amostras de bagaco de cana-de-agUcar pré-tratadas hidrotérmicamente por 22

Fonte: o autor (2012).
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As micrografias apresentadas na Figura 28 mostram as fibras expostas (al) e
a fragmentacdo das camadas externas (a2, bl e cl), observa-se fragmentacdo das
estruturas tubulares (a3) e uma grande quantidade de fissuras e “trincas” (b3 e c1) e
uma superficie rugosa (c2 e d3) com aspecto de “inchada” (d3) observa-se também
que sobre toda a estrutura ha a formacao de deposigdes “globulares” (d2), a lignina
tem a tendéncia de migrar para a superficie e depositar-se sobre ela. Observa-se
também a tendéncia destas formacdes estarem localizadas nos microporos, deduz-
se que estes sirvam de caminho e espacos para mobilidade da lignina, este efeito
também pode ser observado na parte internas da estrutura tubular (b4).

A Figura 29 mostra as mudangas estruturais ocorridas nos constituintes do
bagaco de cana-de-acuUcar, decorrentes do pré-tratamento hidrotérmico nas
condi¢cBes experimentais 4, tempo de 8 min e temperatura de 175°C.

Figura 29 - MEV para amostras de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratadas hidrotérmicamente por 8

Fonte: o autor (2012).
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As micrografias apresentadas na Figura 29 mostram as fibras expostas com
espacamentos entre as fibrilas (al), mostra a presenca de fissuras (cl, d2) e
fragmentacao das fibras (a2), gerando “mddulos” fibrosos (a2), que sdo removidos
deixando lacunas e as fibrilas internas expostas (a3) observa-se as estruturas
tubulares totalmente expostas (bl), a fragmentacdo das estruturas (a3 e c2), os
canais vasculares sem deposicdo de material (b2) e uma superficie rugosa (d1) com
a presenca de glébulos na superficie (d3).

A Figura 30 mostra as mudancas estruturais ocorridas nos constituintes do
bagaco de cana-de-acucar, decorrentes do pré-tratamento hidrotérmico nas

condicdes experimentais 5, tempo de 22 min e temperatura de 175°C.

Figura 30 - MEV para amostras de bagaco de cana-de-ac¢lcar pré-tratadas hidrotérmicamente por 22
min a 175°C: a) x100; b) x500; ¢) x100; d) x500

AN

Fonte: o autor (2012).

As micrografias apresentadas na Figura 30 mostram a fragmentacado da
estrutura externa protetora (al e bl), a presenca de pequenas fissuras (b2) e
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grandes fissuras (b3), fibras expostas apresentam glébulos na superficie (b4),
observa-se também outros efeitos distintos, onde a superficie aparenta ser um
pouco rugosa (cl) com presenca de grandes espacamentos na estrutura (al e dl),
formacdo de grandes poros (d2) e ndo se observa deposicdo ou glébulos na
superficie desta estrutura (d2).

A Figura 31 mostra as mudancas estruturais ocorridas nos constituintes do
bagaco de cana-de-acuUcar, decorrentes do pré-tratamento hidrotérmico nas
condicOes experimentais 6, tempo de 8 min e temperatura de 205°C.

Figura 31 - MEV para amostras de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratadas hidrotérmicamente por 8
min a 205°C: a) x100; b) x500; c) x100; d) x1000

Traka Hyx WL Dw H-
L x1m - 1

Fonte: o autor (2012).

As micrografias apresentadas na Figura 31 mostram fragmentacdo mais
acentuada das estruturas (al, cl), com rompimento das estruturas tubulares (bl), a
presenca de pequenas fissuras (b2) e grandes fissuras (b3) sobre as estruturas

tubulares, observa-se também a presenca de diversos pequenos glébulos sobre a



98

superficie das estruturas (b4, d1), a superficie se tornou rugosa com um aparente
“inchamento” da estrutura (d2).

A Figura 32 mostra as mudangas estruturais ocorridas nos constituintes do
bagaco de cana-de-aclUcar, decorrentes do pré-tratamento hidrotérmico nas

condi¢cBes experimentais 7, tempo de 5 min e temperatura de 190°C.

Figura 32 - MEV para amostras de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratadas hidrotérmicamente por 5
min a 190°C: a) x100; b) x500; ¢) x100; d) x500

Fonte: o autor (2012).

As micrografias apresentadas na Figura 32 mostram o rompimento das
estruturas com presenca de pequenas fissuras (b1, c2) e grandes fissuras (b2, cl1 e
dl), causando a presenca de espacamentos (al), os quais expbem as fibras
internas. E possivel observar que ha uma quantidade muito pequena de glébulos

sobre a superficie (d2).
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A Figura 33 mostra as mudangas estruturais ocorridas nos constituintes do
bagaco de cana-de-acucar, decorrentes do pré-tratamento hidrotérmico nas

condi¢cles experimentais 8, tempo de 25 min e temperatura de 190°C.

Figura 33 - MEV para amostras de bagaco de cana-de-aclcar pré-tratadas hidrotérmicamente por 25
min a 190°C: a) x500; b) x1000; c¢) x100; d) x1000
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Fonte: o autor (2012).

As micrografias apresentadas na Figura 33 mostram dois efeitos distintos
sobre os diferentes componentes presentes na estrutura da cana-de-acucar, nota-se
que as estruturas tubulares foram totalmente rompidas e fragmentadas (b),
apresentando fissuras (b1l) e microporos de maior tamanho (b2) em relacdo ao
bagaco in natura, nota-se também que a superficie das fibras ficou irregular (al) com
uma grande quantidade de pequenos glébulos sobre a superficie (a2), lignina.

Observa-se também que houve a degradacdo de uma parte dos constituintes
da composicdo do bagaco, a micrografia ‘c’ caracteristica de processo de

degradacgéao das fibras por temperatura. Na micrografia ‘d’ observa-se que as fibras
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perderam as suas caracteristicas e se deformaram formando uma superficie rugosa
(d1) e aparentemente com poucas fissuras (d1).

A Figura 34 mostra as mudangas estruturais ocorridas nos constituintes do
bagaco de cana-de-acucar, decorrentes do pré-tratamento hidrotérmico nas

condi¢cBes experimentais 9, tempo de 15 min e temperatura de 169°C.

Figura 34 - MEV para amostras de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratadas hidrotérmicamente por 15
min a 169°C: a) x100; b) x500; ¢) x100; d) x1000

Fonte: o autor (2012).

As micrografias apresentadas na Figura 34 mostram que ndo houve grandes
modificacdes morfolégicas das estruturas, nota-se que as fibras permaneceram
compactas (al), sem espacamentos, sem fissuras ou rompimento (al e bl) e com
as camadas protetoras de materiais nao fibrosos intacta (b1). Observam-se algumas
modificacdes na estrutura mais “esponjosa” (c), observa-se que nao ha muitos
“poros” abertos na estrutura, devido as camadas protetoras ainda intactas, as

alteracbes observadas s&o mostradas na micrografia d, onde se observa uma
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superficie irregular com muita rugosidade (d1) e a presenca de alguns glébulos de
lignina na superficie (d2) e um aparente “inchamento” da estrutura.

A Figura 35 mostra as mudangas estruturais ocorridas nos constituintes do
bagaco de cana-de-aclUcar, decorrentes do pré-tratamento hidrotérmico nas

condi¢cBes experimentais 10, tempo de 15 min e temperatura de 211°C.

Figura 35 - MEV para amostras de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratadas hidrotérmicamente por 15
min a 211°C: a) x100; b) x500; ¢) x1000; d) x500

Fonte: o autor (2012).

As micrografias apresentadas na Figura 35 mostram que a superficie esta
totalmente descaracterizada e que grande parte da camada externa de fibras foi
removida ou sofreu degradacéo (a), a superficie se tornou irregular com rugosidades
e uma grande quantidade de gldbulos sobre a superficie (bl e cl), j& as paredes das
estruturas tubulares foram rompidas (d1) e ficaram expostas, apresentando ainda

pequenas fissuras (d2).



102

4.3.3 Composicdo Quimica das Amostras Pré-tratadas Hidrotérmicamente

A composi¢cdo quimica das amostras ap0s o pré-tratamento hidrotérmico,
conforme condi¢cdes definidas no planejamento experimental foram quantificadas
pelo método sequencial de Van Soest para determinacdo de fibras, os resultados
obtidos estdo organizados na Tabela 8 em porcentagens baseadas em matéria seca
definitiva, juntamente com o quantitativo percentual médio obtido na caracterizacao

do bagaco de cana-de-agucar in natura (Experimento 0).

Tabela 8 - Composicao quimica do bagaco de cana-de-aglicar apés pré-tratamento hidrotérmico em

diferentes tempos e temperatura de pré-tratamento

: - Contetdo .
Exper. : T FDN FDA Celulose Hemicelulose Lignina Celular Cinzas

(min) (°C) (%) (%) (%) (%) (%) %) (%)
0 - - 93,14 86,13 46,22 25,15 19,70 6,86 2,05
1 15 190 67,73 56,29 45,78 11,45 8,38 32,27 2,13
2 15 190 71,07 56,43 45,20 14,64 8,88 28,93 2,35
3 22 205 76,84 70,44 55,28 6,40 12,53 23,16 2,63
4 8 175 81,39 60,50 47,79 20,89 10,40 18,61 2,32
5 22 175 75,94 60,75 47,94 15,19 10,78 24,06 2,03
6 8 205 66,61 66,46 53,36 0,15 10,64 33,39 2,46
7 5 190 76,75 57,64 45,93 19,11 9,69 23,25 2,02
8 25 190 63,50 44,41 33,70 19,09 8,57 36,50 2,14
9 15 169 86,40 63,92 49,29 22,49 12,60 13,60 2,03
10 15 211 71,25 65,31 49,93 5,95 12,73 28,75 2,64

Fonte: o autor (2012).

Nota: Pré-tratamentos realizados com agua deionizada com pH medido em aproximadamente 6,5

Analisando a Tabela 8 pode-se constatar que o método de Van Soest para
determinacado de fibras ndo € adequado para a determinacdo dos constituintes da
biomassa pré-tratada, pois se observa um grande aumento percentual na
quantidade de conteudo celular que estaria presente na amostra, pode-se atribuir
este efeito observado ao método de analise, devido ao pré-tratamento hidrotérmico
que provoca a desestruturacdo e fragmentacdo das fibras, deixando estas mais
suscetiveis a serem removidas da matriz lignocelulésica.

Fica evidente ao analisar a coluna de FDN e FDA, uma grande reducéo na

porcentagem de fibras restantes apos a digestdo do bagaco de cana-de-agucar nas
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solucdes de FDN e de FDA, concluindo assim que estas removem mais constituintes
além do conteudo celular, resultando no aumento numérico de contetudo celular
observado.

Como o método de Van Soest é um método sequencial, os valores
percentuais de celulose e hemicelulose, ndo representem a real quantidade destes
constituintes no bagaco de cana-de-acUcar, pode-se deduzir que estes valores
obtidos sdo representativos para a porcentagem dos constituintes que nédo sofreram
grandes perturbacdes no pré-tratamento, permanecendo na matriz lignoceluldsica.

Observa-se reducdo na porcentagem de lignina e hemicelulose mais
significativamente, possibilitando afirmar que o pré-tratamento foi efetivo na remocéo
ou desestruturacdo destas fracbes, e ao analisarmos as porcentagens de lignina
intacta restante na matriz lignoceluldsica pode-se concluir que ha uma tendéncia ha
haver um limite minimo do constituinte no bagaco de cana-de-aglUcar, matriz
lignocelulésica, e que o pré-tratamento nas diversas condicdes estudadas
provavelmente o atingiu, ndo sendo possivel afirmar com certeza qual é este limite,

devido as limitagcbes do método de Van Soest.

4.3.3.1 Constituintes Principais do Bagaco de Cana-de-acucar Removidos no Pré-

tratamento Hidrotérmico

Para melhor analisar o método de Van Soest e o0s resultados obtidos,
calculou-se a porcentagem massica em base seca dos constituintes que foram
removidos do bagaco de cana-de-acUcar pelo pré-tratamento hidrotérmico (Tabela
9).

A Tabela 9 é resultado da verificacdo quantitativa da massa removida para
cada constituinte, utilizando as porcentagens obtidas pelo método de Van Soest,
para o bagaco in natura e para as amostras pré-tratadas. A quantidade massica
introduzida no reator em base seca foi comparada a quantidade massica resultante,
em base seca, levando-se em conta a perda massica da amostra decorrente do pré-

tratamento hidrotérmico.
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Tabela 9 - Quantitativo percentual removido dos principais constituintes do bagaco de Cana-de-

acucar pelo pré-tratamento hidrotérmico

t T Conteldo

. o FDN FDA Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
RN ORI DN CO ® ) gy
1 15 190 34,52 25,62 10,83 59,02 61,70 -323,44 6,39
2 15 190 32,21 26,42 13,12 48,28 59,94 -274,56 -1,79
3 22 205 35,38 19,02 6,32 80,06 50,17 -164,37 -0,34
4 8 175 17,89 16,56 2,85 21,97 50,42 -154,85 -6,15
5 22 175 25,61 18,65 5,37 44,89 50,07 -219,96 9,56
6 8 205 39,19 17,06 1,84 99,49 54,07 -313,82 -1,84
7 5 190 22,78 20,72 6,87 28,78 53,93 -217,56 7,76
8 25 190 42,01 44,56 37,99 35,43 62,98 -352,47 11,32
9 15 169 11,45 10,45 -0,39 14,66 38,96 -89,16 5,43
10 15 211 48,51 35,49 27,29 84,09 56,50 -182,00 13,20

Fonte: o autor (2012).

Ao analisarmos as perdas em fibras determinadas por FDN, atingindo até
48,51% no pré-tratamento 10 (Experimento 10) e por FDA, atingindo até 44,56% no
pré-tratamento 8 (Experimento 8) fica evidente que ha certa quantidade de fibras
suscetiveis & acdo dos reagentes empregados na analise, este efeito como
anteriormente mencionado gera grande aumento percentual do contetdo celular,
houve um aumento de até 352,47% para o pré-tratamento 8 (Experimento 8) e sabe-
se que o pré-tratamento reduz o contetdo celular a niveis muito baixos ou até
mesmo nulos.

Porém fica evidente que as solucbes empregadas (FDN e FDA) removem
estas quantidades das fibras mais suscetiveis, ao analisarmos as porcentagens para
FDN e FDA observa-se que o efeito de remoc¢édo é muito mais significativo nos preé-
tratamentos em que se obtiveram as maiores modificacbes morfolégicas, tendo
como tendéncia a aumentar a perda percentual de FDN e FDA com o0 aumento da
temperatura e tempo de pré-tratamento.

Analisando a coluna de celulose observa-se que ndo houveram grandes
perdas com excecdo dos pré-tratamentos mais severos, sendo o pré-tratamento 8
por 25min a 190°C com as maiores perdas, atingindo 37,99% e o pré-tratamento 10
15min a 250°C, atingindo 27,29%.

Observa-se uma grande perda massica de hemicelulose no pré-tratamento 6,

por 8min a 205°C, atingindo 99,49% de perda, os demais pré-tratamentos ficaram
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abaixo dos 85%, observa-se também que o pré-tratamento 9, por 15 min a 169°C,
teve a menor perda, atingindo 14,66% de perda de hemicelulose e este também se
pode dizer que ndo teve perdas massica de celulose, sendo o valor percentual
encontrado de -0,39% considerado como erro proveniente do método analitico.

Observa-se que a perda de lignina atingiu um nivel estavel, na faixa dos 50%
embora tenha havido uma grande quantidade de hemicelulose removida no pré-
tratamento 6, por 8min a 205°C, observa-se que ndo houve um aumento em relagéo
aos demais pré-tratamentos na remocao de lignina, pode-se afirmar que o limite
maximo para remocéao de lignina do bagaco de cana-de-aclUcar no pré-tratamento
hidrotérmico esta na faixa dos 50% (54,96+7,88%), sendo o maximo valor percentual
encontrado de 62,98% para o pré-tratamento 8, por 25min a 190°C.

Analisando a coluna com os resultados para porcentagem de cinzas
removidas no pré-tratamento pode-se observar que ha valores negativos e nao é
possivel atribuir estes valores a efeitos do pré-tratamento, aparentemente a
grandeza dos valores sdo significativos, porém ao analisar quantitativamente
observa-se que mesmo no experimento 10, maior porcentagem, a quantidade
massica aparentemente removida no pré-tratamento hidrotérmico é de 0,0027 g/g de
biomassa analisada, e ainda nao foi observado, conforme a Tabela 8, uma reducao
no teor de cinzas apés o pré-tratamento, e sim um aumento do teor em relacdo ao
teor do bagaco de cana-de-acucar sem pré-tratamento (in natura).

Pode-se atribuir os valores encontrados para a porcentagem de cinzas
removidas a margem de erro experimental, pois a andlise de FDA é realisada
sequencialmente com diversas etapas, podendo haver pequenas perdas nas etapas
de filtracdo e erros de medicdo de massa nas diversas etapas, todos estes efeitos
somam-se e pequenos erros que sao observados nas Ultimas etapas com mais
énfase. Nao se pode descartar a possibilidade de remocao de certa quantidade de
cinzas em alguns experimentos, porém ndo é possivel afirmar a ocorréncia deste

pelas analises realisadas.

4.3.3.2 Superficies de Resposta para os Efeitos Observados com a Aplicagdo do
Pré-tratamento Hidrotérmico Sobre as Amostras de Bagaco de Cana-de-acUcar

Para melhor visualizar os resultados do pré-tratamento hidrotérmico do

bagaco de cana-de-acucar foi construida superficies de resposta para o modelo
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CCDR para a celulose, hemicelulose e lignina, principais constituintes do bagaco de
cana-de-acucar e de interesse.

Para a composi¢cao da equacédo que modela o fendmeno observado analisou-
se os efeitos e sua significancia, possibilitando assim ajustar o modelo para uma
melhor resposta. Realizou-se a andlise de variancia para avaliar, sua predicao, a
significancia do modelo proposto e a relacdo estatistica entre a resposta e as

variaveis para uma confianca de 90%.

4.3.3.2.1 Superficie de Resposta para Perda Massica Percentual de Celulose no

Pré-tratamento Hidrotérmico

Para verificar a relacédo entre a perda massica percentual de celulose no pré-
tratamento hidrotérmico com o tempo e a temperatura do pré-tratamento realizaram-
se analises estatisticas utilizando os dados da Tabela 9.

A analise dos principais fatores e de interacdo das variaveis para a perda
massica percentual de celulose do bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado
hidrotérmicamente pode ser visualizada na Tabela 10.

Tabela 10 - Estimativa de efeitos para os principais fatores e de interacdo das varidveis para o
modelo de perda massica percentual de celulose do bagaco de cana-de-aclcar pré-tratado

hidrotérmicamente

o Limite de

Fator (r:ggerf';igge Efeito paE(;:go t(1) p Confianca
-90% +90%
Média -300,418 11,9772 1,145000 10,46 0,060675 4,748 19,206
(1)Tempo (L) 5,583 15,6248 1,139202 13,71 0,046334 8,432 22,817
Tempo (Q) 0,051  4,9949 1488548 3,35 0,184387 -4,403 14,393
(2)Temperatura (L) 3,301 12,5823 1,150768 10,94 0,058063 5,317 19,848
Temperatura (Q) 0,009  -3,9888 1541001 -2,59 0,23701 -13,718 5,741
1L* 2L 0,032 6,8200 1,619275 4,21 0,148405 -3,404 17,044

R2 =69,38% R2 ajuste = 31,10%

Fonte: o autor (2012).

Analisando-se a Tabela 10 percebe-se que o fator de interacdo dos fatores
lineares das variaveis tempo e temperatura e os fatores quadraticos das variaveis

tempo e temperatura ndo se mostram estatisticamente significativos a 90%.
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Identificados os fatores significativos, foi realizada a andlise de coeficiente de
regressao, somente com estes fatores, a fim de determinar a equacao da superficie
de resposta e a significancia destes fatores, obteve-se um ajuste pouco significativo,
sendo os valores de 59,87% para R? e 48,41% para R? ajuste.

Diante disto realizou-se novamente a andlise dos coeficientes de regressao
suprimindo o fator quadrético da variavel temperatura, menos significativo conforme
a Tabela 10, obtendo-se uma reducdo do ajuste. Repetiu-se a analise suprimindo
outros fatores e o melhor resultado foi obtido suprimindo os fatores linear e
quadratico da variavel temperatura, a analise de coeficiente de regressao para este

modelo é mostrada na Tabela 11.

Tabela 11 - Coeficientes de regressédo para o modelo de perda massica percentual de celulose do

bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado hidrotérmicamente

Coeficiente Erro Limite de Confianca
Fator ~ ~ t(1) p
de regressdo  padrao -90% +90%
Média 8,24874 2,868033 2,88 0,213025 -9,8593 26,3558
(1)Tempo (L) -6,31606 0,623544 -10,13 0,062646 -10,2530  -2,3792
Tempo (Q) 0,06782 0,013723 4,94 0,127106 -0,0188 0,1545
1L * 2L 0,02841 0,002427 11,70 0,054262 0,0131 0,04373
R2 = 68,02% R2 ajuste = 52,02%

Fonte: o autor (2012).

Observa-se que ha dois fatores nao significativos a 90%. Para analisar a

predicdo do modelo foi realisada a andlise de variancia conforme a Tabela 12.

Tabela 12 - Analise de variancia da superficie de resposta para perda massica percentual de celulose

no pré-tratamento hidrotérmico

Causa de Variagao SQ g.l MQ Teste F
Regressao 916,487 3 305,4957 4,254
Residuo 430,892 6 71,8153
Falta de ajuste 427,492 4 106,873 40,760
Erro puro 2,622 1 2,622
Total 1347,379 9

Fonte: o autor (2012).
F(s.6) = 3,288 para 90% tabelado
F(.1) = 55,83 para 90% tabelado
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De acordo com a analise de variancia da Tabela 6 observa-se que o modelo é
estatisticamente significativo a 90% de confianca, pois o valor calculado para o teste
F é de 4,254, maior que o valor tabelado para F 6. O modelo ndo apresenta falta de
ajuste, pois o valor calculado para o teste F é de 40,760, sendo este menor que 0
valor tabelado F 1. O modelo proposto consegue explicar apenas cerca de 68,02 %
da variancia (R?).

A porcentagem de perda massica de celulose do bagaco de cana-de-acucar
pré-tratado pode ser descrita através da Equacdo 26 considerando apenas 0s

fatores significativos.

%PMC =8,24874-6,31606t +0,06782t +0,0284 1T (26)

Onde, %PMC ¢é a porcentagem de perda massica de celulose no pré-tratamento
hidrotérmico, t é o tempo de pré-tratamento hidrotérmico (min) e T € a temperatura de pré-

tratamento hidrotérmico (°C).

A Figura 36 apresenta a superficie de resposta para a perda massica
percentual de celulose no pré-tratamento hidrotérmico (porcentagem em base seca
105°C) do bagaco de cana-de-acucar em funcdo do tempo e temperatura do preé-

tratamento hidrotérmico.
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Figura 36 - Superficie de resposta para a perda massica de celulose do bagaco de cana-de-agucar
em funcdo do tempo e temperatura do pré-tratamento hidrotérmico
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Fonte: o autor (2012).

Pode-se observar analisando a Figura 36 que a perda massica de celulose é
sensivel tanto ao aumento da temperatura quanto ao aumento de tempo do pré-

tratamento, sendo que para altos tempos e temperatura de pré-tratamento se
encontram as maiores perda massicas de celulose.

4.3.3.2.2 Superficie de Resposta para Perda Méassica Percentual de Hemicelulose
no Pré-tratamento Hidrotérmico

Para verificar a relacédo entre a perda massica percentual de hemicelulose no
pré-tratamento hidrotérmico com o tempo e a temperatura do pré-tratamento
realizaram-se andlises estatisticas utilizando os dados da Tabela 9.

A andlise dos principais fatores e de interacdo das variaveis para a perda

massica percentual de hemicelulose do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado
hidrotérmicamente pode ser visualizada na Tabela 13.
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Tabela 13 - Estimativa de efeitos para os principais fatores e de interacdo das variaveis para o
modelo de perda méssica percentual de hemicelulose do baga¢o de cana-de-agucar pré-tratado

hidrotérmicamente

o Limite de

o SO el SR w o _Comana
-90% +90%
Média -84,334 53,6458 5,37000 9,989 0,063515 19,741 87,550
(2)Temperatura (L) -2,133 53,000 5,39705 9,821 0,064601 18,827 87,079
1L* 2L -0,101 -21,175  7,59432 -2,78 0,219224 -69,124 26,774
Tempo (Q) -0,114 -11,178 6,98123 -1,60 0,355400 -55,256 32,899
Temperatura (Q) 0,014 6,410 7,22723 0,886 0,538126 -39,221 52,040
(1)Tempo (L) -22,810 3,215 5,34281 0,602 0,666169 -30,518 36,948

R2=87,11% R2 ajuste = 70,99%

Fonte: o autor (2012).

Analisando-se a Tabela 13 percebe-se que apenas o fator média e o fator
linear da varidvel temperatura séo estatisticamente significativos para uma confianca
de 90%, também se observa que os fatores linear da variavel tempo e o fator
quadratico da variavel temperatura sdo pouco significantes.

Identificados os fatores significativos, foi realizada a analise de coeficiente de
regressao, e obteve-se como resultado os valores de 76,25% para R? e 73,28% para
R2? ajuste, com significancia de 90% para os dois fatores, analisando-se o modelo
com a supressao do fator linear da varidvel tempo e do fator quadréatico da variavel
temperatura percebeu-se um melhor ajuste, suprimindo apenas o fator quadratico da
variavel temperatura, embora com variaveis com menor significancia, para este
realizou-se a andlise de regressao (Tabela 14), a fim de determinar a equagédo da

superficie de resposta e a significancia destes fatores.

Tabela 14 - Coeficientes de regressdo para o modelo de perda massica percentual de hemicelulose

do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado hidrotérmicamente

Fator Coeficiente de Erro 1) 0 Limite de Confianca
regressao padréo -90% +90%
Média -601,006 109,4160 -5,49 0,114644 -129,830 89,820
(1) Tempo (L) 23,622 7,147 3,31 0,187048 -21,500 68,792
(2)Temperatura (L) 3,279 05715 574 0,109846  -0,330 6,887
Tempo (Q) -0,141 0,0644 -2,19 0,27372 -0,550 0,265
1L * 2L -0,101 0,0362 -2,79 0,219224 -0,330 0,1275
R2 = 86,48 R2? ajuste = 76,68%

Fonte: o autor (2012).
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Observa-se que ndo ha fatores significativos a 90%, sendo utilizado, portanto,
o modelo completo para a representacdo da superficie. Para analisar a predicdo do

modelo foi realisada a analise de variancia conforme a Tabela 15.

Tabela 15 - Analise de variancia da superficie de resposta para perda massica de hemicelulose no

pré-tratamento hidrotérmico

Causa de Variagao SQ g.l MQ Teste F
Regressao 6354,504 5 1270,9008 5,406
Residuo 940,300 4 235,0751
Falta de ajuste 882,701 3 294,234 5,102
Erro puro 57,674 1 57,674
Total 7294,804 9

Fonte: o autor (2012).
F.4 = 4,05 para 90% tabelado
F,1) = 53,59 para 90% tabelado

De acordo com a analise de variancia da Tabela 15 observa-se que o modelo
€ estatisticamente significativo a 90% de confianca, pois o valor calculado para o
teste F € de 5,406, maior que o valor tabelado para Fs 4. O modelo ndo apresenta
falta de ajuste, pois o valor calculado para o teste F € de 5,102, sendo este menor
que o valor tabelado F1). O modelo proposto consegue explicar cerca de 87,11%
da variancia (R?).

A porcentagem de perda massica de hemicelulose do bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado pode ser descrita através da Equacéo 27 considerando todos os

fatores.

%PMH =-84,3341+228099t —2,1333T —0,1141* —0,1008T +0,0142T (27)

Onde, %PMH é a porcentagem de perda massica de hemicelulose no pré-tratamento
hidrotérmico, t € o tempo de pré-tratamento hidrotérmico (min) e T é a temperatura de pré-

tratamento hidrotérmico (°C).

A Figura 37 apresenta a superficie de resposta para a perda massica
percentual de celulose no pré-tratamento hidrotérmico (porcentagem em base seca
105°C) do bagaco de cana-de-acUcar em funcdo do tempo e temperatura do pré-

tratamento hidrotérmico.



112

Figura 37 - Superficie de resposta para a perda massica percentual de hemicelulose do bagaco de
cana-de-agucar em funcéo do tempo e temperatura do pré-tratamento hidrotérmico
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Fonte: o autor (2012).

Pode-se observar analisando a Figura 36 que a perda massica de

hemicelulose aumenta com o aumento da temperatura mais significativamente do
gue com o tempo de pré-tratamento.

4.3.3.2.3 Superficie de Resposta para Perda Massica Percentual de Lignina no Pré-
tratamento Hidrotérmico

Para verificar a relagdo entre a perda massica percentual de lignina no pré-

tratamento hidrotérmico com o tempo e a temperatura do pré-tratamento realizaram-
se analises estatisticas utilizando os dados da Tabela 9.

A analise dos principais fatores e de interacdo das varidveis para a perda de
massica percentual de lignina do bagaco de cana-de-agucar

pré-tratado
hidrotérmicamente pode ser visualizada na Tabela 16.



113

Tabela 16 - Estimativa de efeitos para os principais fatores e de interacdo das variaveis para o
modelo de perda maéssica percentual de lignina do bagagco de cana-de-aglcar pré-tratado

hidrotérmicamente

o Limite de

o SO el SR w o _Comana
-90%  +90%
Média -1140,78 60,8204 0,880000 69,11 0,009211 55,264 66,376
(1)Tempo (L) 2,73 2,1477 0,875544 2,453 0,246431 -3,380 7,675
Tempo (Q) -0,03 -3,1821 1,144037 -2,78 0,219718 -10,41 4,041
(2)Temperatura (L) 12,44 7,1480 0,884433 8,08 0,078372 1,564 12,732
Temperatura (Q) -0,03 -14,2943 1,184350 -12,1 0,052627 -21,772 -6,817
1L 2L -0,01 -1,7750 1,244508 -1,43 0,38983 -9,632 6,082

R2=77,72% R2 ajuste = 49,88%

Fonte: o autor (2012).

Analisando-se a Tabela 16 percebe-se que o fator de interacdo dos fatores
lineares da variavel tempo e temperatura e os fatores linear e quadratico da variavel
tempo ndo se mostram estatisticamente significativos para uma confianca de 90%.

Identificados os fatores significativos, foi realizada a andlise de coeficiente de
regressado (Tabela 17), somente com estes fatores, a fim de determinar a equacgao

da superficie de resposta e a significancia destes fatores.

Tabela 17 - Coeficientes de regressdo para o modelo de perda massica percentual de lignina do

bagaco de cana-de-acguUcar pré-tratadas hidrotérmicamente

Coeficiente Erro Limite de Confianca
Fator ~ ~ t(1)
de regressédo  padréo -90% +90%
Média -1019,75 85,60290 -11,91 0,053316 -1560,22 -479,274
(2)Temperatura (L) 11,12 0,90408 12,30 0,051660 5,41 16,825
Temperatura (Q) -0,03 0,00238 -12,04 0,052759 -0,04 -0,014
Rz =72,29% R2? ajuste = 64,37%

Fonte: o autor (2012).

Para analisar a predicdo do modelo foi realisada a analise de variancia

conforme a Tabela 18.
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Tabela 18 - Analise de variancia da superficie de resposta para perda massica percentual de lignina

no pré-tratamento hidrotérmico

Causa de Variagao SQ g.l MQ Teste F
Regressao 325,628 2 162,8140 9,131
Residuo 124,819 7 17,8313
Falta de ajuste 113,9343 5 22,7869 14,7126
Erro puro 1,5488 1 1,5488
Total 450,4468 9

Fonte: o autor (2012).
Fn = 3,26 para 90% tabelado
F.1) = 57,24 para 90% tabelado

De acordo com a analise de variancia da Tabela 18 observa-se que o modelo
€ estatisticamente significativo a 90% de confianca, pois o valor calculado para o
teste F € de 9,131, maior que o valor tabelado para Fp 7. O modelo ndo apresenta
falta de ajuste, pois o valor calculado para o teste F é de 14,7126, sendo este menor
que o valor tabelado F1). O modelo proposto consegue explicar cerca de 72,29%
da variancia (R?).

A porcentagem de perda massica de lignina do bagaco de cana-de-acglcar
pré-tratado pode ser descrita através da Equacdo 28 considerando apenas 0s

fatores significantes.

%PML =-1019,75+1112T —0,03T? (28)

Onde, %PML é a porcentagem de perda massica de lignina no pré-tratamento
hidrotérmico, t € o tempo de pré-tratamento hidrotérmico (min) e T é a temperatura de pré-

tratamento hidrotérmico (°C).

A Figura 38 apresenta a superficie de resposta para a perda massica
percentual de lignina no pré-tratamento hidrotérmico (porcentagem em base seca
105°C) do bagaco de cana-de-acUcar em funcdo do tempo e temperatura do preé-

tratamento hidrotérmico.
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Figura 38 - Superficie de resposta para a perda massica de lignina do bagaco de cana-de-agtiicar em
funcdo do tempo e temperatura do pré-tratamento hidrotérmico
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Fonte: o autor (2012).

Pode-se observar analisando a Figura 38 que a perda massica de lignina &
sensivel a temperatura e possui um faixa de maxima perda percentual em funcéao da

temperatura, decaindo apds esta com o aumento da temperatura, os fatores linear e

quadratico da variavel tempo ndo possuem grande influéncia sobre o

comportamento da perda de lignina no pré-tratamento hidrotérmico.

4.3.4 Componentes Presentes na Fase Liquida Resultante do Pré-tratamento
Hidrotérmico das Amostras de Bagaco de Cana-de-agucar

Do pré-tratamento hidrotérmico das amostras de bagaco de cana-de-acucar
obteve-se a quantidade em volume de aproximadamente 250 mL de liquido
(hidrolisado) para cada pré-tratamento, estas amostras foram analisadas por CLAE,

principalmente para identificacdo de acucares e inibidores da atividade enzimatica e
microbiolbgica.
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Foram identificados de 18 a 22 picos (sinais) nos cromatogramas, sendo que

destes foram analisados apenas o0s principais componentes (Tabela 19).

Tabela 19 - Tempo de retencdo (min) para os compostos analisados, obtido por CLAE com utilizacédo

de padrbes, na fase liquida resultante do pré-tratamento hidrotérmico de bagaco de cana-de-agUcar

Fonte: o autor (2012).

Tempo de retencao

Compostos monitorados

(min) (Analitos)
1 7,487 Celobiose
2 9,142 Glicose
3 9,81 Xilose
4 28,55 5-HMF
5 42,485 Furfural

Nota: Os tempos de retencéo (min) podem variar ligeiramente de uma amostra, analisada, para outra.

Os cromatogramas resultantes da andlise por CLAE estdo ilustrados no

Apéndice A, com a identificacdo dos principais sinais, componentes analisados. Os

sinais obtidos foram convertidos para concentragdo em g/L do referente composto a

partir de solu¢des contendo os analitos alvos (padrées), componentes em andlise,

os resultados em concentracéo foram organizado na Tabela 20.

Tabela 20 - ConcentragBes de componentes, analisadas por HPLC, presentes na fase liquida

resultante do pré-tratamento hidrotérmico das amostras de bagaco de cana-de-agucar

Exper. t T Glicose Xilose Celobiose Acido acético 5-HMF Furfural

(min) (°C) (9/L)  (g/L) (9/L) (9/L) (/L)  (g/b)
1 15 190 1,497 2,870 0,184 0,443 0,060 0,240
2 15 190 1,389 2,667 0,068 0,596 0,160 0,346
3 22 205 1,961 2,627 0,359 1,845 0,830 2,002
4 8 175 1,939 3,450 0,218 0,289 0,014 0,067
5 22 175 1,497 2,870 0,184 0,443 0,060 0,240
6 8 205 2,142 3,831 0,068 0,741 0,249 0,357
7 5 190 2,186 3,942 0,243 0,339 0,036 0,090
8 25 190 1,020 1,613 0,167 1,207 0,311 1,040
9 15 169 1,606 2,875 0,185 0,298 0,018 0,079
10 15 211 2,037 2,868 0,413 1,957 0,902 1,909

Fonte: o autor (2012).

Nota: Pré-tratamentos realizados com agua deionizada com pH medido em aproximadamente 6,5
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Avaliando os componentes presentes na fase liquida resultante do pré-
tratamento hidrotérmico (Tabela 20), verifica-se que os pré-tratamentos com maior
temperatura apresentaram maiores concentragfes de furanos e &cido acético, pré-
tratamento 3 (Experimento3), por 22 min a 205°C, apresentou concentracdo de
1,845 g/L de acido acético, 0,830 g/L de 5-HMF e 2,002 g/L de furfural e o pré-
tratamento 10 (Experimento 10) apresentou concentracdo de 1,957 g/L de &acido
aceético, 0,902 g/L de 5-HMF e 1,909 ¢g/L de furfural, indicando que os acUcares
foram degradados em maior quantidade, durante o processo de pré-tratamento
hidrotérmico, observa-se também que estes mesmos pré-tratamentos possuem
ainda significativas concentracdes de acucares.

Observa-se também que com o aumento da temperatura do pré-tratamento
ocorre um aumento da concentracdo de celobiose na fase liquida, indicando maior
perda massica de celulose da fase sélida (biomassa), impactando sobre o
rendimento em acucares na hidrolise da biomassa pré-tratada, e devido a presenca
em grandes concentragcbfes de furanos a recuperacdo ou fermentacdo destes
acucares da fase liquida torna-se mais onerosa, e até mesmo inviavel.

Os pré-tratamentos que apresentaram maior concentracdo em glicose e xilose
sdo os pré-tratamentos 6, por 8min a 205°C, apresentando 2,142 g/L de glicose e
3,831 g/L de xilose e 7, por 5 min a 190°C, apresentando 2,186 g/L de glicose e
3,942 g/L de xilose, destaca-se ndo somente estas concentracdes, mas a baixa
presenca de produtos da degradacdo, como furanos, sendo o pré-tratamento 6
apresentando 0,249 g/L de 5-HMF e 0,357 g/L de furfural e o pré-tratamento 7
apresentando apenas 0,036 g/L de 5-HMF e 0,090 g/L de furfural, sendo estes
acucares passiveis de recuperacao ou fermentacao.

Do total das concentracbes dos compostos analisados para 0s pré-
tratamentos hidrotérmicos observa-se que as condicdes extremas de tempo
(Experimento 3) e as condicdes extremas de temperatura (Experimento 10),
provocam a degradacao das estruturas e dos agucares presentes na constituicdo do
bagaco de cana-de-acucar, consequentemente se obtém as maiores perdas globais

em acucares fermentesciveis.
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4.3.4.1 Superficie de Resposta para concentracdo de Glicose na fase liquida

resultante do pré-tratamento hidrotérmico de bagaco de cana-de-acucar

Para verificar a relacdo entre a concentracdo de glicose na fase liquida
resultante do pré-tratamento com o tempo e a temperatura do pré-tratamento
realizaram-se andlises estatisticas utilizando os dados da Tabela 20.

A andlise dos principais fatores e de interacdo das variaveis para a
concentracdo de glicose na fase liquida resultante do pré-tratado hidrotérmico de

bagaco de cana-de-acucar pode ser visualizada na Tabela 21.

Tabela 21 - Estimativa de efeitos para os principais fatores e de interacdo das variaveis para o
modelo de concentracdo de glicose na fase liquida resultante do pré-tratado hidrotérmico de bagaco

de cana-de-agUcar

Coeficiente : Erro Limi'Fe de

Fator regressao Efeito padrdo t(1) p Confianca
-90% +90%
Média 40,43051 1,4429 0,054000 26,72 0,023813 11,1022 11,7839
(1)Tempo (L) -0,23155 -0,5664 0,053727 -10,5 0,060207 -0,9056 -0,227
Temperatura (Q) 0,00106 0,47485 0,072676 6,53 0,096684 0,0160 0,9337
(2)Temperatura (L)  -0,39961  0,32081 0,054272 5091 0,106689 -0,0218 0,6635
Tempo (Q) 0,00243 0,23855 0,070202 3,99 0,182206 -0,2047 0,6818
1L* 2L 0,00062 0,13050 0,076368 1,71 0,337065 -0,3517 10,6126

R2 = 85,32% R2 ajuste = 66,98%

Fonte: o autor (2012).

Analisando a Tabela 21 percebe-se que o fator de interacdo dos fatores
lineares das variaveis tempo e temperatura, o fator quadratico da variavel tempo e o
fator linear da varidvel temperatura ndo se mostram estatisticamente significativos
para uma confianca de 90%.

Identificados os fatores significativos, foi realizada a analise de coeficiente de
regressao, somente com estes fatores, a fim de determinar a equacao da superficie
de resposta e a significancia destes fatores, obtendo-se como resultando um ajuste
de 52,92 % (R? ajuste) e 63,81% da variancia explicada (R?). Observa-se pela
Tabela 21 que o fator de interacdo dos fatores lineares das variaveis tempo e

temperatura € menos significativo, repetindo-se o método de andlise de coeficiente
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de regressao (Tabela 22), removendo apenas este fator, a fim de se obter o modelo

mais adequado para a superficie de resposta.

Tabela 22 - Coeficientes de regressdo para o0 modelo de concentracdo de glicose na fase liquida

resultante do pré-tratamento hidrotérmico de bagaco de cana-de-agucar

Coeficiente Erro Limite de Confianga
Fator de regressédo  padrao (1) P -90% +90%
Média 38,65943 5,870007 6.586 0,095931 1,5976 75,7212
(2) Temperatura (L) -0,39029 0,061398 -6,357 0,099334 -0,7779 -0,0026
(1) Tempo (L) -0,11348 0,021830 -5,198 0,120988 -0,25131 0,0243
Tempo (Q) 0,00243 0,000716 3,398 0,182206 -0,00209 0,0070
Temperatura (Q) 0,00106 0,000162 6,534 0,096684 -0,00004 0,0021
R2=284,07% R2 ajuste = 71,25%

Fonte: o autor (2012).

Observa-se pela Tabela 22 que desconsiderando apenas o fator de interacéo
dos fatores lineares da variavel tempo e temperatura, 0 modelo proposto se ajustou
melhor que o modelo apenas com as variaveis anteriormente tidas como
significativas a 90%, e melhor que o modelo com todos os fatores, porém com dois
termos n&o significativos a 90%. Para analisar a predicdo do modelo foi realisada a

andlise de variancia, para o modelo proposto, conforme a Tabela 23.

Tabela 23 - Analise de variancia da superficie de resposta para concentracdo de glicose na fase

liguida resultante do pré-tratamento hidrotérmico de bagaco de cana-de-agucar

Causa de Variagao SQ g.l MQ Teste F
Regressao 0,951 4 0,2378 6,597
Residuo 0,180 5 0,0360
Falta de ajuste 0,203941 4 0,050985 8,742
Erro puro 0,005832 1 0,005832
Total 1,131328 9

Fonte: o autor (2012).
F5 = 3,52 para 90% tabelado
F(.1) = 55,83 para 90% tabelado

De acordo com a analise de variancia da Tabela 23 observa-se que o modelo
€ estatisticamente significativo a 90% de confianca, pois o valor calculado para o
teste F é de 6,597 maior que o valor tabelado para Fus. O modelo ndo apresenta

falta de ajuste, pois o valor calculado para o teste F é de 8,742, sendo este menor
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que o valor tabelado Fu,1). O modelo proposto consegue explicar cerca de 84,07%
da variancia (R?).

A concentracdo de glicose na fase liquida resultante do pré-tratamento
hidrotérmico de bagaco de cana-de-aclUcar pode ser descrita através da Equacéo
29, que desconsidera apenas o fator de interacdo dos fatores lineares da variavel

tempo e temperatura.

CGL =38,69543-0,11348 —0,39029T +0,00243t* +0,00106T ?

Onde, CGL é a concentragdo de glicose na fase liquida resultante do pré-tratamento
hidrotérmico de bagacgo de cana-de-acucar, t € o tempo de pré-tratamento hidrotérmico (min)

e T é atemperatura de pré-tratamento hidrotérmico (°C).

A Figura 39 apresenta a superficie de resposta para a concentracdo de
glicose (g/L) na fase liquida resultante do pré-tratamento hidrotérmico (porcentagem
em base seca 105°C) de bagaco de cana-de-acucar em funcdo do tempo e
temperatura do pré-tratamento hidrotérmico.

(29)
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Figura 39 - Superficie de resposta para a concentracao de glicose (g/L) na fase liquida resultante do

pré-tratamento hidrotérmico de bagaco de cana-de-acucar em fun¢do do tempo e temperatura do pré-
tratamento hidrotérmico
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Fonte: o autor (2012).

Pode-se observar analisando a Figura 39 que a concentracdo de glicose
decai com o aumento do tempo de pré-tratamento e possui um leve aumento com a
temperatura de pré-tratamento, efeito explicado pela degradacdo dos acucares. Para
maiores temperaturas € menores tempos ocorre um aumento da concentragao,
porém em tempos menores percebe-se a menor concentragcdo de glicose, explica-se

devido a concentracao de glicose ser muito maior em temperaturas maiores mesmo
havendo maior degradacéo desta.

4.3.4.2 Superficie de Resposta para concentracdo de Xilose na fase liquida

resultante do pré-tratamento hidrotérmico de bagaco de cana-de-acucar

Para verificar a relacdo entre a concentracdo de xilose na fase liquida
resultante do pré-tratamento com o tempo e a temperatura do pré-tratamento

realizaram-se analises estatisticas utilizando os dados da Tabela 20.
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A andlise dos principais fatores e de interagcdo das variaveis para a
concentracdo de xilose na fase liquida resultante do pré-tratado hidrotérmico de

bagaco de cana-de-acucar pode ser visualizada na Tabela 24.

Tabela 24 - Estimativa de efeitos para os principais fatores e de interacdo das varidveis para o
modelo de concentracéo de xilose na fase liquida resultante do pré-tratado hidrotérmico de bagaco de
cana-de-acucar

o Limite de
or SO mero EO o p _Confnca
-90% +90%
Média 23,95576  2,76842 0,101500 27,27 0,023330 2,1276 3,4093
(1)Tempo (L) 0,13499 -1,26488 0,100986 -12,5 0,050719 -1,9025 -0,627
Tempo (Q) 0,00190  0,18603 0,131954 1,401 0,392757 -0,6471 1,0192
(2)Temperatura (L) -0,22763  0,03237 0,102011 0,317 0,804366 -0,6117 0,6764
Temperatura (Q) 0,00066 0,29723 0,136604 2,174 0,274258 -0,5653 1,1597
1L* 2L -0,00149  -0,31200 0,143543 -2,17 0,274510 -1,2183 0,5942
R2 = 85,75% R2 ajuste = 67,94%

Fonte: o autor (2012).

Analisando a Tabela 24 percebe-se que o fator de interacdo dos fatores
lineares das variaveis tempo e temperatura, o fator quadratico da variavel tempo e
os fatores linear e quadratico da variavel temperatura ndo se mostram
estatisticamente significativos para uma confianca de 90%.

Identificados os fatores significativos, foi realizada a analise de coeficiente de
regressdo, somente com estes fatores, e observou-se que ndo houve grandes
alteracOes, obtendo-se um ajuste de 80,74 % (R? ajuste) e 75,24% da variancia
explicada (R?). Segundo dados da Tabela 24 o fator linear da variavel temperatura e
o fator quadratico da variavel tempo sdo menos significativos, portanto repetiu-se o
método de andlise de coeficiente de regressao (Tabela 25), removendo estes
fatores, a fim de se obter o resultado mais adequado para a equacdo de superficie

de resposta.
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Tabela 25 - Coeficientes de regressao para o modelo de concentracao de xilose na fase liquida

resultante do pré-tratamento hidrotérmico do bagac¢o de cana-de-agucar

Coeficiente Erro Limite de Confianca
Fator ~ ~ t(1) P

de regressdo  padrao -90% +90%
Média 1,925669 1,032469 1,865 0,014761  -4,5931 8,4442
(1)Tempo (L) 0,211091 0,129450 1,631 0,050709 -0,6062 1,0284
1L* 2L -0,01587 0,000680 -2,332 0,257870 -0,0059 0,0027
Temperatura (Q) 0,000066 0,000028 2,331 0,258015 -0,0001 0,0002
R2 =84,68% R2 ajuste = 77,01%

Fonte: o autor (2012).

Observa-se pela Tabela 25 que o ajuste foi melhor que o ajuste considerando
somente os fatores antes tidos como significativamente a 90% e, comparando-se
com os resultados da Tabela 24, tiveram um ajuste melhor que o modelo completo
(todos os fatores), embora alguns dos fatores nao estejam significativamente a 90%,
h& uma melhora na significancia destes. Para analisar a predicdo do modelo foi
realisada a analise de variancia, para o modelo proposto, conforme a Tabela 26.

Tabela 26 - Andlise de variancia da superficie de resposta para concentragdo de xilose na fase

liquida resultante do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-acucar

Causa de Variagao SQ g.l MQ Teste F
Regresséao 3,392 3 1,1308 11,055
Residuo 0,614 6 0,1023
Falta de ajuste 0,593305 5 0,118661 5,759
Erro puro 0,020605 1 0,020605
Total 4,006084 9

Fonte: o autor (2012).
F.6 = 2,289 para 90% tabelado
F,1) = 57,24 para 90% tabelado

De acordo com a analise de variancia da Tabela 26 observa-se que o modelo
€ estatisticamente significativo a 90% de confianca, pois o valor calculado para o
teste F é de 11,055, maior que o valor tabelado para F 6. O modelo ndo apresenta
falta de ajuste, pois o valor calculado para o teste F € de 5,759, sendo este menor
que o valor tabelado F1). O modelo proposto consegue explicar cerca de 84,68%

da variancia (R?).
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A concentragdo de xilose na fase liquida resultante do pré-tratamento

hidrotérmico do bagaco de cana-de-acucar pode ser descrita através da Equacao
30.

CXL =1925669+0,211091 —0,001587T —0,000066T > (30)
Onde, CXL € a concentracdo de xilose na fase liquida resultante do pré-tratamento

hidrotérmico do bagago de cana-de-acUcar, t € o tempo de pré-tratamento hidrotérmico (min)
e T é a temperatura de pré-tratamento hidrotérmico (°C).

A Figura 40 apresenta a superficie de resposta para a concentracéo de xilose
(g/L) na fase liquida resultante do pré-tratamento hidrotérmico (porcentagem em

base seca 105°C) do bagaco de cana-de-acucar em funcdo do tempo e temperatura
do pré-tratamento hidrotérmico.

Figura 40 - Superficie de resposta para a concentracao de xilose (g/L) na fase liquida resultante do

pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-acUcar em fungdo do tempo e temperatura do pré-
tratamento hidrotérmico
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Observar-se analisando a Figura 40 que a concentracédo de xilose decai com
0 aumento do tempo de pré-tratamento e possui um leve aumento com o aumento

da temperatura de pré-tratamento.

4.3.4.3 Superficie de Resposta para concentracdo de 5-HMF na fase liquida

resultante do pré-tratamento hidrotérmico

Para verificar a relacdo entre a concentracdo de 5-HMF na fase liquida
resultante do pré-tratamento com o tempo e a temperatura do pré-tratamento
realizaram-se andlises estatisticas utilizando os dados da Tabela 20.

A andlise dos principais fatores e de interacdo das variaveis para a
concentracdo de 5-HMF na fase liquida resultante do pré-tratado hidrotérmico de

bagaco de cana-de-acucar pode ser visualizada na Tabela 27.

Tabela 27 - Estimativa de efeitos para os principais fatores e de interacdo das variaveis para o
modelo de concentracdo de 5-HMF na fase liquida resultante do pré-tratado hidrotérmico de bagaco
de cana-de-agUcar

o Limite de

Fator Cr:gge:lecslggge Efeito paEc;:go t(1) p Confianca
-90% +90%
Média 27,32937 0,56631 0,050252 11,27 0,056343 0,249 0,883
(1)Tempo (L) -0,28000 0,34077 0,067293 5,06 0,124115 -0,084 0,766
Tempo (Q) -0,23842 0,26750 0,070711 3,78 0,164520 -0,179 0,714
(2)Temperatura (L)  0,00127 0,25239 0,049747 5,07 0,123892 -0,062 0,566
Temperatura (Q) 0,00076 0,11000 0,050000 2,20 0,271586 -0,205 0,426
1L* 2L 0,00048 0,04713 0,065002 0,72 0,600595 -0,363 0,458

R2=97,74% R2 ajuste = 94,91%

Fonte: o autor (2012).

Analisando a Tabela 27 percebe-se que apenas o fator média se mostra
estatisticamente significativo para uma confianca de 90%.

Como ndo héa fatores, além da média, significantes a 90% realizaram-se
regressoes, e observou-se que ndo houve grandes alteragdes nos resultando, o fator
de interacdo dos fatores lineares das variaveis tempo e temperatura € 0 menos
significativos, portanto suprimiu-se este fator do modelo e repetiu-se 0 método de

andlise de coeficiente de regresséo (Tabela 28).



126

Tabela 28 - Coeficientes de regressédo para o modelo de concentracdo de 5-HMF na fase liquida

resultante do pré-tratamento hidrotérmico do bagac¢o de cana-de-agucar

Coeficiente Erro Limite de Confianca
Fator ~ ~ t(1) P
de regressédo  padrao -90% +90%
Média 25,57078 4957855 4,16 0,121920 -5,7319 56,8734
(2) Temperatura (L) -0,27034 0,051616 -5,23 0,120106 -0,5962  0,0555
(1) Tempo (L) -0,22400 0,064075 -3,49 0,177371 -0,6286 0,1806
1L* 2L -0,00127 0,000337 3,78 0,164520 -0,0008 0,0034
Temperatura (Q) 0,00071 0,000135 5,26 0,119580 -0,0001 0,0016
R?2 =97,48% R2 ajuste = 95,45%

Fonte: o autor (2012).

Observa-se pela Tabela 28 que o ajuste foi melhor que o ajuste considerando
somente o fator antes tido como significativamente a 90% e, comparando-se com 0s
resultados da Tabela 27, tiveram um ajuste melhor que o modelo completo (todos os
fatores), embora ndo estejam significativamente a 90%, obtiveram uma melhora na
significancia dos fatores, com excecdo da meédia. Para analisar a predicdo do
modelo foi realisada a andlise de variancia, para o modelo proposto, conforme a
Tabela 29.

Tabela 29 - Andlise de variancia da superficie de resposta para concentragdo de 5-HMF na fase

liguida resultante do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-agucar

Causa de Variagao SQ g.l MQ Teste F
Regressao 0,974 4 0,2434 48,353
Residuo 0,025 5 0,0050
Falta de ajuste 0,020226 4 0,005057 1,0113
Erro puro 0,005000 1 0,020605
Total 0,998882 9

Fonte: o autor (2012).
F5 = 3,52 para 90% tabelado
F,1) = 55,83 para 90% tabelado

De acordo com a analise de variancia da Tabela 29 observa-se que o modelo
€ estatisticamente significativo, pois o valor calculado para o teste F é de 48,353
maior que o valor tabelado para Fu 5. O modelo ndo apresenta falta de ajuste, pois o
valor calculado para o teste F é de 1,0113, sendo este menor que o valor tabelado

Fw4,1). O modelo proposto consegue explicar cerca de 97,48% da variancia (R?).
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A concentracdo de 5-HMF na fase liquida resultante do pré-tratamento

hidrotérmico do bagaco de cana-de-acucar pode ser descrita através da Equacao
31.

CHMFL = 2557078-0,22400t —0,27034T +0,00127T +0,00071 ? (31)

Onde, CHMFL é a concentracdo de 5-HMF na fase liquida resultante do pré-
tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-aclcar, t € o tempo de pré-tratamento

hidrotérmico (min) e T € a temperatura de pré-tratamento hidrotérmico (°C).

A Figura 41 apresenta a superficie de resposta para a concentracdo de 5-
HMF (g/L) na fase liquida resultante do pré-tratamento hidrotérmico (porcentagem

em base seca 105°C) do bagaco de cana-de-acucar em funcdo do tempo e
temperatura do pré-tratamento hidrotérmico.

Figura 41 - Superficie de resposta para a concentracdo de 5-HMF (g/L) na fase liquida resultante do

pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-agUcar em fungdo do tempo e temperatura do pré-
tratamento hidrotérmico
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Fonte: o autor (2012).
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Observa-se analisando a Figura 41 que a concentracdo de 5-HMF aumenta
com o tempo de pré-tratamento apenas para temperatura elevadas de pré-
tratamento, para tempos abaixo de 10 min e temperaturas menores que 190°C né&o

aparenta possuir significativas concentracdes de 5-HMF.

4.3.4.4 Superficie de Resposta para concentracdo de Furfural na fase liquida

resultante do pré-tratamento hidrotérmico

Para verificar a relacdo entre a concentracdo de furfural na fase liquida
resultante do pré-tratamento com 0 tempo e a temperatura do pré-tratamento
realizaram-se analises estatisticas utilizando os dados da Tabela 20.

A analise dos principais fatores e de interacdo das varidveis para a
concentracdo de furfural na fase liquida resultante do pré-tratado hidrotérmico de

bagaco de cana-de-acucar pode ser visualizada na Tabela 30.

Tabela 30 - Estimativa de efeitos para os principais fatores e de interacdo das varidveis para o
modelo de concentracdo de furfural na fase liquida resultante do pré-tratado hidrotérmico de bagaco

de cana-de-acucar

o Limite de

Fator ?gg:gggge Efeito paE(;:go t(1) p Confianca
-90% +90%
(2)Temperatura (L) -0,56614 1,16515 0,053267 21,87 0,029084 0,8288 11,5015
(1)Tempo (L) .0,67412 078578 0,052732 14,90 0,042659 04528 1,1187
1L* 2L 0,00350 0,73600 0,074953 9,81 0,064610 0,2627 1,2092
Temperatura (Q) 0,00145 0,65417 0,071330 9,17 0,069143 0,2038 1,1045
Média 55,02183 0,29302 0,053000 5,53 0,113915 -0,042 0,6276
Tempo (Q) 0,00214 0,21017 0,068902 3,05 0,201682 -0,225 0,6452

R2 =97,98% R2 ajuste = 95,45%

Fonte: o autor (2012).

Analisando-se a Tabela 30 percebe-se que apenas o fator média e o fator

quadratico da variavel tempo ndo se mostram estatisticamente significativos para
uma confianca de 90%, e, além disto, observou-se que na andlise de coeficiente de

regressao, o fator média se mostrou significante com p = 0,067438.
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Identificados os fatores significativos, foi realizada a analise de coeficiente de
regressdo (Tabela 31), com estes fatores, a fim de determinar a equacdo da

superficie de resposta e a significancia destes fatores.

Tabela 31 - Coeficientes de regressao para o modelo de concentragdo de furfural na fase liquida

resultante do pré-tratamento hidrotérmico do bagac¢o de cana-de-acgulcar

Coeficiente Erro Limite de Confianca
Fator de regressédo  padrao (1) -90% +90%
Média 47,18034 5,255326 8,98 0,070621 13,9995 80,3612
(1)Tempo (L) -0,60978 0,067919 -8,98 0,070618 -1,0386  -0,1809
(2)Temperatura (L) -0,48740 0,054713 -8,91 0,071166 -0,8328  -0,1419
1L* 21 0,00350 0,000357 9,82 0,064640 0,0012 0,0058
Temperatura (Q) 0,00125 0,000143 8,70 0,072825 0,0003 0,0215
R?2 =96,94% R2 ajuste = 94,50%

Fonte: o autor (2012).

Analisando a Tabela 31 observa-se que suprimindo o fator linear da variavel
tempo, o ajuste diminui pouco, portanto podem-se utilizar os dois modelos, embora
se busque o melhor ajuste e predicdo. Para analisar a predicdo do modelo proposto

foi realisada a analise de variancia conforme a Tabela 32.

Tabela 32 - Analise de variancia da superficie de resposta para concentracdo de furfural na fase

liguida resultante do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-agucar

Causa de Variagao SQ g.l MQ Teste F
Regresséao 4,904 4 1,2260 40,004
Residuo 0,153 5 0,0306
Falta de ajuste 0,149030 4 0,037257 6,632
Erro puro 0,005618 1 0,005618
Total 5,057390 9

Fonte: o autor (2012).
Fu,5 = 3,52 para 90% tabelado
F(.1) = 55,83 para 90% tabelado

De acordo com a analise de variancia da Tabela 32 observa-se que o modelo
€ estatisticamente significativo a 90% de confianca, pois o valor calculado para o
teste F é de 40,004, maior que o valor tabelado para Fa5. O modelo ndo apresenta

falta de ajuste, pois o valor calculado para o teste F é de 6,632, sendo este menor
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que o valor tabelado Fu 1. O modelo proposto consegue explicar cerca de 96,94 %
da variancia (R?).

A concentracdo de furfural na fase liquida resultante do pré-tratamento
hidrotérmico do bagaco de cana-de-acUcar pode ser descrita através da Equacéo 32
para o modelo completo (todos os fatores) ou pela Equacdo 33 (sem o fator

quadratico da variavel tempo).

CFL =55,02183-0,67412t —056614T +0,0035tT +0,00214t* +0,00145T ? (32)
CFL =47,18034-0,60978t —0,48740T +0,00350T +0,00125T (33)

Onde, CFL é a concentracao de furfural na fase liquida resultante do pré-tratamento
hidrotérmico do bagaco de cana-de-acUcar, t é o tempo de pré-tratamento hidrotérmicoe T é

a temperatura de pré-tratamento hidrotérmico.

A Figura 42 apresenta a superficie de resposta para a concentracdo de
furfural (g/L) na fase liquida resultante do pré-tratamento hidrotérmico (porcentagem
em base seca 105°C) do bagaco de cana-de-acucar em funcdo do tempo e
temperatura do pré-tratamento hidrotérmico.
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Figura 42 - Superficie de resposta para a concentracao de furfural (g/L) na fase liquida resultante do

pré-tratamento hidrotérmico do bagac¢o de cana-de-acucar em fun¢éo do tempo e temperatura do pré-
tratamento hidrotérmico

T R IR IRy

[ ]=11
Cl=11
B =07
<03
B = -0.1

Fonte: o autor (2012).

Pode-se observar analisando a Figura 42 que a concentracdo de 5-HMF
aumenta com o tempo de pré-tratamento apenas para temperatura elevadas de pré-
tratamento e aumenta com o aumento da temperatura de pré-tratamento, para

tempos abaixo de 10 min e temperaturas menores que 190°C nao aparenta possuir
significativas concentracdes de 5-HMF.

4.4 HIDROLISE ENZIMATICA

ApOs o pré-tratamento hidrotérmico segundo as condi¢bes descritas na
Tabela 2, para os dez experimentos propostos, foi realisada a hidrélise enzimatica
das fracBes sélidas (biomassa) resultantes destes pré-tratamentos, e juntamente foi
realizada a hidrélise enzimética de uma amostra sem pré-tratamento (in natura).
Realizaram-se as hidrélises de 1,000 g em base seca de cada amostra, e 0s

resultados foram obtidos pelas analises de ARTSs liberados e de glicose.



132

4.4.1 Concentracdo de ARTs no Hidrolisado Enzimético

Os resultados obtidos para concentragcbes de ARTSs liberados por grama de
biomassa seca hidrolisada estédo ilustrados na Figura 43, a qual apresenta o “perfil
da hidrélise” para as hidrélises das amostras de bagaco de cana-de-acglcar, in

natura e pré-tratadas hidrotérmicamente.

Figura 43 - Perfil de ART liberados por tempo de hidrélise enzimética para diferentes condi¢des de
pré-tratamento hidrotérmico
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Fonte: o autor (2012).
Analisando a Figura 43 é possivel afirmar que o pré-tratamento hidrotérmico

melhorou o rendimento da hidrélise do bagaco de cana-de-acuUcar pelas enzimas

produzidas pelo microrganismo Penicillium echinulatum linhagem 9A02S1,
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evidenciando assim a importancia da etapa do pré-tratamento na liberacdo dos
acucares fermentesciveis presentes no bagaco.

Observa-se que as condi¢cdes de pré-tratamento escolhidas apresentaram
uma ampla diferenca nos resultados de quantificacdo de ARTs. Houve condi¢des de
pré-tratamentos que auxiliaram na liberacdo de acucares fermentesciveis de forma
mais significativa e outras condicfes préoximas as quantidades de ARTs liberados
pela amostra in natura.

Destaca-se o pré-tratamento 6, por 8 min a 205°C, que apresentou maiores
liberacdes de ARTs na hidrolise enzimética, sendo no tempo de 36h de hidrdlise
obtido 698,5+46,2 mg ARTs/g de biomassa seca hidrolisada, observa-se que este
mesmo, obteve altas concentragdes no tempo de 12h, com 435,3+24,4 mg ARTs/g
de biomassa seca hidrolisada, obteve as maiores concentragées no tempo de 24h,
com 633,8+20,4 mg ARTs/g de biomassa seca hidrolisada e altas concentracdes no
tempo de 48h de hidrélise, com 615,3+40,1 mg ARTs/g biomassa seca hidrolisada.

Observa-se que no periodo das primeiras 12h de hidrdlise houve um répido
acrescimo em ARTSs, efeito que advém do pré-tratamento hidrotérmico, pois a
estrutura esta mais suscetivel a acdo enzimatica e ha uma grande quantidade de
estruturas aptas a serem hidrolisadas, ap0s este periodo observa-se que o processo
de hidrdlise “diminui o ritmo”, e estd mais suscetivel e dependente da atividade
enzimatica das diferentes enzimas aplicadas e da inibicdo destas.

No periodo de 48h de hidrélise enzimatica nota-se que além dos resultados
da hidrélise do pré-tratamento 6, por 8 min a 205°C, outros quatro pré-tratamentos
também obtiveram bons resultados, sendo obtidas concentracfes para a hidrolise
enzimatica do bagaco de cana-de-acucar nas condicbes do pré-tratamento 1 de
660,3+18,5 mg ARTs/g biomassa seca hidrolisada, do pré-tratamento 2 de
605,7+28,6 mg ARTs/g biomassa seca hidrolisada, do pré-tratamento 3 de
625,3+34,5 mg ARTs/g biomassa seca hidrolisada e do pré-tratamento 10 de
591,1+38,6 mg ARTs/g biomassa seca hidrolisada.

Com a finalidade de melhor visualizar as diferencas obtidas com a aplicacéo
do pré-tratamento hidrotérmico realizou-se o calculo do ganho percentual em ARTSs
(Tabela 33), comparando-se o0 resultado em concentragdo de ARTs obtido na
hidrolise das amostras pré-tratadas hidrotérmicamente com os resultados obtidos na
hidrolise do bagaco de cana-de-acucar sem pré-tratamento (in natura), hidrélise de

controle.



134

Tabela 33 - Ganho percentual em ARTs para a hidrélise enzimatica de bagaco de cana-de-acUcar

pré-tratado hidrotérmicamente em diferentes condicdes.

Tempo Temperatura Ganho (%) por tempo de hidrélise enzimatica

Exper.

(min) (°C) Oh 6h  12h 24h 36h 48h 60h
1 15 190 -1,6 18,0 1145 208,7 1059 179,4 2194
2 15 190 30 37,0 1009 1847 131,3 156,3 2495
3 22 205 1,8 58,3 103,3 140,0 58,7 164,6 209,6
4 8 175 3,8 -38,5 109,8 125,8 85,3 26,9 74,5
5 22 175 30,7 -129 2235 219,2 1324 81,6 1415
6 8 205 1100 64,2 171,7 311,8 2459 160,4 212,8
7 5 190 17,9 -48 204,2 181,7 97,4 70,2 2105
8 25 190 188,4 80,6 221,2 2650 171,2 824 139,2
9 15 169 139,9 49,8 80,4 88,4 19,9 27,4 35,8
10 15 211 153,3 1719 1775 143,2 66,8 150,1 164,5

Fonte: o autor (2012).

Observa-se que inicialmente jA se obteve ganhos significativos para as
amostras pré-tratadas em maiores temperaturas ou tempos, como é o caso da
amostra 8 pré-tratada por 25 min a 190°C, este ganho inicial € resultado do pré-
tratamento que hidrolisou uma certa quantidade de celulose e hemicelulose que
permaneceram adsorvidos na estrutura, e ndo foram retirados na fase liquida
resultante do pré-tratamento, observa-se uma variagcdo nas primeiras 6h, resultante
de uma soma de fatores, pré-tratamento, atividade enzimatica, presenca de
inibidores, e outros.

Observa-se que o maior ganho em relacdo ao bagaco de cana-de-acucar ndo
pré-tratado foi para a amostra hidrolisada 6 com 311,8% em 24h de hidrolise, em
36h, onde se obteve a maior concentragdo em ARTS, 0 ganho desta amostra foi de
245,9%. Os menores ganhos sdo observados nas amostras hidrolisadas 4 com
apenas 125,8% em 24h de hidrolise e na amostra 9 com apenas 88,4% em 24h de

hidrélise.

4.4.2 Concentracdo de Glicose no Hidrolisado Enzimatico

Os resultados obtidos para concentracdes de glicose liberadas por grama de
biomassa seca hidrolisada estédo ilustrados na Figura 44, para as hidrolises das

amostras de bagaco de cana-de-agucar, in natura e pré-tratadas hidrotérmicamente.
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Figura 44 - Perfil de glicose liberada (mg/g de biomassa seca) por tempo de hidrolise enzimatica para

diferentes condic¢des de pré-tratamento hidrotérmico
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Fonte: o autor (2012).

Analisando a Figura 44 é possivel afirmar que na quantificacdo dos agucares
presentes no hidrolisado enzimatico das amostras pré-tratadas hidrotérmicamente
h& predominancia de glicose, hexose, os valores obtidos para glicose no hidrolisado
de bagaco de cana-de-acUcar pelas enzimas produzidas pelo microrganismo
Penicillium echinulatum linhagem 9A02S1, evidenciam que o pré-tratamento é
eficiente na remocéo de hemicelulose, fonte de pentoses, para algumas condi¢cdes
de pré-tratamento, mesmo esta sendo fonte de aguUcares fermentesciveis, 0s
melhores rendimentos em ARTs sdo para as amostras que apresentaram maior
perda de hemicelulose no pré-tratamento hidrotérmico e consequentemente

apresentaram maiores rendimentos em glicose.
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Observa-se que as condicfes de pré-tratamento escolhidas apresentaram
uma ampla diferenca nos resultados, com comportamento semelhante a
quantificacdo de ARTs. Houve condi¢gBes de pré-tratamentos em que se obtiveram
quantidades de glicose proximas as concentracdes de ARTs para a amostra e
alguns pontos obteve-se nesta analise valores maiores que as concentracdes de
ARTSs obtidas, principalmente para os tempos abaixo de 12h de hidrélise, indicando
que h& desvios nas medicdes, porém estes desvios na maioria dos pontos se
encontram dentro dos desvios mensurados para as concentracbes de ARTs e de
glicose.

Destaca-se o pré-tratamento 6, por 8 min a 205°C, que apresentou maiores
liberagbes de ARTs na hidrdlise enzimética, e a maioria destes agucares é de
glicose, no tempo de 36h de hidrélise obteve-se 689,4+39,7 mg glicose/g de
biomassa seca hidrolisada, observa-se que este mesmo, obteve as maiores
concentracbes no tempo de 24h, com 467,7+3,8 mg glicose/g de biomassa seca
hidrolisada, juntamente com a hidrélise da amostra 1 pré-tratada hidrotérmicamente
por 15 min a 190°C que resultou em 473,4+10,3 mg glicose/g de biomassa seca
hidrolisada.

No periodo de 48h de hidrélise enzimatica nota-se que trés resultados com
bons rendimentos em glicose, sendo a hidrélise do bagaco pré-tratado 6, por 8 min a
205°C, apresentando 586,8+9,7 mg glicose/g de biomassa seca hidrolisada, a
hidrolise do bagaco pré-tratado 3, por 22 min a 205°C, apresentando 592,3+16,6 mg
glicose/g de biomassa seca hidrolisada e a hidrélise do bagaco pré-tratado 10, por
15 min a 211°C, apresentando 412,9+12,2 mg glicose/g de biomassa seca
hidrolisada.

Para melhor visualizar a composicdo do hidrolisado quanto a presenca de
ARTs e a quantidade destes que é glicose, ilustrou-se os dados das hidrélises de
bagaco de cana-de-agucar pré-tratados e da hidrélise do bagaco in natura, na Figura
45.
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Figura 45 - Composicao do hidrolisado das amostras de bagaco de cana-de-agUcar in natura e pré-

tratadas, em diferentes condi¢cdes de tempo e temperatura, para 48h de hidrélise enzimética.
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Fonte: o autor (2012).
* Considera-se ARTs todos 0s acUcares presentes com excecdo da glicose para esta representacéo.

Analisando a Figura 45 e comparando-se com os resultados obtidos nas
caracterizacdes quimicas das amostras de bagaco de cana-de-acucar pré-tratado,
Tabela 9, observa-se que as amostras que tiveram as maiores perdas de
hemicelulose sdo as que possuem as maiores porcentagem de glicose presente,
obteve-se para o pré-tratamento 3, por 22 min a 205°, uma perda de 80,06% da
hemicelulose, para o pré-tratamento 6, por 8 min a 205°C uma perda de 99,49% da
hemicelulose.

Observa-se que o pré-tratamento 4, por 8 min a 175°, tem a maior partes dos
ARTs como sendo glicose, embora tenha sido removido apenas 21,97% da
Hemicelulose, este efeito se da pelo fato do pré-tratamento sobre esta amostra nao
ter sido eficiente para 48h de hidrolise, conforme a Figura 43, provavelmente a
estrutura hemicelular ndo tenha sofrido grandes alteracdes, ou houve inibicdo da
atividade enzimatica das hemicelulases, este mesmo efeito pode ser observado no
hidrolisado da amostra pré-tratada 9, por 15 min a 169°C, da qual foi removido
apenas 14,66% da hemicelulose. Comparando-se com a composi¢ao do hidrolisado
da amostra de bagaco de cana-de-aglcar in natura observa-se que esta possui
menos glicose na composicdo, podendo assim deduzir que o pré-tratamento 4

(Experimento 4) e 9 (Experimento 9) removeram apenas a fracdo de hemicelulose
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mais suscetivel ou fragilizada, deixando apenas a estrutura hemicelular mais

fortemente ligada a matriz lignoceluldsica.

4.4.3 Rendimento Global do Processo em Concentracdes de ARTs

Anteriormente mencionaram-se apenas resultados para os rendimentos
referentes a hidrélise propriamente dita, porém para o rendimento global do
processo deve-se levar em conta a perda massica resultante do pré-tratamento
hidrotérmico (Tabela 4), reduzindo assim o rendimento de ARTs por massa de
bagaco bruto (matéria seca a 105°C), quantidade antes do pré-tratamento, foi

realizada uma corregdo na curva de “perfil da hidrolise” (Figura 46).

Figura 46 - Perfil de ART liberados (mg/g de biomassa seca bruta) por tempo de hidrélise enzimatica

para diferentes condi¢bes de pré-tratamento hidrotérmico

700 -
600 -
500
400

300

(mg/g de biomassa seca)

200

100

0 T T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

Tempo (h)

—o—|n natura —o—1 - 15min 190°C ¢—2 -15min 190°C ¢ 3-22in 205°C
—o—4 - 8min 175°C ©—5-22min 175°C ——6 - 8min 205°C ——7 - 5min 190°C
—0—8 - 25min 190°C ©—-9-15min 169°C ——10- 15min 211°C

Fonte: o autor (2012).
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Analisando a Figura 46, observa-se que os resultados em concentracao de
ARTs a partir das 12h de hidrélise enzimatica ainda sdo superiores ao resultado
obtido com a hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-acUcar in natura,
demonstrando que o pré-tratamento hidrotérmico é eficiente, porém para algumas
condicbes ndo seja viavel economicamente devido ao baixo rendimento e baixo
ganho percentual em aclUcares em relacado a hidrolise do bagaco in natura.

Destaca-se ainda o pré-tratamento 6, por 8 min a 205°C, que apresentou

maiores rendimentos em ARTS, no tempo de 36h de hidrdlise, obteve-se 594,0+39,3
mg ARTs/g de biomassa seca bruta, observa-se que este mesmo obteve as maiores
concentracbes no tempo de 24h, com 538,9+17,3 mg ARTs/g de biomassa seca
bruta.

No periodo de 48h de hidrélise enzimética nota-se que os rendimentos em
ARTSs levando-se em conta as perdas massicas do pré-tratamento hidrotérmico para
as hidrélises das amostras de bagaco de cana-de-acucar pré-tratadas nas condi¢cdes
1 e 2 (duplicata), por 15 min a 190°C, obtiveram rendimentos elevados, sendo para o
pré-tratamento 1 obtido 594,4+16,7 mg ARTs/g de biomassa seca bruta, e para o
pré-tratamento 2 obtido 538,1+25,4 mg ARTs/g de biomassa seca bruta.

Observa-se que o rendimento em ARTs para o pré-tratamento 10, por 15 min
a 211°C, em 48h de hidrdlise foi reduzido de 591,1+38,6 mg ARTs/g de biomassa
seca hidrolisada para 397,8+26,0 mg ARTs/g de biomassa seca bruta, reduzido para

67,3% do rendimento em ARTs obtido na hidrélise enzimatica.

4.4.4 Superficie de Resposta para Concentracdo de ARTs no Hidrolisado de
Bagaco de Cana-de-acUcar Pré-tratada Hidrotérmicamente ap6s 48h de

Hidrélise Enziméatica

Para verificar a relacdo entre a concentracdo de ARTs pressentes no
hidrolisado apos 48h de hidrolise enzimatica, com celulases e hemicelulases, com o
tempo e a temperatura do pré-tratamento realizaram-se analises estatisticas
utilizando os rendimentos em ARTSs globais (Figura 46).

A anadlise dos principais fatores e de interacdo das varidveis para o
rendimento global em ARTs obtidos com o pré-tratamento hidrotérmico de bagaco

de cana-de-acgUcar pode ser visualizada na Tabela 34.
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Tabela 34 - Estimativa de efeitos para os principais fatores e de interacdo das varidveis para o
modelo de rendimento global em ARTs obtidos em 48h de hidrélise do bagaco de cana-de-agucar

pré-tratado hidrotérmicamente

o Limite de
Fator (r:gge:'ecslggge Efeito paE(;:go t(1) p Confianga
-90% +90%
Média -17184,9 556,262 28,16500 20,11 0,031638 388,43 744,09
Temperatura (Q) -0,400 -194,546 37,90593 -5,13 0,122506 -433,87 44,78
Tempo (Q) -1,600 -159,548 36,61569 -4,36 0,143615 -390,73 71,63
(2)Temperatura (L) 173,600 124,815 28,30689 4,41 0,141978 -53,91 303,54
1L* 2L -0,300 -71,550 39,83132 -1,80 0,323382 -323,03 179,93
(1)Tempo (L) 114,7 15,309 28,02239 0,55 0,681676 -161,62 192,24
R2 = 85,25% R2 ajuste = 66,81%

Fonte: o autor (2012).

Analisando a Tabela 34 percebe-se que apenas o fator média é
estatisticamente significativo para uma confianca de 90%.

Identificados os fatores significativos, foi realizada a andlise de coeficiente de
regressdo, com estes fatores, a fim de determinar a equacdo da superficie de
resposta e a significancia destes fatores, obtiveram-se ajustes menores que o do
modelo completo, portanto realizou-se a analise de coeficiente de regresséo (Tabela
35), com todos os fatores, embora néo significativos a 90%.

Tabela 35 - Coeficientes de regressao para o modelo de rendimento global em ARTs obtidos em 48h
de hidrolise do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado hidrotérmicamente

Coeficiente Erro Limite de Confianca
Fator ~ ~ t(1) p
de regressédo  padrao -90% +90%
Média -17184,9 3108,999 -552 0,113941 -36814,4 2444519
Temperatura (Q) -0,400 32,149 5,40 0,116606 -29,4 376,539
Tempo (Q) -1,600 37,794 3,03 0,202684 -124,0 353,291
(2)Temperatura (L) 173,600 0,374 -4,36  0,143615 -4,0 0,731
1L* 2L -0,300 0,084 -5,13 0,122506 -1 0,100
(1)Tempo (L) 114,7 0,190 -1,80 0,323382 -1,5 0,857
R2 = 85,25% R2 ajuste = 66,81%

Fonte: o autor (2012).

Para analisar a predicdo do modelo proposto foi realisada a analise de

variancia conforme a Tabela 36.
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Tabela 36 - Analise de variancia da superficie de resposta para o0 modelo de rendimento global em

ARTSs obtidos em 48h de hidrélise do bagac¢o de cana-de-acUcar pré-tratado hidrotérmicamente

Causa de Variacao SQ g.l MQ Teste F
Regressao 87279,803 5 17455,9605 4,624
Residuo 15101,198 4 3775,2994
Falta de ajuste 13516,6 3 4505,52 2,84
Erro puro 1586,5 1 1586,53
Total 102381 9

Fonte: o autor (2012).
F.4 = 4,05 para 90% tabelado
F,1) = 53,59 para 90% tabelado

De acordo com a analise de variancia da Tabela 36 observa-se que o modelo
€ estatisticamente significativo a 90% de confianca, pois o valor calculado para o
teste F € de 4,624, maior que o valor tabelado para Fs 4. O modelo ndo apresenta
falta de ajuste, pois o valor calculado para o teste F € de 2,84, sendo este menor
que o valor tabelado F 1. O modelo proposto consegue explicar cerca de 85,25%
da variancia (R?).

O rendimento global em ARTs obtidos em 48h de hidrolise do bagaco de
cana-de-agucar pré-tratado hidrotérmicamente pode ser descrito através da Equacao

34 considerando todos os fatores.

ARTs =-171849+114,7t +173,6T —16t* —0,3tT —0,04T* (34)

Onde, ARTs (g ARTs/g de biomassa seca bruta.) é o rendimento global em ARTs
obtidos em 48h de hidrélise do bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado hidrotérmicamente, t é
0 tempo de pré-tratamento hidrotérmico (min) e T é a temperatura de pré-tratamento

hidrotérmico (°C).

A Figura 47 apresenta a superficie de resposta para o rendimento global em
ARTs obtidos em 48h de hidrolise do bagago de cana-de-acUcar pré-tratado
hidrotérmicamente em funcdo do tempo e temperatura do pré-tratamento

hidrotérmico.
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Figura 47 - Superficie de resposta para o rendimento global em ARTs obtido em 48h de hidrélise do

bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado hidrotérmicamente em funcdo do tempo e temperatura do pré-
tratamento hidrotérmico.

E
4
g
F
g .
% .
&
:
5
. B = 500
Bl = 450
[ < 360
[ < 260
B = 150
B = G0

Fonte: o autor (2012).

Pode-se observar analisando a Figura 47 que o rendimento global em ARTs

obtidos em 48h de hidrdlise do bagaco de cana-de-agclUcar pré-tratado

hidrotérmicamente encontra seu valor maximo um pouco deslocado da regido central
do planejamento experimenta CCDR, em tempos menores que 15 min e
temperaturas maiores que 190°C, ndo €é possivel analisar somente estes dados para

obtencdo de parametros de pré-tratamento, as superficies se modificam para outros
tempos de hidrélise enzimética.
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5 CONCLUSOES

O efeito do pré-tratamento hidrotérmico utilizando vapor saturado, sem
descompressdo explosiva, na hidrolise enzimatica de bagaco de cana-de-acucar foi
avaliado, através de planejamento CCDR para MSR, em relacdo as variaveis tempo
(min) e temperatura (T) do pré-tratamento hidrotérmico, com desempenho medido
pela liberacdo de ARTSs e glicose.

As amostras pré-tratadas tiveram perdas massicas variando de 6,04% para as
condi¢cdes mais brandas de pré-tratamento e atingindo 32,70% para condicbes mais
severas de pré-tratamento.

A quantificacdo dos compostos quimicos presentes nas amostras de bagaco
de cana-de-acUcar pré-tratada hidrotérmicamente, realizada pelo método de Van
Soest, ndo se mostraram confidveis e conclui-se que este método ndo € o mais
adequado para a caracterizacao quimica do bagaco de cana-de-acglcar pré-tratado
hidrotérmicamente, pois os reagentes para determinacdo de FDN e FDA removeram
guantidades significativas de fibras, provavelmente devido aos efeitos do pré-
tratamento de fragmentacao e fragilizacdo das estruturas, deixando-as suscetiveis a
estes reagentes.

Porém é possivel observar que o pré-tratamento foi efetivo na remocéo de
hemicelulose e que a remocéao de lignina é limitada a uma faixa de 54,96+7,88% do
total de lignina presente no bagaco in natura.

A caracterizacdo morfolégica das estruturas do bagaco de cana-de-agucar
pré-tratado hidrotérmicamente mostrou uma grande variedade de efeitos para as
condicbes de pré-tratamento avaliadas, sendo possivel observar que para
determinadas condi¢cdes de pré-tratamento hidrotérmico ha a ocorréncia de efeitos
distintos sobre as diferentes partes que constituem a cana-de-agucar, e
consequentemente o bagaco analisado.

A fase liquida resultante do pré-tratamento hidrotérmico, hidrolisado, avaliada
quanto a sua composicado por HPLC, apresentou de 18 a 22 componentes, sendo
avaliados apenas 0s acUcares e inibidores principais. Observou-se através deste
gue os acUcares degradaram em temperaturas mais elevadas e em tempos mais
elevados de pré-tratamento gerando principalmente furanos, j& a concentracédo de
celobiose se relaciona ao aumento de temperatura e a perda massica de fibras no

pré-tratamento hidrotérmico, sendo estes fortes inibidores enzimaticos.
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As enzimas produzidas pelo micro-organismo Penicillium echinulatum
linhagem 9A02S1, com carga de 15 FPU/g biomassa seca, obtiveram bons
resultados na hidrélise do bagac¢o de cana-de-acucar pré-tratado hidrotérmicamente
para determinadas condicbes de pré-tratamento, da analise de ARTs observou-se
que todas as condicOes de pré-tratamento obtiveram ganhos em ARTs em relacao
ao bagaco de cana-de-acucar in natura. A hidrélise do bagaco in natura teve
rendimento maximo de 236,3+20,2 mg/g de biomassa hidrolisada em 48h de
hidrélise.

Destacou-se o pré-tratamentos 6, por 8min a 205°C, com rendimentos em
ARTs em 36h de hidrélise de 698,5+46,2 mg ARTs/g de biomassa seca hidrolisada,
sendo 594,0+£39,3 mg glicose/g de biomassa seca hidrolisada, com ganhos em 36h
de hidrélise de 245,9% de ARTs e ganhos em 24h de hidrélise de 311,8% de ARTs
em relacdo as amostras de bagaco in natura hidrolisadas nos mesmos tempos.

Levando em conta as perdas massicas do pré-tratamento hidrotérmico nos
rendimentos em ARTSs e glicose, rendimento global do processo, o pré-tratamento 6,
por 8 min a 205°C, com perda massica de 14,97% no pré-tratamento apresentou
rendimento global em ARTSs, para 36h de hidrélise de 594,0+39,3 mg ARTs/g de
biomassa seca bruta, e para 24h de hidrélise de 538,9+17,3 mg ARTs/g de
biomassa seca bruta. Porém os pré-tratamentos 1, com perda massica de 9,97% e o
pré-tratamento 2, com perda massica de 11,16% (duplicata ponto central do CCDR),
realizados por 15 min a 190°C, tiveram perda de massica menor em relacéo ao pre-
tratamento 6, e no periodo de 48h de hidrélise enzimatica obtiveram rendimentos
globais elevados, sendo para o pré-tratamento 1 de 594,4+16,7 mg ARTs/g de
biomassa seca bruta, e para o pré-tratamento 2 de 538,1+25,4 mg ARTs/g de
biomassa seca bruta.

Devido a perda massica de 32,7 % no pré-tratamento 10, por 15 min a 211°C,
que demonstrou ser promissor na hidrolise enzimética, o rendimento global em ARTs
foi reduzindo significativamente, inviabilizando o processo de pré-tratamento
hidrotérmico sob estas condicdes.

O pré-tratamento hidrotérmico com vapor saturado, sem descompressao
explosiva mostrou-se promissor para tornar o substrato bagaco de cana-de-agucar
suscetivel a digestdo enzimatica, de celulases e hemicelulases produzidas pelo
micro-organismo Penicillium echinulatum linhagem 9A02S1, com altos rendimentos

em curto periodo de hidrélise (24h a 36h). Porém, a eficiéncia do pré-tratamento
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depende, principalmente do tempo de residéncia da biomassa no reator e
relativamente da temperatura deste, sendo a adequacdo destes parametros

juntamente com a viabilidade e atratividade econdmica um desafio.
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APENDICE A — Cromatogramas resultantes da analise por HPLC da fase liquida
resultante do pré-tratamento hidrotérmico de bagaco de cana-de-acucar com 0s

principais picos observados (assinalados e identificados)

Figura 48 - Cromatograma representativo da fase liquida resultante do pré-tratamento a 190°C por 15

min (Experimento 1)
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Figura 49 - Cromatograma representativo da fase liquida resultante do pré-tratamento a 190°C por 15

min (Experimento 2)
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Figura 50 - Cromatograma representativo da fase liquida resultante do pré-tratamento a 205°C por 22

min (Experimento 3)
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Figura 51 - Cromatograma representativo da fase liquida resultante do pré-tratamento a 175°C por 8

min (Experimento 4)
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Figura 52 - Cromatograma representativo da fase liquida resultante do pré-tratamento a 175°C por 22

min (Experimento 5)
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Figura 53 - Cromatograma representativo da fase liquida resultante do pré-tratamento a 205°C por 8

min (Experimento 6)
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Figura 54 - Cromatograma representativo da fase liquida resultante do pré-tratamento a 190°C por 5

min (Experimento 7)
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Figura 55 - Cromatograma representativo da fase liquida resultante do pré-tratamento a 190°C por 25

min (Experimento 8)

70.000
60.000

< 50.000 -

E I

° i

T 40.000 -

i) L

2] L

c L .

£ 30.000 — Glicose

hY

Xilose
20.000 /
i Celobiose
10.000 / _—~Acido acético Furfural
O =L ¢
[ SAN——

0'"'\""I""I""I""I" T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tempo de retencéo (min)
Fonte: o autor (2012).



155

Figura 56 - Cromatograma representativo da fase liquida resultante do pré-tratamento a 169°C por 15

min (Experimento 9)

70.000
60.000 -
i Xilose
S 50.000 | /
£ i
o i
g 40.000 |
'% I /Gllcose
£ 30000 | )
20.000 7 /Celobiose
: /
10.000 —+ wJLU/ACidO acético Furfural
i J /S—HMF /
0 - T T T T T T T T T T T T T T T T U T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 30

Tempo de retencdo (min)
Fonte: o autor (2012).

Figura 57 - Cromatograma representativo da fase liquida resultante do pré-tratamento a 211°C por 15

min (Experimento 10)
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