NG
4

UNICAMP

JOSE AUGUSTO TRAVASSOS RIOS TOME

DESENVOLVIMENTO DO PRE-TRATAMENTO POR
EXPLOSAO COM VAPOR DA PALHA DE CANA-
DE-ACUCAR PARA PRODUCAO DE ETANOL
DE SEGUNDA GERACAO VIA HIDROLISE
ENZIMATICA.

CAMPINAS
2014



ii



an
“aY

UNICA MR

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA

JOSE AUGUSTO TRAVASSOS RIOS TOME

DESENVOLVIMENTO DO PRE-TRATAMENTO
POR EXPLOSAO COM VAPOR DA PALHA DE
CANA-DE-ACUCAR PARA PRODUCAO DE
ETANOL DE SEGUNDA GERACAO VIA
HIDROLISE ENZIMATICA.

Orientador: Prof, Dr. Rubens Maciel Filho.
Co-Orientadora: Prof®. Dra. Aline Carvalho da Costa.

Dissertagdo de mestrado apresentada ao Programa de Pés
Graduagdo em Engenharia Quimica da Faculdade de Engenharia Quimica da
Universidade Estadual de Campinas para a obtengfo do titulo de Mestre em Engenharia
Quimica.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAQ FINAL DA DISSERTAGAO
DEFENDIDA PELO ALUNO JOSE AUGUSTO TRAVASSOS RIOS TOME
E ORIENTADA PELO PROF.DR.RUBENS MACIEL FILHO.

CAMPINAS
2014



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Area de Engenharia e Arquitetura
Rose Meire da Silva - CRB 8/5974

Tomé, José Augusto Travassos Rios, 1983-

T594d Desenvolvimento do pré-tratamento por explosdo com vapor da palha de
cana-de-acucar para producéo de etanol de segunda geracéo via hidrdlise
enziméatica / José Augusto Travassos Rios Tomé. — Campinas, SP : [s.n.], 2014.

Orientador: Rubens Maciel Filho.

Coorientador: Aline Carvalho da Costa.

Dissertacao (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia Quimica.

1. Cana-de-acucar. 2. Etanol. 3. Pré-tratamento. 4. Hidrélise enzimatica. |.
Maciel Filho, Rubens,1958-. Il. Costa, Aline Carvalho da,1970-. lll. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia Quimica. IV. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Steam explosion pretreatment development of sugarcane straw for
second generation ethanol production via enzymatic hydrolysis
Palavras-chave em inglés:

Sugarcane

Ethanol

Pretreatment

Enzymatic hydrolysis

Area de concentracao: Desenvolvimento de Processos Quimicos
Titulacao: Mestre em Engenharia Quimica

Banca examinadora:

Rubens Maciel Filho [Orientador]

Ambrésio Floréncio de Almeida Neto

Vera Lucia Reis de Gouveia

Data de defesa: 28-07-2014

Programa de Pos-Graduagao: Engenharia Quimica

v






UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA
COMISSAQO DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE DESENVOLVIMENTO DE
PROCESSOS E PRODUTOS (DDPP)

DISSERTACAO DE MESTRADO

Desenvolvimento do pré- tratamento por explosiio com vapor
da palha de cana-de-agicar para producio de etanol de segunda

geracao via hidroélise enzimatica.

Autor: José Augusto Travassos Rios Tomé.
Orientador : Prof. Dr. Rubens Maciel Filho.
Co-Orientadora: Prof®. Dra. Aline Carvalho da Costa

A Banca Examinadora composta pelos membros abaixo aprovou esta Dissertaciio:

L /Y

Prof. Dr. Rubens Maciel Filho
UNICAMP — Universidade Estadual de Campinas

Awbnimeo F. oo Mlwide, Mt

Prof. Dr. Ambrosio Floréncio de Almeida Neto
UNICAMP — Universidade Estadual de Campinas

e Lol %W

Dra. Vera Lucia Reis de Gouveia
CTBE - Laboratério Nacional de Ciéncias e Tecnologia do Bioetanol

Campinas, 28 de Julho de 2014.

vi



vii



DEDICATORIA

Aos meus pais Antonio e Geralda.
Aos meus irmdos Maria Emilia e Jodo Guilherme.
A minha esposa Adriana Liicia.

Ao meu filho Artur.

viii



ix



AGRADECIMENTOS

Aos meus orientadores Prof. Dr. Rubens Maciel Filho e Prof®. Dra. Aline Carvalho da Costa

por todo o suporte e confianga concedidos durante a realizacdo deste trabalho.

Ao Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) que me permitiu conciliar trabalho e estudo,
forneceu toda a estrutura de laboratérios e planta piloto necessdrias para realizacdo dos
experimentos, e principalmente pela oportunidade de durante a realizacdo deste trabalho esta
dentro de um ambiente inovador onde a transformacdo de conhecimento em tecnologia e
desenvolvimento socioecondmico faz parte da atmosfera e contamina todos que por ali estdo.
Em especial agradeco a todos os integrantes da equipe do projeto etanol de segunda geragao,

amigos com quem troquei experiéncias de grande valor.

A FAPESP que através do Programa de Pesquisa em Bioenergia (BIOEN) permitiu que esse
trabalho fosse parte de um projeto maior para desenvolvimento de um “Processo Integrado
para Producdo Total de Bioetanol e Emissao Zero de CO>”, possibilitando a interacdo com

outros pesquisadores e dreas, enriquecendo desta forma o aprendizado construido.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo desse trabalho.



Xi



“Sugar is the new oil.”
John Doerr

xii



Xiii



RESUMO

Biomassas de diversos tipos t€ém sido investigadas, ao redor do mundo, como matérias-
primas para a producdo de etanol de segunda geracdo, uma vez que esse € um biocombustivel
com grande potencial para substituir parte significativa dos combustiveis fdsseis, refletindo
em intimeros beneficios sociais, ambientais e econdomicos para a sociedade. No Brasil, o
interesse pela palha de cana-de-acicar tem aumentado nos ultimos anos, uma vez que a
estimativa de demanda por biomassa indica que a quantidade de bagaco, principal biomassa
estudada nos ultimos anos, ndo sera suficiente. Neste trabalho investigou-se o pré-tratamento
da palha de cana-de-agucar por explosdao com vapor visando maior rendimento e seletividade
no fracionamento dos seus principais constituintes, além de maior conversao da celulose
numa subsequente etapa de hidrdlise enzimdtica. Foi empregado na primeira etapa de
experimentos um planejamento fatorial fracionado para avaliar os efeitos das varidveis
tempo, pressdo, umidade e concentracdo de catalisador. Na segunda etapa do trabalho as
varidveis tempo, pressdo e catalisador foram investigadas através de um delineamento
composto central rotacional (DCCR) para identificar as regides 6timas de processo por meio
das superficies de resposta. Dentro das condi¢Oes investigadas os resultados obtidos
demonstram que a palha de cana-de-agucar é uma biomassa com grande potencial de
aproveitamento para produgdo de etanol de segunda geracdo e o pré-tratamento por explosao
com vapor € adequado para o seu processamento. Rendimento maximo de glicose na ordem
de 78% foi alcangado ap0s etapas de pré-tratamento (16 kgf/cm?2, 8 min, 2,1% m/m SO») e
hidrdlise enzimdtica (8% TS, 2 FPU/gTS, 48 h).

Palavras chave: Palha de Cana-de-aguicar, Pré-Tratamento, Hidr6lise Enzimaética, Etanol de
Segunda Geracao.
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ABSTRACT

Many different kinds of biomass have been investigated worldwide, as raw materials for the
second generation ethanol production, since this is a biofuel with wide potential to replace a
significant fraction of fossil fuels, reflecting numerous social, environmental and economical
benefits for society. In Brazil, the interest in sugarcane straw has increased in recent years,
as the estimated demand for biomass indicates that the amount of sugarcane bagasse, the
main biomass studied in recent years, will not be enough. In this work, the steam explosion
pretreatment of sugarcane straw was investigated to enhance the yield and selectivity in the
fractionation of the main biomass constituents, as well as to enhance the cellulose conversion
in a subsequent enzymatic hydrolysis process. In the first step a fractional factorial design
was performed to study the effect of the factors time, pressure, humidity and catalyst
concentration on the response variables. In the second step of the work the factors time,
pressure and catalyst were investigated using a central composite design (CCD) to identify
the optimal operational process regions through response surfaces. Within the investigated
conditions the results obtained demonstrate that the sugarcane straw is a great potential
biomass for second generation ethanol production and steam explosion pretreatment is
suitable for this processing. Maximum glucose yield around 78% was achieved after
pretreatment at 16 kgf /cm 2, 8 min and using 2.1% SO as catalyst, followed by enzymatic

hydrolysis at 8% (w/w) solids, 2 FPU cellulase / g pretreated straw after 48 h.

Key word: Sugarcane Straw, Steam Explosion Pretreatment, Second Generation Ethanol,
Enzymatic Hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

A disponibilidade de energia é uma necessidade bdsica para o desenvolvimento
econdmico mundial. Dados publicados no Word Energy Outlook 2012, partindo da
estimativa de crescimento do produto interno bruto (PIB) mundial de 3,5% por ano entre
2010 e 2035, juntamente com o aumento populacional de 6,8 bilhdes para 8,6 bilhdes no
mesmo periodo, apontam para um aumento de 35% na demanda de energia priméria mundial
até 2035. Associado a essa previsdo estd o fato de que 80% dessa demanda atualmente é
suprida por fontes de origem féssil (carvao mineral, petrleo e gds natural), o que resulta em
milhares de toneladas de CO; emitidas para atmosfera, sendo essa uma das principais causas

do efeito estufa e consequente aquecimento global (International Energy Agency 2012).

Dentro deste contexto, a busca por fontes renovaveis para uso como matéria-prima de
uma ampla gama de produtos, muito deles substitutos diretos do petrdleo, cada vez mais tem
se tornado foco de pesquisas por institui¢des diversas em todo o mundo. Entre as fontes de
energia renovaveis a biomassa € a mais pesquisada, superando, por exemplo, a solar, edlica,

hidrica e geotérmica juntas (Manzano-Agugliaro et al., 2013).

Uma vez que o setor de transportes responde por mais da metade do consumo de
petréleo no mundo, aumentar a producdo e uso dos biocombustiveis, com destaque para o
etanol, € visto como uma das principais agcdes necessarias para reduzir o consumo de petréleo.
Virios paises ja anunciaram planos e medidas para ampliar a inser¢do do etanol como
combustivel, principalmente por meio da mistura a gasolina, o que triplicard a demanda atual

ao longo dos proximos 20 anos (International Energy Agency 2012).

Em se tratando da producio de etanol a partir da biomassa lignoceluldsica, foco deste
trabalho, os novos processos sdo uma das mais inovadoras tecnologias em fase de
desenvolvimento e potencialmente podem resultar em aumento significativo da producao de
biocombustiveis, resultando ainda em uma gama de outros subprodutos, considerados
compostos de valor agregado dentro do conceito de biorrefinarias (FitzPatrick et al., 2010;

Kamm & Kamm, 2004; Menon & Rao, 2012).



No entanto, muitos fatores fisico-quimicos, estruturais e composicionais associados
a biomassa contribuem para a complexidade e consequente inviabilidade econdmica dos
processos de conversdo, se o processo ndo for adequadamente desenvolvido. Uma das rotas
tecnoldgicas que tem recebido bastante atengdo, por conta principalmente do potencial de
desenvolvimento atrelado a biotecnologia moderna, € a rota enzimdtica, que acontece em
condi¢des brandas de temperatura e proporciona reagdes de elevada especificidade, o que
resulta em altos rendimentos e baixa producdo de produtos indesejdveis. Para essa rota os
processos de pré-tratamento da biomassa sao considerados fundamentais, uma vez que existe
anecessidade de alterar e/ou remover impedimentos estruturais e composicionais para a etapa
de hidrdlise, possibilitando a melhora da taxa de hidrdlise enzimdtica e o aumento no

rendimento de agucares a partir da celulose.

InvestigacOes experimentais das mudancas fisicas e reacOes quimicas que ocorrem
durante o pré-tratamento sdo importantes para o desenvolvimento de modelos que posam ser
utilizados no projeto racional de processos de pré-tratamento. Além disso, condi¢des
operacionais de processo podem ser desenvolvidas sob medida para caracteristicas quimicas

e estruturais especificas de diferentes fontes de materiais lignoceluldsicos (Mosier et al.

2005).

1.1 Objetivo Geral

O Objetivo deste trabalho € avaliar o potencial do pré-tratamento por explosdao com
vapor da palha de cana-de-actucar para producio de etanol de segunda geracdo via hidrolise

enzimatica.

1.1.1 Objetivos Especificos

Para atingir o objetivo principal do trabalho os seguintes objetivos especificos foram

estabelecidos.



1. Estudar entre as varidveis de processo, pressdo, tempo, concentracao de
catalisador e umidade, quais s@o as de maior efeito na efici€ncia do pré-tratamento da palha
de cana-de-acucar. Os indicadores de efici€éncia sdo: a) o rendimento e seletividade no
fracionamento dos seus principais constituintes (celulose e hemiceluloses) e b) a posterior

conversao da celulose pela hidrélise enzimatica.

1i. Identificar condicdes 6timas de processo com base nas varidveis de maior
efeito. Para isso serdo geradas superficies de respostas que relacionam os niveis operacionais
das principais varidveis com respostas de eficiéncia, fracionamento dos componentes

celulose e hemiceluloses durante pré-tratamento, conversao enzimatica e recuperacao global.

1.2  Principais contribuicoes deste trabalho

Diante da perspectiva de elevada demanda por biomassa para produgdo de etanol de
segunda geragdo o conhecimento sobre o potencial de uso da palha como matéria-prima e a
avaliacdo experimental de diferentes tipos de processo sdo de estrema importancia. Dentro

deste contexto se destacam como principais contribui¢des desse trabalho:

- Uso da palha de cana-de-acticar com matéria-prima. Uma vez que a maior parte dos
estudos para desenvolvimento do etanol 2G sdo realizados com bagaco de cana-de-agucar a

disponibilidade de dados do potencial da palha sdo escassos.

- O processamento da palha de cana-de-acticar proveniente diretamente do campo e
também do processo de enfardamento. Desta forma a matéria-prima foi avaliada da forma
que realmente serd utilizada em processos de escala industrial, onde quantidade substancial

de impurezas minerais sdo incorporadas a biomassa.

- A experimentacdo da etapa de pré-tratamento por explosao com vapor em escala de
PDU (“Process Development Unit”), de forma que os dados gerados estdo mais proximo da
escala industrial e por esse motivo sdo mais apropriados para avaliagdes técnico-econdmicas

de processo.



- A proposi¢io do Indice de Fracionamento (IF) para avaliar a eficiéncia de
recuperagdo nio somente da fracao celulose mais também da fracdo hemicelulose de forma

integrada.

- Planejamento experimental completo em duas etapas. Desta forma foi possivel
avaliar o efeito de varidveis importantes como umidade e catalizador, além da pressao e

tempo que normalmente sdo investigadas.

- Balanco de massa completo. A partir desse trabalho uma quantidade maior de dados
detalhados de rendimentos das diferentes etapas do processo tornam-se disponiveis e podem

ser utilizados como benchmark para o aperfeicoamento do processo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biomassa Lignocelulésica

Atualmente, uma das matérias-primas com maior potencial para producdo de etanol
¢ a biomassa lignocelulésica, pois além da disponibilidade em grande quantidade em
diferentes regides do globo, o uso dessa biomassa para produ¢do de grandes quantidades de
combustiveis para o transporte, em principio, ndo interfere no suprimento de alimentos e na

biodiversidade.

A biomassa lignoceluldsica consiste na parede celular das plantas, a qual é composta
principalmente por biopolimeros, como a celulose, que corresponde a 35-50% do total, as
hemiceluloses, 20 a 35%, e a lignina, 10-25%. Cinzas e outros componentes menores também
estdo presentes na biomassa lignoceluldsica. Todos esses componentes estdo arranjados em
um complexo heterogéneo de polimeros de carboidratos e lignina, contendo de 55 a 75% de
carboidratos em peso seco (Figura 1) (Cao & Aita 2013; Ojeda et al., 2011; Abud et al., 2013;
Singh et al., 2014).

A parede celular € dividida em trés camadas; a parede celular primaria, ndo lignificada
e mais fina; a parede celular secunddria, altamente lignificada e mais espessa; e a lamela

média, que € responsavel por fornecer suporte as células adjacentes. A estrutura geral da
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parede celular contém microfibrilas incorporadas em uma matriz amorfa, resultando em uma
estrutura rigida e compacta. As microfibrilas sdo compostas de celulose, enquanto o material
amorfo contém hemiceluloses e lignina. A celulose e as hemiceluloses estdo rigorosamente
associadas com a lignina, provendo, desse modo, prote¢do contra a acdo de agentes

hidroliticos, tais como as enzimas (Abud et al., 2013).

625,
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- ! Lignina
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Ligacbes H

=t = =}
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Figura 1: Estrutura da biomassa lignocelulésica (Rubin 2008).

2.1.1 Principais Constituintes

A celulose (C¢H100s5)n € o principal constituinte estrutural da parede celular. Ele € um
homopolimero formado por mondmeros de D-glicose ligados por ligagdes B 1-4, tendo a
celobiose (2 unidades de glicose) como unidade construtiva, e possui regides cristalinas,
altamente ordenadas, resistentes a despolimerizacdo e insoliveis em dgua, e regides nao

cristalinas, ou seja, amorfas. Ela é organizada em fibrilas, envolta por hemiceluloses e



lignina, e fornece resisténcia mecanica e estabilidade quimica as plantas (Fernando et al.,

2012; Singh et al., 2014; Mosier et al., 2005)

As hemiceluloses sdo outros componentes presentes na biomassa lignocelulésica em
quantidades significativas. Sao heteropolimeros que apresentam compostos de baixo peso
molecular e uma mistura de monossacarideos de 5 (pentoses) e 6 (hexoses) carbonos, como
glicose, manose, xilose e arabinose, em uma estrutura aleatéria, ramificada e amorfa, que
possui pouca for¢a de ligacdo, sendo, portanto, mais susceptivel a hidrdlise quimica,

enzimdtica e ao calor, comparando-se a celulose (Fernando et al., 2012; Singh et al., 2014)

As hemiceluloses formam ligacdes de hidrogénio com a celulose, ligacdes covalentes
com lignina, principalmente ligacdes benzil-éter, e ligacdes éster com acetil e dcidos
hidroxicinamicos, as quais restringem a liberacdo dos polimeros hemiceluldsicos da parede

celular, sendo necesséario, portanto, seu isolamento (Bian et al., 2012).

As hemiceluloses sdo fonte potencial de acucares fermentesciveis, os quais podem

dar origem a diversos produtos (Singh et al., 2014).

A lignina (CoH1002(OCH3)n) é um heteropolimero aromético complexo que
apresenta alta estabilidade, e completa a estrutura rigida das paredes celulares de plantas e
arvores. Entre os constituintes da biomassa, ela é a mais resistente aos ataques biolégicos
(Fernando et al., 2012; Jonglertjunya et al., 2014; Singh et al., 2014). Ela fornece rigidez,
impermeabilidade e resisténcia mecanica aos tecidos vegetais, e € a principal responsavel

pela recalcitrancia da biomassa (Ragauskas et al., 2014; Azadi et al., 2013).

Além dos trés principais compostos, hd outros compostos em menor quantidade, que
sdo extraiveis, tais como as resinas, lipideos e acidos graxos, fendis, fitoesterdis, sais e

minerais (Long et al., 2013).
2.2 Biomassas para producao de etanol de segunda geracao

Biomassas de diversos tipos tém sido investigadas, ao redor do mundo, como
matérias-primas em processos de conversdao para uma gama de produtos (Figura 2). Cada

regido possui uma biomassa caracteristica com maior potencial de aplicacdo devido a



diversos fatores como, por exemplo, tipo de solo, clima, resisténcia a pragas entre outros. No
Brasil, além do bagaco e da palha de cana-de-agucar, o estudo e desenvolvimento da cana

energia comparado a outras culturas energéticas merece destaque.

Figura 2: Diversidade de biomassas utilizada em projetos de etanol de segunda geracio no mundo:
Espiga de milho (A), Palha de Milho (B), Lascas de Madeira (C), Palha de Trigo (D), Palha de Arroz
(E) e Palha de Cevada (F).

2.2.1 Bagaco de cana-de-aciicar

7z

Entre as diversas biomassas, o bagaco de cana-de-agicar é um dos materiais
lignocelulésicos mais abundantes (Figura 3). Somente no Brasil foram produzidas 659
milhdes de toneladas de cana-de-acucar durante a safra 13/14. Em geral 1 tonelada de cana-
de-agicar gera em torno de 140 kg de bagaco (base seca); isso resulta em quantidades

expressivas dessa biomassa disponiveis nas biorrefinarias de cana-de-actcar no Brasil.

Ap06s as mudangas na regulagdo do mercado da eletricidade que permitiram a venda
de bioeletricidade a rede, centrais de cogeracdao alimentadas com bagacgo foram construidas
dentro das biorrefinarias proporcionando assim uma nova fonte de renda. No entanto, existem

opcdes de tecnologias em desenvolvimento que podem proporcionar o uso mais eficiente



dessa biomassa, como por exemplo, a geragdo de eletricidade a partir da gaseificacdo ou a

producdo de etanol de segunda geracdo pela hidrélise enzimadtica (Dantas et al., 2013).

Algumas vantagens sdo evidentes quando se compara o bagaco de cana-de-acgicar
com outras biomassas, entre elas destaca-se o fato de o bagaco ja estd disponivel dentro da
industria, eliminando custos de transporte, além do fato que depois de processar a cana-de-
acucar nas moendas, o bagaco ja € obtido com umidade e tamanho de fibras adequados para
o processo. Uma desvantagem dessa biomassa € a quantidade de areia presente, que em média
representa em torno de 2 a 4% da biomassa, mas pode alcangar valores superiores a 10%,
dependendo das condi¢des de colheita e procedimentos de limpeza da cana-de-agucar. Estas
impurezas causam desgastes nos equipamentos de processo devido a abrasdao e também
aumentam a capacidade tamponante da biomassa, impedido a acdo dos 4cidos e reduzindo

assim a eficiéncia na solubilizacdo da hemicelulose. A Figura 3 mostra a forma como o

bagaco fica disponivel “in-natura’ apds o processamento da cana-de-actcar.

Figura 3: Bagaco de cana-de-aciicar estocado dentro de uma biorrefinaria de cana-de-acicar (arquivo
pessoal).



2.2.2 Palha de cana-de-aciicar

A definicdo de palha diverge dependendo da drea de especialidade e da literatura
consultada, podendo ser chamada também de palhico ou palhada. Na industria das
biorrefinarias de cana-de-agucar o mais comum € considerar a palha como a massa organica

formada por folhas verdes, folhas secas e ponteiros da cana-de-agucar (Figura 4).

T AWAS 55
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Colmo

G S

Folhas secas
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Figura 4: Partes que constituem a palha de cana-de-aciicar (arquivo pessoal).

Durante muito tempo a palha foi queimada nos canaviais com o objetivo de facilitar
as operacdes de corte, carregamento e transporte da cana-de-agucar. Contudo, aspectos
legais, ambientais e econdOmicos induziram a mecanizac¢do da colheita, que dispensa a pratica
da queima. Reforcando este processo de mecanizaciao, uma série de programas e legislacoes
foram estabelecidas. No estado de Sao Paulo, por exemplo, em 2007, ficou acordado no
Protocolo Agroambiental do Setor Sucroalcooleiro que 100% das dreas mecanizdveis
(declividade de até 12%) deveriam eliminar a queima até 2014, e no caso das areas nao
mecanizaveis (declividade superior a 12%), o prazo para eliminar por completa a queima €

2017 (Leal et al., 2013).



Com a elimina¢ao da queima cerca de 140 kg de palha (base seca) por tonelada de
cana-de-actcar € disponibilizada no campo e se considerada a produc¢do atual de cana-de-
acuicar cerca de 92 milhdes de toneladas de palha sdo produzidos no Brasil. Estudos
agrondmicos demonstram que o excesso de palha deixada no campo afeta a umidade e
temperatura do solo, favorece a proliferacdo de parasitas e acarreta em prejuizos para a
cultura; contudo, sua total remog¢do impacta na fertilidade e retenc@o de dgua do solo, e pode
tornd-lo mais susceptivel a erosdo. Dessa forma é importante manter parte da palha no campo
e a estimativa é que essa quantidade seja entre 30 a 50% da palha produzida.
Consequentemente cerca de 50 a 70% pode ser removida e utilizada para cogeragdo de

energia ou producdo de etanol de segunda geracdo (Leal et al., 2013; Oliveira et al., 2013).

Um dos principais desafios para uso da palha € o transporte dessa biomassa do campo
para a industria a custos competitivos. Nos ultimos anos foram testadas diferentes
alternativas, como por exemplo, levar a palha juntamente com a cana-de-agucar; no entanto,
a baixa densidade da palha inviabiliza esse tipo de operacdo. O enfardamento da palha é a
rota que atualmente apresenta melhor viabilidade técnico-econdmica e ja € praticado em
alguns projetos em escala industrial. Nessa rota, a palha é adensada através de maquinas,

chamadas enfardadoras, e o fardo resultante pode alcangar em torno de 230 kg/m? (Figura 5).
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Figura 5: Maquina enfardadora de palha de cana-de-acicar (GranBio 2014).

2.2.3 Culturas Energéticas dedicadas a biomassa

O termo “Culturas Energéticas” ou em inglés “Energy Crops” ¢ usado para se referir
as culturas que sdo cultivadas exclusivamente com a finalidade de produzir biomassa
lignocelulésica, ndo sendo destinada, portanto, a alimentacdo. Inicialmente, elas foram
desenvolvidas para serem usadas em processos de combustdo e conversdo térmica;
entretanto, como oferecem altos rendimentos, ou seja, massa de biomassa por hectare, elas
se tornaram fontes de grande interesse para a producdo de biocombustiveis de segunda

geracdo (Kogar & Civag 2013; Rahman et al., 2014).

Estas culturas sdo, principalmente, as gramineas perenes e as drvores de rapido
crescimento. Dentre as gramineas perenes, as principais usadas como culturas energéticas
sd0 o Miscanthus, Switchgrass e, mais recentemente, uma variedade especial de cana-de-

acucar que esta sendo chamada de “Cana Energia” (Kim & Day 2011; Atkinson 2009).

Miscanthus € uma cultura perene, possui mecanismo bioquimico C4 para fixacao do
carbono, origindria da Asia, da familia Poaceae, pertencente a tribo Andropogoneae, a qual

inclui o milho, o sorgo e a cana-de-actcar. Nos ultimos 5 — 10 anos, a espécie Miscanthus
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foi avaliada como uma fonte potencial para a producdo de energia, pois possui rendimentos
elevados de material lignocelulésico (Atkinson 2009; de Souza et al., 2013). A taxa
fotossintética da espécie Miscanthus é cerca de 20 pmol de CO2> m™? s!; esse rendimento
fotossintético resulta em maiores taxas de crescimento da planta — para plantas C4, 50 g m™
dia™!, comparado com as C3, 30-40 g m? dia’!. Esta capacidade também implica em uma
maior captura de radiac@o solar, que pode ser melhorada em temperaturas mais elevadas.
Com essas caracteristicas, a produgdo de energia a partir dessa fonte € uma das maiores,
comparadas com outras fontes de energia renovaveis (Gtowacka 2011; W. Zhang et al.,

2013).

A relagdo da energia da espécie Miscanthus é cerca de 1:32 maior que a de qualquer
cultura agricola atual, como, por exemplo, o trigo. Portanto, essa espécie € uma fonte muito
atraente para a geracao de energia renovavel, e além de possui elevado rendimento € de facil

cultivo, e tem baixa exigéncia de nutrientes, como o nitrogénio (Atkinson 2009).

Switchgrass € uma planta perene, C4, de clima quente, nativa da América do Norte.
Embora seja de clima quente, € tolerante ao frio, e isso possibilita a existéncia de diversas
culturas adaptadas em vérias regides da América do Norte. Essa espécie foi identificada como
uma cultura energética, e € uma promessa no setor de bioenergia, pois apresenta alta
produtividade, adequacdo a qualidade do solo de cultivo, baixa exigéncia de 4gua e

nutrientes, beneficios ambientais e flexibilidade de uso (Keshwani & Cheng 2009).

A Cana Energia tem sido desenvolvida a partir do cruzamento da cana-de-agucar
tradicional com seus parentes silvestres ou com outras espécies do género Miscanthus e
Erianthus. Normalmente esses ndo t€m a capacidade de acumular niveis tdo elevados de
acucar, como a cana-de-agucar cultivada; contudo apresentam caracteristicas desejaveis,
como a resisténcia a doengas e a tolerancia ao frio. Portanto, com o cruzamento, se obtém

um hibrido que apresenta maior teor de fibra, e melhor tolerancia ao frio (Knoll et al., 2013).

Dois tipos de cana energia estdo atualmente em desenvolvimento. A cana energia tipo

I é selecionada e cultivada a fim de maximizar tanto os agucares presentes, quanto as fibras.
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No inicio do desenvolvimento acreditava-se que com o uso de gendtipos voltados a produgao
de biomassa, e com o uso integral da planta, inclusive o topo e as folhas da planta, poderia
aumentar o rendimento da biomassa em até 2 ou 3 vezes mais, 0 que deu origem as pesquisas

de desenvolvimento desse tipo de cana-de-acticar (Fedenko et al., 2013; Knoll et al., 2013).

A cana energia tipo I apresenta teor de acicar semelhante as culturas tradicionais,
aproximadamente 130 g/kg de massa fresca, e o que a diferencia é a maior fracao de fibras,
cerca de 170 g/kg de massa fresca. Desse modo, observa-se que esse tipo tem o propdsito de
produzir biomassa lignoceluldsica, além do actcar, para gerar etanol, maximizando seu

rendimento (Knoll et al., 2013).

A cana energia tipo II € definida como a cana que € selecionada e cultivada visando
obter principalmente (ou somente) fibras; desse modo, se torna uma grande fonte de matéria-
prima para gerar eletricidade e produzir etanol celuldsico. Elas apresentam um teor
relativamente baixo de agucares, sendo cultivadas visando a obten¢do de biomassa
lignoceluldsica. Na base seca, apresentam somente 50 g/kg de agucares, e cerca de 300 g/kg
de fibras, teor bem mais elevado que o presente na cana energia tipo I (170 g/kg), e na cultura
tradicional (120 g/kg). Além disso, esse tipo € o que apresenta o menor teor de dgua, o que

lhe rende cerca de 860 g/kg de fibra na massa seca (Khan et al., 2013; Knoll et al., 2013).
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% da massa

Na Figura 6 sdo apresentadas as diferengas na composicao dos trés tipos de cana-de-

acucar.
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Figura 6: Composicdo da cana-de-aciicar, cana energia tipo I e cana energia tipo II. Adaptado de Tew
& Cobill, 2008.

2.3 Etapas do processo de producao de etanol de segunda geraciao

O processo de obten¢do de etanol a partir de materiais lignocelulésicos envolve trés
principais etapas: o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica, o qual permite a conversao
da estrutura recalcitrante em intermediarios celuldsicos reativos; a hidrélise enzimatica da
celulose, a qual € responsdvel por hidrolisar os intermedidrios obtidos no pré-tratamento em
acucares fermentdveis; e, por fim, a fermentacio, que produz etanol celuldsico a partir dos

acucares presentes (Singh et al., 2014; Biswas et al., 2014).
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2.3.1 Pré-tratamento

O objetivo desta etapa € romper a estrutura da parede celular, pela solubilizacdo das
hemiceluloses e da lignina, a fim de tornar a celulose mais acessivel a hidrélise enzimdtica
(Figura 7). Um pré-tratamento eficaz provoca redu¢do no tamanho das particulas, aumento
da 4rea superficial (porosidade), reducdo na cristalinidade da celulose, quebra das
hemiceluloses, e redistribuicdo da lignina sem que se tenha a formagdo de produtos que
inibam a acdo microbiana na fermentagcdo do etanol. Desse modo, € necessdrio otimizar os

parametros do processo, especificamente para cada tipo de matéria-prima, com o propdsito

de melhorar a eficiéncia do mesmo (Amiri et al., 2013; Biswas et al., 2014; Njoku et al.,

2013; Mosier et al., 2005)

Figura 7: Ilustracdo do efeito do pré-tratamento na fibra de biomassa: As microfibrilas de celulose (em
verde) expostas apos remocao das hemiceluloses, porém com partes de lignina (em marrom) presas na
sua estrutura. (Thomas Splettstoesser 2014).

O pré-tratamento € uma etapa que exerce grande influéncia nas etapas subsequentes,
caso nao seja adequado causa, principalmente, baixa taxa de hidrélise enzimética e resulta
em compostos inibidores da etapa de fermentagcao. Além disso, estudos demonstram que a
etapa de pré-tratamento € uma das que exigem maiores investimentos, sendo responsavel por

até 40% do investimento total (Singh et al., 2014; Biswas et al., 2014; Kuhad et al., 2011)
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Existem diversos processos de pré-tratamento, alguns em estagio de desenvolvimento
mais avangado e, portanto mais competitivos no curto prazo, € outros em estidgios mais
iniciais de desenvolvimento, com potencial de serem competitivos a longo prazo. Os
processos sdo em geral divididos em fisicos, quimicos, térmicos, termoquimicos, biolégicos
e mesmo uma combinacdo deles (Njoku et al., 2013; Biswas et al., 2014). Alguns processos
bem conhecidos de pré-tratamento sdo explosdo com vapor; processo hidrotérmico catalisado
ou ndo; hidrélise dcida; pré-tratamento alcalino, e mais recentemente tem sido demonstrado
o potencial dos liquidos i0nicos para pré-tratamento. Existe um consenso na comunidade
cientifica de que nao existird um tnico pré-tratamento que serd aplicado para todos os tipos
de biomassa e objetivos. Ao invés disso, diferentes pré-tratamentos ou combinagdes de
diferentes pré-tratamentos serdo utilizados de acordo com necessidades especificas. Por
exemplo, pré-tratamentos diferentes serdo utilizados para: (a) obtencdo de produtos de baixo
valor econdmico e grande quantidade de produgdo (commodities), em comparacao com (b)
produtos de alto valor agregado e baixo volume de produgdo (especialidades quimicas)

(Saddler & Kumar 2013).
2.3.1.1 Explosao com Vapor

Ha diversos métodos de pré-tratamento empregados na atualidade; entre esses, o de
explosdo com vapor tem demonstrado ser eficiente para diferentes materiais lignoceluldsicos,

incluindo o bagaco de cana (Oliveira et al., 2013; Soares et al., 2011; Aguiar et al., 2013).

O pré-tratamento por explosdo com vapor € um método que combina ruptura
mecanica e acdes quimicas, consistindo no aquecimento da biomassa com vapor saturado,
seguido de uma descompressao subita do sistema pressurizado. No processo, sdo empregadas
temperaturas entre 180 a 240°C e pressdes em torno de 5 a 20 kgf/cm?, por um tempo de
reacdo que varia de 2 a 30 minutos, podendo ser realizado na presenca ou ndo de um
catalisador. Durante a reacao, o vapor penetra no material lignoceluldsico, e, em seu interior,
ele se condensa, formando 4gua liquida. Apds a reagdo, se segue uma descompressao
explosiva, onde a dgua é rapidamente evaporada, gerando a destrui¢do da estrutura da
biomassa. O processo causa a hidrolise parcial de hemiceluloses e lignina, e a desfibrilaciao

dos feixes de celulose, que resulta no aumento da acessibilidade pelas enzimas nessas
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estruturas, facilitando a hidrélise e posterior fermentacdo (Singh et al., 2014; Aguiar et al.,

2013; Oliveira et al., 2013; Chen et al., 2014).

O processo pode ser compreendido por duas etapas, a auto hidrdlise e a
descompressao. Na primeira, a alta temperatura promove a formagao de acido acético a partir
de grupos acetila ligados as hemiceluloses, o que culmina na hidrélise destas. A segunda
etapa, a fase de descompressdo, causa a redu¢do do tamanho das particulas da biomassa,
aumentando o acesso enzimadtico a celulose (Rocha et al., 2012). Estudos sugerem que a
eficiéncia do processo se relaciona com diversos fatores, tais como a temperatura empregada,
o tempo ao qual a biomassa fica submetida as condi¢cdes do tratamento, o tamanho da

particula e o teor de umidade (Talebnia et al., 2010; Liu et al., 2013; Zhang et al., 2012).

O pré-tratamento da biomassa por explosdo com vapor apresenta algumas vantagens
em relacdo aos outros. As principais vantagens sdo a menor utilizacao de produtos quimicos
perigosos, a sua alta eficiéncia no uso de energia, € o baixo impacto ambiental. Entretanto, o
processo apresenta também algumas desvantagens como a formacdo de produtos quimicos

toxicos, e a ruptura incompleta da lignina durante o processo (Rocha et al., 2012).

O uso de catalizadores para melhorar a eficiéncia do pré-tratamento por explosao com
vapor ja foi bastante investigado. Apds andlise dos resultados reportados na literatura €
possivel evidenciar que os catalizadores provocam uma maior solubilizacdo das
hemiceluloses em condi¢des de baixa severidade, desta forma uma fracdo maior das
hemiceluloses sdo recuperadas na fracdo liquida na forma de agicares monoméricos. Entre
os catalisadores acidos mais empregados podemos citar o SOz que por sua forma gasosa
permite melhor homogeneizagdo com a biomassa e em contato com a dgua (umidade da
biomassa ou vapor condensado) reage para formar o dcido sulfuroso que € menos corrosivo
para os equipamentos quando comparado com outros dcidos mais fortes como o 4cido
sulfurico, por exemplo. No entanto, o custo do catalizador ainda € uma desvantagem quando
comparado com o processo autocatalitico. Outros dcidos citados sao 0 CO» e o dcido fosférico
(H3PO4), o primeiro por ser encontrado disponivel dentro das biorrefinarias de cana-de-
acucar, como resultado da fermentacao para producao do etanol, parece ser uma vantagem,
porém, a necessidade de concentrar e a maior dificuldade de impregnacao sdo caracteristicas

que diminuem sua atratividade. Ja o 4cido fosférico (H3PO4) pode ser impregnado na
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biomassa mais facilmente e seu uso também resulta em maiores teores de fosforo,
considerado nutriente importante para a fermentacdo. Nesse caso o custo associado é o
principal fator limitante para seu uso (Soderstrom et al., 2002; Ramos 2003; Macrelli et al.,

2012; Aguiar et al., 2013).
2.3.1.2 Processo Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico consiste em submeter o material lignoceluldsico a
altas temperaturas (150 a 230°C) e pressdo, baseado na presenga de dgua (na forma liquida
ou de vapor), incluindo o uso de catalisador ou ndo, com o proposito de transformar os
polissacarideos em moléculas de baixo peso molecular, que sejam soliveis em dgua (Duarte

et al., 2012; Boussarsar et al., 2009; Ruiz et al., 2013).

As principais desvantagens do processo sdo o elevado consumo de energia; a
formacdo de subprodutos, como &4cidos carboxilicos (principalmente &4cido acético e
férmico), formados pela oxidacdo e fragmentagdo dos polissacarideos; formacao de furfural
e hidroximetilfurfural por meio da reacdo de desidratacdo da glicose e xilose, e o risco de
diluir as solugdes de acgucar (Duarte et al. 2012). E suas vantagens, quando o processo nao
catalisado € utilizado, se concentram na prevencao da corrosao e auséncia da necessidade de
uma etapa de neutralizacdo, quando comparado com métodos que utilizam &cidos

(Boussarsar et al., 2009).
2.3.1.3 Hidrélise Acida Diluida

Esse método envolve a mistura da biomassa lignoceluldsica com os dcidos diluidos,
os quais sao submetidos a um processo de aquecimento, a uma temperatura moderada. Com
o objetivo de aquecer a mistura, outro método pode ser utilizado, como o aquecimento por
micro-ondas, onde ha conversdao de energia eletromagnética em energia térmica. Esses
processos aceleram a hidrélise da estrutura cristalina presente na biomassa (Chen et al.,

2012).

A utilizacdo de 4cidos diluidos na etapa de pré-tratamento da biomassa
lignoceluldsica leva a hidrélise das hemiceluloses e da celulose amorfa, gerando alto

rendimento de acticares fermentesciveis. Entre os processos utilizando 4cidos diluidos, o com
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acido sulftrico tem sido considerado como um dos mais rentdveis. No entanto, a exigéncia
de equipamentos fabricados com materiais mais nobres para suportar as condicoes dcidas é
uma desvantagem desse tipo de processo além dos subprodutos de degradacao da biomassa

(Chen et al., 2012; Jiang et al., 2013).
2.3.1.4 Pré-tratamento alcalino

Este método, assim como a hidrdlise dcida, utiliza reagente diluido (solu¢des alcalinas
diluidas), em condi¢des moderadas e controladas, o que provoca a redugdo da cristalinidade
da celulose, perturbacdes na estrutura da lignina, e quebra das ligacdes lignina-carboidrato.
O principal efeito desse processo é a remocdo da lignina presente na biomassa
lignoceluldsica, aumentando a reatividade dos polissacarideos restantes, além de remover os
grupos acetil e os dcidos urdnicos das hemiceluloses. Os reagentes mais comuns sao o

hidréxido de sddio, hidroxido de potédssio ou amonia (Chen et al., 2012; Khuong et al., 2014).

Em alguns casos o pré-tratamento alcalino € utilizado como uma segunda etapa de
processo apds a biomassa ser submetida a um pré-tratamento com 4cido diluido, por exemplo.
Nesses casos a hidrélise enzimdtica da celulose é favorecida, porém muitas vezes o
rendimento final de glicose € inferior, quando comparado com o pré-tratamento em uma
etapa, devido as perdas acumuladas pela inclusdo de mais uma etapa de pré-tratamento

(Wanderley et al., 2013; Guo et al., 2013).
2.3.1.5 Liquidos I6nicos

O pré-tratamento com liquidos i0nicos pode ser considerado um pré-tratamento
avangado, seu desenvolvimento € relativamente recente quando comparado a outros tipos de
processo. Em contato com o liquido i6nico a biomassa pode ser completamente dissolvida
sob condi¢des suaves de temperatura (Perez-Pimienta et al., 2013). Liquidos idnicos sdo sais
10nicos que apresentam baixo ponto de fusdo (geralmente abaixo de 100°C), conhecidos

como solventes “verdes” (Zhu et al., 2012).

Esse método apresenta vérias vantagens em relacao aos outros. Entre elas se destaca
a temperatura requerida no processo, que € inferior a de outros, e a utilizacio de reagentes e

processos quimicos menos nocivos. Entretanto, outros pontos também sdo considerados,
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como sua alta polaridade, grande poder solvente, baixa volatilidade e o fato de nao ser

inflamavel (Qiu & Aita 2013; Sun et al., 2013).

Esse método envolve a mistura do material lignoceluldsico ao solvente, na proporcao
determinada, em condi¢des adequadas de tempo e temperatura. Assim, pode-se obter uma
dissolugdo parcial ou completa da biomassa lignoceluldsica. Apds a dissolugdo, € realizada
a regeneracdo da biomassa, utilizando liquidos como dgua, acetona, diclorometano. O

resultado é uma biomassa constituida principalmente por carboidratos (Zhu et al., 2012).

O custo do liquido i6nico ainda € elevado; nesse caso 0Os processos em
desenvolvimento buscam reutilizar o mesmo para diminuir seu consumo (Lopes et al., 2013).
No entanto, um grande entrave a introducao desse processo em larga escala € a toxicidade do
liquido idnico tanto para as enzimas que realizam a hidrélise da celulose quanto para os
microrganismos necessdrios para fermentacdo dos agucares produzidos a partir da biomassa
por meio desse processo; por isso, uma etapa de lavagem € necesséria para remover o liquido
ionico apds o pré-tratamento, o que, em larga escala, torna o processo invidvel. Para
contornar o efeito toxico pesquisas estdo em desenvolvimento com o objetivo de identificar
coquetéis enzimdticos € microrganismos tolerantes ao liquido idnico residual no meio (Ruegg

et al., 2014; Shi et al., 2013).

Para superar a questio da inibi¢do das enzimas pelo liquido idnico os pesquisadores
do Joint BioEnergy Institute (JBEI), ligado ao Departamento de Energia dos Estados Unidos
(DOE), desenvolveram um coquetel de enzimas tolerante tanto ao liquido i6nico quanto ao
calor. O caminho seguido na pesquisa foi a exploracdo de bactérias termofilas, que, ao
contrario dos fungos filamentosos normalmente utilizados para produgdo de enzimas, sao
capazes de se desenvolver em altas temperaturas e também em condi¢des alcalinas. Essas
enzimas foram testadas posteriormente para desenvolver um processo que integra pré-
tratamento e hidrdlise enzimatica em apenas uma etapa, ou seja, uma vez que essas enzimas
toleram até 20% de liquidos idnicos no meio reacional, a hidrdlise enzimética pode ser
realizada simultaneamente ao pré-tratamento em um mesmo equipamento, resultando em um
salto significativo em direcdo a viabilidade técnica econdmica dessa tecnologia (Shi et al.,

2013).
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Pesquisadores do Joint BioEnergy Institute (JBEI) seguiram em frente no
desenvolvimento também de solu¢des para superar a inibicdo da fermentacdo pelo liquido
ionico residual. Nesse caso o estudo realizado identificou a origem genética da resisténcia
microbiana aos liquidos idnicos, sendo identificados dois genes em Enterobacter
lignolyticus, uma bactéria que vive no solo e € tolerante aos liquidos idnicos. Entdo, o gene
isolado foi introduzido a uma cepa da bactéria Escherichia coli para alcancar altos niveis de
producdo de etanol. Ao transferir esse gene as cepas de E. coli, esta adquire a capacidade de

crescer bem mesmo na presenca de concentracdes toxicas de liquidos idnicos (Ruegg et al.,

2014).

2.3.2 Hidrolise Enzimatica

A hidrdlise enzimdtica é uma etapa essencial para a producdo de etanol celuldsico
dentro da rota biotecnolégica, que pode ser considerada a mais proeminente para a conversao
da biomassa em acticares monoméricos, 0s quais sdo posteriormente fermentados para
producdo de bioetanol (Zhang & Wu 2013; Dyk & Pletschke 2012). Comparada a hidrélise
dcida, a enzimdtica apresenta inimeras vantagens, motivo pelo qual é amplamente
empregada; entre essas, podem ser apontadas as temperaturas requeridas, que sao menores
que as necessdarias para a hidrdlise dcida, € a menor formacao de subprodutos; contudo, a
vantagem que apresenta maior destaque € a obtencao de altos rendimentos de producgdo sob

condi¢cdes moderadas de processo (Zhang et al., 2013; Newman et al., 2013).

A hidrdlise enzimédtica da biomassa envolve vdérias etapas e ocorre em um sistema
heterogéneo, no qual a celulose insoluvel € inicialmente quebrada, na interface sélido-
liquido, pela acdo de enzimas. Essa degradacdo inicial é seguida por uma hidrélise em fase
liquida dos intermedidrios soldveis, tais como os celuloligossacarideos curtos e as celobioses,
que sao clivados pela B-glicosidase para producdo de glicose (Andri¢ et al., 2010). A
degradacao dos carboidratos da biomassa envolve a utilizagdo de varias enzimas, também
conhecidos como “coquetel enzimatico”, as quais atuam em sinergia, ou seja, a atividade das

mesmas em conjunto € superior a soma das atividades individuais.
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Embora o processo envolva grande nimero de enzimas, de diferentes classes, como
por exemplo, celulases, hemicelulases, ligninases, entre outras, geralmente trés sdo
necessdrias para degradar a celulose em glicose, sendo a exo-1,4-f glucanase
(celobiohidrolase), a endo-1,4B-glucanase e as B-glicosidades (celobioses). As exo-1,4-B-
glucanases atacam as extremidades ndo-redutoras da cadeia de celulose, dando origem as
celobioses; as endo-1,4-B-glucanases atuam no interior da cadeia, reduzindo o grau de
polimerizacdo, sendo responsaveis por hidrolisar aleatoriamente as ligacdes B-1,4 da
macromolécula; e as B-glicosidases convertem os oligossacarideos, tais como a celobiose,

em mondmeros de glicose (Das et al., 2011).

Diversos fatores podem alterar a eficicia do processo de hidrélise enzimatica, como
a concentracdo do substrato, a atividade da celulase e as condi¢des de reagdo, como pH e

temperatura (Biswas et al., 2014).

As concentragdes de enzima e substrato sdo os principais fatores que interferem na
producdo e taxa de hidrélise enzimatica da celulose. Em relag@o ao substrato, quando se tem
baixa concentracdo, um incremento resulta em aumento na taxa de producao e hidrélise até
certo ponto, pois altas concentracdes podem gerar inibicdo do substrato, reduzindo a
velocidade de reagcdo. Além disso, a susceptibilidade do substrato depende das suas
caracteristicas, tais como sua cristalinidade, grau de polimerizacdo, drea superficial e teor de
lignina. Em relacdo a atividade da enzima (celulase), se tem que ao incrementar sua
concentracdo, se obtém maiores taxas de hidrdlise; entretanto, ha um aumento substancial no

custo do processo. As concentracOes enzimdticas comumente utilizadas variam de 7 a 33

FPU/g de substrato (Modenbach & Nokes 2013; Zhang & Wu 2013).

As enzimas apresentam especificidades quanto as condi¢des em que atuam nos
processos, como pH e temperatura, as quais devem ser identificadas e 6timizadas para se
obter um elevado nivel de hidrdlise dos substratos. Quando as condi¢does empregadas nio sdao
ideais, o processo exigird o uso de maior quantidade de enzimas, o que se reflete na elevagcao
dos custos (Dyk & Pletschke 2012). As celulases obtidas a partir de fungos filamentosos
geralmente apresentam pH 6timo na faixa de 3,6 a 5,0 (dcida), enquanto algumas bactérias

podem produzir enzimas resistentes a condi¢cdes extremas de alcalinidade. Em relacdo a
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temperatura, a faixa de 40 a 50°C é normalmente empregada como condi¢cdo 6tima para a

acdo das celulases (Castro & Castro 2012).

Além desses fatores, atualmente, estdo sendo desenvolvidas pesquisas quanto ao teor
de sdlidos presentes no processo de hidrdlise; isto €, a relacdo da quantidade de biomassa e
da 4dgua. Como é um meio de tornar o processo de produ¢do mais vidvel economicamente,
grande foco tem sido concentrado nos processos que empregam alta carga de s6lidos, ou seja,
que apresentam pouca ou nenhuma 4gua livre. A hidrélise nestas condi¢des apresenta como
principal vantagem a maior concentragdo de acucares, que resulta em obten¢do de maiores
concentracdes de etanol; deste modo, o consumo de energia e os custos associados ao
processo de destilacdo podem ser reduzidos. Além disso, como € necessdria a adi¢dao de
menor quantidade de dgua, hd ainda maiores reducdes dos custos, devido ao menor volume
de 4gua a ser descartado e tratado, o que constitui outra vantagem do processo. Um processo
pode ser considerado de alto teor de sélidos se apresentar cerca de 15% de sdlidos

(Modenbach & Nokes 2013; Toquero & Bolado 2014).

2.4 Desenvolvimento de processos para producio de etanol de segunda geracao

utilizando palha de cana-de-acticar como matéria-prima.

Rocha et al., (2012) estudaram o efeito do pré-tratamento e deslignificacdo na
sacarificacdo enzimadtica da palha e do bagago de cana-de-actcar, além do pseudocaule de
bananeira como biomassa alternativa, objetivando a producdo de etanol. Na ocasido foram
investigados o pré-tratamento com dcido sulfdrico diluido (H2SO4) seguido de
deslignificacdo com hidréxido de sédio (NaOH) e o pré-tratamento hidrotérmico. O bagaco
apresentou conversao maxima (89,2%) pouco superior a alcangada com a palha (85%). Isso
mostra que a palha € uma biomassa promissora para uso na producdo de etanol.

Mais recentemente, Oliveira et al.,, (2013) deram continuidade aos trabalhos
desenvolvidos por Rocha et al. (2012), avaliando em escala industrial (2,5 m3), o pré-
tratamento por explosdo com vapor, € em escala piloto (20 L) o pré-tratamento com &cido
diluido da palha de cana-de-agicar, ambos seguidos de deslignificacdo alcalina. Como
resultado foi evidenciada maior conversao enzimatica para a palha pré-tratada por explosao

a vapor, alcancando 80%, € um acréscimo de mais 5% foi obtido apds a etapa de
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deslignificacdo. Os rendimentos das etapas de pré-tratamento podem ser avaliados
juntamente com as conversdes de hidrdlise objetivando uma resposta mais integrada do
processo.

Ainda em 2010, a comunidade europeia, por meio do FP7 (Seventh Framework
Programme), viabilizou um estudo conjunto entre universidades e empresas, do Brasil e do
exterior, com objetivo de desenvolver pesquisas na drea de conversdo de biomassa para
producdo de etanol, a partir das biomassas bagaco e palha de cana-de-agicar. Durante dois
anos todas as principais etapas do processo foram investigadas, desde a caracterizagdo
minuciosa da biomassa, passando pelo pré-tratamento, hidrélise enzimatica e fermentagao,
até a simulacdo do processo integrado com a usina de cana-de-agucar atual. Os estudos
mostraram que a palha € mais facilmente hidrolisdvel quando comparada com o bagaco, e a
integracdo dos processos traz vantagens significativas para a viabilidade (Macrelli et al.,

2012).

3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Todas as etapas experimentais descritas a seguir, desde a coleta e preparacdo da
biomassa, passando pelas etapas de caracterizacdo, pré-tratamento, hidrdlise enzimatica e
finalizando com as andlises dos produtos e subprodutos foram realizadas nas dependéncias
do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), em maior parte na planta piloto do projeto Etanol
de Biomassa. Na (Figura 8) € apresentado o fluxograma com as principais etapas do

desenvolvimento do processo.
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Planejamento
Experimental

Vv

Coleta e Preparagdo
da Palha

\

Caracterizagao da
Palha "in-natura"

Vv

Pré-Tratamento

Caracterizagdo da
Palha Pré-Tratada

Vv

Hidrolise Enzimatica

Vv

Analise de Produtos

Figura 8: Fluxograma das principais etapas do desenvolvimento do processo.

3.1 Planejamento experimental

O Planejamento Experimental foi estruturado em duas etapas, conforme apresentado

na Figura 9.

Na ETAPA 1 buscou-se identificar as varidveis de maior efeito na recuperacdo de
glicose ap0s as etapas de pré-tratamento e hidrélise enzimatica. Para isso foi realizado um

planejamento fatorial fracionado 2*! com 4 pontos centrais.
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Posteriormente, na ETAPA I, foi realizado um planejamento DCCR

(Delineamento

Composto Central Rotacional) com o objetivo de identificar a condicdo 6tima do processo a

partir da superficie de resposta gerada com base nas varidveis de maior efeito investigadas

na ETAPA 1.

Fatorial Fracionado

241+ 4 pontos centrais

(Total de 12 experimentos)

v

Avaliacdo das varidveis de maior efeito

> ETAPA I

no rendimento do processo. )

v

Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR)

v

Avaliacdo das regides 6timas de processo

por meio das superficies de resposta.

> ETAPA II

Figura 9: Diagrama ilustrativo das etapas do planejamento experimental.

Nas Tabela 1 e Tabela 2 sdo apresentados os niveis investigados para cada uma das

varidveis e a matriz de planejamento completa para o planejamento Fatorial

ETAPA L

Fracionado da
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Tabela 1: Niveis investigados para cada uma das varidveis.

3 Niveis
4 Fatores

-1 0 1

Pressao (kgf/cm?) 12 15 18
(Temp.)* (188°C) (198°C) (207°C)

Tempo (min) 4 6 8

Umidade (%) 10 30 50

Catalisador (Y%om/m)** 0 2 4

*Temperatura de equilibrio do vapor na pressio investigada.

**Percentual em relagdo a massa seca da biomassa (Palha de cana-de-agtcar).

Tabela 2: Matriz de planejamento completa para o planejamento Fatorial Fracionado.

Ensaio Pressao Tempo Umidade Catalisador
(Kgf/em?) (min) (%) (% m/m)
1 12 4 10 0
2 18 4 10 4
3 12 8 10 4
4 18 8 10 0
5 12 4 50 4
6 18 4 50 0
7 12 8 50 0
8 18 8 50 4
9 15 6 30 2
10 15 6 30 2
11 15 6 30 2
12 15 6 30 2

A avaliagdo estatistica dos dados experimentais foi realizada utilizando o software

STATISTICA 12 da StatSoft.
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3.2 Equipamentos

Analisador de umidade por infravermelho IV 2002 da marca Gehaka;

Autoclave vertical modelo 103 da marca Fabber Primar;

Agitador mecanico modelo 713 da marca Fisatom;

Balanca analitica modelo AX 200 da marca Shimadzu com precisdo de + 0,0001 g;

Balancga semi-analitica modelo DG15 da marca Degimed com precisao de + 0,01 g;

Banho termostatizado customizado da marca Adamo com precisdo de + 0,01°C;

Bomba de vacuo modelo MA 057/3 da marca Marconi;

Centrifuga modelo 206 da marca Fanem;

Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) da Waters, com injetor automatico,

bomba de inje¢do modelo 515, detector de indice de refracdo modelo 2414 e UV/Visivel

modelo 2489, com software de integracdo Em power 3;

Espectrofotometro UV DR5000 da marca Hach;

Estufa com circulagdo e renovagdo de ar modelo 320-SE da marca Fanem;

Medidor de pH modelo 827 da marca Metrohm, com precisdo de 0,01;

Moinho de facas modelo MGHS 10/300 da marca SEIBT;

Mufla da marca Quimis.
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3.3 Coleta e preparo da palha de cana-de-acticar

A Palha de cana-de-acucar utilizada no planejamento fatorial foi coletada
manualmente nas proximidades do Centro de Tecnologia Canavieira, em Piracicaba-SP, em
setembro de 2010, um dia apds a colheita mecanizada da cana-de-aguicar (Figura 10). Apds
a coleta, a palha foi picada, utilizando moinho de facas, marca SEIBT, modelo MGHS 10/300
(Figura 11), com o objetivo de propiciar maior homogeneidade no tamanho das particulas
(Figura 13 e Figura 14) e alcancar um maior adensamento dentro do reator. Durante o
procedimento de picagem foram removidos manualmente pedagos remanescentes de cana-

de-actcar (Figura 12).

Para ajuste da umidade, de acordo com os percentuais estabelecidos no planejamento
experimental, para cada experimento, 3,0 kg de palha foram espalhados numa lona pléstica
e adicionou-se, utilizando-se um regador (Figura 15), a massa de d4gua previamente calculada.
Em seguida foi realizada homogeneizagdo da biomassa umedecida e acondicionamento em
sacos plasticos fechados para conservacao da umidade até o momento da carga no reator de

pré-tratamento (Figura 16) que foi realizada apds aproximadamente 16h.

Figura 10: Coleta da Palha de cana-de-agiicar no campo.
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Figura 11: Minho de facas usado Figura 12: Pedacos remanescentes de
para picagem da palha. cana removidos antes da picagem.

Figura 15: Adicao de agua para ajuste Figura 16: Palha preparada para os
da unidade da palha. ensaios de pré-tratamento.
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3.4 Caracterizacido da palha de cana-de-acicar “in-natura”

A palha de cana-de-acticar foi analisada quanto ao teor dos seus principais
constituintes, celulose, hemiceluloses, lignina e cinza, utilizando-se metodologia baseada no
procedimento analitico padrdo do Laboratério Nacional de Energia Renovdavel Americano
(NREL - National Renewable Energy Laboratory) para andlise de biomassa (Sluiter et al.
2012). Este procedimento consiste basicamente numa hidrolise dcida em duas etapas com a
finalidade de fracionar a biomassa em porcdes mais facilmente quantificiaveis. A lignina é
fracionada em material solivel em dcido e material insolivel em dcido. O material insolivel
em 4cido inclui cinza e proteinas, as quais sdo contabilizadas por andlise gravimétrica. A
lignina soldvel em 4cido € quantificada por espectroscopia na regido do UV visivel. Durante
a hidroélise, os carboidratos poliméricos s@o hidrolisados nas formas monoméricas, as quais
sdo soluveis no liquido de hidrélise. Estes sdo entdo mensurados por Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia (CLAE).

Cerca de 2,0 g da palha de cana-de-agucar previamente seca ao ar e moida foi pesada
em cadinho, previamente tarado, e posteriormente seca em estufa a 105°C por 24 h para
determinagdo do teor de umidade. A palha seca em estufa foi queimada em bico de Bunsen
e posteriormente calcinada em mufla a 575°C por 4h para determinacdo de cinzas (Figura

17).

Figura 17: Determinacio de cinzas na palha: Queima em bico de Bunsen (A), Calcinacao na
mufla e Amostra das cinzas (C).

Cerca de 300 mg de amostra seca ao ar foram tratados com 3 mL de H2SO4 72%
(m/m) por uma hora a 40°C em banho termostatizado. Em seguida (Figura 18) foram

adicionados 84 mL de 4gua para diluir a concentracdo do 4cido para 4%. A mistura foi
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autoclavada a 121°C por 30 minutos (Figura 19), resfriada e filtrada em cadinho de vidro

sinterizado de porosidade ndmero 3, previamente secos a 105°C e pesados (Figura 20). Cerca

de 10 mL do filtrado foi neutralizado com carbonato de calcio e centrifugado a 5000 rpm,

equivalente a 2700 g (Figura 21), o sobrenadante foi analisado quanto aos teores de acticares

por CLAE utilizando uma coluna BIORAD HPX-87P e dgua a 0,6 mL/min como eluente e

um detector de indice de refracdo. O material retido no cadinho foi lavado com 50 mL de

dgua, seco em estufa a 105°C por 4 h. O material remanescente no cadinho foi pesado e

corresponde a fracdo da biomassa insolivel em &cido, ou seja, lignina insoldvel (Klason) e

parte do material inorganico. Em seguida esse material foi calcinado na mufla a 575°C por 4

h, resfriado e pesado. Por diferenca de massa foi determinada a lignina insoldvel em &4cido.

|

Figura 18: Amostras da palha antes e Figura 19: Amostras autoclavadas apés diluicio
depois da hidrdlise com acido concentrado 72 % para 4% de concentraciio do acido.
a 40°C.

Figura 20: Filtraciao das amostras apés Figura 21: Neutralizacio das amostras
hidrdlise com acido diluido. com carbonato de calcio.
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3.5 Pré-tratamento da palha de cana-de-acgicar

Os experimentos de pré-tratamento foram realizados em reator de Explosdao com
Vapor (“Steam Explosion”), com capacidade volumétrica de 65 litros, apresentado na Figura
22. Ap6s a carga do reator com palha, o reator € fechado e inicia-se injec@o de vapor; durante
o primeiro minuto a vdlvula de degasagem € mantida aberta para purga dos gases inertes, em
seguida fecham-se as vélvulas de injec@o de vapor e purga e, inicia-se a adi¢cao do catalisador
gds dioxido de enxofre (SO2) dentro do reator, o peso do cilindro de gis € monitorado para
determinagdo da quantidade adicionada (Figura 22 C). Apds adi¢do do catalisador gasoso
inicia-se novamente a adicdo de vapor para realizar a pressurizacdo até atingir a pressao
planejada, aguarda-se o tempo de patamar requerido e ao final € realizada a descompressao
subita do reator. A biomassa pré-tratada é separada do vapor, no ciclone acoplado ao reator,
onde € posteriormente coletada. A biomassa coletada abaixo do ciclone foi pesada e foram
realizadas amostragens de cada experimento para posterior andlise no laboratério (Figura
23). Apés cada experimento foi feita a pressurizacio e despressurizacao do reator vazio para
limpeza do sistema, removendo parte do material que poderia ter ficado na tubulacdo entre o

reator e o ciclone.

Figura 22: Reator de pré-tratamento “Steam Explosion” (A), injecao de catalisador no reator
(B) e monitoramento da variacio de massa do cilindro de gas (C).
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Figura 23: Palha de cana-de-aciicar pré-tratada (A) e amostras para posterior analise em
laboratorio (B).

3.6 Caracterizacao da palha de cana-de-acicar pré-tratada

As amostras de palha de cana-de-agucar pré-tratada foram analisadas, em triplicata,
quanto ao percentual de s6lidos soliveis por meio de uma extracdo com dgua (60°C), numa
relagdo dgua:sdlido 1:10, em duas etapas, sendo a fragao liquida obtida analisada quanto ao
teor de agticares monoméricos por CLAE. Para determinac¢do dos agicares presentes no
liquido na forma de oligdmeros, foi realizada uma hidrdlise 4cida diluida e posterior andlise
por CLAE. A hidrélise com 4cido diluido foi realizada adicionando-se 1 mL de solu¢do 72%
de 4cido sulfurico a 28 mL do liquido. Apds dilui¢do a solugdo € aquecida sob pressdao em
autoclave por 1 hora, posteriormente € neutralizada com carbonato de célcio e acondicionada

para andlise por CLAE.

A fracgdo solida insoltivel, constituida por celulose, lignina, hemiceluloses e cinzas foi
submetida a anélise composicional seguindo o mesmo procedimento descrito para a palha de

cana-de-agtcar “in natura”.

3.7 Hidrdlise enzimatica da palha de cana-de-acdicar pré-tratada

A palha de cana-de-acucar pré-tratada foi utilizada nos experimentos de hidrdlise
enzimatica exatamente como obtida na etapa de pré-tratamento, ou seja, ndo foi realizada

nenhuma etapa de prepara¢do como, por exemplo, lavagem para remogao de s6lidos soluveis,
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constituidos principalmente de hemiceluloses solubilizadas na forma de xilose e produtos de
degradacdo. A hidrdlise enzimatica da palha pré-tratada foi realizada em reator agitado
mecanicamente (Figura 24), com volume de trabalho de 500 mL e carga de s6lidos de 8%. O
pH do meio reacional foi ajustado em 4.8 usando solug¢do citrato de s6dio 100 mM no tempo
inicial e posteriormente em intervalos de 24 h. A enzima utilizada foi a Cellic CTec II (140
FPU/ml) fornecida pela Novozyme, a massa de enzima utilizada correspondeu a 2 FPU/g de
palha pré-tratada (base seca). O tempo total de hidrélise foi 48 h, sendo que uma amostra foi
coletada apds 12 h do inicio do experimento. Ao final foi realizada uma filtracdo a vacuo

(Figura 25) para separacdo da celulignina (sélido residual) do hidrolisado (liquido).

Figura 24: Hidroélise enzimatica em Figura 25: Filtracao do hidrolisado
reatores agitados. enzimatico.

Apo6s separagdo o hidrolisado enzimdtico foi analisado por CLAE, nas mesmas

condi¢des descritas no item 3.6.

3.8 Indice de Fracionamento

Durante o desenvolvimento de processos de conversao de biomassas lignoceluldsicas,
a avaliagdo da eficiéncia do processo € fundamental, porém percebe-se que muitas vezes a
eficiéncia € avaliada em relacdo ao componente que d4 origem ao produto de interesse. Um
exemplo claro € o desenvolvimento de processos de producao de biocombustiveis, que tendo
a fracdo celuldésica como componente principal (uma vez que a tecnologia para converter

glicose em etanol € consolidada), muitas vezes ndo se avalia a eficiéncia de recuperagdo da
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fracdo hemicelulésica (cuja tecnologia para converter a xilose em etanol ainda estd em
desenvolvimento). Dentro do conceito de biorrefinarias, onde toda a biomassa deve ser
aproveitada para geracdo de biocombustiveis e produtos diversos, todos 0os componentes
terdo importancia relevante. Deste modo, se pode imaginar que os processos que serao
competitivos no futuro devem ser desenvolvidos buscando maximizar o rendimento de todos

0s componentes, mesmo que alguns sejam em um primeiro momento secunddrios.

Dentro desse contexto, um indicador que avalie a eficiéncia do processo em relacao
a todos os componentes de forma integrada parece relevante, podendo ser utilizado para
comparar diferentes configuragdes de processos ou diferentes condi¢des operacionais de um

mesmo processo.

Neste trabalho € proposto o Indice de Fracionamento da Biomassa, por meio do qual,
de forma simples, com base no rendimento e na seletividade em relacdo a celulose e
hemiceluloses, € possivel quantificar a eficiéncia do processo de pré-tratamento de forma

integrada.
Abaixo é apresentada a equagio para o célculo do Indice de Fracionamento.
IF =(R.xS.)x (R, xS, ) (Equagdo 1)

Onde o Rendimento (R) e a Seletividade (S) de cada componente, ou seja, celulose e
hemiceluloses, indicados com as letras subscritas C e H, respectivamente, sdo calculados da

seguinte forma:

M assado componente na corrente de interesse

M assado componente na biomassa inicial

M assado componente na corrente de interesse

Massade todos os componentes na corrente de interesse

Nestes casos a corrente de interesse do componente € aquela na qual se espera

recuperar a maior fragdo do componente.
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Em um caso hipotético onde o processo alcangasse uma eficiéncia ideal tem-se um
indice de fracionamento igual a 1. Esse valor pode ser levado em consideracdo para avaliar

quao longe um processo estd do fracionamento ideal da biomassa.

Para exemplificar o cdlculo do Indice de Fracionamento, no diagrama abaixo (Figura
26) sao descritas as correntes de entrada e saida do processo de pré-tratamento visando a
solubilizacdo da fragdo hemiceluldsica. Posteriormente, na Tabela 3, é apresentada a

composi¢do de cada corrente.

Biomassa
Biomassa Pré-Tratada _
(corrente 1) (corrente 3)

Pré-Hidrolisado

(corrente 2)

y|#

Figura 26: Diagrama esquematico das correntes no processo de pré-tratamento.

Tabela 3: Composicao das correntes do diagrama esquematico utilizadas para exemplificar o calculo do
Indice de Fracionamento.

Corrente 1 Corrente 2 Corrente 3
Celulose (g) 43 4 37
Hemiceluloses (g) 22 16 2

Nesse diagrama, por exemplo, as correntes de interesse de recuperacdao das
hemiceluloses (na forma de xilose soltvel) e da celulose (insoltivel) na biomassa pré-tratada

sdo, respectivamente, as correstes de n® 2 e 3.
Abaixo sdo calculados os rendimentos e seletividades para cada um dos componentes:

B M assade celulose na corrente 3 _ 3_7 086
¢ Massade celulose na biomassa inicial 43 ’

(Equacao 2)
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_ Massade celulose na corrente 3 _ 37 _ 0.95
Massade todos os componentes na corrente 3 39

c

(Equacao 3)

Massade hemicelulo se na corrente 2 16 5
= ; - ——=-—=0,73 (Equag@o 4)
M assade hemicelulo se na biomassa inicial 22

_ M assade hemicelulose na corrente 2 _ 16 _ 0.80
" Massade todos os componentes na corrente2 20

(Equacdo 5)

Com os resultados obtidos acima se pode calcular o Indice de Fracionamento para o

exemplo citado.

IF =(0,86%0,97)x (0,82x0,86) = 0,47 (Equagiio 6)

Neste caso o Indice igual a 0,47 indica que existe um gap significativo entre o
processo exemplificado e um processo de pré-tratamento ideal. Neste trabalho foram
calculados os indices de fracionamento para cada condicdo de processo investigada,
objetivando-se utilizar esse nimero como parametro de resposta para a otimizagdo do

processo.
3.9 Recuperacao Global

A recuperacdo global de glicose foi utilizada para avaliar o efeito das varidveis sobre
as etapas de pré-tratamento e hidrdlise enzimética de forma integrada. A equacdo a seguir

(Equacao 1) foi utilizada para calcular a recuperagdo global.

[ gBPT jx[gGlicosehi d.mz'j
B BPT.
Re nd Global (%) = ~5—matra 88 iaen= ) 100

% Celulose 5, X 1,11
1gBinnarura

(Equacgao 7)

Onde:

gBPT = massa de biomassa (palha) pré-tratada.
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eBin nara = massa de biomassa(palha) in natura.
gGlicoseniq.enz. = massa de glicose obtida apds hidrdlise enzimética.

gBPThid.en, = massa de biomassa (palha) pré-tratada utilizada na hidrélise enzimatica

(de acordo com o sélido total utilizado).

9ocelulosesin naura = percentual de celulose na biomassa (palha) in natura.

Notemos que:

BPT
(g—J = Rendimento da etapa de pré-tratamento
g innatura
gGlicose,,, . o .
=————=4% 1= Glicose gerada na hidroélise por massa de Biomassa (palha)
gBPThid.ena

%Celulose 5, X 1,11
1gB

innatura

]: Maixima glicose obtida por biomassa (palha) in natura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ETAPA I: Avaliacao das variaveis de processo de maior efeito.

4.1.1 Caracterizaciao da palha de cana-de-agicar “in-natura”

Na Figura 27 abaixo s@o apresentados os valores percentuais dos principais

constituintes da palha de cana-de-agucar. Esses valores estdo proximos daqueles comumente

descritos na literatura (Tabela 4) e as variacdes podem ser atribuidas a alguns fatores, entre

eles a variedade de cana-de-actcar, época e forma da colheita. No caso especifico da forma

da colheita, essa € determinante para a quantidade de impurezas quantificadas,

principalmente na forma de cinzas.

M Celulose

B Hemicelulose

W Lignina
Cinzas

Outros

Figura 27: Composicao da palha de cana-de-acicar.

Tabela 4: Composicio da palha de cana-de-acgiicar em trabalhos de referéncia.

A Celul Hemiceluloses Lignina

Referéncias ose (%) (%)
(% ) (] ()

Trabalho atual. 35,2 26,3 21,7
Jutakanoke et al., 2012 38,5 23,0 15,6
Oliveira et al., 2013 37,0 28,0 26,0
Rocha et al., 2012 38,1 29,2 24,2
Moutta, 2009 40,8 30,8 25,8
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4.1.2 Pré-tratamento da palha de cana-de-acticar

Nas Figura 28 e Figura 29 sdo apresentados todos os perfis de pressurizacio e
aquecimento do reator durante os experimentos de pré-tratamento, respectivamente.
Observa-se que o tempo de pressurizacao até atingir a pressao de patamar desejada foi de 40s

a 1,5 min para 12 kgf/cm?, 1,5 a 2 min para 15 kgf/cm? e 2 a 2,5 min para 18 kgf/cm?.

I

. . + e % x » -
W 0 N O U B W N

-
o

.
e
N

T T T T T T T T

4:30 5:15 6:00 645 7:30 815 9:00 945 10:30

Figura 28: Perfil de pressurizacio do reator de pré-tratamento para todas as condicoes investigadas.
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Figura 29: Perfil de aquecimento do reator de pré-tratamento para todas as condicoes investigadas.

Na Figura 30 € apresentado o balanco de massa dos s6lidos no processo, onde €
possivel observar o percentual de palha recuperado apds pré-tratamento em relagdo a palha
“in-natura” inicial. Foi obtida uma recuperacdo na faixa de 78 a 92% para os ensaios de 1 a
8 e uma média de 91% para os ensaios de 9 a 12 (pontos centrais) do planejamento fatorial.
Pode-se observar que a menor recuperagao (78%) foi obtida na condi¢ao de maior severidade
do processo (Pressdo = 18 Kgf/cm?, tempo = 8 min, Umidade = 50% e catalisador = 4%
m/m). Condig¢des de alta severidade devem ser evitadas, mesmo que a biomassa pré-tratada
proporcione elevada conversdo enzimatica da celulose. Isso se deve primeiramente porque
resultam em menores rendimentos de pré-tratamento, como evidenciado, e assim influenciam
diretamente na recuperag¢do global do processo e, em segundo lugar, a severidade estd

diretamente associada a geracdo de produtos de degradacdo (Furfural e HMF) que sdo

inibidores da fermentacao.
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Além disso, a maior parte da degradacdo estd associada geralmente a fracdo

hemicelulésica da biomassa, que mesmo ndo sendo o principal produto do processo para

producdo de etanol no presente trabalho, possui potencial para aplicagdes diversas,

aumentando assim a sustentabilidade do processo como um todo.
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Figura 30: Rendimento do pré-tratamento, em relacio a recuperacao total de sélidos, para

cada uma das condicdes investigadas.

Na Figura 31 € apresentado o Diagrama de Pareto relacionando o efeito das varidveis

sobre a recuperacdo de massa no pré-tratamento. Como pode ser observado, nenhuma das

variaveis investigadas apresentaram efeito significativo a um nivel de 90% confianga. Se

pode neste caso fazer uso da andlise por meio de graficos normais. Essa € uma técnica

alternativa para se distinguir, nos resultados de um planejamento, os valores que

correspondem realmente aos efeitos. A andlise por graficos normais mostra os efeitos

significativos e independe do nivel de confianca escolhido.
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Na Figura 32 € apresentado o grafico normal tracado com os efeitos das varidveis
sobre o rendimento do pré-tratamento. Pode-se observar que os efeitos ndo estdo
consideravelmente afastados da reta sobre a origem com inclinacdo 1, indicando que
possivelmente sdao provenientes de uma distribui¢ao normal com média zero e, portanto, nao
tém significado fisico. Neste caso, confirmando o gréifico de Pareto anterior, as varidveis

realmente ndo apresentaram efeito significativo sobre o rendimento do pré-tratamento.

(2)Tempo -1,38269
(1)Pressao -1,18183
(3)Umidade ,4912244
(4)Catalisador ,1565447

p=,1

Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 31: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a recuperacao de
massa no pré-tratamento.
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Figura 32: Grafico normal dos efeitos das variaveis sobre o rendimento do pré-tratamento.

Na Figura 33 sdo apresentados os resultados de glicose soluvel recuperada no pré-
hidrolisado, na forma mono e oligo. Como € de se esperar, se pode observar que o valor
maximo de glicose no pré-hidrolisado (9,5%) foi alcangado na condi¢do de maior severidade
de processo. O catalisador foi evidenciado claramente como a varidvel de maior efeito no
diagrama de Pareto (Figura 34) com 90% de significancia, seguido pelo efeito da pressao.
Interessante perceber a relagdo oligo/mono, apresentada na Figura 35; a quantidade de
oligdbmeros de glicose foi 18 vezes maior que a quantidade de mondmeros quando nao
utilizou-se catalisador, por outro lado foi observada razao entre 1 e 3 quando utilizou-se
catalisador. Neste caso, como se pode observar no diagrama de Pareto (Figura 36), o
catalisador novamente apresentou o maior efeito, desta vez, seguido pela pressdo como

varidvel de segundo maior efeito.
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Figura 33: Glicose recuperada no pré-hidrolisado em relacio a celulose da biomassa inicial.

(4)Catalisador

(1)Presséo

(2)Tempo

(3)Umidade

4,444178

3,151301

2,156035

p=,1

Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 34: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a glicose recuperada
no pré-hidrolisado.
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Figura 35: Relacao oligo/mono de glicose recuperada no pré-hidrolisado.

(4)Catalisador -26,1985
(1)Presséao -12,621
(2)Tempo -7,13766
(3)Umidade -4,27909
p=,1

Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 36: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a razio oligo/mono de glicose
recuperada no pré-hidrolisado.

Da mesma forma que apresentado para a glicose, na Figura 37 sdo apresentados os
resultados de xilose solivel recuperada no pré-hidrolisado, tanto na forma mono como oligo.
Pode-se observar recuperacdo maxima em torno de 44% na condi¢do de maior severidade,

porém nessa condi¢do, como foi apresentado anteriormente (Figura 30), foi observada maior
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perda de massa, provavelmente associada a solubilizacdo das hemiceluloses. Novamente, o
catalisador foi identificado como varidvel de maior efeito (Figura 38 e Figura 39) tanto na
solubilizacdo da hemiceluloses como na hidrélise dos oligossacarideos a monossacarideos,

diminuindo a razao oligo/mono (Figura 40).
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Figura 37: Xilose recuperada no pré-hidrolisado em relacio a hemiceluloses da biomassa inicial.

(4)Catalisador

(3)Umidade ,257194

(1)Presséao ,4023454

(2)Tempo -,000964

p=1

Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 38: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a xilose recuperada no pré-
hidrolisado.
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Figura 39: Relacdo oligo/mono de xilose recuperada no pré-hidrolisado.

(4)Catalisador -5,99289
(1)Presséo -1,63512
(2)Tempo -1,46028
(3)Umidade ,3644964
p=,1

Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 40: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a razao mono/oligo de xilose
recuperada no pré-hidrolisado.

Na Tabela 5 sdo apresentados os rendimentos e seletividades do processo de pré-
tratamento para os componentes celulose e hemiceluloses, calculados através das equacdes

1 a 4. Se pode observar rendimento méximo de 0,95 e minimo 0,77 para celulose, com média
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de 0,90 no ponto central. A condicdo de menor severidade testada resultou no maior
rendimento (0,95), porém estd associada a menor seletividade, principalmente pelo elevado
teor de hemiceluloses que permaneceu na fibra da biomassa pré-tratada. No caso das
hemiceluloses se pode observar rendimento maximo de 0,44 € minimo 0,11, com média de
0,38 no ponto central. Na dltima coluna da Tabela 5 é apresentado o Indice de Fracionamento
calculado para todas as condicdes investigadas. Esses valores podem ser mais facilmente
visualizados no gréifico apresentado na Figura 41. O maior valor obtido (0,24) foi préximo
do valor médio do ponto central (0,23); para todos os casos se pode observar que o
rendimento de hemiceluloses ¢ quem mais impacta negativamente o indice. O catalisador
mais uma vez resultou na varidvel de maior efeito no processo, contribuindo para aumentar

o indice, como se pode observar por meio do diagrama de Pareto apresentado na Figura 42.

Tabela 5: Indice de Fracionamento da biomassa calculado a partir dos rendimentos e seletividades dos
componentes celulose e hemiceluloses para cada um dos ensaios da ETAPA I do planejamento.

Ensaio Rendimento Seletividade Rendimento Seletividade Indice de
Celulose Celulose Hemiceluloses Hemiceluloses Fracionamento
1 0,95 0,71 0,17 0,75 0,09
2 0,86 0,86 0,23 0,77 0,13
3 0,86 0,80 0,28 0,78 0,15
4 0,96 0,88 0,11 0,76 0,07
5 0,86 0,80 0,35 0,76 0,18
6 0,91 0,87 0,23 0,76 0,14
7 0,92 0,74 0,14 0,76 0,07
8 0,77 0,89 0,44 0,78 0,24
9 0,91 0,88 0,32 0,77 0,20
10 0,92 0,88 0,35 0,77 0,22
11 0,88 0,90 0,45 0,78 0,28
12 0,91 0,89 0,39 0,77 0,24
Média PC* 0,90 0,89 0,38 0,77 0,23

*Valores médios calculados a partir dos 4 valores do ponto central (Ensaios 9 a 12).
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Figura 41: Indice de Fracionamento.
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Figura 42: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre o Indice de Fracionamento.
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4.1.3 Hidroélise Enzimatica da palha de cana-de-acgicar pré-tratada

Nesse trabalho a hidrdlise enzimética da palha de cana-de-agucar pré-tratada foi
realizada para cada uma das condi¢des investigadas com o objetivo de avaliar a acessibilidade
enzimatica da fibra, ou seja, em que condi¢des a palha pré-tratada é mais facilmente
hidrolisada pelas enzimas; isso significa maior conversio de celulose em glicose no menor
tempo. A carga enzimdtica e o teor de sélidos também sido pardmetros importantes para
avaliar a acessibilidade enzimética, porém neste trabalho foram mantidos fixos. A carga
enzimdtica de 2 FPU/g de biomassa pré-tratada, que equivale a aproximadamente 5 FPU/g
de celulose, € uma carga bastante limitada quando comparada aos valores normalmente
descritos na literatura, em torno de 15 FPU/g de celulose (Aguiar et al. 2013). E importante
que a carga enzimadtica seja baixa, pois o preco da enzima ainda é um fator limitante para a
viabilidade econdmica do processo. Ja a carga de solidos de 8% empregada nesse trabalho é
descrita com frequéncia, porém estudos recentes demonstram que esse valor deve ser maior
para viabilizar o processo, sendo assim patamares de 20% de sé6lidos tem sido investigados
(Modenbach and Nokes 2013). No entanto, para alto teores de sélidos sistemas de agitacao
diferenciados sdo empregados para garantir a mistura do meio reacional e esses sistemas nao
sdo facilmente disponiveis em laboratdrio, portanto teores de solidos de 8% sdo aceitaveis
principalmente quando o objetivo principal é avaliar o pré-tratamento e ndo se pretende

otimizar a etapa de hidrélise enzimatica.

Na Figura 43 sdo apresentados os valores de concentracdo de glicose na hidrdlise
enzimatica apds 24 e 48 h. Foram obtidas concentracdes na faixa de 11,6 a 20,7 g/L para 24
h e de 14,8 a 27,3 para 48 h. Na média foi possivel calcular um aumento de 26,6 % quando
se passa de 24 h para 48 h de hidrdlise. A correlacdo calculada entre os resultados de 24 e 48
h foi de 0,84, indicando que existem diferentes taxas de reacdo de hidrolise para biomassas

submetidas a diferentes condi¢des de pré-tratamento.

Nas Figura 44 e Figura 45 sdo apresentados os diagramas de Pareto relacionando o
efeito das varidveis sobre a concentracdo de glicose na hidrdlise enzimatica ap6s 24 e 48 h
de reacdo, respectivamente. Se pode observar, tanto para 24 h quanto para 48 h, que a varidvel
concentracdo de catalisador seguida da umidade apresentou efeito positivo e significativo na

hidrdlise enzimatica.
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Figura 43: Concentracdes de glicose obtidas nos ensaios de hidrolise enzimatica para cada uma das

condicdes investigadas.
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(4)Catalisador 3,854441

(3)Umidade 3,788553

(2)Tempo -1,32246

(1)Presséo 1,284814

p=,1

Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 44: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a concentracio de
glicose na hidroélise enzimatica (24 h de reacio).

(4)Catalisador 3,945801

(3)Umidade

(1)Presséao ,331206

(2)Tempo -1,01547

p=,1

Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 45: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a concentracao de glicose na
hidrdlise enzimatica (48 h de reacio).
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Na Figura 46 sdo apresentados os resultados de conversao enzimética apds 24 e 48 h
para cada condicao investigada. A conversao médxima obtida foi 60% e 83% para 24 ¢ 48 h
respectivamente para o ensaio n°5. No ponto central foram obtidos valores médios de 57%
(24 h) e 75% (48 h). A correlacdo indica que os valores de concentragdo de glicose e
conversdo enzimdtica foi 0,94 para 24 h de hidrélise enzimadtica e 0,97 para 48 h. Isso
evidencia que a concentragcdo de glicose € um bom indicativo da conversdao enzimética, de
modo que as varidveis de efeito observadas no Diagrama de Pareto apresentados nas Figura

44 e Figura 45 para a concentracdo de glicose sdo as mesmas para a conversdo enzimdtica

(Figura 47 e Figura 48).

N 24h
W 48h

Conversdo Enzimatica (%)

o| 4|40 4|0/| 0| 4| 2] 2] 2|2 |CtsSo,%)
13 | 13 | 13 | 13 | 50 | 50 | 50 | 50 | 30 | 30 | 30 | 30 |Umidade (%)
4 4 8 8 4 | 4 8 8 6 6 6 6 | Tempo (min)

12 | 18 | 12 | 18 | 12 | 18 | 12 | 18 | 15 | 15 | 15 | 15 |Presséo (kgf/cm?)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 |Ensaio

Figura 46: Conversao enzimatica da celulose obtidas nos ensaios de hidrélise enzimatica para cada uma
das condicdes investigadas.
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(4)Catalisador 3,993413

(3)Umidade 3,63082
(2)Tempo -1,88607
(1)Presséo , 7361626
p=,1

Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 47: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a conversao enzimatica (24 h
de reacio).

(4)Catalisador 3,833145

(3)Umidade
(1)Presséo 1,631553
(2)Tempo -1,34706

p=1
Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 48: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a conversao enzimatica (48 h
de reacio).
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4.1.4 Recuperacao Global

Na Figura 49 sdo apresentados os valores de recuperacdo global de glicose,
determinados a partir dos rendimentos da etapa de pré-tratamento e das conversdes
enzimdticas da palha pré-tratada. Foram obtidos valores médios no ponto central de 55,3% e
72,4% para 24 h e 48 h, respectivamente. Por outro lado, fora da condi¢ao do ponto central

os maiores valores alcancados foram 53,9% (24 h) e 73,4% (48 h) no ensaio n°5.

Nas Figura 50 e Figura 51 sdo apresentados os diagramas de Pareto relacionando o
efeito das varidveis sobre a recuperagdo global de glicose para 24 h e 48 h, respectivamente.
Pode ser observado, assim como foi verificado para a concentragdo de glicose na hidrélise
enzimadtica, que as varidveis concentracdo de catalisador e umidade apresentaram efeitos

positivos e significativos na recuperacio global, tanto para 24 h quanto para 48 h.
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Figura 49: Recuperacio Global de glicose apds as etapas de pré-tratamento e hidrélise enzimatica.
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(3)Umidade 3,947647

(4)Catalisador 3,690321
(2)Tempo -2,(18914
(1)Presséo ,5279603
p=,1

Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 50: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a recuperacio global do
processo, considerando 24 h de reacio de hidrélise enzimatica.

(4)Catalisador

(3)Umidade
(2)Tempo -1,17443
(1)Presséo 1,067534

p=1

Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 51: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a recuperacao global do
processo, considerando 48 h de reacio de hidrélise enzimatica.
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4.1.5 Conclusoes da ETAPA 1

A etapa de preparacdo da palha de cana-de-aguicar € muito importante para obtencao
de uma matéria-prima mais homogénea e livre de impurezas, todas essas caracteristicas

podem afetar negativamente o processo, tanto em rendimentos quanto na operacionalidade.

O Indice de Fracionamento maximo alcancado (0,24) evidéncia que o processo de
pré-tratamento pode ser otimizado visando aproximacdo do ideal, principalmente com

relacdo ao rendimento de hemiceluloses.

Conversdo enzimdtica maxima da celulose a glicose em torno de 83% foi alcancada
nas condi¢des do ensaio n° 5 (pressao = 12kgf/cm?; tempo = 4 min; umidade = 50% e

catalisador = 4%) com 48 h de hidrdlise sobre condi¢gdes padroes (8% TS, 2FPU/gTS).

Quanto a recuperacdo global de glicose (pré-tratamento e hidrdlise enzimética)
obteve-se um maximo em torno 73% na condi¢cdo do ensaio n°5, muito préximo do valor

obtido para a média no ponto central (72%).

Tanto para o Indice de Fracionamento quanto para a recuperacio global de glicose,
as varidveis de maior efeito identificadas foram a concentracdo de catalisador e a umidade,

contribuindo positivamente para a maximizacdo das respostas.
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4.2 ETAPA II: Identificacao de condicoes 6timas de processo a partir da

superficie de resposta.

Na ETAPA I foi evidenciado que as varidveis concentracdo de catalisador e umidade
sdo as de maior efeito para a maximizacdo das respostas tanto do Indice de Fracionamento
como da recuperacio global. Uma vez que o aumento do nivel da varidvel umidade provoca
maior consumo de energia no processo, e os resultados alcancados com 30% de umidade na
primeira etapa foram préximos dos resultados obtidos com 50%, optou-se por fixar a varidvel

umidade no nivel de 30% para o planejamento da ETAPA II.

Apesar de na maior parte da ETAPA I ndo se observar o efeito significativo das
varidveis pressio e tempo, quando comparados com os efeitos das varidveis concentracdo de
catalisador e umidade, optou-se por manter a pressdo € o tempo como varidveis de estudo,
porém a faixa de investigacdo foi ampliada. Por exemplo, no caso da varidvel tempo foi
investigado de 2 a 10 min ao invés de 4 a 8 min como foi na primeira etapa. Dessa forma as
3 varidveis investigadas no planejamento DCCR da ETAPA II foram pressdo, tempo e

concentracdo de catalisador.

Nas Tabela 6 e Tabela 7 sao apresentados os niveis investigados para cada uma das

variaveis e a matriz de planejamento completa para o planejamento DCCR da ETAPA II.

Tabela 6: Niveis investigados para cada uma das variaveis.

5 Niveis
3 Fatores
-1,68 -1 0 1 1,68
Pressao (Kgf/cm?) 10 12 14 16 17
(temp.)* (180°C) (188°C) (195°C) (201°C) (204°C)
Tempo (min) 2 4 6 8 10
Catalisador (% m/m)** 0,5 0,9 1,5 2,1 2,5

*Temperatura de equilibrio do vapor na pressdo investigada.

**Percentual em relagdo a massa seca da biomassa (Palha de cana-de-agucar).
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Tabela 7: Matriz experimental completa para o planejamento DCCR.

Pressao Tempo Catalisador

Ensaio  potiem?)  (min) (% m/m)
1 12 4 0,9
2 16 4 0,9
3 12 8 0,9
4 16 8 0,9
5 12 4 2.1
6 16 4 2.1
7 12 8 2.1
8 16 8 2.1
9 10 6 1,5
10 17 6 1,5
1 14 2 1,5
12 14 10 1,5
13 14 6 0,5
14 14 6 2,5
15 14 6 1,5
16 14 6 1,5
17 14 6 1,5
18 14 6 1,5

Todos os procedimentos de preparo e andlises de amostras, assim como
procedimentos de realizacdo dos experimentos de pré-tratamento e hidrdlise enzimatica

foram realizados exatamente como na ETAPA 1 e descritos no Item 3.
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4.2.1 Caracterizacao da palha de cana-de-acicar “in-natura”

A palha de cana-de-acucar utilizada na ETAPA 1I foi proveniente de um fardo de
palha (Figura 52) obtido apds o processo de enfardamento da palha realizado em Maio de
2013 na Usina Santa Maria, localizada em Cerquilho-SP, aproximadamente 60 km de
distancia do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) em Piracicaba-SP. Da mesma forma

que a palha coletada no campo para os experimentos da ETAPA I, a palha obtida do fardo

foi picada e umedecida como descrita no item 3.4.

Figura 52: Fardos de palha de cana-de-aciicar.

Na Figura 53 € apresentada a composicao da palha de cana-de-aguicar utilizada na
ETAPA II do planejamento experimental em compara¢do com a palha utilizada na ETAPA
I. Como pode ser observado os valores estdo dentro da faixa comumente reportada na
literatura (Tabela 4). No caso da palha enfardada, usada na ETAPA II, observa-se
principalmente um maior teor de cinzas, e essa € uma caracteristica evidenciada com
frequéncia devido ao processo de enfardamento que incorpora terra ao fardo quando a

operacdo nao € realizada de forma correta. Apesar de ndo ser evidenciado durante os
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experimentos, o maior teor de silica pode acarretar problemas para o processo em escala

industrial, principalmente desgastes dos equipamentos devido a abrasividade e também perda

de eficiéncia do pré-tratamento devido ao aumento da capacidade tamponante da biomassa

que reduz o pH do meio reacional (Chen et al., 2012; Ramos, 2003).

100% -

90% -

80% -
S 70% -
Q m Outros

60% -
% ° B Cinzas
2 50% -
a ’ ® Lignina
0 40% - .
e m Hemicelulose
o  30% -
X ° M Celulose

20% -

10% -

0% -
Etapa | Etapa Il

Figura 53: Comparacao da composicio da palha de cana-de-acicar utilizada nas ETAPAS I e I1.
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4.2.2 Pré-tratamento da palha de cana-de-acgicar

Na Figura 54 abaixo € apresentado o balanco de massa dos sélidos no processo, onde
€ possivel observar o percentual de palha recuperada apds pré-tratamento em relagcdo a palha
in-natura inicial. Foi obtida uma recuperag@o na faixa de 82 a 97% para os ensaios de 1 a 14
e uma média de 88% para os ensaios de 15 a 18 (pontos centrais) do planejamento DCCR.
Pode-se observar que a menor recuperacdo alcancada (82%) foi na condi¢do de maior tempo
investigado (10 min), embora ndo seja a condi¢do de maior pressdo e concentragdo de
catalisador, o que evidencia que operagdes acima desse tempo resultam em severidade
elevada e ndo desejada para o processo. No caso dos ensaios conduzidos a baixa severidade
observa-se maior recuperac¢do na condi¢do do ensaio 2 (16 kgf/cm?, 4 min, 0,9%m/m cat.),
apesar de que as condi¢des do ensaio 1 (12 kgf/cm?, 4 min, 0,9% m/m cat.) podem ser
consideradas de menor severidade. Esse comportamento pode ser devido as dificuldades para
medicdo, uma vez que o sistema de coleta de material ndo € totalmente fechado. De forma
geral, dentro das condicdes investigadas, pode-se obter recuperagdes de s6lidos da ordem de
94% sob diferentes condi¢des de processo. Esses resultados sdo avaliados de forma mais
detalhada a seguir, onde, por exemplo, os rendimentos de celulose e hemiceluloses sdao

apresentados.
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Figura 54: Rendimento do pré-tratamento, em relacio a recuperacao total de solidos, para cada uma das
condicdes investigadas na ETAPA II do planejamento.

Na Figura 55 sdo apresentados os resultados de glicose solivel total (mono e oligo)
recuperada no pré-hidrolisado. Como pode ser observado cerca de 3 a 6% da celulose é
solubilizada na forma de glicose. Como € de se esperar, se pode observar que somente nas
condi¢Oes de maior severidade a razdo oligo/mono € baixa, como por exemplo, no ensaio 8
e 10, que arazdo calculada € 1,4 € 4,5. Nos casos de baixa severidade a maior parte da glicose
solubilizada é encontrada na forma de oligdmeros, podendo alcancar uma razao oligo/mono
de até 33,3. No caso de o processo ser realizado somente visando a conversao da glicose essa
solubilizacdo deve ser evitada no processo, uma vez que se houver necessidade de separar a
corrente de xilose (C5), para processamento isolado, a glicose soluvel pode ser considerada
como perda. Nos casos onde ndo haverd separagcdo da xilose a solubilizacdo de glicose nao
interfere no rendimento do processo. Ja para os processos onde existe a intencao de fermentar
a xilose para producdo de etanol essa solubilizagdo pode ser desejada uma vez que alguns
estudos ja demostraram que uma pequena quantidade de glicose no meio de fermentacdo €
benéfica, pois facilita o transporte da xilose. Avaliando o indice de fracionamento, como foi

visto no item 4.1.2 a solubilizacdo de glicose contribui de forma negativa. As condi¢des
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investigadas nesse trabalho, tanto na ETAPA 1 quanto na ETAPA II do planejamento,
permitiu menor solubilizagdo quando comparada as condi¢des de processo reportadas na

literatura que alcancaram em torno de 30% de solubilizacdo de celulose (Oliveira et al. 2013).

(gl BN BN BN BTSN B BN BN AN B ' Em = - C6 Oligo

) m C6 mono

% da Celulose Inicial

0,9/0,9/0,9(09/2,1/2,1/2,2/2,1/1,5(1,5/1,5/1,5/0,5(2,5(1,5/1,5|1,5|1,5| Cat. SO, (%)
4|/4|8|8|4|4|8|8|6|6|2|10/6|6|6|6|6/|6|Tempo(min)

121612 |16|12|16|12|16|10|17 |14 |14 |14 |14 |14 | 14 | 14 | 14 | Pressdo (kgf/cm?)

1/2(3|4|5|6|7|8|9|10|11(12|13|14|15|16|17 |18 Ensaio

Figura 55: Glicose recuperada no pré-hidrolisado em relagio a celulose da biomassa inicial (ETAPA 11
do planejamento).

Na Figura 56 sdo apresentados os resultados de xilose soluvel total (mono e oligo)
recuperada no pré-hidrolisado. Como pode ser observado entre 16 e 40% das hemiceluloses
presentes inicialmente na palha podem ser recuperadas solubilizadas na forma de xilose.
Importante observar que nas condi¢des de alta severidade (ensaios 4, 8 e 10) a quantidade
observada de hemiceluloses solubilizadas € menor. Como € de se esperar em condi¢Oes de
alta severidade as hemiceluloses ndo somente sao solubilizadas, como também a xilose
resultante sofre degradagdo. Por meio da Figura 57, que apresenta o balango de massa do pré-
tratamento para as hemiceluloses, pode se notar que além da quantidade de xilose soldvel
existe a fracdo de hemiceluloses que permanece na fibra. Nos casos de maior severidade a

quantidade na fibra é menor, indicando que ocorreu a solubilizag@o. Esse resultado confirma
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que ocorreu a posterior degradacdo da xilose solubilizada. Ainda por meio da Figura 57 é

possivel observar que, no minimo, em condi¢des de baixa severidade (ensaio 5), em torno de

30% das hemiceluloses foram degradadas. Esses resultados evidenciam que para preservar

as hemiceluloses durante o processo de pré-tratamento por explosdo com vapor é necessario

que o processo ocorra em condi¢des de baixa severidade, por consequéncia, quantidade

significativa de hemiceluloses permanecem na fibra e nesse caso o coquetel enzimatico

utilizado na etapa de hidrélise deverd ter quantidades substanciais de hemicelulases na sua

composi¢ao.

% da Hemicelulose Inicial

11

13

14

15

16

17

18

m C5 Mono

H C5 Oligo

Cat. SO, (%)
Tempo (min)
Pressdo (kgf/cm?)

Ensaio

Figura 56: Xilose recuperada no pré-hidrolisado em relacio a hemiceluloses da biomassa inicial (ETAPA

II do planejamento).
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Figura 57: Balanco de massa do pré-tratamento para hemiceluloses.

Como apresentado nas discussdes de resultados da ETAPA I do planejamento, o
cdlculo do Indice de Fracionamento pode ser utilizado para avaliar o pré-tratamento de forma
integrada, levando em consideracdo o rendimento e a seletividade dos componentes celulose
e hemiceluloses. Na Tabela 8 o Indice de Fracionamento para os ensaios da ETAPA II do
planejamento sdo apresentados. Esses valores podem ser mais facilmente visualizados no
grafico apresentado na Figura 58. Pode ser observado que valores na faixa de 0,07 a 0,26
foram alcancados. Como na ETAPA I para todos os ensaios se pode observar que o

rendimento de hemiceluloses € quem mais impacta negativamente o indice.
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Tabela 8: Indice de Fracionamento calculado a partir dos rendimentos e seletividades dos componentes
celulose e hemiceluloses de cada um dos ensaios da ETAPA II do planejamento.

Ensaio Rendimento Seletividade Rendimento Seletividade

Celulose Celulose Hemiceluloses Hemiceluloses Indice
1 0,83 0,74 0,27 0,85 0,14
2 0,89 0,90 0,39 0,83 0,26
3 0,83 0,84 0,40 0,87 0,24
4 0,78 0,94 0,13 0,73 0,07
S 0,93 0,74 0,26 0,86 0,15
6 0,84 0,89 0,38 0,85 0,24
7 0,94 0,85 0,37 0,86 0,26
8 0,93 0,94 0,17 0,75 0,11
9 0,95 0,76 0,24 0,85 0,15
10 0,96 0,94 0,15 0,74 0,10
11 0,86 0,84 0,36 0,86 0,23
12 0,86 0,92 0,25 0,82 0,16
13 0,94 0,77 0,26 0,86 0,16
14 0,87 0,88 0,40 0,85 0,26
15 0,89 0,86 0,35 0,86 0,23
16 0,86 0,88 0,40 0,86 0,26
17 0,86 0,88 0,37 0,85 0,23
18 0,78 0,88 0,37 0,85 0,21
Média PC* 0,85 0,87 0,37 0,85 0,23

*Valores médios calculados a partir dos 4 valores do ponto central (Ensaios 15 a 18).
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Figura 58: Indice de Fracionamento da Biomassa durante o processo de pré-tratamento (ETAPA II do
planejamento).

Por meio do diagrama de Pareto apresentado na Figura 59 se pode observar que as
varidveis de maior efeito sdo a Pressdo e o Tempo, assim como a interagdo entre elas,
impactando negativamente o Indice. A concentracio de catalisador também é um fator
significativo, porém impacta de forma positiva o indice. Esses resultados fazem todo sentido,
uma vez que o aumento da severidade, por meio do aumento da pressdo e do tempo, somente

contribui para a degradacdo das hemiceluloses e solubilizac¢do da celulose, que sao resultados

indesejdveis e contribuem para menores valores do indice de fracionamento.

Com o objetivo de gerar o modelo que relaciona o resultado do Indice de
Fracionamento em func¢do das varidveis de processo investigadas, uma andlise mais detalhada
dos efeitos das varidveis € apresentada na Tabela 9, onde se pode observar o erro padrdao dos

ce_.%

efeitos, assim como o “p” valor calculado considerando 90% de confianca (fatores

significativos se p<0,10).
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Figura 59: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre o Indice de Fracionamento da
Biomassa.

Tabela 9: Analise dos efeitos principais e de interacao das variaveis do planejamento composto central
para o Indice de Fracionamento.

Erro

Efeito ~ t3) p
padrao
Média 0,233774 0,009251  25,26903  *0,000136
(1) Pressao (Kgf/cm?) (L) -0,028036 0,010034  -2,79410  *0,068186
Pressao (Kgf/cm?) (Q) -0,073285 0,010437  -7,02186  *0,005933
(2) Tempo (min) (L) -0,032189 0,010034  -3,20800  *0,049031
Tempo (min) (Q) -0,024292 0,010437  -2,32758 0,102374
(3) Catalisador (%) (L) 0,031667 0,010034 3,15606 *0,051026
Catalisador (%) (Q) -0,011967 0,010437  -1,14666 0,334686
1x2 (L) -0,130872 0,013104  -9,98708  *0,002136
1x3 (L) -0,002152 0,013104  -0,16419 0,880018
2x3 (L) 0,015408 0,013104 1,17583 0,324481

*Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca (p<0,10)

Analisando a Tabela 9 nota-se que o efeito quadrético (Q) do tempo e do catalisador,
assim como a interacdo linear (L) dos efeitos da pressdo/catalisador (1x3) e do
tempo/catalisador (2x3) ndo se mostraram estatisticamente significativos a 90% de

confianca.
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Para analisar a resposta das varidveis de processo investigadas por meio da superficie
de resposta, os coeficientes ndo significativos foram eliminados e o modelo € descrito pelos
coeficientes mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Analise de regressao dos coeficientes das variaveis do planejamento composto central para o
Indice de Fracionamento.

Coeficiente de Erro

Regressao padrao t3) P
Média 0,217660 0,005797  37,54839 0,000042
(1) Pressao (Kgf/cm?) (L) -0,014018 0,010034  -2,79410 0,068186
Pressao (Kgf/cm?) (Q) -0,033516 0,010055  -6,66677 0,006881
(2) Tempo (min) (L) -0,016094 0,010034  -3,20800 0,049031
(3) Catalisador (%) (L) 0,015834 0,010034 3,15606 0,051026
1x2(L) -0,065436 0,013104  -9,98708 0,002136

Com os valores dos coeficientes de regressdo estatisticamente significativos expostos
na Tabela 10 pode-se definir a Equacdo 8 que representa o modelo quadrético que relaciona
o Indice de Fracionamento em funcao das varidveis de processo. Os valores da Pressao (P),

Tempo (T) e Catalisador (C) s@o apresentados na equacao com seus valores codificados.

Indice de Fracionamento (IF) =0,217660 - 0,014018P - 0,033516P2 -

Equacdo 8
0,016094T + 0,015834C - 0,065436PT

A validade do modelo pode ser verificada pela analise de variancia (ANOVA)
apresentada na Tabela 11. O teste F calculado para verificar a regressio do modelo
apresentou um valor de 21,33 que é maior que o valor tabelado (Fab.)5,12 = 2,39), concluindo
assim que a equagdo do modelo quadrético € significativa a 90%. O modelo estudado nao
apresenta evidéncias de falta de ajuste, pois o teste F calculado apresentou um valor de 1,82

que € menor que o valor tabelado (Fab.)o3 = 5,24).
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Tabela 11: Analise da val:iﬁncia (ANOVA) para o ajuste do modelo aos dados do planejamento
composto central para o Indice de Fracionamento.

.o Soma Graus de Média
Fonte de Variaco Quadratica  Liberdade Quadratica Fcalculado
Regressao 0,059155 5 0,011831 21,331
Residuos 0,006658 12 0,000555
Falta de ajuste 0,005627 9 0,000625 1,822
Erro puro 0,001030 3 0,000343
Total 0,065813 17
% de variacao explicada (R?) 89,88
Y% mdxima df: variacao 98.43
explicavel

I Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2 Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
Obs: Valores calculados pelo software STATISTICA 12

Nas Figura 60, Figura 61 e Figura 62 sdo apresentadas as superficies de respostas que
representam o modelo, sempre em funcdo de duas varidveis e mantendo a terceira varidvel
fixa no nivel central do planejamento (0), lembrando que os valores sdo codificados (Tabela
6). Deve-se perceber que as superficies estdo apresentadas de forma extrapoladas, uma vez
que os niveis experimentais reais variam de -1,68 a +1,68 e nas superficies apresentadas

variam de -2,0 a +2,0.

Por meio da superficie de resposta apresentada na Figura 60 € possivel observar duas
regides de 6timo, onde Indices de Fracionamento em torno de 0,26 podem ser alcangados. A
primeira regido € alcancada quando empregado longo periodo de tempo e baixa pressdo e a
segunda regido € alcancada quando € empregado curto periodo de tempo e alta pressao, ou
seja, uma varidvel compensa a outra, de modo que na regido onde as duas varidveis estao no

maior nivel é observado uma redu¢do no Indice de Fracionamento.
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[ <0,075
[ <-0,025
B <-0,125
Bl <-0,225

Figura 60: Superficie de resposta para o Indice de Fracionamento em funcéio do tempo e da pressio,

mantendo o catalisador no nivel central (0).

Por meio da superficie de resposta apresentada na Figura 61 € possivel observar

claramente um ponto 6timo de operagdo para a pressdao em torno do nivel central (0) do

planejamento. Também pode ser observado que o resultado nesse ponto 6timo de pressao

aumenta com o aumento da concentragdo de catalisador.
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B >0,25
Bl <0,23
B <0,18
[]<0,13
[ <0,08
B <0,03

Figura 61: Superficie de resposta para o Indice de Fracionamento em funcéo do catalisador e da
pressao, mantendo o tempo no nivel central (0).

Por meio da superficie de resposta apresentada na Figura 62 € possivel observar que

o aumento do tempo ja € prejudicial quando a pressdo é mantida fixa no nivel central (0) do

planejamento; logo, deve-se buscar operar em periodos mais curtos de tempo, € 0 aumento

da concentragdo de catalisador contribui para a melhora do Indice de Fracionamento.
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B <0,18
Bl <0,16

Figura 62: Superficie de resposta para o Indice de Fracionamento em funcéo do catalisador e do tempo,
mantendo a pressao no nivel central (0).

De forma geral, a partir das condi¢Oes de processo investigadas é possivel estimar
que o Indice de Fracionamento méximo factivel de ser alcancado é em torno de 0,26,
demostrando que do ponto de vista de fracionamento dos componentes celulose e
hemiceluloses o pré-tratamento por explosdo com vapor € limitado, devido principalmente
ao fato de ndo solubilizar de forma expressiva as hemiceluloses sem que ocorra a degradagdo

dessa fracao.
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4.2.3 Hidroélise Enzimatica da palha de cana-de-aciicar

Na Figura 63 sdo apresentados os valores de concentracdo de glicose apds 24 e 48 h de
hidrélise enzimatica para todas as condi¢des investigadas. Pode-se observar valores da ordem
de 11 a 23 g/ em 24 h de reacdo e valores da ordem de 14 a 28 g/L para 48 h de reagdo. A
diferenca calculada entre os valores de 24 e 48 h pode ser de 9 a 36 %, evidenciando que em
alguns casos o maior tempo empregado para se obter maior conversdo pode compensar o
investimento em equipamentos maiores para essa finalidade. De forma geral os melhores
resultados sdo obtidos nas condi¢des de maior severidade, o que indica que a solubilizacio
das hemiceluloses € importante para o coquetel enzimatico empregado, ou seja, demonstra

falta de hemicelulases no coquetel.
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Figura 63: Concentracoes de glicose obtidas nos ensaios de hidroélise enzimatica para cada uma das
condicdes investigadas na ETAPA 1II do planejamento.

O efeito da severidade comentado no pardgrafo anterior também pode ser observado
nas Figura 64 e Figura 65, onde s@o apresentados os diagramas de Pareto relacionando o efeito

das varidveis sobre a concentracdo de glicose apds 24 e 48 h de hidrdlise enzimatica,

77



respectivamente. Pode-se observar que as varidveis de maior efeito sdo a pressao e o tempo,
principais responsdveis pela severidade do processo e como foi visto anteriormente,

solubilizacdo e degradacao das hemiceluloses.

(1)Pressao(L) -7,944795

(2)Tempo(L) ‘5,662435

Press&o(Q) ‘—3,81277

Tempo(Q) 2,193441

(3)Catalisador(L)

.

1,7441896

1Lby 2L

.

-1,23762

Catalisador(Q)

.

-,990495

2Lby 3L

)

,5190001

1Lby 3L

-

-,279462

p=,1

Estimativas dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 64: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a concentracio de glicose apos
24 h de hidroélise enzimatica (ETAPA 1I do planejamento).
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Figura 65: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a concentracio de glicose apos
48 h de hidroélise enzimatica (ETAPA II do planejamento).

Os resultados de conversdo enzimdtica apresentados na Figura 66 seguem o mesmo

comportamento da concentracdo de glicose apresentados na Figura 63. Conversdes de 30 a

70% sao alcangadas em 24 h de reacdo enquanto que para 48 h de reacdo a faixa de conversao

varia de 37 a 82%. Esses resultados sdo bastante expressivos, uma vez que se utilizou uma

carga enzimatica baixa (2 FPU/g de biomassa), € a0 mesmo tempo demonstram a evolucao

do desenvolvimento das enzimas, uma vez que resultados semelhantes (80%) para conversao

enzimatica de palha s6 foram alcangados com carga enzimatica muito superior (15 FPU/g de

biomassa) quando se utilizaram as primeiras enzimas disponiveis para esse tipo de

investigagao, a Celluclast 1.5 L (Oliveira et al. 2013).
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Figura 66: Conversao enzimatica da celulose obtidas nos ensaios de hidrélise enzimatica para cada uma
das condicdes investigadas na ETAPA II do planejamento.

Por meio dos diagramas de Pareto apresentados nas Figura 67 e Figura 68 pode-se
observar que as varidveis de maior efeito sdo as mesmas observadas para a concentragio de
glicose. Uma avaliacdo mais detalhada desses efeitos € apresentada na Tabela 12 onde pode-

se observar o erro padrdo dos efeitos, assim como o “p” valor calculado para 90% de

confianca (p<0,10).
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Figura 67: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a conversao enzimatica apos
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Figura 68: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a conversao enzimatica apés
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Tabela 12: Analise dos efeitos principais e de interacio das variaveis do planejamento composto central

para a Conversiao Enzimatica (48 h)

Erro

Efeito ~ t3) p
padrao
Média 66,92437 3,429576  19,51389  *0,000294
(1) Pressao (Kgf/cm?) (L) 17,00383 3,719648 4,57135 *0,019641
Pressao (Kgf/cm?) (Q) -6,69628 3,868975  -1,73076 0,181927
(2) Tempo (min) (L) 10,28449 3,719648 2,76491 *0,069865
Tempo (min) (Q) 3,03862 3,868975 0,78538 0,489546
(3) Catalisador (%) (L) 3,79981 3,719648 1,02155 0,382186
Catalisador (%) (Q) -4,08884 3,868975  -1,05683 0,368166
1x2 (L) -1,65107 4,857809  -0,33988 0,756353
1x3(L) 2,55934 4,857809 0,52685 0,634770
2x3 (L) 0,41196 4,857809 0,08480 0,937760

*Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca (p<0,10)

Analisando a Tabela 12 nota-se que o efeito linear da pressiao e do tempo foram os

Unicos que se mostraram estatisticamente significativos a 90% de confianca.

Para analisar a resposta das varidveis de processo investigadas por meio da superficie

de resposta, os coeficientes ndo significativos foram eliminados e o modelo € descrito pelos

coeficientes mostrados na Tabela 13.

Tabela 13: Analise de regressao dos coeficientes das variaveis do planejamento composto central para o

Indice de Fracionamento.

Coeficiente de Erro t(3) p
Regressao padrao
Média 63,98827 1,619270  39,51675 0,000036
(1) Pressao (Kgf/cm?) (L) 8,50191 3,719648 4,57135 0,019641
(2) Tempo (min) (L) 5,14224 3,719648 2,76491 0,069865

Com os valores dos coeficientes de regressao estatisticamente significativos expostos

na Tabela 13 pode-se definir a Equacdo 9 que representa o modelo linear que relaciona a

conversdo enzimatica em 48 h em fungado das varidveis de processo pressao e tempo.

Conversao Enzimatica (%) = 63,98827 + 8,50191P + 5,14224T

Equacao 9
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A validade do modelo pode ser verificada pela andlise de variancia (ANOVA)
apresentada na Tabela 14. O teste F calculado para verificar a regressio do modelo
apresentou um valor de 8,59 que é maior que o valor tabelado (Fub.2,15 = 2,70), concluindo
assim que a equacdo do modelo quadratico € significativa a 90%. O modelo estudado ndo
apresenta evidéncias de falta de ajuste, pois o teste F calculado apresentou um valor de 1,83
que € menor que o valor tabelado (Fab,)123 = 5,22).

Tabela 14: Analise da varidncia (ANOVA) para o ajuste do modelo aos dados do planejamento
composto central para o Indice de Fracionamento.

.« Soma Graus de Média
Fonte de Variacao Quadratica  Liberdade  Quadratica Fealculado
Regressao 1347,085901 2 673,542950 8,59
Residuos 1176,460619 15 78,430708
Falta de ajuste 1034,871 12 86,239232 1,83
Erro puro 141,590 3 47,196614
Total 2523,547 17
% de variacao explicada (R?) 53,38
% mdxima d? variacao 94.39
explicavel

I Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2 Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
Obs: Valores calculados pelo software STATISTICA 12

O modelo descrito pela Equacao 9, que relaciona a conversao enzimatica da palha de
cana-de-agucar, apos em 48 h de reacdo, em funcdo das varidveis de processo pressdo e
tempo, pode ser representado pela superficie de resposta apresentada na Figura 69. E possivel
observar claramente na superficie de resposta que, no caso do coquetel enzimético utilizado
nesse estudo, o pré-tratamento realizado em condi¢des de elevada pressdo e tempo permite

alcancar maiores conversoes na hidrélise enzimaética.

E importante reforcar que condicdes de elevada severidade devem ser evitadas uma
vez que parte significativa das hemiceluloses podem ser degradadas e, além de perda dessa
fracdo, compostos inibitérios para a fermentacdo sdo gerados. Nesse contexto melhores
condig¢des de pré-tratamento devem ser desenvolvidas em conjunto com o desenvolvimento
do melhor coquetel enzimdtico; por exemplo, € possivel utilizar hemicelulases em

combinacdo com celulases para aumentar a conversao da celulose mesmo quando a biomassa
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¢ pré-tratada em condi¢des de baixa severidade, onde parte significativa das hemiceluloses

sdo mantidas na fibra (Petersen et al., 2009).

I > 90
Il <88
B <78
[] <68
[1<58
B < 48
Bl < 38

Figura 69: Superficie de resposta para a Conversdo Enzimatica em funcio do tempo e da pressio,

mantendo o catalisador no nivel central (0).
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4.2.4 Recuperacio Global

ApO6s avaliar os resultados de pré-tratamento e hidrdlise enzimdtica separadamente,
essas duas etapas sdo avaliadas de forma integrada por meio da Recuperacdo Global de
glicose (Figura 70), conforme item 4.1.4. Pode-se observar um valor médio de 50 e 60% apds
24 e 48 h de hidrélise enzimdtica, respectivamente. O maximo de 77,5% em 48 h foi
alcangado na condi¢do do ensaio 8. A conversdo enzimadtica elevada nessa condi¢do
contribuiu com maior impacto para a maior recuperacdo global, uma vez que do ponto de
vista de recuperacdo de glicose no pré-tratamento nao ha diferengas extremas significativas
entre as condi¢des investigadas, principalmente se for considerado o fato de a glicose
solubilizada ndo ser separada apds o pré-tratamento, permanecendo no processo e

naturalmente sendo contabilizada na recuperacao global.

90

80

70

60 -

m24h

H 48h
40 -

Recuperacdo Global (%)
(%)
o

20 -

0,9/0,9(0,9/0,9(2,1/2,1/2,1(2,1/1,5/1,5(1,5/1,5/0,5/2,5/1,5/1,5|1,5|1,5| Cat. SO, (%)
4|4|8|8|4a|a/8/8|6|6|2|10/6|6|6|6|6]6|Tempo(min)
12161216112 |16|12|16| 10|17 |14 |14 | 14| 14| 14| 14| 14 | 14 | Pressdo (kgf/cm?)

1(2|3|4|5|6|7|8|9|10|/11|12/13|14|15|16/|17 |18 Ensaio

Figura 70: Recuperacao Global de glicose apés as etapas de pré-tratamento e hidrolise enzimatica
(ETAPA 1I do planejamento).

Nas Figura 71 e Figura 72 sdo apresentados os diagramas de Pareto relacionando o
efeito das varidveis sobre a recuperacao global do processo, considerando 24 e 48 h de reacdo

de hidrdlise enzimatica, respectivamente. Como comentado anteriormente, a maior diferenca
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de rendimento de glicose entre as condi¢des investigadas acontece na hidrdlise enzimatica,
de forma que as varidveis de maior efeito observadas, pressdo e tempo, sdo as mesmas

observadas para a hidrélise enzimética.

(1)Pressao(L) -9,092426

(2)Tempo(L) ‘5,81 3855
Press&o(Q) ‘ -3,23537
2Lby 3L ‘2,692028

(3)Catalisador(L) 1,643674

:

1lby2L -1,57377

Tempo(Q) 1,533589

T

1Lby 3L -,678338

=

Catalisador(Q) ,0086292

L

p=1

Estimativas dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 71: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a recuperacio global do
processo, considerando 24 h de reacao de hidrolise enzimatica (ETAPA II do planejamento).
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(1)Pressao(L) _9,97146
(2)Tempo(L) 5,60567
(3)Catalisador(L) 3,750163
2Lby 3L 2,375744
Presséo(Q) 2,17531
1Lby 2L -1,99473
Catalisador(Q) -1,61605
Tempo(Q) 1,386%599
1Lby 3L ,413987
p=,1

Estimativas dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 72: Diagrama de Pareto relacionando o efeito das variaveis sobre a recuperacio global do
processo, considerando 48 h de reacio de hidrdélise enzimatica (ETAPA II do planejamento).
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Tabela 15: Analise dos efeitos principais e de interacio das variaveis do planejamento composto central
para o Rendimento Global (Considerando 48 h de Hidrolise Enzimatica).

. Erro
Efeito padrio t3) p
Média 62,12102 1,451305 42,80356  *0,000028
(1) Pressao (Kgf/cm?) (L) 15,69564 1,574056 9,97146 *(,002146
Pressao (Kgf/cm?) (Q) -3,56152 1,637247 -2,17531 0,117867
(2) Tempo (min) (L) 8,82364 1,574056 5,60567 *(0,011219
Tempo (min) (Q) 2,27020 1,637247 1,38660 0,259639
(3) Catalisador (%) (L) 5,90297 1,574056 3,75016 *(0,033113
Catalisador (%) (Q) -2,64587 1,637247 -1,61605 0,204502
1x2 (L) -4,10055 2,055695 -1,99473 0,140040
1x3 (L) 0,85103 2,055695 0,41399 0,706701
2x3 (L) 4,88380 2,055695 2,37574 *(,097994

*Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca (p<0,10)

Analisando a Tabela 15 nota-se que o efeito linear da pressdao, do tempo e do

catalisador, assim como a interacdo linear dos efeitos do tempo/catalisador (2x3) se

mostraram estatisticamente significativos a 90% de confianca.

Para analisar a resposta das varidveis de processo investigadas na superficie de

resposta, os coeficientes nao significativos foram eliminados e o modelo € descrito pelos

coeficientes mostrados na Tabela 16.

Tabela 16: Analise de regressao dos coeficientes das variaveis do planejamento composto central para o

Indice de Fracionamento.

Coeficiente de Erro t(3) p
Regressao padrao
Média 60,62874 0,685232  88,47918 0,000003
(1) Pressao (Kgf/cm?) (L) 7,84782 0,787028 9,97146 0,002146
(2) Tempo (min) (L) 441182 0,787028 5,60567 0,011219
(3) Catalisador (%) (L) 2,95148 0,787028 3,75016 0,033113
2x3 (L) 2,44190 1,027848 2,37574 0,097994

Com os valores dos coeficientes de regressao estatisticamente significativos expostos

na Tabela 16 pode-se definir a Equagdo 10 que representa o modelo linear que relaciona o

rendimento global apds 48 h de hidrélise enzimatica em funcdo das varidveis de processo

investigadas.
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Rendimento Global (%) = 60,62874 + 7,84782P + 4,41182T + Equagéo 10
2.95148C + 2,44190TC

A validade do modelo pode ser verificada pela andlise de variancia (ANOVA)
apresentada na Tabela 17. O teste F calculado para verificar a regressio do modelo
apresentou um valor de 7,53 que € maior que o valor tabelado (F(ub.)4,13 = 2,43), concluindo
assim que a equag¢do do modelo quadritico € significativa a 90%. Entretanto o modelo
estudado apresenta evidéncias de falta de ajuste, pois o teste F calculado apresentou um valor

de 6,19 que € maior que o valor tabelado (Fb.)103 = 5,23).

Essa falta de ajuste pode ser devida a dificuldades de medi¢do, uma vez que o
rendimento global € resultado das etapas de pré-tratamento e hidrélise enzimdtica, desvios
em cada uma das etapas quando acumulados podem resultar em uma maior nao linearidade

na resposta final.

Desta forma o modelo estatistico proposto ndo pode ser utilizado para fins preditivos.
De qualquer forma as superficies de resposta (Figura 73, Figura 74 e Figura 75) foram
tracadas, uma vez que do ponto de vista qualitativo a dependéncia da resposta em fun¢do das

varidveis pode ser avaliada.

Tabela 17: Analise da variancia (ANOVA) para o ajuste do modelo aos dados do planejamento
composto central para o Rendimento Global.

. Soma Graus de Média
Fonte de Variagao Quadratica  Liberdade  Quadratica Fealculado
Regressao 1272,5100 4 318,127488 7,53
Residuos 548,8987 13 42.222979
Falta de ajuste 523,5434 10 52,354344 6,19
Erro puro 25,3553 3 8,451765
Total 1821,4087 17
% de variacao explicada (R?) 69,86
% maxima df: variacao 98.61
explicavel

1 Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2 Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
Obs: Valores calculados pelo software STATISTICA 12
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Como pode ser observado nas superficies de resposta (Figura 73, Figura 74 e Figura
75), a recuperagdo global de glicose ¢ maior nas condi¢des do nivel superior das varidveis

investigadas.

Il - s0
B <78
[ <68
[ <58
B <48
Bl <38

Figura 73: Superficie de resposta para a Recuperacao Global de glicose em funcao do tempo e da
pressao, mantendo o catalisador no nivel central (0).
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1 10

Il - 30
Bl <30
B <70
[ <60
B <50
Bl <40

Figura 74: Superficie de resposta para a Recuperacao Global de glicose em funcao do catalisador e da
pressao, mantendo o tempo no nivel central (0).
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Il - 30
B <78
[ <68
[ <58
Bl <48

Figura 75: Superficie de resposta para a Recuperacao Global de glicose em func¢ao do catalisador e do
tempo, mantendo a pressao no nivel central (0).

4.2.5 Conclusoes da ETAPA 11

Por meio das superficies de resposta apresentadas para o Indice de Fracionamento
foram identificadas duas regides de 6timo, que permitem alcangar valores em torno de 0,26.
Essas regides sdo opostas, ou seja, pode ser empregado longo periodo de tempo combinado

com baixa pressao ou curto periodo de tempo combinado com alta pressao.

Com base no maior valor alcangado para o Indice de Fracionamento (0,26) pode-se
evidenciar que do ponto de vista de fracionamento dos componentes celulose e hemiceluloses
o pré-tratamento por explosdo com vapor € limitado, devido principalmente ao fato de ndo

solubilizar de forma expressiva as hemiceluloses sem que ocorra a degradacao dessa fragao.

Os valores mais altos de conversdo enzimatica (82%) observados nas condi¢des de
maior severidade indicam que a solubilizacdo das hemiceluloses € importante para o coquetel

enzimatico empregado, nestes casos, visando alcangar maior conversao da palha pré-tratada
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em baixa severidade, para preservar hemiceluloses, pode-se complementar o coquetel com

hemicelulases.

Pré-tratamento da palha em condicdes de 16 kgf/cm2, 8 min e 2,1%m/m SO> resulta
em 97% de recuperacdo de celulose, que através da hidrélise enzimdtica alcanca 82% de
conversdo a glicose em 48 h de reacio, utilizando 2 FPU/g de biomassa. A integracao dessas
duas etapas resulta no méximo de 77,5% de recuperacdo global de glicose e evidéncia o
potencial da palha de cana-de-actcar para producdo de etanol de segunda geracdo por meio

do pré-tratamento por explosao com vapor.
4.3 Conclusoes Gerais

A palha de cana-de-actcar € uma matéria-prima de grande potencial para producao
de etanol de segunda geracdo. No entanto a etapa de preparacdo nio é simples, uma vez que
a palha deve ser triturada e a remog¢do de impurezas minerais deve ser realizada para evitar
problemas de abrasdo nos equipamentos e perda de eficiéncia no pré-tratamento, devido a

capacidade tamponante conferida ao meio reacional.

O pré-tratamento por explosdo com vapor € eficiente para aumentar a acessibilidade
das enzimas a celulose, permitindo assim, altas taxas de conversao e rendimento de glicose.
Porém dentro das condi¢des investigadas, foi observado, por meio do célculo do Indice de
Fracionamento da biomassa, que a solubilizacdo eficiente da fracdo hemiceluldsica ndo é
alcancada. Dentro de um contexto mais amplo de biorrefinarias, onde ndo somente a glicose
€ valorizada e sim todos os componentes da biomassa, deve-se buscar alternativas para
maximizar o rendimento de xilose a0 mesmo tempo que € alcancado alto rendimento de

glicose.
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APENDICE A

Balanco de massa do processo para todas as condicdes investigadas na ETAPA I do planejamento.

Tabela 18: Condicoes de processo e dados da matéria-prima (Etapa I).

Condicoes de Processo

Dados da Matéria-Prima: Palha de cana-de-aciicar 'in natura'

Analise Composicional

Ensaio Dados da Palha na Entrada do STEX 65L

N° Pressao | Tempo | Umidade | Catalisador Massa ST Massa Umidade Massa de Celulose | Hemiceluloses | Lignina Outros
(kgf/cm?) | (min) (%) (%) Umida (Kg) | (%) | Seca (Kg) (%) Agua (Kg) % | Kg % Kg % | Kg| % |Kg
1 12 4 10 0 3,0 87% 2,6 13% 0,38 352109 | 26,1 | 0,68 |21,0]| 0,6 |17,7]0,5
2 18 4 10 4 3,0 87% 2,6 13% 0,38 352109 | 26,1 | 0,68 |21,0] 0,6 | 17,7 |0,5
3 12 8 10 4 3,0 87% 2,6 13% 0,38 352109 | 26,1 | 0,68 |21,0] 0,6 | 17,7 |0,5
4 18 8 10 0 3,0 87% 2,6 13% 0,38 352109 | 26,1 | 0,68 |21,0]| 0,6 |17,7]0,5
5 12 4 50 4 53 50% 2,6 50% 2,63 352109 | 26,1 | 0,68 |21,0]| 0,6 |17,7]0,5
6 18 4 50 0 5,3 50% 2,6 50% 2,63 352109 | 26,1 | 0,68 |21,0] 0,6 | 17,7 0,5
7 12 8 50 0 5,3 50% 2,6 50% 2,63 352109 | 26,1 | 0,68 |21,0] 0,6 | 17,7 |0,5
8 18 8 50 4 5,3 50% 2,6 50% 2,63 352109 | 26,1 | 0,68 |21,0] 0,6 | 17,7 0,5
9 15 6 30 2 3,8 70% 2,6 30% 1,13 352109 | 26,1 | 0,68 |21,0]| 0,6 |17,7]0,5
10 15 6 30 2 3,8 70% 2,6 30% 1,13 352 1092| 26,1 | 0,68 |21,0/0,55|17,7]0,5
11 15 6 30 2 3,8 70% 2,6 30% 1,13 352109 | 26,1 | 0,68 |21,0] 0,6 | 17,7 0,5
12 15 6 30 2 3.8 70% 2,6 30% 1,13 352109 | 26,1 | 0,68 |21,0] 0,6 | 17,7 ]0,5
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Tabela 19: Dados do produto (palha pré-tratada) e Balanco de massa (Etapa I).

Biomassa Pré-Tratada (BPT) Balanco de Massa
Ensaio Dados na saida do reator
N° Massa ST Massa Umidade | Massa de | Recuperacao Perdas
Umida (Kg) | (%) | SecaKg) | (%) | Agua(Kg) | 9 ff;:')d"s V‘(’f;:t)e's
1 4,36 50,2% | 2,19 49,8% 2,17 83 17
2 4,30 49,7% 2,14 50,3% 2,16 81 19
3 4,64 51,1% 2,37 48,9% 2,27 90 10
4 4,58 46,3% | 2,12 53,7% 2,46 81 19
5 5,82 40,5% 2,35 59,5% 3,47 90 10
6 6,48 372%| 241 62,8% 4,07 92 8
7 5,12 41,9% 2,15 58,1% 2,97 82 18
8 6,52 31,4%| 2,05 68,6% 4,47 78 22
9 4,84 46,9% 2,27 53,1% 2,57 87 13
10 5,16 48,5% 2,50 51,5% 2,66 95 5
11 5,06 46,4% | 2,35 53,6% 2,71 89 11
12 5,32 46,0% 2,45 54,0% 2,87 93 7
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Tabela 20: Composicao das fragoes soliiveis e insoliveis apds pré-tratamento (Etapa I).

Analise Composicional (Percentagem)
Ensaio Solidos Solaveis Sélidos Insoliveis (Fibra)
N 88 Totais ((;‘17:;CSOSS)e Hen(l;eshsl;oses Fibra Composic¢ao da Fibra
(%BPT) | Mono Oligo | Total | Mono | Oligo | Total (%BPT) Celulose (%) | Hemiceluloses (%) | Lignina (%) | Cinzas (%) | Outros (%)

1 15,2 0,7 | 12,6 13,3] 13,9 (26,5404 85 47,2 19,6 23,4 8.4 1,4
2 20,1 53 16,77 [12,0]17,2(24,0]41,2 80 46,3 7,5 32,9 12,4 0,9
3 23,8 55 |57 |11,2] 16,7 |22,4]39,1 76 442 10,8 32,7 12,2 0,1
4 13,9 1,2 | 81 |93 |10,5|18,6|29,1 86 48,6 6.4 38,6 8,3 0,0
5 34,4 26 | 7,6 [10,2] 12,8 |20,4|33,2 66 51,6 12,9 26,6 9,1 0,0
6 27,2 1,1 | 7,5 | 8,6 | 97 |17,2|26,8 73 48,1 7,1 29,8 15,7 0,0
7 22,7 06 | 65|71 | 7,7 |142]21,9 77 51,2 17,9 27,1 5,3 0,0
8 25,8 10,0 | 8,3 |18,3| 28,3 |36,6|64,9 74 47,0 6,1 36,7 9,9 0,4
9 27,1 4,1 | 7,8 [12,0| 16,1 | 24,0|40,1 73 50,6 6,7 31,7 11,3 0,0
10 28,0 45 169 [11,5|16,0 22,9 (39,0 72 49,6 6,7 30,3 11,4 2,0
11 29,0 84 | 5,8 |14,3]22,7]28,5|51,2 71 48,8 5,7 31,3 11,5 2,8
12 28,3 52 | 7,6 [12,7]17,9 25,5434 72 49,7 5,9 29,9 11,0 34
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Tabela 21: Composicao (em massa) das fracoes soliiveis e insoliiveis apds o pré-tratamento (Etapa I).

Analise Composicional (Massa)
Ensaio Solidos Solaveis (SS) Solidos Insolaveis (Fibra)
N’ SS Totais Glicose (kg) Hemiceluloses (kg) | Outros Fibra Composicio da Fibra
(kg) Mono | Oligo | Total | Mono | Oligo | Total| (%8 | (k&) | Celulose (kg) | Hemiceluloses (kg) | Lignina (kg) | Cinzas (kg)

1 0,33 0,00 | 0,04 0,04|0,05|0,09|0,13| 0,15 | 1,85 0,88 0,36 0,43 0,16
2 0,43 0,02 10,03]0,05|0,07|0,10|0,18| 0,20 | 1,71 0,79 0,13 0,56 0,21
3 0,56 0,03 10,03]0,06|0,09|0,13]|0,22| 0,28 | 1,81 0,80 0,19 0,59 0,22
4 0,29 0,00 | 0,0210,03|0,03]0,05|0,09| 0,18 | 1,82 0,89 0,12 0,70 0,15
5 0,81 0,02 {0,06(0,08|0,10]0,17|0,27| 0,46 | 1,54 0,80 0,20 0,41 0,14
6 0,66 0,01 {0,05(0,06|0,06|0,11|0,18| 0,42 | 1,75 0,84 0,13 0,52 0,27
7 0,49 0,00 | 0,03]0,03|0,04]0,07|0,11| 0,35 | 1,66 0,85 0,30 0,45 0,09
8 0,53 0,05 10,0410,10|0,15(0,19|0,34| 0,09 | 1,52 0,71 0,09 0,56 0,15
9 0,61 0,03 10,05(0,07|0,100,15{0,25| 0,29 | 1,65 0,84 0,11 0,52 0,19
10 0,70 0,03 10,05(0,08{0,11]0,16|0,27| 0,35 | 1,80 0,89 0,12 0,55 0,21
11 0,68 0,06 {0,040,10| 0,150,19|0,35| 0,23 | 1,67 0,81 0,09 0,52 0,19
12 0,69 0,04 10,05(0,09|0,120,18|0,30| 0,30 | 1,75 0,87 0,10 0,52 0,19
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Tabela 22: Recuperacao dos principais componentes apos pré-tratamento (Etapa I).

Recuperacio do Pré-Tratamento
Ensaio
N’ Celulose (%) Hemiceluloses (%) Lignina (%)
SS Mono SS Oligo | Fibra | Total SS mono SS Oligo | Fibra | Total Fibra
1 0,2 4,1 95 99 5,9 11,3 53 70 79
2 2,2 2,8 86 91 9,5 13,2 19 41 102
3 3,0 3,2 86 93 12,1 16,3 28 57 107
4 0,3 2,3 96 99 4,0 7,0 17 28 128
5 2,1 6,0 86 94 13,3 21,3 29 64 75
6 0,7 4,8 91 97 8,2 14,5 18 41 95
7 0,3 3,1 92 95 4,8 8,9 43 57 82
8 5,1 4,3 77 87 19,2 24.9 13 58 101
9 2,5 4,7 91 98 12,7 18,9 16 48 95
10 3,1 4,7 92 100 14,4 20,7 18 53 99
11 5,6 3,9 88 98 19,8 24,9 14 59 95
12 3,5 5,1 91 100 16,0 22,7 15 54 95
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Tabela 23: Dados da hidroélise enziméatica e recuperacao global de glicose (Etapa I).

. Hidrdlise Enzimatica (CC2, 2 FPU/g-TS , 8% ST) Recuperagiio Global
Elgiuo g-Glicose/g- Conversao de Glicose
Glicose (g/L) BPT (%)
Oh 24h 48h 24h 48h 24h | 48h 24h 48h

1 0,13 | 13,6 14,8 0,17 | 0,18 | 36,2 | 39,3 | 36,304 39,381
2 0,66 | 16,7 20,4 0,21 | 0,26 | 46,9 | 57,9 | 43,362 53,127
3 0,81 14,3 16,6 0,18 | 0,21 | 43,3 | 50,8 | 41,268 48,010
4 0,20 11,6 16,8 0,15 | 0,21 | 29,9 | 43,5 | 30,016 43,374
5 0,69 18,8 25,6 0,23 | 0,32 | 55,8 | 76,7 | 53,905 73,377
6 0,20 | 16,7 20,8 0,21 | 0,26 | 50,0 | 62,5 | 48,909 61,038
7 0,28 14,2 15,0 0,18 | 0,19 | 38,1 | 40,4 | 37,043 39,284
8 2,52 | 20,7 27,3 0,26 | 0,34 | 55,3 | 75,3 | 51,658 68,103
9 0,77 19,0 22,6 0,24 | 0,28 | 52,7 | 62,9 | 52,609 62,392
10 0,85 19,0 27,2 0,24 | 0,34 | 54,3 | 78,9 | 57,954 83,075
11 1,58 | 20,6 25,5 0,26 | 0,32 | 58,9 | 74,0 | 58,925 72,844
12 10,99 | 17,374 | 23917 | 0,22 | 0,30 | 48,8 | 68,3 | 51,810 71,322
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APENDICE B

Balanco de massa do processo para todas as condicdes investigadas na ETAPA II do planejamento.

Tabela 24: Condicoes de processo e dados da matéria-prima (Etapa II).

Variaveis de Processo

Dados da Matéria-Prima: Palha de cana-de-acicar '"in natura'

Analise Composicional

Ensaio Dados da Palha na Entrada do Reator

N° Pressao Tempo Catalisador Massa ST Massa Umidade | Massa de Celulose | Hemiceluloses | Lignina Outros
(kgf/em?) | (min) | (% Baseseca) | Umida (Kg) | (%) | Seca (Kg) (%) Agua(Kg) | ¢ Ke | % Ke | % |Ke| % |Ks
1 12 4 0,9 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9] 10,8 | 0,4
2 16 4 0,9 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 (1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9| 10,8 | 0,4
3 12 8 0,9 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 (1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9| 10,8 | 0,4
4 16 8 0,9 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 (1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9| 10,8 | 0,4
5 12 4 2,1 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 10,8 | 0,4
6 16 4 2,1 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 10,8 | 0,4
7 12 8 2,1 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9] 10,8 | 0,4
8 16 8 2,1 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 ] 10,8 | 0,4
9 10 6 1,5 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 ] 10,8 | 0,4
10 17 6 1,5 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 ] 10,8 | 0,4
11 14 2 1,5 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 10,8 | 0,4
12 14 10 1,5 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9] 10,8 | 0,4
13 14 6 0,5 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 10,8 | 0,4
14 14 6 2,5 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 ] 10,8 | 0,4
15 14 6 1,5 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 ] 10,8 | 0,4
16 14 6 1,5 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 ] 10,8 | 0,4
17 14 6 1,5 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 10,8 | 0,4
18 14 6 1,5 5,68 70% 3,98 30% 1,70 384 | 1,5] 27,8 | 1,1 | 23,0 10,9 10,8 | 0,4
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Tabela 25: Dados do produto (palha pré-tratada) e balanco de massa (Etapa II).

Biomassa Pré-Tratada (BPT) Balanco de Massa
Ensaio Dados na saida do reator
N° Massa ST Massa Umidade Massa de Recuperacao Perdas
Umida (Kg) (%) Seca (Kg) (%) Agua (Kg) de Sélidos (%) Volateis (%)

1 6,32 58,1% 3,7 41,9% 2,6 92,3 8
2 6,58 58,4% 3,8 41,6% 2,7 96,6 3
3 7,06 51,2% 3,6 48,8% 3,4 90,9 9
4 6,62 52,8% 3,5 47,2% 3,1 87,8 12
5 6,24 56,4% 3,5 43,6% 2,7 88,5 11
6 6,24 53,8% 3,4 46,2% 2,9 84,4 16
7 6,62 54,8% 3,6 45,2% 3,0 91,2 9
8 6,60 56,2% 3,7 43,8% 2,9 93,3 7
9 6,30 58,9% 3,7 41,1% 2,6 93,3 7
10 7,22 49,8% 3,6 50,2% 3,6 90,5 10
11 7,02 49,7% 3,5 50,3% 3,5 87,8 12
12 8,12 40,1% 3,3 59,9% 4,9 81,8 18
13 6,60 54,2% 3,6 45,8% 3,0 89,9 10
14 7,46 49,1% 3,7 50,9% 3,8 92,0 8
15 8,24 43,1% 3,6 56,9% 4,7 89,4 11
16 7,02 50,7% 3,6 49,3% 3,5 89,5 10
17 6,54 53,1% 3,5 46,9% 3,1 87,3 13
18 6,65 52,7% 3,5 47,3% 3,1 88,1 12
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Tabela 26: Composicao das fragoes soliiveis e insoliiveis apds pré-tratamento (Etapa II).

Analise Composicional (Percentagem)
Ensaio Solidos Solaveis Solidos Insoluveis (Fibra)
N* | SS Totais Glicose (%SS) Hemicelulose (%SS) Fibra Composicio da Fibra
(%BPT) | Mono Oligo | Total | Mono Oligo Total (%BPT) | Celulose (%) | Hemiceluloses (%) | Lignina (%) | Cinzas (%) | Outros (%)

1 24,03 04 6,5 6,9 9,1 28,9 38,0 76,0 45,3 15,8 21,6 10,9 6,39
2 25,25 0,8 9,2 99 12,7 37,6 50,2 74,7 47,5 54 31,0 15,5 0,60
3 2591 0,3 7,7 | 8,1 11,8 42,2 54,0 74,1 47,3 9,2 30,9 7,7 4,87
4 20,13 0,7 8,0 | 8,6 10,4 12,9 23,3 79,9 42,9 2,9 31,4 24.4 -1,72
5 19,04 0,3 75 | 71,8 9,6 38,9 48,5 81,0 49,9 17,9 234 3,1 5,65
6 27,31 1,2 8,3 94 14,5 37,2 51,6 72,7 52,3 6,5 27,4 9,3 4,46
7 22,63 0,7 8,2 8,9 14,4 42,1 56,5 77,4 51,4 9,2 31,0 8,0 0,45
8 18,93 4,0 59 99 15,0 15,2 30,2 81,1 46,9 29 35,3 10,0 4,75
9 19,15 0,5 70 | 7,5 10,5 32,0 42,6 80,9 48,2 15,1 24.9 10,6 1,29
10 18,76 1,8 79 | 9,6 13,9 14,1 28,0 81,2 49,9 3,1 35,7 9,5 1,67
11 22,91 0,3 8,7 | 9,0 10,3 46,9 57,2 77,1 48,6 9,2 26,6 12,2 3,49
12 22,27 0,6 8,9 9,4 13,9 29,1 43,0 71,7 51,8 4,7 33,7 8,2 1,57
13 17,08 0,2 8,1 8,3 12,7 39,8 52,6 82,9 48,4 14,5 22,8 8,4 5,96
14 25,55 0,6 8,7 9,3 15,5 38,6 54,1 74,4 48,6 6,7 27,4 13,4 4,01
15 22,80 0,3 8,5 | 88 10,6 443 54,8 77,2 49.4 8,0 27,5 10,7 4,38
16 26,57 0,4 8,4 | 88 13,0 39,7 52,7 73,4 50,5 7,1 28,0 9,9 4,58
17 25,43 0,6 8,7 | 93 14,3 37,9 52,2 74,6 50,7 7,1 27,1 10,7 4,40
18 28,37 0,9 7,2 8,1 14,6 31,8 46,4 71,6 47,2 6,7 26,2 16,3 3,61
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Tabela 27: Composicao (em massa) das fracoes soliiveis e insoliiveis apds pré-tratamento (Etapa II).

Analise Composicional (Massa)
Ensaio Solidos Solaveis (SS) Solidos Insoluveis (Fibra)
N° SS Totais Glicose(kg) Xilose (Kg) Fibra Composicio da Fibra
(kg) Mono | Oligo | Total | Mono | Oligo | Total | (kg) Celulose (kg) Hemiceluloses (Kg) Lignina (kg) Cinzas (kg)

1 0,88 0,00 | 0,06 | 0,06 | 0,08 | 0,26 | 0,34 | 2,79 1,26 0,44 0,60 0,30
2 0,97 0,01 | 0,09 | 0,10 | 0,12 | 0,36 | 0,49 | 2,87 1,36 0,16 0,89 0,45
3 0,94 0,00 | 0,07 | 0,08 | 0,11 | 0,39 | 0,51 | 2,68 1,27 0,25 0,83 0,21
4 0,70 0,00 | 0,06 | 0,06 | 0,07 | 0,09 | 0,16 | 2,79 1,20 0,08 0,88 0,68
5 0,67 0,00 | 0,05 | 0,05 | 0,06 | 0,26 | 0,33 | 2,85 1,42 0,51 0,67 0,09
6 0,92 0,01 | 0,08 | 0,09 | 0,13 | 0,34 | 047 | 2,44 1,28 0,16 0,67 0,23
7 0,82 0,01 | 0,07 | 0,07 | 0,12 | 0,35 | 0,46 | 2,81 1,44 0,26 0,87 0,22
8 0,70 0,03 | 0,04 | 0,07 | 0,11 | 0,11 | 0,21 | 3,01 1,41 0,09 1,06 0,30
9 0,71 0,00 | 0,05 | 0,05 | 0,07 | 0,23 | 0,30 | 3,00 1,45 0,45 0,75 0,32
10 0,68 0,01 | 0,05 | 0,06 | 0,09 | 0,10 | 0,19 | 2,92 1,46 0,09 1,04 0,28
11 0,80 0,00 | 0,07 | 0,07 | 0,08 | 0,38 | 0,46 | 2,69 1,31 0,25 0,72 0,33
12 0,72 0,00 | 0,06 | 0,07 | 0,10 | 0,21 | 0,31 | 2,53 1,31 0,12 0,85 0,21
13 0,61 0,00 | 0,05 | 0,05 | 0,08 | 0,24 | 0,32 | 2,96 1,43 0,43 0,68 0,25
14 0,94 0,01 | 0,08 | 0,09 | 0,14 | 0,36 | 0,51 | 2,73 1,32 0,18 0,75 0,36
15 0,81 0,00 | 0,07 | 0,07 | 0,09 | 0,36 | 0,44 | 2,74 1,36 0,22 0,75 0,29
16 0,95 0,00 | 0,08 | 0,08 | 0,12 | 0,38 | 0,50 | 2,61 1,32 0,18 0,73 0,26
17 0,88 0,01 | 0,08 | 0,08 | 0,13 | 0,33 | 0,46 | 2,59 1,31 0,18 0,70 0,28
18 0,99 0,01 | 0,07 | 0,08 | 0,14 | 0,32 | 0,46 | 2,51 1,19 0,17 0,66 0,41
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Tabela 28: Recuperacao dos principais componentes apos pré-tratamento (Etapa II).

Recuperacio do Pré-Tratamento
Ensaio
N’ Celulose (%) Hemiceluloses (%) Lignina (%)
SS Mono SS Oligo | Fibra | Total | SS Mono SS Oligo | Fibra | Total Fibra
1 0,2 3.4 82,7 | 86 6,4 20,3 40 67 66
2 0,4 5,2 89,3 | 95 9,8 29,0 14 53 97
3 0,2 4,3 83,0 | 87 8,8 31,4 22 63 90
4 0,3 3,3 78,4 | 82 5,8 7,2 7 20 96
5 0,1 3,0 93,2 | 96 5,1 20,8 46 72 73
6 0,6 4,5 83,6 | 89 10,6 27,1 14 52 73
7 0,3 4,0 944 | 99 9,4 27,5 23 60 95
8 1,7 2,4 92,5 | 97 8,4 8,5 8 25 116
9 0,2 2,9 94,6 | 98 6,0 18,1 41 65 82
10 0,7 3,1 95,6 | 99 7,5 7,6 8 23 114
11 0,2 4,1 85,6 | 90 6,6 29,9 22 59 78
12 0,2 3,8 85,8 | 90 8,0 16,8 11 36 93
13 0,1 2,9 939 | 97 6,2 19,4 39 64 74
14 0,3 4,8 86,7 | 92 11,5 28,8 16 57 82
15 0,2 4,1 88,8 | 93 6,8 28,6 20 55 82
16 0,2 4,7 86,4 | 91 9,8 29,9 17 56 80
17 0,3 4,5 86,0 | 91 10,0 26,7 17 53 77
18 0,5 4,2 77,6 | 82 11,5 25,1 15 52 72
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Tabela 29: Dados da hidroélise enziméatica e recuperacao global de glicose (Etapa II).

Hidrolise Enzimética (CC2, 2 FPU/g-TS , 8% ST) Recuperacio Global
Ens?io de Glicose
N Glicose (g/L) g-Glicose/g-BPT Conversao (%)
Oh 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
1 0,66 16,53 18,47 0,21 0,23 49,6 55,7 44,7 50,0
2 1,00 20,87 24,71 0,26 0,31 59,1 70,6 59,1 70,0
3 0,83 19,30 23,76 0,24 0,30 56,0 69,6 51,4 63,3
4 0,70 23,02 26,82 0,29 0,34 70,0 81,9 59,2 69,0
5 0,60 15,12 18,12 0,19 0,23 39,1 47,1 39,2 47,0
6 1,03 20,16 25,34 0,25 0,32 53,4 67,9 49,8 62,6
7 0,81 19,69 23,96 0,25 0,30 51,0 62,6 52,6 64,0
8 0,75 21,94 28,35 0,27 0,35 60,9 79,3 60,0 77,5
9 0,58 11,24 13,77 0,14 0,17 29,8 36,8 30,7 37,6
10 0,72 19,12 25,92 0,24 0,32 49,2 67,4 50,7 68,7
11 0,83 17,12 22,03 0,21 0,28 46,5 60,5 44,0 56,7
12 0,84 22,54 27,60 0,28 0,35 57,8 71,2 54,0 66,1
13 0,57 14,66 16,02 0,18 0,20 38,2 41,9 38,6 42,2
14 0,95 20,07 24,75 0,25 0,31 56,0 69,7 54,1 66,8
15 0,81 18,30 22,42 0,23 0,28 49,1 60,7 47,9 58,7
16 0,94 19,35 24,09 0,24 0,30 52,7 66,2 50,7 63,2
17 0,95 19,75 24,32 0,25 0,30 52,9 65,7 50,5 62,2
18 0,92 20,65 25,47 0,26 0,32 61,9 77,0 53,3 65,7
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