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RESUMO

O grande desafio para a producdo de etanol de segunda geracdo estd em produzir,
eficientemente, um hidrolisado rico em agticares que possa ser fermentado para producao
de etanol. Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do tamanho de particula nas
etapas de pré-tratamento e hidrdlise enzimdtica do bagaco de cana. Também foram
estudadas diferentes condi¢des de pré-tratamento com &cido sulfirico diluido com o
objetivo de avaliar a solubilizagdo dos componentes da biomassa e a recuperacdo dos
acucares no licor. A eficiéncia de cada condi¢do de pré-tratamento foi avaliada através da
liberacdo de agucares na hidrdlise enzimética. Foi observado que a temperatura teve grande
influéncia na solubiliza¢do das hemiceluloses no pré-tratamento, alcan¢cando o maximo de
87% a 140°C por 30 minutos. Nesta mesma condi¢do, também foi observado o rendimento
maximo de pentoses no licor, sendo de 77%. Nao foi observada influéncia do tamanho de
particula no pré-tratamento, uma vez que os valores obtidos de solubilizacdo e rendimentos
foram semelhantes para as diferentes granulometrias, avaliadas em uma mesma condig¢ao.
A avaliacdo da eficiéncia do pré-tratamento na hidrélise enzimdtica mostrou que as
condi¢des de pré-tratamento mais severas (as que removeram maiores quantidades de
hemiceluloses) resultaram em maiores conversoes a glicose, sendo o méximo alcangado de
conversao de celulose de 55% e um rendimento global de 44% para o material pré-tratado a
140°C, 30 minutos com concentra¢cdo de sélidos de 10% (m/v) na hidrélise. Também nao
foi observada influéncia do tamanho de particula nesta etapa, uma vez que os rendimentos
obtidos foram semelhantes para as diferentes granulometrias. Sendo assim, foi determinado
que o tamanho de particula, na faixa avaliada no presente trabalho, ndo exerceu influéncia
no pré-tratamento com dcido sulfdrico diluido e hidrélise enzimatica, o que nao demonstra
a necessidade de reduzir o tamanho de particula do bagaco. A melhor condi¢do de pré-
tratamento apresentou eficiente remocao das hemiceluloses e consequente recuperacao de
xilose no licor, porém a conversdo da celulose na hidrdlise enzimdtica ndo apresentou

grande efetividade.

Palavras-chave: pré-tratamento, tamanho de particula, bagaco de cana, hidrélise enzimética.






ABSTRACT

The main challenge for second generation ethanol production is to produce, effectively, a
hydrolyzate rich in sugars that can be fermented to produce ethanol. This study aimed to
evaluate the influence of particle size on pretreatment and enzymatic hydrolysis of
sugarcane bagasse. Different conditions of dilute acid pretreatment were studied to evaluate
biomass solubilization and sugars recovery in the liquor. The efficiency of each
pretreatment condition was evaluated by the release of sugars after enzymatic hydrolysis. It
was observed that the temperature had a great influence on the hemicelluloses
solubilization in the pretreatment, reaching a maximum of 87% at 140°C for 30 minutes.
The maximum xylose yield was observed on the same condition (77 %). No influence of
particle size in the pretreatment was observed, since the values of solubilization and yields
were similar for the different particle sizes evaluated in the same condition. The most
severe conditions of pretreatment (highest hemicelluloses solubilization) resulted in higher
conversion to glucose, in which the maximum cellulose conversion was 55% and overall
yield of 44 % for the material pretreated at 140°C for 30 minutes when the solids
concentration in hydrolysis was 10% (w/v). No influence of particle size was observed at
this step, since the yields were similar for the different particle sizes. Thus, it was
determined that the particle size in the range evaluated in this study did not influence the
dilute sulfuric acid pretreatment and enzymatic hydrolysis, which shows that there is no
need for the particle size reduce of bagasse. The best pretreatment condition showed
efficient removal of hemicelluloses and subsequent recovery of xylose in the liquor, but the

conversion of cellulose in the enzymatic hydrolysis did not show great effectiveness.

Keywords: pretreatment, particle size, sugarcane bagasse, enzymatic hydrolysis.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o interesse em pesquisas que buscam por fontes alternativas
de energia para os combustiveis fosseis tem crescido consideravelmente (DIAS er al.,
2012). A crescente demanda por energia resulta em um significante aumento do preco do
combustivel, principalmente do petréleo, além de acelerar seu inevitavel esgotamento
(PENG e WU, 2010; LU et al., 2009). Mais de 60% da producdo de combustiveis
provenientes do petréleo sdo destinados ao setor de transporte, tornando-o o principal
consumidor. Como agravante, a combustdo desses derivados contribuem para emissdo de
gases do efeito estufa (QI et al., 2010). BALAT (2011) aponta que aproximadamente 70%
das emissdes de monodxido de carbono (CO) e 19% de diéxido de carbono (CO,) na
atmosfera sdo decorrentes da combustao desses combustiveis.

Dessa forma, fontes alternativas de energia, principalmente as que utilizam
matéria-prima renovavel, tém sido amplamente investigadas. H4 grande interesse politico e
econdmico no desenvolvimento de novas tecnologias que minimizem a dependéncia do
petréleo, além de garantir a sustentabilidade e reducdo na emissdo de gases poluentes
(BOTELLA et al., 2009).

A biomassa lignoceluldsica, tais como residuos agroindustriais, tem atraido
interesse devido ao seu baixo custo e abundincia (MESA et al., 2010), podendo ser
utilizada para uma produgdo sustentdvel e economicamente vidvel de etanol de segunda
geracao (MOOD et al., 2013).

O Brasil é o maior produtor de cana-de-actucar do mundo, tendo alcangado uma
producdo de 719,1 milhdes de toneladas em 2010, correspondendo a 43% de toda producao
mundial (HOLFSETZ e SILVA, 2012). A indistria de cana tem um importante papel no
contexto econdmico do pais devido a sua eficiente producdo de etanol de primeira geracao
e acucar (PALACIOS-BERECHE et al., 2013). Para cada tonelada de cana-de-actcar, 0,3
toneladas de bagaco sdao produzidas, o qual é queimado para producdo de vapor e energia
elétrica com objetivo de suprir a demanda energética requerida pela usina (HOLFSETZ e

SILVA, 2012). Dessa forma, a producdo de etanol de segunda geracdo € parcialmente
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limitada, pelo fato da maior parte do bagaco ser usado na cogeragcdo para produgdo de
energia. No entanto, com a proibicdo das queimadas em campo (para permitir a colheita
manual) e aumento da colheita mecanizada, tornou-se possivel a utilizacdo da palha e
ponteiro que podem ser usadas na geracdo de energia. Além disso, os residuos do processo
de produgdo do etanol de segunda geragdo (principalmente a lignina) também podem ser
usados como combustivel para a producdo de vapor e energia elétrica, tornando, assim, o
bagaco mais disponivel para a producao de etanol (DIAS et al., 2013).

Além dessa alternativa de utilizacdo da biomassa, o bagaco apresenta uma série de
vantagens que o coloca como uma das principais matérias-primas para a producao de etanol
de segunda geracdo. Entre elas, se destaca a abundancia de material ja disponivel nas usinas
sucroalcooleiras, que podem utilizar sua prépria infraestrutura para a producdo desse
combustivel e, assim, reduzir os custos com transporte, € principalmente por ser um
material rico em carboidratos (GOTTSCHALK et al., 2010; GIESE, 2013).

A obtencdo de etanol a partir da biomassa lignocelulésica consiste na hidrélise dos
polissacarideos que a compdem, e posterior fermentacdo dos agdcares a etanol
(KRISTENSEN, 2009). Porém, a intensa estrutura formada pelos trés principais
componentes da biomassa (celulose, hemiceluloses e lignina) dificulta a conversdo em
acucares fermentesciveis (DIAS et al., 2013). Devido a essa complexidade na sua estrutura,
se faz necessdrio um pré-tratamento para diminuir a recalcitrincia do material e,
consequentemente, melhorar a eficiéncia da sacarificagdo dos polissacarideos (MENON e
RAO, 2012). O objetivo € facilitar o acesso das enzimas aos carboidratos presentes na
biomassa, sem que ocorra degradacdo dos mesmos e, assim, evitar a formacdo de co-
produtos (HARRISON et al., 2013).

O pré-tratamento estd entre as etapas mais caras na produgdo de etanol de segunda
geracdo, e por isso tem chamado a atencdo de vérios grupos de pesquisa que buscam
melhorar a eficiéncia deste processo (MOSIER et al., 2003).

As principais etapas do processo de producdo do etanol de segunda geracdo sao
apresentadas na Figura 1.1, onde a etapa de pré-tratamento prepara o material para hidrélise
e, em seguida, os agucares liberados sdo fermentados a etanol.

Os principais tipos de pré-tratamentos encontrados na literatura sdo classificados

em: bioldgico, fisico, quimico e fisico-quimico. A escolha deste depende do tipo da



matéria-prima utilizada, bem como os problemas ambientais que este possa causar devido a

utilizagdo de agentes contaminantes (MENON e RAO, 2012).

Biomassa
Lignocelulésica

Pré-tratamento I—)l Hidrélise I —)l Fermentagdo | ﬁl Destilagdo |

.
Figura

1.1: Fluxograma simplificado do processo de produgdo de etanol a partir da matéria-prima

lignocelulésica (MOREIRA NETO, 2011).

Na etapa hidrolitica, a conversdo dos polissacarideos da biomassa em acucares
fermentesciveis pode ser condicionada por dcidos ou enzimas (NEUREITER et al., 2002;
MARTIN et al., 2002).

Segundo KLINKE et al. (2003), a hidrdlise dcida é um processo relativamente
eficiente, porém gera inibidores de fermentagdo, havendo possibilidade também de
degradacdo da glicose formada. O processo de sacarificacdo pode ser condicionado por
solucdes concentradas de dcidos fortes a baixas temperaturas, ou com solucdes 4cidas
diluidas, em temperaturas elevadas. No entanto, apesar de ser um método rapido e bastante
conhecido, ha necessidade da utilizagdo de materiais de custo elevado que sejam resistentes
a corrosio, a altas pressdes e temperaturas (MARTIN ez al., 2007).

Devido a isso, a hidrdlise enzimdtica se torna vantajosa, em relagdo a hidrélise
acida, por ser realizada em condi¢des mais brandas (pH 4-5 e temperatura entre 45-50°C),
ndo havendo necessidade da utilizacdo de materiais resistentes a corrosdo e também por ser
possivel obter altos rendimentos no processo, uma vez que ndo ha degradacio do produto
formado, devido a alta especificidade da enzima em relacdo ao substrato (SUN e CHENG,
2002; HAMELINK et al., 2005; GOTTSCHALK et al., 2010).

O maior problema da sacarificagdo enzimatica sdo os elevados custos das enzimas
e, por isso, diversos estudos vém sendo realizados com o objetivo de aumentar a
produtividade e minimizar os custos (KNAUF e MONIRUZZAMAN e
MONIRUZZAMAN, 2004; GARCIA, 2009). Com a evolugdo das pesquisas, o0s



especialistas acreditam que a utilizacdo de enzimas para hidrdlise da biomassa
lignoceluldsica seja a chave para a produgdo de etanol de segunda geracdo a um custo
competitivo (LYND et al., 1996; DISPARDO, 2000).

H4 muitos trabalhos na literatura que avaliam a influéncia do tamanho de particula
do material na conversdo da biomassa lignocelulésica (VIDA-Jr. et al., 2011). A moagem ¢é
a forma mais utilizada para reduzir a granulometria da biomassa. Alguns autores reportam
que este processo provoca alteragdes na estrutura do material, através do aumento da
superficie de contato e por reduzir a cristalinidade da biomassa (FAN et al., 1980; MAIS et
al., 2002; TAHERZADEH e KARIMI, 2007; ZENG et al., 2007) e, dessa forma, torna o
material menos recalcitrante (ZHU et al., 2010). Além disso, particulas menores podem
melhorar a eficiéncia da transferéncia de calor e massa no processo (LIU et al., 2013).
Porém, observa-se bastante divergéncia nos resultados. Alguns trabalhos reportam
melhoras nos rendimentos de conversio (LAVARACK et al., 2002; MONAVARI et al.,
2009) quando sdao utilizadas particulas menores. Ja outros ndo observam diferenca
significante quando ¢é utilizada biomassa mais particulada (LIU et al.,, 2009;
JONGLERTJUNYA et al., 2014) . Dessa forma, no presente trabalho serdo avaliadas
diferentes granulometrias do bagaco de cana para avaliar a influéncia nas etapas de pré-

tratamento e hidrélise enzimatica.

1.1. Objetivo Geral
O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influéncia do tamanho de particula do
bagaco de cana-de-acicar nas etapas de pré-tratamento e hidrélise enzimdtica para a

producdo de etanol de segunda geracao.

1.1.1. Objetivos Especificos

Para atingir o objetivo geral, as seguintes etapas foram seguidas:

1. Avaliacdo da influéncia do tamanho de particula do bagaco no pré-tratamento
com &cido sulfurico diluido em diferentes condi¢cdes de tempo e temperatura;

2. Avaliacdo da cinética de solubilizagdo dos componentes do bagaco em

diferentes temperaturas de pré-tratamento;



3. Quantificagdo dos acucares e produtos de degradagdo no licor e para cada
condic¢do de pré-tratamento e granulometria avaliada;
4. Avaliacdo das diferentes condicdes de pré-tratamento nos rendimentos de

hidrélise enzimatica.

1.2. Organizacao do Trabalho

Esta dissertacdo de mestrado foi divida em capitulos nos quais foram abordados os
seguintes temas:

O Capitulo 2, “Revisdo Bibliografica”, apresenta os principais temas que seriao
abordados neste trabalho, como a estrutura e a composi¢do quimica da biomassa, 0s tipos
de pré-tratamento, dando énfase ao pré-tratamento fisico (moagem) e o com &cido sulfdrico
diluido. Também foram apresentados os principais conceitos sobre a hidrélise enzimatica,
abordando sobre as principais enzimas responsdveis pela reacdo e seus mecanismos de
acao.

No Capitulo 3, “Metodologia Experimental”, é apresentada s metodologias para
cada etapa que foram realizadas no trabalho, que incluem a moagem da biomassa,
separacdo dos diferentes tamanhos de particulas, andlise de composi¢do quimica,
constru¢do da rampa de aquecimento dos reatores utilizados no pré-tratamento, ensaios de
pré-tratamento com &4cido sulftirico. Também, foram apresentadas as metodologias para
determinacdo da atividade enzimdtica, assim como os procedimentos realizados na
hidrdlise enzimética.

No Capitulo 4, “Resultados e Discussdes”, foi mostrada a distribuicdo dos diferentes
tamanhos de particulas nas amostras de bagaco, os fatores de severidade calculados para
cada condi¢do de pré-tratamento avaliada, os resultados de pré-tratamento, os quais
incluem a solubilizacio de massa, rendimentos dos acgucares no licor e formacdo de
inibidores. Também foram apresentas as composi¢des quimicas de cada amostra, para
condicdo de pré-tratamento avaliada. Em relacdo a hidrdlise enzimdtica, foram
apresentados os perfis dos actcares liberados na reagdo, as porcentagens de conversao dos
polissacarideos e os rendimentos globais apds pré-tratamento e hidrdlise enzimaética.

E por fim, o Capitulo 5, “Conclusdes”, apresenta um resumo dos resultados mais

relevantes do trabalho.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

O aumento da demanda energética, decorrente da melhoria da qualidade de vida e
do aumento populacional, exige, continuamente, a busca por solu¢des que minimizem os
problemas relacionados a escassez energética. A utilizacdo da biomassa lignoceluldsica é
apontada como alternativa para suprir essa demanda, principalmente por ser uma fonte
renovavel. O bagaco e palha de cana estdo disponiveis em abundincia no Brasil,
produzidos como subproduto de usinas sucroalcooleiras, os quais podem ser utilizados para

uma producio economicamente vidvel de combustiveis.
2.1. Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelul6sica € a mais abundante da natureza, o que a torna bastante
atrativa para ser utilizada como matéria-prima para a producdo de etanol de segunda
geracdo (CASTRO e PEREIRA, 2010; BARROS, 2013). Em geral, esses materiais sao
classificados em seis grupos: residuos agroindustriais (bagaco de cana, palha de cana, palha
de milho, palha de trigo, palha e casca de arroz, palha de cevada, bagaco de sorgo e carocos
de azeitona), madeira dura, madeira mole (coniferas), residuos de celulose (papel de jornal,
papel de escritério), biomassa herbicea (feno, gramineas), e residuos municipais sélidos
(SANCHEZ e CARDONA, 2008; LIMAYEN, 2012). Os principais componentes que
constituem a biomassa lignocelulésica sd@o a celulose, hemiceluloses e lignina
(DEHKHODA, 2008; CARRIER et al., 2011) e em menor parte, alguns teores de pectina,
proteinas, compostos extraiveis (materiais soliveis ndo estruturais, tais como: acticares nao
estruturais, materiais nitrogenados, clorofila e ceras) e cinzas (compostos inorganicos)
(KUMAR et al., 2009).

As composi¢des quimicas de alguns residuos agroindustriais sdo apresentadas nas

Tabelas 2.1 e 2.2.



Tabela 2.1. Composicdo quimica de residuos agroindustriais (% massa seca).

Material Celulose Hemiceluloses Lignina Cinzas Extrativos Referéncia
Palha de cana ~ 34-40 23-26 24-25 59 4-7 AYALA (2012); BARROS ez al. (2013)
Palha de trigo 35-36 22-28 15-22 7-8 6 QI et al. (2010); TOQUERO e BOLADO (2014)
Palha de arroz 33-34 20-25 15-19 12-14 6-12 HARUN et al. (2013); GU et al. (2013)
Palha de milho 39-41 23-28 8-11 - - ZHONG et al. (2011); GUO et al. (2013)

A cana de acguicar é matéria-prima utilizada na inddstria brasileira de etanol, a qual gera grandes quantidades de residuos
lignoceluldsicos (palha e bagaco) como subproduto (DIAS et al., 2012). A Tabela 2.2 apresenta a composi¢do quimica do bagaco de

cana-de-acucar reportado por diversos autores.

Tabela 2.2: Composicao quimica (% massa seca) de amostras de bagaco de cana anteriormente reportadas na literatura.

ZHAO etal. MARTIN et al. FUENTES NEUREITER et al.  AGUILAR et al. RABELO
(2009) (2007) (2009) (2002) (2002) (2010)
Celulose 45,0 43,1 37,3 40,2 38,9 40,5
Hemiceluloses 31,8 31,1 23,6 26,4 26,2 24,5
Lignina 20,3 11,4 25 25,2 23,9 26,4
Outros 2,9 14,4 13,9 8,2 11,0 2,2




A composi¢do quimica do material lignocelulésico é um fator importante que
influencia diretamente na eficiéncia do processo de conversdo da biomassa em etanol,
sendo que a diferenca de estrutura e composi¢cdo entre os materiais estd ligada
principalmente ao contetido genético e a interagdo com o meio ambiente (LEE et al., 2007).
Por esse motivo, a composi¢do exata da biomassa deve ser cuidadosamente avaliada para
que seja possivel obter uma melhor eficdcia nos cédlculos de conversao (BOBLETER, 1994;
ANDO et al., 2000; YANIK et al., 2007).

TAHERZADEH e KARIMI (2007) mostram a composi¢cdo quimica dos materiais

lignoceluldsicos e seus principais produtos de degradacao.

Acido acetico €——— Hemicelulose

(11-37%) Celulose —# Glicose — EMF
; Pentoses (32-54%) l
Kilose
Furfural Arabinose
E Gp.;:llarrnse Hexoses Acido farmico
anose

l Glicose

Aeido férmico

Lignina Cinzas i .
e —p Compostos inorganicos
o ) \ (0-20) ?
Compostos Extrativos — g Compostos fenolicos e
fendlicos {1-5%%) resina de madeira

Figura 2.1: Composicao quimica dos materiais lignoceluldsicos e seus principais produtos

de degradagao (TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

Os trés principais componentes da biomassa lignocelulésica (celulose,
hemiceluloses e lignina) estdo fortemente conectados por ligagdes quimicas ndo covalentes
e por ligagdes cruzadas covalentes (PEREZ et al., 2002; SANCHEZ, 2009). A celulose e as
hemiceluloses sdo os principais alvos para producdo de etanol, uma vez que esses
componentes sao polissacarideos que podem ser hidrolisados em acticares fermentesciveis

(KARUNANITHY et al., 2008).

A Figura 2.2 ilustra a estrutura da parede celular da biomassa lignocelulésica.



da parede celular

[ Organizagdo estrutural ] Distribuicdo de celulose, hemicelulose e
lignina na parede celular
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Figura 2.2: Estrutura da parede celular da biomassa lignocelulésica (modificada de

MENON e RAO, 2012).

A estrutura da parede celular nas plantas é subdividida em parede primadria (P) e
parede secundéria (S1, S2, S3), as quais sdo separadas por uma fina camada, chamada
lamela média (LM). As fragdes de celulose, hemiceluloses e lignina variam de uma camada
para outra, sendo que as paredes celulares sdo compostas principalmente de celulose e
hemiceluloses. A camada S2 da parede secundaria € geralmente mais grossa do que as
outras e contém a maior parte de celulose. Ja a lamela média € quase totalmente composta
por lignina (FENGEL e WEGENER, 1989; MENON e RAO, 2012).

A celulose e hemiceluloses sdo polissacarideos constituidos de diferentes acucares,
enquanto que a lignina é uma macromolécula aromadtica tridimensional formada por
unidades de fenilpropano. A forma com que esses componentes estdo organizados na
biomassa torna sua estrutura bastante recalcitrante devido a elevada presenca de regides

cristalinas e lignificadas (SOCCOL et al., 2010).

2.1.1. Celulose

A celulose € o polimero quimico natural mais abundante encontrado na natureza, o

que a torna uma fonte valiosa de matéria-prima (BOBLETER, 1994; MAHA, 2002). Sua



longa cadeia linear, também chamada de fibrilas elementares, compde a parede celular das
plantas. A cadeia é formada por unidades de D-glicose unidas por ligagdes B-(1-2>4)
glicosidicas, sendo os dimeros de glicose chamados de celobiose (PEREZ et al., 2002),

como mostrado na Figura 2.3.

COH
RO o o %/ O OR
HO o o HO of o
OH

OH

Celobiose Glicose

Figura 2.3: Estrutura polimérica da celulose, com destaque para os monomeros de glicose

e os dimeros de celobiose (FENGEL e WEGENER, 1989).

O polimero apresenta ligacdes de hidrogénio, inter e intra-moleculares, que
formam as microfibrilas, responsdveis pela rigidez da molécula (ZHBANKOV, 1992;
EBRINGEROVA et al., 2005; ZHANG et al., 2005). As microfibrilas que possuem alto
grau de organizagdo formam estruturas compactas na cadeia de celulose, chamadas regides
cristalinas, caracteristicas por serem mais resistentes a biodegradacdo. Por outro lado, as
microfibrilas menos organizadas formam regides amorfas, que sdo mais susceptiveis aos
agentes hidroliticos (MENON e RAO, 2012). A fibra cristalina tem maior resisténcia a
tracdo, ao alongamento e a solvatacdo, ja a amorfa apresenta maior flexibilidade (FENGEL
e WEGENER, 1989). No entanto, a propor¢do destas duas formas de fibras difere entre as
diferentes biomassas lignoceluldsicas, sendo a regido amorfa mais propensa a bioconversao

por enzimas (MENON e RAO, 2012).

2.1.2. Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo o segundo polissacarideo mais abundante presente nas

plantas e apresenta um menor peso molecular comparado a celulose. Sua estrutura € amorfa
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e ramificada, constituida principalmente de pentoses (D-xilose e D-arabinose) e algumas
hexoses (D-glicose, D-galactose e D-manose). Além desses, sua estrutura também pode
conter acucares dcidos (dcidos urdnicos), tais como dcido D-glucordnico, D-galacturdnico,
dcidos metilgalacturdnico e 4-O-metilglucurdnico (McMILLAN, 1993; EBRINGEROVA e
HEINZE, 2000; SAHA, 2003; SOCCOL, 2010) e grupos acetil que podem ser liberados
durante a hidrdélise das hemiceluloses (RITTER, 2008).

A Figura 2.4 apresenta a estrutura dos principais monossacarideos que formam as

hemiceluloses.
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u OH OH OH |'|3 OH
HqCd H HOY
H
OH H
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0. oH CH,0H COOH
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HOH,C” \ oK OH y OH y
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Figura 2.4: Estrutura dos principais monossacarideos que formam as hemiceluloses

(FENGEL e WEGENER, 1989).

De acordo com SCHELLER e ULVSKOV (2010), as hemiceluloses sao
constituintes da parede celular das plantas e sua cadeia principal € composta de xilana,
formada por aproximadamente 90% D-xilose e 10% L-arabinose unidas por ligagdes [3-
(1->4) glicosidicas.

Entre as diferentes biomassas, existem variacdes na propor¢do dos agucares que

compde as hemiceluloses, assim como no grau de ramificacdes do polissacarideo
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(McMILLAN, 1993; GLASSER et al., 2000). O seu grau médio de polimerizagdo (GP) esta
entre 80-200, e seus carboidratos estdo normalmente associados com VAarios outros
componentes de parede celular, como a celulose, proteinas, lignina e compostos fendlicos.
A ligacdo entre esses componentes geralmente ocorre através de ligagdes covalentes e de
hidrogénio, assim como por interagdes idnicas e hidrofébicas (SUN et al., 2000).

As hemiceluloses possuem diversos segmentos nos quais podem ser aplicadas.
Quando hidrolisadas, as pentoses (xilose e arabinose) e as hexoses (glicose, galactose e
manose) podem ser utilizadas para a producdo de etanol ou de produtos quimicos com
maior valor agregado, tais como S-hidroximetilfurfural, furfural, 4dcido levulinico e xilitol
(CANILHA et al., 2003). A Figura 2.5 apresenta os principais produtos de degradacdo das

hemiceluloses.

— Derivados de hemicelulose (Biopolimeros)
Glicose 0
— Hexose< Manose e : / \ H —» F OH
HOH,C 0O H,C
: Galactose O
Hemiceluloses — G .. O
S-Hidroximetilfurfural Acido levulinico
Xilose
Arabinose 0
0
Furfural

— Xilo-oligossacarideos —a Xilose — Xilitol, 2,3-Butanediol, Etanol

Figura 2.5: Principais produtos de degradacdo das hemiceluloses (PENG et al., 2012).

2.1.3. Lignina

7z

A lignina é uma macromolécula rigida e aromadtica que, diferentemente da
celulose, exibe uma estrutura amorfa. Ela estd presente na parede celular vegetal e sua
estrutura funciona como uma barreira fisica contra a a¢cdo de microrganismos e dgua, além
de dar suporte, rigidez e impermeabilidade a parede celular da planta (MIELENZ, 2001;
SANCHEZ et al., 2009; MAKI-ARVELA et al., 2010). A Figura 2.6 mostra uma
representacao ilustrativa da estrutura da lignina.

Essa macromolécula é formada por unidades de fenilpropano que dio origem a

uma estrutura tridimensional muito complexa. Sua sintese ocorre pela formacao de radicais
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livres que sdo liberados na desidrogenacdo, mediada por peroxidase, de trés dlcoois
fenilpropandicos, sendo eles: dlcool coniferilico (guaiacilpropanol), dlcool p-cumarilico (p-

hidroxifenilpropanol) e dlcool sinapilico (siringilpropanol) (SANCHEZ et al., 2009).

Lignina
\ OH
O
HO
HO OH
0 b HE O/Lignina
MeO OMe
o) O
HO
OMe
Lignina OH

Figura 2.6: Ilustracdo esquemadtica da estrutura da lignina (adaptado de SUN et al., 2009).

A Figura 2.7 mostra a estrutura dos trés principais dlcoois precursores da formacgao

da lignina.
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HsCO OCH3j
OH OH
Alcool p-cumarilico  Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Figura 2.7: Estrutura dos dlcoois precursores da lignina (adaptado de WONG, 2009).

Em madeiras de plantas deciduas, a lignina € composta por quantidades
equivalentes de guaiacilpropanol, p-hidroxifenilpropanol e siringilpropanol, sendo essas
unidades ligadas por ligagdes éter de arilo, formando uma rede tridimensional. J4 em
coniferas, o principal constituinte da lignina é o guaiacilpropanol, com pequenas
quantidades de p-hidroxifenilpropanol e siringilpropanol (BOBLETER, 1994; SANCHEZ
et al., 2009).

2.2. Pré-tratamento

Os polissacarideos presentes na biomassa lignoceluldsica devem ser convertidos
em agucares simples, basicamente mondmeros, para que possam ser fermentados a etanol.
No entanto, a celulose nativa € bastante protegida por uma matriz de lignina e
hemiceluloses, dificultando a a¢do das enzimas sobre a celulose. Desta forma, se faz
necessario um pré-tratamento do material para remover/desestruturar as fracdes de lignina e
hemiceluloses, de modo que as fibras de celulose se tornem mais acessiveis e mais
abundantes no material quando submetido a acdo enzimaética.

A biomassa nativa € muito recalcitrante a acdo das enzimas devido a fatores fisico-
quimicos, estruturais e da sua composi¢cao (MOSIER, 2005). Por esse motivo, o pré-
tratamento é crucial para que seja possivel obter efetividade na hidrdlise enzimética, uma

vez que a hidrélise do material ndo pré-tratado produz menos de 20% de glicose da fracao
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de celulose inicial (ZHANG e LYND, 2004). Ele permite alterar a estrutura da biomassa,
sendo responsavel pelo aumento da drea de superficie e porosidade do material, modificar e
remover a lignina, remover parcialmente as hemiceluloses, e reduzir a cristalinidade da
celulose (BEHERA et al., 2014).

O pré-tratamento € uma das etapas mais custosas do processo de conversdo da
biomassa lignoceluldsica, sendo responsdvel por até 20% dos custos totais da produgdo.
(HSU et al., 1980; LEE et al., 1994; LYND et al., 1996; WHEALS et al., 1999; MOSIER
et al., 2003). Além disso, influencia diretamente nas outras etapas do processo, desde a
reducdo de particula dependendo da matéria-prima utilizada, como na hidrélise enzimatica
e na fermentacdo (BARROS, 2013).

De acordo com TAHERZADEH e KARIMI (2008), um pré-tratamento efetivo e

econdmico deve estar de acordo com o0s seguintes itens:

. Tornar as fibras de celulose susceptiveis ao ataque enzimatico;
. Evitar a degradacdo da celulose;
o Evitar a formacdo de possiveis inibidores da hidrélise enzimadtica e da fermentacio

por microrganismos;

° Minimizar o consumo de energia;

. Evitar os custos com reducdo de tamanho das particulas da matéria-prima;

. Reduzir os custos de materiais para a construcdo de reatores de pré-tratamento;
. Produzir baixas quantidades de residuos;

. Consumir pouco ou nenhum produto quimico.

A Figura 2.8 apresenta uma representacao ilustrativa simplificada da estrutura de

um material lignocelulésico antes e apds o pré-tratamento.
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Figura 2.8: Representacao esquematica simplificada do pré-tratamento nos materiais

lignoceluldsicos (adaptado de CHANDRA et al., 2012).

O pré-tratamento deve ser forte o suficiente para desestruturar o complexo
lignoceluldsico e possibilitar a separacdo dos seus principais componentes (celulose,
hemiceluloses e lignina) sem que ocorra degradacdo quimica (ROCHA et al., 2011).
Diversos métodos de pré-tratamento sdo descritos na literatura. Atualmente, os mais
estudados sdo o fisico, quimico e fisico-quimico (KHULLAR et al., 2013).

Os principais métodos de pré-tratamento, seus efeitos, as vantagens e desvantagens

sdo apresentados na Tabela 2.3 (CONDE-MEIJIA er al., 2012).
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Tabela 2.3: Principais métodos de pré-tratamento (CONDE-MEIJIA et al., 2012).

Pré-tratamento Processo

Efeito

Vantagens e desvantagens

Microrganismo (fungo,

Baixo consumo de energia, taxa

muito lenta de hidrélise,

Biolégico o Remove lignina ) _
actinomiceto) desperdicio de material pela
degradacdo.
Decréscimo do tamanho de
Fragmentacdo (bola, martelo, o i
particula e da cristalinidade da Alto consumo de energia
compressao)
. celulose
Fisico

Irradiacdo (feixe de elétrons,

raios gama, microondas)

Aumento da drea de superficie e
do tamanho dos poros. Parcial

despolimerizagdo da lignina

Pouca investigacdo nesse

assunto

Hidrotérmico

Fisico-quimico

Explosao a vapor

Hidroélise parcial das

hemiceluloses

Baixa pressdo e menor
destruicao de xilana que a

explosdo a vapor

Destrui¢do de uma parte da
xilana, desestruturacdo

incompleta da lignina.
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Pré-tratamento Processo Efeito Vantagens e desvantagens

Tempos de residéncia curtos,
Hidrélise acida (carbdnico,
altas conversoes de
cloridrico, fluoridrico, nitrico,
hemiceluloses. Corrosdo de
fosforico, sulfirico) )
equipamentos.

Em baixa temperatura e pressao
Extracdo alcalina (hidréxido de € necessdrio longo tempo de
calcio, sédio e amoniaco) residéncia. Parte dos sais

T T formados sdo irrecuperaveis.
Diminuicdo da cristalinidade da p

celulose, hidrélise parcial ou N3ao produz inibidores. Nao
Quimico Explosdo com diéxido de
completa de hemiceluloses, modifica as hemiceluloses e
carbono
deslignificacdo. lignina.

Nao produz inibidores. Nao é

efetivo com alto contetudo e de

Explosao fibra amonia (AFEX) lignina na biomassa

Alta deslignificacao,
Organossolve (etanol-dgua,
reciclagem de solventes.
dgua-benzeno, etileno-glicol,
Alguns solventes sdo
butanol-dgua)
explosivos e inflamaveis.
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2.2.1. Pré-tratamento fisico

Os tipos de pré-tratamentos fisicos sdo geralmente classificados em dois grandes
grupos: mecanicos (diferentes formas de moagem) e ndo mecanicos (radiacdo), que tem
como objetivo melhorar a hidrdlise enzimatica ou a biodegrabilidade da biomassa

lignoceluldsica (FAN et al., 1982).

2.2.1.1. Moagem

Numerosos estudos que investigam a influéncia do tamanho de particula na
conversao de biomassa sdo encontrados na literatura (GOEL e RAMACHANDRAN 1983;
ZHENG et al. 2007; LIU et al. 2009; VIDAL-Jr et al., 2011; KHULLAR et al. 2013).

H4 uma grande divergéncia nos resultados obtidos, sendo que alguns apontam uma
melhor eficidcia na conversdo quando sdo utilizadas particulas menores de biomassa,
enquanto que outras apontam pouca ou nenhuma diferenca de conversdo quando sao
utilizadas particulas reduzidas. VIDAL-Jr. et al. (2011) faz um levantamento de diversos
trabalhos que reportam que o tamanho de particula ndo exerce efeito significativo na
conversio da biomassa (RIVERS e EMERT, 1987; RIVERS e EMERT, 1988;
MONAVARI et al., 2009; JONGLERTJUNYA et al., 2014), e de trabalhos que apontam
que o tamanho de particula influenciou na conversao (DUSTERHOFT et al., 1995;
PORDESIMO et al., 2005; DASARI e BERSON, 2007).

A redugdo do tamanho de particula da biomassa é um processo que necessita de
uma grande quantidade de energia, tornando-o bastante custoso (LIU et al., 2013).
TAHERZADEH e KARIMI (2008) apontam diferentes formas de moagem a que o material
lignoceluldsico pode ser submetido, como moinho de bolas, moinho de facas, moinho de
martelo e moagem coloidal. O principal objetivo € reduzir o tamanho das particulas,
tornando maior sua superficie de contato e melhorar a transferéncia de calor e massa no
processo. Além disso, a moagem provoca alteracdes na estrutura que podem reduzir a
cristalinidade das fibras de celulose, de modo a alcancar melhores conversdes (FAN et al.,
1980; MAIS et al., 2002; ZENG et al., 2007; LIU et al., 2009).

A Tabela 2.4 apresenta avaliagio da moagem de diferentes materiais

lignoceluldsicos na conversao de agucares na hidrélise enzimatica (VIDAL-Jr. et al., 2011).
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Tabela 2.4: Efeito da reducdo do tamanho de particula na conversdo de agucares na
hidrélise enzimdtica para diferentes materiais lignoceluldsicos (adaptado de VIDAL-Jr. et

al. (2011)).

Faixa
Material Efeito na conversao Referéncia
granulométrica
Bagaco de RIVERS e EMERT
0,443-0,224 mm Nenhuma diferenca
cana (1988)
Palha de RIVERS e EMERT
0,465-0,107 mm Nenhuma diferenca
arroz (1988)
Palha de 0,152-0,075/ 2,0- Aumenta de 15% ELSHAFEI et al.
milho 1,68 mm rendimento de glicose (1991)
Palha de Aumento de 4x em GHARPURAY et al.
‘ Naio reportado
trigo acucares redutores (1983)

Os trabalhos apontados na Tabela 2.4 utilizam a moagem como unica forma de
pré-tratamento. Foi observado que a reducdo do tamanho de particula influenciou em
alguns trabalhos, e em outros foi reportado que ndao houve influéncia na conversdao da
biomassa.

VIDAL-Jr. et al. (2011) afirmam que somente a diminui¢do das particulas do
material € insuficiente para obtencdo de efeitos expressivos na conversao durante a etapa de
sacarificacdo. Além disso, apontam também que nao € possivel avaliar o efeito do tamanho
de particula na conversdo da biomassa sem levar em consideracio o pré-tratamento
termoquimico utilizado.

Ha diversos trabalhos na literatura que avaliam o efeito do tamanho de particula
em diferentes pré-tratamentos e biomassas (BALLESTEROS et al., 2002; MAIS et al.,
2002; MONAVARI et al., 2009; KHULLAR et al., 2013; LIU et al., 2013).

2.2.2. Pré-tratamento quimico

Os pré-tratamentos quimicos modificam a estrutura do material lignoceluldsico
utilizando agentes quimicos, tais como bases, dcidos, gases, agentes oxidantes e redutores,

e solventes organicos. Sdo caracteristicos por remover as fracdes de lignina e/ou
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hemiceluloses de forma que as fibras de celulose se tornem mais acessiveis a hidrélise
enzimatica (HSU, 1996; MOISER et al, 2005).

Por outro lado, a reacdo dos componentes da biomassa com agentes quimicos,
geralmente levam a formacdo de inibidores do tipo 4cidos carboxilicos, furfurais e
compostos fendlicos. Esses componentes ndo s6 podem prejudicar a hidrélise enzimdtica,
como também inibir o crescimento de microrganismos utilizados na fermentagdao

(TAHERZADEH, 1999; TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

2.2.2.1. Pré-tratamento com acido diluido

O pré-tratamento com &cido diluido é um dos métodos mais maduros utilizados
(CHHEDA et al., 2007). Embora diversos acidos tenham sido estudados, o 4cido sulftrico
se destaca como o mais utilizado, por apresentar uma grande efetividade no processo e pelo
baixo custo (SUN e CHENG, 2005). O pré-tratamento envolve a mistura da biomassa com
solucdes acidas, com concentragdes variando de 2 a 0,5% (m/v), associadas a temperaturas
que variam de 120 a 220°C (VIDAL-Jr et al., 2011).

O pré-tratamento com 4cido sulftrico diluido costuma ser bastante efetivo na
solubilizacdo das hemiceluloses, deixando o material s6lido poroso € com maior conteido
de celulose e lignina. A remoc¢do das hemiceluloses enfraquece a estrutura da matriz
lignoceluldsica, aumentando assim a acessibilidade da celulose. No entanto, em condicdes
severas, as pentoses e hexoses livres podem ser degradadas em inibidores de hidrdlise
enzimdtica e fermentacdo. Portanto, a otimizacdo das condicdes de pré-tratamento €
importante para uma conversao eficiente da biomassa (BENJAMIN et al., 2014). Parte da
celulose também pode ser convertida em mondmeros ou oligdbmeros, o que € vantajoso,
pois podem ser facilmente fermentados por leveduras (MANZOOR et al., 2012), porém a
maior parte da celulose permanece no material pré-tratado, podendo ser convertida a
acuicares monoméricos na hidrélise enzimatica (CHEN efr al., 2010). Infelizmente, a
dificuldade para descristalizar a celulose dificulta a obtencdo de altos rendimentos de
acucares (JIANG et al., 2013). A lignina pode sofrer alteracdo na sua estrutura, porém sua
maior parte permanece na fracao sélida pré-tratada (CHUNG et al., 2012).

Diferentes tipos de reatores podem ser utilizados para esse pré-tratamento, como

reatores de percolagdo, fluxo empistonado e contracorrente (TAHERZADEH e KARIMI,
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2008). A temperatura de reagdo é um importante parametro a ser estudado no pré-
tratamento com dcido diluido (CHIARAMONTI et al., 2012) e por ser um método
amplamente estudado, diversos tipos de residuos agroindustriais sdo avaliados em
associacao a esse pré-tratamento (BENJAMIN et al., 2014).

A Tabela 2.4 apresenta alguns trabalhos da literatura em que sdo utilizadas
diferentes biomassas lignoceluldsicas (residuos agroindustriais) no pré-tratamento com
dcido sulfurico diluido. As condigdes do pré-tratamento (temperatura, tempo e
concentracdo de dcido) também sao mostradas.

Pode-se observar uma grande variacdo nas condi¢des de pré-tratamento. Dessa
forma, a otimizacao das condi¢des torna-se importante para que seja possivel obter grande
eficiéncia na remoc¢do de hemiceluloses e recuperacio de mondmeros no licor, além de

grande efetividade na hidrdlise enzimética, com baixa formacao de inibidores.

Tabela 2.5: Trabalhos da literatura em que foi empregado o pré-tratamento com acido

sulftrico diluido.

Temperatura Concentracao
Material Tempo (min) Referéncia
O de acido
0,07-0,96% BENJAMIN et
Bagaco de cana 150-180 15 min
(m/m) al. (2013)
CANILHA et
Bagaco de cana 112,5-157,5 5-35 0-3% (m/v)
al. (2011)
HARRISON et
Bagaco de cana 170 15 3% (m/m)
al. (2013)
HONG et al.
Palha de trigo 121 60 3% (m/m)
(2014)
Palha de trigo 121 90 0-3% (m/v) Ql et al. (2010)
KABEL et al.
Palha de trigo 160-200 1-35 0-2,5% (m/m)
(2007)
Palha de canola 180 5-20 0,5-2% (m/v) LU et al. (2009)
ROCHA et al.
Bagaco de caju 121 15-45 0-1 mol/LL
(2014)
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2.3. Hidrolise

Os polissacarideos presentes na biomassa lignoceluldsica podem ser hidrolisados a
aclicares monoméricos para posterior fermentacdo. Varios métodos sdao descritos na
literatura para a hidrélise desse material, sendo que os mais comumente utilizados sdo a
hidrélise quimica (com acidos diluidos e concentrados) e a hidrélise enzimatica (BALAT,
2011).

Também hd outros agentes hidroliticos que sdo menos utilizados, como a
irradiacdo com raios gama, feixes de elétrons e micro-ondas; porém, sao processos que
estdao longe de serem aplicados comercialmente (TAHERZADEH, 1999).

A hidrolise 4cida é divida em dois grupos: a condicionada com &cidos
concentrados e outra com dcidos diluidos. O método com 4cidos concentrados é um
processo relativamente antigo, descoberto por Braconnot em 1819 (SHERRARD e
KRESSMAN, 1945). Geralmente, utilizam-se solu¢des aquosas de 4cidos fortes como o
acido sulfurico e o cloridrico, em concentracdes que variam de 30 a 70%. A recuperagdo de
acicar pode chegar a até 90%, além de ser operado a baixas temperaturas
(aproximadamente 40°C), tornando-o mais vantajoso em relacdo ao processo com acido
diluido. Em contraste a essas vantagens, esse método requer equipamentos de alto custo,
necessarios para resistirem a corrosdo; requer também grande gasto energético para
recuperagcdo dos dcidos, assim como necessidade de neutralizacdo devido a problemas
ambientais (JONES e SEMRAU, 1984; KATZEN et al., 1995; WYMAN, 1996).

Dentre os métodos quimicos, o com dcidos diluidos € o mais comumente usado em
processos de hidrdlise. Além disso, também é empregado para o pré-tratamento da
biomassa lignoceluldsica para posterior hidrolise enzimatica (QURESHI e MANDERSON,
1995). Cerca de 80% das hemiceluloses podem ser hidrolisadas a temperaturas de no
maximo 200°C, porém o rendimento maximo de recuperagdo de glicose s6 é possivel a
temperaturas superiores a 220°C, devido a grande recalcitrancia da celulose a hidrélise
(CLARK e MACKEI, 1984; LARSSON et al., 1998; WYMAN, 1994).

Outro problema em utilizar a hidrélise dcida para a sacarificacdo dos

polissacarideos presentes na biomassa € a formagao de produtos inibidores de fermentagao,

devido a degradacdo dos acucares produzidos pelas condi¢des drasticas de temperatura
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utilizadas no processo. Os principais inibidores sao o furfural e 5-hidroximetilfurfural
(HMF).

Por outro lado, a hidrélise enzimdtica € considerada a tecnologia mais importante
para a conversdo dos carboidratos presentes na biomassa lignoceluldsica. A conversdo é
realizada através de enzimas que agem sinergicamente para converter os carboidratos em
aclicares monoméricos, 0s quais possam ser posteriormente fermentados (DYK e
PLETSCHKE, 2012). Contudo, a biomassa nativa deve ser submetida primeiramente a um
processo de pré-tratamento para aumentar a digestibilidade da celulose e torni-la mais
acessivel ao ataque enzimatico (RABELO, 2010). Diferente da hidrdlise 4cida, a hidrolise
enzimdtica € realizada em condi¢des amenas (pH 4,8 e temperatura 50° C) (SUN e
CHENG, 2002), além de tornar possivel alcancar altos rendimentos de glicose, devido ao
fato das enzimas apresentarem grande especificidade ao substrato, impedindo a formacgao
de co-produtos indesejaveis (WYMAN, 1999; RILLEY, 2002; LEATHERS, 2003).

No entanto, para que sejam atingidas altas conversdes de acucar, altas

concentracoes de enzima devem ser utilizadas, aumentando o custo do processo e,

consequentemente, do produto final (EKLUND etz al., 1990).

2.3.1. Hidrolise enzimatica

Depois de pré-tratada, a matéria-prima lignocelulésica é submetida a hidrélise
enzimadtica, levando a formacdo de glicose. As condicdes utilizadas, tais como: pH,
temperatura e concentracao das enzimas na reacdo devem ser bem estabelecidas de acordo
com o material usado para que altas conversdes de glicose sejam obtidas.

A geracdo eficaz de hidrolisado de glicose fermentescivel € um dos principais
requisitos para produgdo de etanol de segunda geracdo a um custo competitivo. Para que
isso seja possivel, muitos esforcos estdo sendo realizados, principalmente na melhoria das
tecnologias de pré-tratamento da biomassa e de enzimas celuloliticas que catalisam a
conversao da celulose em glicose e pentoses (ANDRIC et al., 2010). ALVIRA et al.
(2010), apontam alguns fatores que podem ser limitantes para a hidrélise enzimadtica, sendo
eles: a cristalinidade e o grau de polimerizacdo da celulose, a drea de superficie disponivel

do substrato (volume do poro), barreira de lignina (contetido e sua distribuicdo no
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substrato), conteido de hemiceluloses, tamanho de particula do material, espessura da

parede celular, mudanca na acessibilidade com a conversao.

2.3.1.1. As enzimas celulases

As enzimas celulases, que condicionam a hidrdlise enzimatica da celulose da
biomassa, podem ser produzidas por bactérias ou fungos, aerébios ou anaerdbios,
termofilicos ou mesofilicos. As principais bactérias usadas para produgdo dessas enzimas
sdo: Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, Ruminococus, Bacteriodes,
Erwinia, Acetovibrio, Microbispora, Streptomyces (RABINOVICH et al., 2002). Os fungos
filamentosos s3o amplamente estudados por produzirem um complexo enzimatico
extracelular que facilita a extracdo (CLAEYSSEN & TOMME, 1989), sendo os mais
citados: Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma, and Sclerotium, Sporotrichum thermophile,
Thermoascus thermophile var. coprophile, Chaetomium thermophile, Coniochaeta
ligniaria (BHALLA et al., 2013).

Trés principais celulases sdo responsdveis pela despolimerizacdo da celulose em
glicose, sendo elas: endoglucanase (EG) (EC 3.2.1.4), exo-glucanases/celobiohidrolases
(CBH) (EC 3.2.1.91), e B-glicosidase ou celobiase (BG) (EC 3.2.1.21), pertencentes a
familia das glicosideo hidrolases (GH), as quais catalisam a hidrolise de ligagdes
glicosidicas, despolimerizando a celulose em agucares fermentesciveis (JUTURU e WU,
2014). A reacdo heterogénea ocorre em varios passos, no qual a celulose insoldvel é
inicialmente hidrolisada na interface solido-liquido através da acdo sinérgica de
endoglucanases e exo-glucanases/celobiohidrolases. Posteriormente, a [-glicosidase
hidrolisa os produtos intermediarios soliveis (ANDRIC et al., 2010). As endoglucanases
sdo responsaveis por iniciarem a hidrélise. Elas hidrolisam regides amorfas das cadeias
internas do polimero de celulose, resultando na diminuicdo do grau de polimerizagcao e
formando extremidades redutoras e ndo redutoras. Em seguida, as exoglucanases ou
celobiohidrolases (CBH I e CBH II) hidrolisam as extremidades redutoras (CBH I) e nao
redutoras (CBH II) em celobiose e celooligosacarideos. Finalmente, a celobiose serd
clivada em duas moléculas de glicose pela acdo da B-glicosidase, que exerce um efeito
crucial na velocidade de reacdo de degradacdo da celulose e previne o acumulo de

celobiose (ALVES DO PRADO et al., 2011). Os produtos finais da hidrélise enzimadtica
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funcionam como inibidores da atividade enzimdtica, sendo que a exoglucanase € inibida
pela celobiose e a -glicosidase € inibida pela glicose (DEKKER, 1989).
A Figura 2.9 ¢ uma adaptacdo de ANDRIC et al. (2010), na qual sdo mostradas as

principais vias cinéticas das celulases e interagdes em relacdo as inibigoes.

l 4
I s E
CBH+EG BG

CELULOSE ——— CELOBIOSE I:2> GLICOSE
1

CELULOSE ——— CELOBIOSE ——— GLICOSE

CBH+EG BG
s 7
Figura 2.9: Visdo geral das principais vias cinéticas e interagdes em relagdo a inibicdo de
produtos: principais reacdes (1,2), inibicdo pela glicose (3,4), inibi¢do pela celobiose (5),

inibi¢do pelo substrato (6,7) (ANDRIC et al., 2010).

2.3.1.1. Estrutura e propriedade das celulases

Celulases fungicas t€ém uma estrutura simples contendo um dominio catalitico
(CD) e um dominio de ligagcdo a celulose (CBD). CD estd ligado a CDB por meio de um
peptideo ligante. O CBD se liga ao substrato de celulose permitindo que o CD execute sua
funcdo catalitica. O CBD ndo estd envolvido na hidrélise, mas a sua remog¢do reduz
significativamente a atividade da enzima. A estrutura da endoglucanase, exoglucanase e [3-

glicosidase sdo mostradas na Figura 2.10 JURURU e WU, 2014).
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Figura 2.10: (A) Estrutura da endoglucanase de 7. aurantiacus (335 aminodcidos); (B)
estrutura da exoglucanase de P.chrysosporium (431 aminodacidos); (C) estrutura da B-

glicosidase de B. polymyxa (713 aminoécidos) (JURURU e WU, 2014).

Funcionalmente, as exo e endoglucanases executam a mesma fun¢do, sendo a de
hidrolisar as liga¢des glicosidicas. Estruturalmente, diferem no local de ligacdo a celulose.
As exoglucanases sdo geralmente mais longas e formam um tinel que engloba os residuos
cataliticos. O substrato geralmente chega ao sitio ativo a partir da extremidade do tinel. Por
outro lado, as endoglucanases tém lacos mais curtos que foram uma fenda de ligacdo mais
aberta e permitem um acesso mais direto as cadeias de celulose (JURURU e WU, 2014).

Entre os fungos celuloliticos, o Trichoderma reesei tem umas das melhores
atividades de degradacdo de celulose. O seu componente da celulase mais altamente
produzido é a CBH I, que representa cerca de 60% da proteina total segregada. A CBH Il e
EGs (sendo a maioria EG1) correspondem a cerca de 20 % e 10 % da proteina total
segregada, respectivamente. As BGs representam apenas 1 % do total de proteina total. A
alta producdo de CBHs pode estar relacionada com a alta atividade de degradacdo de
celulose (TAKASHIMA et al., 1998).

A massa molecular dos principais componentes do sistema celulolitico de 7. reesei

sdo apresentados na Tabela 2.5.
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Tabela 2.6: Massa molecular do sistema celulolitico de T. reesei (OLSSON et al., 2005)

Enzima Massa molecular (kDa)
CBH 1 54,1
CBHII 49,7
EGI 48,2
EGII 442
EG III 25,2
EG IV 35,5
EGV 24.4
BGI 78,4
BGII 52,2

O fungo excreta principalmente exoglucanase, sendo aproximadamente 60% de

CBHI e 20% de CBH II, responsdveis pela alta atividade de degradacgdo da celulose.

2.4. Conclusoes

Embora haja véarios estudos em relacao a influéncia do tamanho de particula no
pré-tratamento e hidrdlise enzimdtica, os resultados divergem bastante em relacdo a
melhoria na conversdo da biomassa. O tipo de material lignocelulésico utilizado, a faixa
granulométrica avaliada e o tipo de pré-tratamento a qual a biomassa é submetida, podem
esfluenciar diretamente nos resultados. Dessa forma, diferentes granulometrias do bagaco
de cana foram avaliadas no pré-tratamento acido sulfirico diluido e, posteriormente, na
hidrélise enzimadtica, para avaliar a influéncia do tamanho de particula na conversdo da

biomassa.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais utilizados e as metodologias
desenvolvidas no trabalho. Entre elas incluem a preparagdo das amostras de bagacgo, os
procedimentos de andlises de composicdo quimica, de pré-tratamento e hidrdlise

enzimatica.

3.1. Matéria-Prima
3.1.1. Matéria-prima para o estudo

O bagaco de cana-de-agucar utilizado nos experimentos foi proveniente de uma
mesma safra e fornecido pela Usina Taruma do Grupo Raizen, localizada na cidade de
Taruma, Estado de Sdo Paulo. O material foi proveniente da safra de 2011/12, obtido por

colheita manual da cana queimada e resultante da dltima moenda apds a extragdo do caldo.

3.2. Materiais
3.2.1. Enzimas

As enzimas utilizadas foram a celulase comercial de Trichoderma reesei (Sigma-
Aldrich, ATCC 26 921) e B-glicosidase de Aspergillus niger (Novozyme-188, Sigma-
Aldrich).

3.2.2. Equipamentos

Os equipamentos usados para execu¢ao dos experimentos foram:
e Aparato soxhlet modelo MA — 188 da marca Marconi;
e Autoclave vertical modelo A V 50 da marca Phoenix;
e Balancga analitica da marca Bel Engineering com precisao de + 0,001 g;
e Balanca de umidade modelo IV2000 da marca Gehaka com analisador infra-vermelho;
e Banho termostatizado modelo MA — 184 da marca Marconi com precisao de + 0,01°C;
e Bomba a vacuo, marca Marconi, modelo MA 057/3;
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Centrifuga, marca Eppendorf, modelo 5810 R;

Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), modelo 1260 da marca Infinity
HPLC Agilent Technologies com detector de indice de refracdo IR e DAD UV-vis;
Estufa de secagem especial modelo MA-035/2 da marca Marconi;

Fracionador de biomassa da marca Fritsch, modelo Analysette 3;

Incubadora refrigerada com agitacdo orbital, marca Marconi, modelo MA 832;

Medidor de pH industrial DM-22 da marca Digimed;

Micro moinho de faca modelo MA — 630/1/E da marca Marconi;

Moinho de facas modelo Pulverissete 19 da marca Fritsch;

Mufla modelo Q-318D24 da marca Quimis;

Reator de aco inox, capacidade de 500 mL, pressdo maxima de 25 Kgf/cm®.

3.2.3. Reagentes e padroes cromatograficos

S-hidroximetilfurfural — Chem Service
Acetonitrila - Vetec

Acido acético — Chemco

Acido citrico — Synth

Acido dinitro-3,5-salicilico - Vetec
Acido sulfiirico — Synth

Alcool etilico - Synth

Azida sédica - Synth

D-celobiose — Fluka

D-arabinose — Sigma-Aldrich
D-glicose — Merck

D-manose — Chem servisse
D-xilose — Fluka

Glicerina - Synth

Fenol - Vetec

Furfural — Chem servisse

Hidréxido de sédio — Synth
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e Kit Glicose GOD-PAP — Laborlab
e Papel de filtro n°1 — Whatman

e Tartarato de s6dio e potdssio — Ecibra

3.3. Procedimentos Experimentais

3.3.1. Moagem do bagaco

O bagacgo foi moido em trés diferentes granulometrias: <0,5; <1,0 e <2,0 mm. A
moagem foi realizada no Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol
(CTBE — Campinas, SP) através de um moinho de facas da marca Fritsch, modelo
Pulverissete 19, o qual utiliza peneiras para obter o material com a granulometria desejada.
Além desses trés materiais moidos, também foi utilizado o bagaco integral nas andlises
realizadas no presente trabalho. A Figura 3.1 apresenta o bagaco ndo moido (bagaco

integral) e os moidos nas diferentes granulometrias.

Nio Moido <2,0mm

Figura 3.1: Amostras de bagaco em diferentes granulometrias.

3.3.2. Distribuicao de tamanho de particulas das amostras de bagaco

Foi realizada a distribuicdo dos tamanhos de particulas das amostras de bagaco (ndo
moido e moido). O equipamento utilizado foi o fracionador (Fritsch — Analysette 3), no
qual foram utilizadas peneiras com diferentes tamanhos de abertura (6,7; 4; 0,85; 0,5; 0,3 e
0,15 mm). As peneiras foram previamente pesadas e colocadas no equipamento de forma
que a peneira com maior abertura ficasse no topo. Foram utilizados 300 g de bagaco no

fracionamento, durante 30 min. Apds o término, cada peneira foi retirada do equipamento e
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pesada para determinar a massa de bagaco que ficou retida. O célculo para determinar a

porcentagem de bagaco retido em cada peneira é mostrado na equacgao 3.1.

(M1-M2)
% massa :WXNO (3.1

Onde:

M1: massa da peneira + massa do bagaco retido apds o fracionamento, em g

M?2: massa da peneira, em g

3.3.3. Determinacao da composicio quimica da biomassa

Para determinar a composicdo quimica das diferentes amostras (moidas e ndo
moida), foram analisados o teor de cinzas, extrativos, lignina total (lignina insoldvel +

solivel), celulose, hemiceluloses e grupos acetil.

3.3.3.1. Teor de umidade

O teor de umidade do bagaco de cana foi determinado em balanga da marca
GEHAKA modelo IV2000 que analisa a umidade do material por infravermelho. A balanca
€ pré-aquecida a 105°C durante 30 minutos. Apds o pré-aquecimento, aproximadamente 2
g de bagaco sio colocados na balanca previamente tarada. A balanca medird a porcentagem

de perda de massa, relativa ao teor de umidade do bagaco, até peso constante do material.

O célculo para determinacdo do teor de umidade € dado pela Equagao 3.2.

U% massa bagaco imido-massa bagago a.s
0 =

100 3.2
massa bagaco umido x (3:2)

Sendo que U representa o teor de umidade do material e a.s. representa a massa

absolutamente seca do material.
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3.3.3.2. Determinacio de extrativos

A determinagdo de extrativos foi baseada na metodologia NREL “Determination
of Extractives in Biomass” (SLUITER et al., 2005). A determinagdo dos extrativos tem
como finalidades quantificar os extrativos para a andlise compositiva e remover o material
ndo estrutural da biomassa antes da quantificacdo da lignina e dos carboidratos para que
ndo haja interferéncia nestas etapas analiticas.

Este procedimento utiliza um processo de extracdo em duas etapas: remog¢ao dos
compostos soliveis em etanol e na dgua. Os componentes soliveis em etanol incluem
clorofila, ceras ou outros componentes menores. Os soluveis em dgua podem incluir
material inorganico, acticares ndo estruturais, entre outros.

A remocao dos extrativos do bagaco foi feita em soxhlet (Aparato soxhlet modelo
MA — 188 da marca Marconi). Primeiramente, as amostras foram moidas para que ficassem
com o aspecto similar ao do material de menor granulometria (< 0,5 mm). Posteriormente,
foi determinado o teor de umidade de cada amostra de acordo com o procedimento descrito
no item 3.3.3.1. Foram adicionados 3,00 g do material (M;) (descontando o teor de
umidade) em cartuchos de extracdo feitos com papel de filtro. Os cartuchos com o bagaco
foram colocados no tubo de extragdo do soxhlet. Foram adicionados 190 mL de alcool
etilico 99% de pureza em cada baldo do extrator juntamente com uma quantidade de
pérolas de vidro. O aquecimento foi ligado e a extracdo se deu até que o solvente em torno
do cartucho de extracdo ficasse incolor. Apds o término da extracdo com etanol, os
cartuchos foram lavados com 4dgua destilada para remog¢ao do élcool etilico.

Em seguida, foi realizada a extracdo com &4gua. Foram adicionados 190 mL de
dgua destilada em cada baldo do extrator juntamente com uma quantidade de pérolas de
vidro. A dgua em cada baldao do extrator foi trocada a medida que esta apresentava
coloragdo. A extragao foi conduzida até que a 4gua no balao ficasse incolor.

Ao término da extracdo, foram transferidas para cadinhos com placa filtrante de
filtro sinterizado (No. 2) (devidamente tarados) (M,) e filtradas a vacuo. Ao término da
filtracdo, as amostras foram colocadas na estufa a 105°C para secagem até atingirem massa
constante. Apds a secagem, foram transferidas ao dessecador para resfriamento por 40

minutos e em seguida, pesadas em balanca analitica (M3). As andlises foram realizadas em
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duplicata para cada amostra e o material foi armazenado em frascos com tampa para
posterior andlise de composi¢do quimica.

A Equacdo 3.2 apresenta o cdlculo para determinacio do teor de extrativos.

w) x100 (3:3)

% Extrativos=

; &
M;: massa de bagaco descontado o teor de umidade, em g
M;: massa do cadinho, em g

M;: massa do cadinho + bagaco livre de extrativos, em g

3.3.3.3. Determinacio do teor de cinzas

A determinacdo do teor de cinzas foi baseada no procedimento de BIANCHI
(1995). A finalidade é quantificar o material inorganico presente na biomassa.

Primeiramente, cadinhos de porcelana foram levados a mufla a 800°C por 2 horas.
Apo6s o resfriamento da mufla, os cadinhos foram transferidos para a estufa por 1h. Em
seguida, foram levados a um dessecador para resfriamento e, posteriormente, efetuada a
pesagem em uma balanca analitica, tendo suas massas devidamente anotadas (Mcadinho)-

Para esta analise, as amostras foram secas a 105°C até ficarem totalmente sem
umidade. Foram pesadas 2 g de cada amostra nos cadinhos. Posteriormente, as amostras
foram levadas a mufla para serem carbonizadas a 800°C por 2 horas. Decorrido este tempo,
a mufla foi desligada e ap6s o resfriamento, o material foi transferido a estufa a 105° C por
1 hora. Em seguida, os cadinhos foram transferidos para um dessecador e efetuada a
pesagem do material (Mcinza). As andlises foram realizadas em duplicata para cada amostra.

O cdlculo do teor de cinzas da biomassa €é dado pela Equacao 3.4.

Moo — Mooas
% teor de cinzas = (Mcmza v Cadmho) x 100 (3.4)
C+B — "“lcadinho

Mc.s = massa do cadinho + massa do bagaco descontando o teor de umidade, em g
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Mcadinho = massa do cadinho calcinado vazio, em g

Minzas= massa do cadinho com cinzas, em g

3.3.3.4. Determinacio do teor de carboidratos, lignina, grupos acetil, furfural e 5-

hidroximetilfurfural

As andlises foram realizadas com base nos procedimentos padroes do NREL
“Determination of Acid Soluble Lignin Concentration Curve by UV-Vis Spectroscopy”
(HYMAN et al., 2007), “Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in
Biomass” (SLUITER et al., 2008a) e “Validagdo de metodologia para a caracterizacio
quimica de bagago de cana-de-agucar” (GOUVEIA et al., 2009). O objetivo foi quantificar
os teores dos carboidratos (celobiose, glicose, xilose e arabinose), lignina total (soldivel e
insoluvel), acido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural. Para esta analise, é necessario

que o bagaco esteja livre de extrativos.

3.3.3.4.1. Hidrolise com H,SO4 72% (m/m)

Inicialmente, o bagaco livre de extrativos (como descrito no item 3.3.3.2) foi
moido até obter o aspecto de po. Posteriormente, o bagago foi transferido a estufa a 105°C
e mantido até peso constante, para remog¢ao de toda umidade.

Foram pesadas 0,3 g de cada amostra de bagaco (M;) em tubos de ensaios. Apos a
pesagem, 3 mL de H,SO4 72% (m/m) foram adicionados em cada tubo. Os tubos foram
encubados em um banho termostatico a 30°C por 1 h. A cada 10 minutos, o contetido nos
tubos foram homogeneizados com a ajuda de um bastdo de vidro, sem remover os tubos do
banho, a fim de garantir uma hidrélise homogénea.

O contetdo dos tubos foi transferido quantitativamente para frascos tipo Schott de
250 mL e adicionados 84 mL de dgua destilada, obtendo uma concentracdo acida do meio
para 4%.

Os frascos devidamente tampados foram levados a autoclave a 121°C e 1,1 bar por
1 hora para a total hidrélise dos oligdmeros formados. Apds a descompressao da autoclave,

os frascos foram retirados e resfriados em banho de gelo fundente.
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3.3.3.4.2. Determinacao de Lignina Klason (insolivel)

Inicialmente, papéis de filtro foram mantidos em estufa a 105°C até peso constante
e pesados em balanca analitica, tendo suas massas devidamente anotadas (M;).

Em seguida, o hidrolisado foi filtrado nos papéis de filtro para posteriores andlises
de lignina soldvel, carboidratos, conteddo acetil, furfural e 5-hidroximetilfurfural. Os
sOlidos retidos nos papéis foram lavados até pH neutro e levados a estufa a 105°C para
secagem até peso constante. Em seguida, foram transferidos ao dessecador para
resfriamento e, posteriormente, pesados em balanca analitica, tendo suas massas
devidamente anotadas (M3).

Uma fragdo desse material insolivel é constituida de cinzas. Assim, para que ndo
haja uma superestimacdo dos dados de lignina insoldvel, foi realizada a andlise do teor de
cinzas, segundo a metodologia descrita no item 3.3.3.3, para que seja descontada do valor
de lignina insoluvel obtida.

O célculo do teor de lignina insolivel no bagaco in natura e no bagago pré-tratado

sdao mostrados nas equagdes 3.5 e 3.6, respectivamente.

M3 —M;) — mcinzas) [1 (%extrativos
X N

o — )] x100 (3.5)

lignina Insoldvel (%) = (

(3.6)

M; — M,) — my;
lignina Insolavel (%) = <( 3 2) Clnzas)

M;

M;: massa do bagaco utilizando na hidrdlise, em g
M;: massa do papel de filtro tarado, em g

M3: massa do papel de filtro + lignina insoldvel seca, em g

3.3.3.4.3. Determinacao de lignina soltivel

A quantidade de lignina soldvel foi determinada pela medida de absorbancia em
um espectrofotometro UV-Visivel. Foi transferido 1 mL de cada hidrolisado dcido em

baldes volumétricos de 25 mL e adicionados 0,5 mL de solu¢do de NaOH 6,5 N para atingir
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pH 12, sendo o baldo completado com dgua destilada. Em seguida, foi realizada a leitura da
solugdo a 280 nm utilizando cubetas de quartzo. As leituras foram realizadas antes de
completar 6 horas de hidrdlise. O branco foi preparado partindo de uma solugdo de dcido
sulfirico 4% (m/m), tendo o pH ajustado com NaOH 6,5 N até pH 12. O célculo da

concentracdo da lignina soldvel é mostrado pela Equacdo 3.7.

Clignina soltivel = 4,187x10'2(AT-Apd)-3,2 79x 10 (3.7)

Apd == C181 + Czsz (38)

Clignina soldvel - concentracdo de lignina solivel, em g/L;
Ar - absorbancia da solucio de lignina junto com os produtos de degradacdo, em 280 nm;
Apq = absorbancia, a 280 nm, dos produtos de decomposi¢do dos agticares (furfural e
HMF), calculado através da Equacdo 3.8, cujas concentragdes c; e ¢, serdo determinadas
previamente por HPLC e € e g, sdo as absortividades de furfural e HMF (146,85 e 114,00
L g'1 Cm'l), determinadas experimentalmente (HYMAN et al., 2007).

As equacdes 3.9 e 3.10 apresentam o célculo para lignina solivel do bagaco in

natura e do bagacgo pré-tratado, respectivamente.

Clignina solivel- Vfiltrado-FD> " [1 (% extrativos

0 — )] 100 (3.9)

% lignina soluvel= (

Clignina solavel- VfiltradO'FD
My

% lignina soluvel= ( >x 100 (3.10)

Clignina soldvel: concentrag@o da lignina soltvel obtido através da Equagdo 3.7, em g/L
Viitado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L
FD: fator de dilui¢@o do hidrolisado

M;: massa do bagaco utilizando na hidrdlise, em g
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Lignina total:

% lignina total = % lignina insoldvel + % lignina solavel

3.3.3.4.4. Determinacdao dos carboidratos e produtos de decomposicio por HPLC

(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

A quantificacdo dos acticares: celobiose, glicose, xilose, arabinose; do dcido
acético e dos produtos de decomposicao: furfural e 5-hidroximetilfurfural; presentes no
hidrolisado 4cido (descrito no item 3.3.3.4.1) foram analisados em cromatdgrafo liquido
modelo 1260 Infinity HPLC Agilent Technologies com detector de indice de refracdo (IR)
e DAD (detector de arranjo de diodos) UV-Vis. Também foram quantificados os teores de
acucares apos a hidrdlise enzimética, descrita no item 3.6.2.

Foram determinadas curvas analiticas utilizando solugdes de concentragdes
conhecidas para cada um dos componentes: arabinose, celobiose, xilose, glicose, dcido
acético, furfural, 5-hidroximetilfurfural. As faixas de concentra¢des de cada componente

sdo apresentadas nas Tabelas 3.1.

Tabela 3.1: Faixa de concentragdo das curvas analiticas.

Componentes Faixas de concentracio (g/L)
arabinose 0,05 -20
celobiose 0,05 -20
xilose 0,05 -20
glicose 0,05 -20
acido acético 0,1-10
furfural 0,0005 — 0,01
hidroximetilfurfural 0,0005 - 0,01

Os hidrolisados foram filtrados diretamente em vials, utilizando filtros de membrana

GS em éster de celulose com poros de 0,22 um (Milipore), para posterior analise em

HPLC.
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3.3.3.4.4.1. Analise dos carboidratos

As curvas analiticas (arabinose, celobiose, xilose e glicose) e as amostras foram
injetadas no cromatégrafo, sendo utilizada para andlise a coluna dcida Biorad Aminex
HPX-87H equipada com uma pré-coluna. A fase movel utilizada foi uma solucdo de acido
sulfdrico 0,0IN com pH 2,6, preparada com dgua ultra-pura (Milli-Q). Apds o preparo, a
fase movel foi filtrada em filtros com poros de 0,45 um e posteriormente, degaseificada.

As concentragdes de cada componente foram determinadas das através areas dos
cromatogramas e das curvas analiticas (determinada na Tabela 3.1 do item 3.3.3.4.4).

As massas de celobiose e glicose foram convertidas em celulose, utilizando os
fatores de conversdo de 0,95 e 0,90, respectivamente. Da mesma forma, as massas de xilose
e arabinose foram convertidas em hemiceluloses, empregando o fator de conversdo de 0,88.
Os fatores sdo calculados baseados na adi¢do de dgua nos polissacarideos durante a
hidrdlise acida (KAAR et al., 1991 a,b), mostrados no apéndice 1.

As condi¢des de andlise no cromatdgrafo foram:

. Volume de injegdo: 15 pL

° Taxa de fluxo: 0,6 mL/min

o Temperatura da coluna: 35°C
. Temperatura do detector: 30°C
. Detector: indice de refracdo

. Tempo de analise: 18 minutos

O célculo do teor de carboidratos para o bagaco integral e para o bagaco pré-tratado

€ mostrado nas equacdes 3.11 e 3.12, respectivamente.

Cyprc - FC .Vﬁltrado) [1 (% extrativos
X - —

- — )] x100(3.11)

% celulose ou hemiceluloses = (

Currc - FC Viigado
M,

% celulose ou hemiceluloses = ( > x 100 (3.12)
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Cuprc: concentragdo do agucar quantificado por HPLC, em g/L;

FC: fator de correcdo para calcular a concentracdo polimérica dos agicares dada a
concentracdo monomérica dos acucares (celobiose: 0,95; glicose: 0,9; xilose: 0,88 e
arabinose: 0,88);

Viitrado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L;

M;: massa do bagaco utilizado na hidrdlise, em g.

3.3.3.4.4.2. Analise de grupos acetil

O acido acético foi quantificado através da coluna acida Biorad Aminex HPX-87H
equipada com uma pré-coluna. A fase mdvel utilizada foi uma solugdo de 4cido sulfurico
0,01 N com pH 2,6, preparada dgua ultra-pura (Milli-Q). Apds o preparo, a fase mével foi
filtrada em filtros com poros de 0,45 pm e, posteriormente, degaseificada.

As areas obtidas pelo cromatograma correspondentes ao dcido acético foram
utilizadas para calcular a concentragdo dos grupos acetil. Para isso, um fator de conversao
de 0,72 foi utilizado para transformar o teor de dcido acético em acetato (KAAR et al.,

1991 a,b).

As condi¢Oes de andlise no cromatdgrafo foram:

o Volume de inje¢do: 15 pL

° Taxa de fluxo: 0,60 mL/min

o Temperatura da coluna: 35°C
. Temperatura do detector: 30°C
. Detector: indice de refragao

. Tempo de analise: 18 minutos

Os célculos dos teores de acetato para o bagaco bruto e para o bagaco pré-tratado

sao mostrados nas equagdes 3.13 e 3.14, respectivamente.

C .FC .V; % extrativos
A HPLC f1]trado>X [1_( 0 )] %100

0% acetato = ( M, 100

(3.13)
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CA HPLC- FC -Vfiltrado
M,

% acetato = ( )X].OO (3.14)

Ca mrrLc: concentracdo de dcido acético quantificado por HPLC, em g/L.
FC: fator de conversdo do acido acético em acetato, 0,72
Viitado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

M;: massa do bagaco utilizado na hidrdlise, em g

3.3.1.4.4.3. Analise de furfural e 5-hidroximetilfurfural

Para andlise de furfural e 5-hidroximetilfurfural foi utilizada a coluna Nova-Pak
C18 (Waters Co., Milford, MA) e, como fase movel, uma solu¢do de acetonitrila/dgua (1:8
com 1% de acido acético), previamente filtrada e degaseificada. As dreas dos picos
correspondentes ao furfural e 5-hidroximetilfurfural foram utilizadas para calcular suas
concentracdes na amostra. Os fatores de conversdo utilizados para o furfural e o 5-

hidroximetilfurfural foram 1,37 e 1,29, respectivamente.

As condicdes de andlise no cromatdgrafo foram:

. Volume de injecdo: 15 pL

° Taxa de fluxo: 0,8 mL/min

o Temperatura da coluna: 30°C

. Comprimento de onda: 280 nm

. Temperatura do detector: temperatura ambiente

) Detector: UV-VIS

. Tempo de analise: 8 minutos
Os célculos dos teores de hemiceluloses proveniente da quantificacdo do furfural,

para o bagaco bruto e para o pré-tratado sdo mostrados pelas equacdes 3.15 e 3.16,

respectivamente;
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Cr uprc- FC -Vfiltrado> [ " (%extrativos
x |11-|—m8 ——

- — )] x100  (3.15)

% hemicelulosesg, fyra= (

CF HPLC- FC -Vfiltrado
M,

% hemicelulosesgy fyra) = ( >X100 (3.16)

CrupLc: concentracao de furfural quantificado por HPLC, em g/L.
FC: fator de conversao do furfural, 1,37
Viiado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

M;: massa do bagaco utilizado na hidrdlise, em g

O célculo do teor celulose proveniente da quantificacdo do 5-hidroximetilfurfural,
para o bagaco bruto e para o pré-tratado sdo mostrados pelas equacdes 3.17 e 3.18,

respectivamente.

Ch HpLC- FC-Vfiltrado) [ 1 (%extrativos
x |1- | —m 78—

100 (3.17
M, 100 )]X (3:17)

% CehﬂOsehidroximetilfurfural = (

CH HPLC- l'-"C-Vfiltrado
M,

% Celulosehidroximetilfurfural= ( >X100 (318)

Ch npLc: concentracdo de acido acético quantificado por HPLC, em g/L
FC: fator de conversao do 5-hidroximetilfurfural, 1,29
Viitado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

M;: massa do bagaco utilizado na hidrélise, em g

3.3.4. Quantificacao da fracio liquida de pré-tratamento

O objetivo foi quantificar os agucares presentes no licor (celobiose, glicose, xilose
e arabinose), 4cido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural. As analises foram realizadas
antes e apds uma etapa de hidrdlise dcida para que os possiveis oligdmeros presentes no

licor sejam hidrolisados a agucares monoméricos. A hidrélise 4cida do licor foi realizada
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com base nos procedimentos padrdes do NREL “Determination of Sugars, Byproducts, and
Degradation Products in Liquid Fraction Process Samples” (SLUITER et al., 2008b).
Primeiramente, 5 mL de cada amostra de licor foram adicionados em tubos de ensaios com
tampa de rosca. A hidrélise dcida deve ser realizada com uma concentracao de dcido de 4%
(m/m). Sendo assim, o pH de cada amostra foi obtido e foi adicionada uma quantidade
especifica de H,SO4 72% (m/m) para que a concentracdo de dcido do licor atingisse 4%
(m/m). Os valores de pH e a equivalente quantidade de 4cido a ser adicionado sdo
apresentados por SLUITER et al. (2008b).

Ap06s serem devidamente fechados, os tubos foram autoclavados a 121° C e 1,1
bar por 1 h. Decorrido o tempo de reacdo, os tubos foram retirados e resfriados. Os
hidrolisados foram filtrados diretamente em vials, utilizando filtros de membrana GS em
éster de celulose com poros de 0,22 um (Milipore), para posterior andlise em HPLC. O
licor bruto (sem hidrélise 4cida) foi filtrado em papel de filtro e, em seguida, novamente
filtrado diretamente em vials, utilizando os filtros de membrana GS em éster de celulose
poros de 0,22 um (Milipore). As amostras foram preparadas em duplicatas e analisadas por

cromatografia liquida, conforme descrito no item 3.3.3.4.4.

3.5. Ensaios de pré-tratamento
3.5.1. Rampa de aquecimento do reator

Objetivando-se o conhecimento do tempo exato no qual o reator atingiu a
temperatura desejada, realizou-se em uma etapa anterior ao pré-tratamento (separadamente
para cada temperatura de reacdo estabelecida), o monitoramento da temperatura no interior
do reator em funcdo do tempo.

A literatura especializada reporta que a partir da temperatura de 100°C a reacdo de
remog¢ao dos componentes da biomassa lignoceluldsica inicia-se (RABELO et al., 2012).
Portanto, para evitar que o tempo de reacdo fosse considerado erroneamente, realizou-se,
para cada temperatura, o cdlculo do Fator H, que relaciona a dissolu¢do dos componentes
da biomassa com as varidveis tempo e temperatura em um Unico fator. Este fator €
caracteristico do tipo de pré-tratamento e do tipo de reator utilizados, e varia de acordo com

o sistema de aquecimento utilizado e com a temperatura de trabalho estabelecida. O Fator
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H foi obtido a partir da drea sob a curva de aquecimento de 100°C até a temperatura
estabelecida, e a partir da razdo entre este valor e a diferenca entre estas duas temperaturas
foi obtido o tempo H. O tempo total (tre,) de aquecimento no qual o reator foi submetido

pdde, entdo, ser calculado a partir da Equacdo 3.19:

tTotal = tT + treal - (tT - H) (319)

onde:

tr € o tempo necessdrio para que a temperatura desejada seja alcancada no interior do
reator,

treal € O tempo de reagdo real no qual a biomassa € submetida,

H € o tempo calculado a partir do fator H.

3.5.2. Pré-tratamento com acido sulfarico diluido

As amostras descritas no item 3.3.1 foram submetidas ao pré-tratamento com
acido sulfurico diluido. Os ensaios foram realizados em reatores de aco inox, com
capacidade 500 mL, imersos em banho de aquecimento com glicerina. A massa utilizada no
pré-tratamento foi de 30 g de bagaco (descontando o teor de umidade, de acordo com o
item 3.3.3.1) e com uma concentracio do catalisador 4cido sulfirico de 1% (m/v), na razao
1:5 solido-liquido. Antes de o reator ser alimentado, o liquido foi misturado ao bagaco e
homogeneizado com a ajuda de um bastdo de vidro.

Um banho termostitico (Marconi — MA 184) com glicerina foi utilizado para
imergir os reatores para que atingissem a temperatura de pré-tratamento desejada. Foram
avaliadas duas temperaturas e diferentes tempos de reagdo. Os ensaios foram realizados a
120°C em tempos de 20, 40 e 60 minutos, e a 140°C a 10, 20 e 30 minutos. O tempo inicial
(ty) foi fixado como o tempo em que a temperatura no interior do reator atinge a
temperatura de operagdo. Para isso, a rampa de aquecimento do reator foi determinada,
conforme mostrada no item 3.5.1.

Decorrido o tempo, os reatores foram retirados do banho de glicerina e submergidos
em um banho de gelo fundente para interromper a reagdo. Apods o resfriamento, os reatores

foram abertos e o bagago pré-tratado foi prensado manualmente para obtencdo do licor de
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pré-tratamento. O licor foi armazenado em frasco com tampa e refrigerado para posterior
andlise. A fracdo sélida foi lavada com 4gua, para remocao dos componentes soldveis e do
conteddo 4cido, até que o pH da dgua utilizada na lavagem atingisse a neutralidade.

Os ensaios foram realizados em duplicata. O material pré-tratado produzido foi
homogeneizado e parte dele foi seco a 105°C para andlise de composi¢do quimica (descrita
no item 3.3.3.4.1) e a outra parte foi seca a temperatura ambiente para ser utilizada na
hidrélise enzimatica.

Foram determinados o rendimento e a massa solubilizada para cada ensaio. O

calculo é mostrado na equacdo 3.20.

_ massa obtida ap6s P. T. (g)
Rendimento P.T. (%) = — x100
massa bruta inicial (g)

(3.20)
Massa solubilizada P. T. (%) = 100 — Rendimento P.T.

3.5.3. Fator de severidade

Foi determinado o fator de severidade (FS) para cada condicdo de pré-tratamento
avaliada, o qual é muitas vezes usado para descrever a remocao de lignina e xilana durante
a etapa de pré-tratamento (RABELO et al., 2012). A equacdo 3.21 descreve o FS do pré-

tratamento.

_ T'Tref
log(Ry) = log [t .exp 1475 (3.21)

Onde ¢ € o tempo de residéncia do pré-tratamento (min), 7 é a temperatura de pré-
tratamento (°C), T, € a temperatura de referéncia (100°C). O valor 14,75 da constante
arbitraria @, é baseado na energia de ativagdo quando assumida a cinética de pseudo-

primeira ordem.

O fator de severidade combinado (FSC) € calculado baseado no FS (log(Ry))

(equacao 3.21) e o pH do licor de pré-tratamento, mostrado pela equagdo 3.22.
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log(R})) = logRy-pH (3.22)

3.6. Hidrdlise enzimatica
3.6.1. Determinacao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica das enzimas celulase e B-glicosidase foram determinadas de
acordo com a metodologia de GHOSE (1987) e WOOD e BHAT (1988), conforme
recomendado pela [UPAC.

3.6.1.1. Determinacio da atividade enzimatica para celulase

Para essa andlise, foi preparada uma solucdo de tampao citrato 0,05 mol/L pH 4,8
e uma solucdo do reagente DNS, descrita por RABELO (2010), para determinacdo dos
acucares redutores totais (ART) apos realizada a hidrdlise.

Também foi construida uma curva analitica de glicose, com concentra¢des de 0,00
até 2,50 mg/mL de glicose. Foi realizada a leitura das amostras em espectrofotometro a 540
nm apds a aplicacdo do método DNS (MILLER, 1959), para que seja possivel obter um
gréafico linear da concentracao de glicose (agicar redutor) em funcdo da absorbancia.

De acordo com GHOSE (1987), a atividade da celulase é determinada como
unidade de papel de filtro (Filter Paper Unit — FPU). A reagdo foi realizada em tubos de
ensaio em que foram adicionados 1,0 mL do tampao citrato, 50 mg de papel de filtro e 0,5
mL da enzima em diferentes diluicdes. Os tubos foram incubados em banho termostético a
50°C por 60 minutos. Apds o final da reacdo, foi aplicado o método DNS em cada amostra
e realizada a leitura em espectrofotometro a 540 nm. Uma vez obtidas as leituras de
absorbancia, foi possivel determinar a concentracdo de ART liberado pela enzima,

calculado através da curva analitica de glicose, previamente obtida.

A Equacdo 3.23 foi usada para o célculo da atividade de celulase (GHOSE, 1987).
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2,0

L.mint.mL?!
(0,18016 x 0,5 x 60 [fator de diluicio da enzimal]) HMOLmin =.m

FPU/mL=

(3.23)

0,037
[fator de dilui¢ao da enzimal]

FPU/mL=

Sendo assim, uma unidade de atividade de enzima celulase (FPU) é baseada na
liberacdo de 2 mg de agucar reduzido como glicose equivalente, ou seja, 2,0/0,18016 umol
de 50 mg de filtro de papel por 0,5 mL de enzima diluida em uma reagdo com duracio de

60 minutos.

3.6.1.2. Determinacio da atividade enzimatica para p-glicosidase

Primeiramente, foi preparada uma solug¢do de tampao citrato 0,05 mol/L pH 4,8 e
uma soluc¢do de celobiose 15 mmol/L.

Também foi construida uma curva analitica de glicose com concentracdes
variando entre 0,00 até 4,00 mg/mL de glicose. Apds preparacdo das amostras, foi aplicado
o método Glicose GOD-PAP (HENRY, 1974) e, em seguida, realizada a leitura em
espectrofotometro a 540 nm.

De acordo com WOOD e BHAT (1988), a atividade da B-glicosidase ¢ medida
utilizando uma solucdo de celobiose 15 mmol/LL e expressa em unidades de celobiose
(CBU). A reacao foi realizada em tubos de ensaio, nos quais foram adicionados 1 mL da
enzima em diferentes dilui¢des, 1 mL da solucdo de celobiose 15 mmol/L. Posteriormente,
os tubos foram incubados em banho termostatico a 50°C por 30 minutos.

Ap6s o término da reacdo, foi aplicado o método Glicose GOD-PAP para
determinar a glicose liberada pela enzima. Foram adicionados, em tubos de ensaio, 20 pL
de cada amostra, juntamente com 2,0 mL do reagente GOD-PAP. Os tubos foram
incubados em banho termostédtico a 37°C por 10 minutos e, ao término da reagdo, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. Obtidas as leituras de absorbancia, foi
possivel determinar a concentracdo de glicose liberada pela enzima, calculada através da

curva analitica de glicose, previamente determinada.
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A Equacgao 3.24 foi usada para o calculo da atividade de B-glicosidase (WOOQOD e
BHAT, 1988).

0,5
(0,18016 x 1,0 x 30 [fator de diluicdo da enzima])

CBU/mL= umol.min!.mL?!

(3.24)

0,0926
[fator de dilui¢ao da enzimal]

CBU/mL=

Sendo assim, a atividade de P-glicosidase (CBU) consiste na liberacdo de,
exatamente, 1 mg de glicose, ou seja, 0,5/0,1816 umol de celobiose convertida por 1 mL de

enzima diluida em uma rea¢do com duracdo de 30 minutos.

3.6.2. Hidrdlise enzimatica do bagaco pré-tratado

Todas as amostras obtidas dos pré-tratamentos (conforme descrito no item 3.5.2)
foram submetidas a hidrélise enzimatica, a fim de avaliar a influéncia das condi¢des de pré-
tratamento e do tamanho de particula.

Primeiramente, uma soluc¢do tampao de citrato de sédio pH 4,8 a 0,05 mol/L, e
7g/L de azida de sodio foi preparada.

A reacdo foi realizada em erlenmeyers de 250 mL, nos quais foram adicionados 7
g de bagaco (massa seca), 70 mL de tampao citrato de sédio pH 4,8 a 0,05 mol/L, de modo
que a carga de sélido fosse de 10% (m/v). Os erlenmeyers foram tampados e mantidos a 4°
C por 24h antes do inicio da reagdo.

Decorrido o tempo, os erlenmeyers foram transferidos a incubadora com agitagao
orbital (Marconi — MA 830) a 50°C e 100 rpm por 15 minutos para que o sistema ficasse
condicionado. Em seguida, os erlenmeyers foram retirados da incubadora e adicionado a
eles a carga enzimadtica, sendo de 15 FPU/g de bagaco para celulase e 25 CBU/g bagaco
para B-glicosidase. Apds adicao das enzimas, os erlenmeyers foram novamente transferidos

a incubadora e iniciada a contagem do tempo de reagdo. Foram coletadas amostras de 2 mL
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do liquido reacional de hidrdlise nos tempos 0, 2, 6, 12, 24 e 48, a fim de obter o perfil dos
acucares liberados durante a reacdo.

Apos a coleta das amostras, estas foram transferidas para tubos tipo eppendorf e
levadas a um banho termostatico a 100°C por 15 minutos para inativacdo das enzimas.
Decorrido o tempo, as amostras foram resfriadas e centrifugadas (centrifuga Eppendorf,
modelo 5810 R) a 4000 g por 15 minutos. Ao término, o sobrenadante foi filtrado
diretamente em vials, utilizando filtros de membrana GS em éster de celulose com poros de
0,22 um (Milipore), para posterior andlise em HPLC, conforme descrito no item (3.3.3.4.4).
O residuo so6lido de hidrdlise foi lavado com dgua para remocdo do contetdo soluvel e

armazenado para posterior andlise de composicao.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo sao apresentados e discutidos os resultados das andlises que foram
realizadas no trabalho. Sao mostradas as composi¢des quimicas dos bagacos antes e apds
cada condi¢do de pré-tratamento, os efeitos do tamanho de particula, do tempo e da

temperatura nas etapas de pré-tratamento e, posteriormente, hidrdlise enzimética.

4.1. Composicao do bagaco integral

A Tabela 4.1 apresenta a composi¢do do bagaco integral para as amostras com

diferentes tamanhos de particula, expressa em porcentagem de massa seca.

Nota-se que a amostra mais particulada (<0,5 mm) apresenta uma porcentagem
levemente inferior de celulose e hemiceluloses em relagdo as outras amostras. Também foi
observado que a composi¢do das amostras no presente trabalho estd dentro da faixa dos
valores obtidos por diferentes autores na literatura, como mostrado na Tabela 2.2 do item

2.1.
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Tabela 4.1: Composicao do bagaco integral (% de massa seca) para as diferentes amostras.

Material Celulose Grupos acetil Hemiceluloses Lignina Cinzas Extrativos Balanco
Nao moido 40,35 £ 0,21 3,16 £ 0,07 24,95 £ 0,00 25,79 £0,26 2,35+0,18 2,98 +0,11 99,58
<2,0mm 39,63 +£ 0,08 3,29 £ 0,00 24,60 + 0,09 26,44 + 0,19 2,54 £0,48 3,30 £ 0,01 99,80
< 1,0mm 40,02 £0,11 2,99 £0,03 24,77 £ 0,07 25,66 + 0,35 2,37+0,12 3,67 £0,01 99,48
< 0,5mm 38,12 +£0,11 3,05+0,17 23,87 £0,26 26,70 £ 0,15 4,10 £ 0,22 4,12 £ 0,04 99.96

4.2. Distribuicao de particulas do bagaco

A Figura 4.1 apresenta a distribuicao de particulas das amostras de bagaco, conforme descrito no item 3.3.2.

Observa-se, a partir da Figura 3.1, que a amostra de bagaco nio moido possui a maior quantidade (acima a 40%) de particulas
superiores a 6,7 mm. As amostras moidas em particulas de 2,0 e 1,0 mm tiveram sua maior parcela retida na peneira com abertura de
0,85 mm (50% e 40%, respectivamente). J4 o bagaco moido em 0,5 mm teve a maior porcentagem de massa retida na peneira com
abertura de 0,5 mm (aproximadamente 50%). Nota-se que aproximadamente 2,5% de massa do bagaco moido em particulas 0,5 mm
ficou retida na peneira de 0,85 mm. Essa porcentagem pode estar relacionada a fibras de maior tamanho, que passaram pela peneira
durante a moagem, sem terem atingido a granulometria desejada. Porém, o baixo valor obtido torna essa porcentagem de fibras
maiores insignificante.

Portanto, o bagaco ndo moido apresentou sua maior porcentagem de particulas superiores aos tamanhos encontrados nas

amostras moidas.
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Figura 4.1: Distribuicdo de particulas das diferentes amostras de bagaco.

4.3. Pré-tratamento com acido sulfirico diluido em diferentes condicoes de
temperatura e tempo

4.3.1. Fator de severidade do pré-tratamento

A Tabela 4.2 apresenta os valores do fator de severidade (FS) e fator de severidade
combinado (FSC), calculados para cada condi¢@o de pré-tratamento avaliada (mostrados no
item 3.5.3). Os valores de pH das diferentes amostras de licor, obtidos em uma mesma
condicdo de pré-tratamento, ndo apresentaram variacdo. Dessa forma, foi utilizado no
célculo o pH médio entre as amostras com diferentes granulometrias.

A partir da Tabela 4.2, observa-se nas duas temperaturas de pré-tratamento
avaliadas, que o FS e o FSC aumentaram conforme € aumentado o tempo de reagdo. A
condicao mais severa a 120°C foi obtida com 60 min de reacdo, sendo valor do FS de 2,37
e FSC de 1,29. J4 a 140°C, o valor maximo obtido foi a 30 min de reagdo, sendo o FS de
2,65 e o FSC de 1,55. Dessa forma, a condi¢cao mais severa avaliada no estudo foi a 140°C

por 30 min.
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Tabela 4.2: Fator de severidade (FS) e fator de severidade combinado (FSC) das diferentes

condi¢Oes de pré-tratamento.

Condicao pré-tratamento pH
Temperatura (°C) Tempo (min) licor Ks FSC
120 4 1,01 1,19 0,18
120 20 1,06 1,89 0,83
120 40 1,06 2,19 1,13
120 60 1,08 2,37 1,29
140 2.4 1,03 1,56 0,53
140 10 1,03 2,18 1,15
140 20 1,04 2,48 1,44
140 30 1,1 2,65 1,55

4.3.2. Massa solubilizada no pré-tratamento

A Figura 4.2 mostra a solubilizacdo de massa (% massa seca) de cada amostra
submetida as diferentes condic¢Oes de pré-tratamento. O calculo € mostrado na equagdo 3.15
do item 3.5.2.

Analisando a Figura 4.2, nota-se que houve uma solubilizacdo de 17 a 39% do
bagaco nas diferentes condi¢des de pré-tratamento avaliadas. E possivel observar que o
aumento da temperatura e do tempo de pré-tratamento resultam em uma maior
solubilizacdo da biomassa. Em geral, o aumento da temperatura e a diminui¢ao do pH, sdo
conhecidos por aumentar a eficiéncia do pré-tratamento (KOOSTRA et al., 2009).

Em todos os ensaios, o material mais particulado (<0,5 mm) apresentou uma
solubilizacdo levemente maior em relacdo as outras amostras. Foi realizado o Teste Tukey
HSD para avaliar se houve diferenca estatistica na solubilizacdo entre as diferentes
amostras em uma mesma condi¢do de pré-tratamento. O software utilizado foi o
STATISTICA 7.0 e os resultados, a 95% de confianga, mostraram que ndo houve diferenca
significativa na solubilizacdo entre as amostras com diferentes granulometrias (indicado

pelas barras com mesma letra), em uma mesma condi¢do de pré-tratamento.
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Figura 4.2: Massa solubilizada (% de massa seca) das amostras submetidas aos diferentes
ensaios de pré-tratamento. As barras com pela mesma letra indicam que ndo houve

diferenca significativa estatisticamente (p=0,05).

Nota-se, também, que a porcentagem de massa solubilizada nos ensaios 120°C, 60
min e 140°C, 2,4 min foram semelhantes. Foi realizado o Teste Tukey e este indicou que
também nado houve diferenca significativa, a 95% de confianca (p=0,05), na solubilizacdo
entre os materiais submetidos a essas duas condicdes de pré-tratamento. Dessa forma,
notou-se que o aumento da temperatura (140°C) implicou em uma solubilizagdo mais
rapida da biomassa comparada ao maior tempo de reacdo na temperatura de 120°C.

CHUNG et al. (2012) aponta que a perda de massa em pré-tratamentos com 4cido
sulftrico diluido estd relacionada principalmente a solubilizacdo das hemiceluloses da

biomassa.

4.3.3. Composicao quimica do bagaco pré-tratado

As Tabelas 4.3 e 4.4 apresentam a composi¢do quimica das amostras pré-tratadas a
120 e a 140°C, respectivamente. Os componentes foram expressos em porcentagem de

massa seca (% MS).
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Tabela 4.3: Composicao quimica das amostras de bagacgo pré-tratadas a 120°C.

Condicao P.T. Composicao bagaco pré-tratado (% MS)
Tem?oeéa;tura T(fnnil::)o Material Celulose  Grupos acetil  Hemiceluloses Lignina Cinzas  Balanco

Integral 44,59+0,12 2,30£0,02 20,55+0,23 29,55+0,37 1,63£0,04 98,62

120 4 <2,0mm 44,12+0,34 2,50£0,06 20,46%0,12 29,93+0,24  1,13£0,11 98,14
<1,0mm 44,91+0,20 2,38+0,07 20,47+0,02 29,4940,45 1,25+0,31 98,50
<0,5mm 43,35+0,41 2,49+0,10 20,08+0,07 30,19£1,14  3,56x0,14 99,67
Integral 49,16+0,32 1,6940,05 15,26+0,13 31,1241,02  2,51x0,08 99,74

120 20 <2,0mm 48,66+0,20 1,76x0,04 14,30£0,03 30,33£0,21  3,46x0,06 98,51
<1,0mm 49,01+0,08 1,59+0,03 14,22+0,07 30,87£0,34  3,57+0,05 99,26
<0,5mm 47,22+0,42 1,57%0,02 14,05£0,21 30,804£0,56  6,04+0,05 99,68
Integral 52,0540,12 1,00+0,01 11,30+0,11 31,66+£0,39  3,20+0,04 99,21

120 40 <2,0mm 50,7240,22 1,14+0,00 11,35+0,06 32,2340,42  3,75+#0,09 99,19
<1,0mm 50,86+0,10 1,07+0,00 11,12+0,02 31,71£0,28  3,94+0,08 98,70
<0,5mm 51,90£0,18 1,04+0,02 11,40+0,08 32,00£0,25 4,43x0,09 100,77
Integral 53,91+0,04 0,88+0,00 10,55+0,04 31,71£0,47  2,80x0,14 99,85

120 60 <2,0mm 53,57+0,01 0,81%0,00 10,11+0,02 31,86+0,26  3,03+0,08 99,38
<1,0mm 53,74+0,23 0,80+0,01 10,31+0,08 31,30+0,08  4,45+0,31 100,60
<,5mm 52,40+0,56 0,9240,08 10,32+0,07 32,20£0,09 3,37+0,23 99,21
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Tabela 4.4: Composicao quimica das amostras de bagacgo pré-tratadas a 140°C.

Condicao P.T. Composicao bagaco pré-tratado (% MS)
T t T
em?oe é? ura (E?III’)O Material Celulose Grupos acetil Hemiceluloses Lignina Cinzas Balanco

Integral 52,29+0,31 0,84+0,05 10,49+0,14 34,41+£0,54  2,05+0,03 100,08

140 2,4 <2,0mm 53,23+0,29 1,13+0,00 10,38+0,02 33,51+0,47 1,86+0,02 99,82
<1,0mm 54,42+0,61 0,88+0,03 10,28+0,20 33,5440,68 1,76%0,06 100,88
<0,5mm 52.,46+0,53 1,0340,03 10,17+0,06 34,05+0,28  3,00+0,20 101,04
Integral 50,22+0,35 1,06+0,02 9,70+0,27 33,10+0,23  4,19+0,06 98,30

140 10 <2,0mm 52,45+0,31 0,92+0,03 9,33+0,03 32,93+0,50 2,91+0,10 98,57
<1,0mm 50,79+0,30 0,84+0,02 9,06+0,07 32,51+0,10  5,88+0,11 99,10
<0,5mm 52,01+0,07 1,03+0,03 9,97+0,01 30,95+0,35  5,72+0,04 99,70
Integral 54.,48+0,04 0,65+0,02 7,80+0,05 32,36+0,28  3,69+0,05 99,00

140 20 <2,0mm 55,94+0,02 0,64+0,02 7,24+0,11 31,67+0,21 3,35%0,07 100,41
<1,0mm 56,49+0,43 0,64+0,02 7,53+0,01 33,47+0,51 1,47+0,10 99,62
<0,5mm 54,02+0,65 0,83+0,03 8,60+0,02 33,77+0,12  3,64+0,06 99,33
Integral 54,84+0,22 0,52+0,00 5,63+0,05 33,71+0,42  5,36+0,08 100,09

140 30 <2,0mm 56,04+0,27 0,43+0,01 5,69+0,11 33,65+0,35  3,64+0,01 99,49
<1,0mm 55,20+0,16 0,47+0,00 5,47+0,02 33,50%1,01 4,19+0,05 98,85
<0,5mm 55,60+0,57 0,43+0,05 5,65+0,01 34,38+0,42  4,83+0,13 100,91
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Analisando as Tabelas 4.3 e 4.4, nota-se que a porcentagem de hemiceluloses no
bagaco pré-tratado variou de 20% (120°C, 4 min), até aproximadamente 5% na condi¢io
mais severa (140°C, 30 min). Sendo assim, observou-se uma diminui¢cdo da porcentagem
de hemiceluloses no material pré-tratado com o aumento da temperatura e tempo de reacao.
Por outro lado, foi observado um aumento na porcentagem de celulose com o aumento da
severidade do pré-tratamento, tendo o material pré-tratado apresentado aproximadamente
43-44% na condicao mais branda (120° C, 4 min) e chegando até 55-56% na condi¢c@o mais
severa (140° C, 30 min).

A remocdo das hemiceluloses e o consequente aumento do teor de celulose no
material pré-tratado é desejavel para etapa de hidrélise enzimética, uma vez que a celulose
se torna mais disponivel para conversdo a glicose e a baixa quantidade de hemiceluloses

torna a acdo enzimaética mais eficiente.

4.3.4. Solubilizacao das hemiceluloses e celulose no pré-tratamento

A Figura 4.3 mostra a solubilizacdo de hemiceluloses e celulose (% MS) para as
amostras submetidas as diferentes condi¢des de pré-tratamento.

Analisando a Figura 4.3, nota-se que a solubilizacdo das hemiceluloses variou
entre 30 e 87% nas diferentes condi¢des de pré-tratamento. Como esperado, a menor
solubilizacdo ocorreu na condi¢do mais branda (120 °C, 4 min), a qual variou de 30-33%
entre as diferentes amostras, € a maior solubiliza¢do (aproximadamente 87%) foi obtida na
condicdo mais severa (140° C, 30 min). Em relacdo a celulose, foi observada uma
solubilizacdo que variou de 7 a 17%, sendo esses valores obtidos a 120° C, 4 min e a 140°
C, 30 min, respectivamente.

O ensaio a 120°C, 60 min obteve uma solubilizacdo de hemiceluloses semelhante
ao ensaio a 140 °C, 4 min (72 a 74%), mesmo o ensaio a 140°C tendo valor de FS e FSC
menores comparado ao ensaio a 120°C, como mostrado na Tabela 4.2 do item 4.3.1. Dessa
forma, pode-se dizer que na temperatura de 140°C, foi possivel solubilizar a mesma
quantidade de hemiceluloses num tempo de reacdo menor quando comparado ao ensaio a
120°C. A conversao das hemiceluloses durante o pré-tratamento € tipica de pré-tratamentos
com 4cido sulftrico diluido (LU e MOSIER, 2007; KOOSTRA et al., 2009; ROCHA et al.,
2011).
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Figura 4.3: Solubiliza¢do de hemiceluloses e celulose nos diferentes ensaios de pré-tratamento

Foi observado que as amostras com diferentes tamanhos de particulas ndo influenciaram na solubilizag¢do, visto que as
porcentagens solubilizadas entre os diferentes materiais, na mesma condi¢do, foram semelhantes em todos os ensaios.

Conforme obtido, uma alta solubiliza¢do de hemiceluloses era esperada, uma vez que no pré-tratamento com éacido sulfurico
diluido a altas temperaturas, as hemiceluloses, compostas principalmente de glucuronoarabinoxilana acetiladado, podem ser facilmente
hidrolisadas. Por outro lado, a celulose é menos solubilizada por ser mais recalcitrante ao pré-tratamento com &cido diluido

(CANILHA et al., 2011).
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KIM e LEE (2002) propuseram um modelo para avaliar a difusdo intraparticula do
acido sulfdrico em diferentes biomassas e o efeito no pré-tratamento com 4cido sulftrico
diluido. VIDAL-Jr et al. (2011) usou esse modelo para calcular o tamanho de particula
critico tedrico (no qual tamanhos de particula acima desse tornam a difusao relevante no
processo de pré-tratamento) para diferentes biomassas (palha de trigo, palha de milho,
bagaco de cana) pré-tratadas com 4cido sulfirico diluido (0,5% m/m) a 180°C. Os valores
obtidos foram na faixa de 1,0 a 3,0 mm (abertura da peneira), sugerindo que tamanhos de
particulas menores a esse ndo aumenta a eficiéncia do pré-tratamento.

HSU et al. (1996) observou um aumento na digestibilidade do switchgrass de 60
para 80% quando diminuiu o tamanho das particulas de 10 até 3,0 mm. Porém, ndo foi
observada nenhuma diferenca quando os materiais pré-tratados de diferentes tamanhos de
particula foram homogeneizados e submetidos a hidrdlise enzimadtica, mostrando que o
tamanho de particula ndo tem influéncia na eficdcia do pré-tratamento.

Observando os resultados do presente trabalho, nota-se que até a amostra de
bagaco ndo moido teve um desempenho similar no pré-tratamento quando comparado as
amostras que foram moidas. Dessa forma, ndo hd necessidade em reduzir o tamanho das

particulas para melhorar a eficiéncia de extracao de hemiceluloses do material.

4.4. Andlise do licor de pré-tratamento

4.4.1. Carboidratos (mondmeros e oligomeros) no licor de pré-tratamento

As tabelas 4.5 e 4.6 apresentam as concentracOes dos principais carboidratos, na
forma monomeérica e oligomérica obtidos no licor de pré-tratamento. As concentragdes sao

expressas em g/100g de bagaco bruto.
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Tabela 4.5: Concentragdo dos carboidratos presente no licor de pré-tratamento a 120°C.

Condicao P.T. Carboidratos no licor de pré-tratamento (g/100g de bagaco bruto)
Temp. Ten.lpo Material Glicose GO Xilose XO Arabinose AO

O (min)
Integral 0,28+0,02 1,47+0,01 2,31+£0,03 4,84+0,05 1,59+0,01 0,06+0,01

120 4 <2,0mm 0,27+0,02 1,48+0,02 2,37+0,01 4,60%0,10 1,59+0,01 0,07+0,01
<1,0mm 0,28+0,01 1,42+0,05 2,38+0,01 4,73£0,01 1,55+0,02 0,12+0,01
<0,5mm 0,28+0,01 1,49+0,01 2,1940,10 4,98+0,05 1,59+0,01 0,14+0,01
Integral 0,62+0,01 1,39+0,01 8,80%0,05 3,92+0,01 1,81+0,02 0,00
<2,0mm 0,56+0,05 1,57+0,05 8,78+0,08 3,78+0,04 1,83+0,01 0,00

120 20 <1,0mm 0,64+0,01 1,59+0,01 9,01+0,07 3,7540,02 1,8620,01 0,00
<0,5mm 0,63%0,01 1,61+£0,01 8,98+0,05 3,95+0,01 1,78+0,04 0,04+0,01
Integral 1,03+0,02 1,13+0,07 14,88+0,10 0,53+0,06 1,94+0,01 0,00

120 40 <2,0mm 1,05+0,02 1,40+0,06 13,55+0,06 1,56+0,02 1,98+0,01 0,00
<1,0mm 1,00£0,03 1,29+0,01 13,58+0,04 1,57+0,03 1,93+0,01 0,00
<0,5mm 1,01+0,01 1,27+0,01 13,79+0,04 1,19+0,04 1,82+0,05 0,05+0,02
Integral 1,38+0,04 0,80+0,05 17,42+0,40 0,00 1,98+0,01 0,07+£0,02

120 60 <2,0mm 1,47+0,05 0,89+0,01 16,82+0,32 0,00 2,00£0,02 0,02+0,01
<1,0mm 1,41+0,04 0,80+0,01 17,39+0,28 0,00 1,89+0,02 0,06%0,01
<,5mm 1,37£0,06 1,02+0,01 16,36+0,15 0,10£0,07 1,97+0,01 0,06%0,01

GO: glicose oligbmeros; XO: xilose oligbmeros; AO: arabinose oligdmeros.
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Tabela 4.6: Concentracdo dos carboidratos presente no licor de pré-tratamento a 140° C.

Condicao P.T. Carboidratos no licor de pré-tratamento (g/100g de bagaco bruto)
Temp. Ten.1p0 Material Glicose GO Xilose X0 Arabinose AO

°O) (min)
Integral 1,06+0,20 1,21+0,01 12,80+0,20 2,72+0,05 1,86+0,05 0,00

140 24 <2,0mm 1,24+0,08 1,15+£0,01 13,65+0,21 1,74+0,03 1,92+0,06 0,00
<1,0mm 1,28+0,07 1,20+0,01 13,17+0,12 1,98+0,03 2,01+£0,07 0,00
<0,5mm 1,18+0,13 1,17+0,01 12,82+0,30 2,14+0,01 1,82+0,07 0,03+0,01
Integral 1,60+0,07 0,94+0,01 16,05+0,32 0,74+0,02 1,95+0,05 0,03+0,01

140 10 <2,0mm 1,77+£0,11 0,6620,01 16,75+0,28 0,00 2,08+0,09 0,00
<1,0mm 1,82+0,14 0,76+0,01 16,19+0,09 0,33+0,01 2,01+0,03 0,00
<0,5mm 1,56+0,09 0,86x0,02 15,02+0,41 0,86%0,03 1,84+0,11 0,02+0,01
Integral 2,32+0,21 0,50+0,02 17,90+0,54 0,00 2,07+£0,06 0,00

140 20 <2,0mm 2,37+0,28 0,20£0,01 18,86+0,11 0,00 1,99+0,05 0,00
<1,0mm 2,04+0,41 0,50+0,01 17,65+0,65 0,39+0,04 1,98+0,02 0,00
<0,5mm 2,51+0,17 0,23+0,01 19,05+0,09 0,00 1,96+0,02 0,00
Integral 2,67+0,09 0,37+0,01 18,54+0,08 0,00 2,13+0,08 0,00

140 30 <2,0mm 2,65+0,07 0,34+0,01 18,29+0,14 0,00 2,09+0,07 0,00
<1,0mm 2,55+0,12 0,22+0,01 18,65+0,08 0,00 2,02+0,09 0,00
<0,5mm 2,59+0,09 0,24+0,01 18,92+0,09 0,00 1,89+0,14 0,00

GO: glicose oligbmeros; XO: xilose oligbmeros; AO: arabinose oligdmeros.
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Analisando as Tabelas 4.5 e 4.6, pode-se observar que, para ambas as
temperaturas, ocorreu um aumento na concentracdo dos carboidratos no licor conforme
aumento do tempo de pré-tratamento. As maiores concentragdes foram observadas nas
amostras de licores obtidas da condicdo mais severa (140° C, 30 min), sendo de
aproximadamente 2 g de glicose/100g de bagaco, 18 g de xilose/100g de bagago e 2 g de
arabinose/100g de bagaco.

4.4.2. Carboidratos, acido acético e produtos de degradacio no licor de pré-

tratamento

As Tabelas 4.7 e 4.8 apresentam os rendimentos para cada ensaio de pré-
tratamento (% MS), a concentracdo total dos carboidratos (monomero + oligdbmero) (g/L),
do 4cido acético e dos produtos de degradacdo, 5-hidroximetilfurfural (HMF) e furfural
(g/L), quantificados nos licores.

A partir das Tabelas 4.7 e 4.8, pode-se observar que as concentracdes dos
carboidratos nos licores aumentam gradualmente com o aumento da temperatura e do
tempo de pré-tratamento. As maiores concentragdes foram obtidas na condi¢ao mais severa
(140°C, 30 min), sendo de 5-6 g/L de glicose, 36-37 g/L de xilose e 3-4 g/L. de arabinose.
Da mesma forma, foi observado um aumento na concentra¢do dos produtos de degradacao
dos carboidratos, a medida que aumenta a temperatura e o tempo da reagdo. As maiores
concentracdes de inibidores foram observadas nas amostras de licores obtidas também na
condi¢do mais severa (140°C, 30 min), sendo 6 g/L. de 4cido acético, 0,1 g/LL de HMF e 0,9
g/L de furfural.
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Tabela 4.7: Concentragdo de carboidratos, dcido acético e inibidores no licor de pré-tratamento no ensaio a 120°C.

.~ Rendimento Composicao Aciicares Produtos de degradacao
Condicao P.T. P.T. (%) (e/L) ’ (@/L)
Temp. Ten.1p0 Material 100 Glicose Xilose Arabinose A/c.. HMF Furfural

O (min) Acético
Integral 83,29 3,50£0,03  14,30+0,10  3,30+0,07  2,16+0,02 0,00 0,00

120 4 <2,0mm 79,70 3,50£0,04  13,94+0,13  3,31+0,08  2,22+0,04 0,00 0,00
<1,0mm 81,39 3,34+0,05  14,2240,15  3,34+0,07  2,2340,03 0,00 0,00
<0,5mm 82,15 3,54+0,11  14,33#0,52  3,46+0,10  2,16+0,03 0,00 0,00
Integral 73,36 4,0240,09  25,43+0,14  3,53+0,05  4,27+0,06 0,02+0,00 0,03+0,00
<2,0mm 71,38 4,2540,10  25,12+0,21  3,63+0,01  4,35+0,01 0,02+0,00 0,02+0,00

120 20 <1,0mm 71,34 4,45+0,00  25,5240,15 3,64+0,03  4,36+0,02 0,02+0,00 0,03%0,00
<0,5mm 73,41 4,48+0,02  25,85+0,12 3,65+0,01  4,33+0,04 0,02+0,00 0,02+0,00
Integral 68,81 4,32+0,02  30,81£0,64 3,75£0,00  5,59+0,22 0,04+0,00 0,10£0,01

120 40 <2,0mm 66,86 4,89+0,01  30,22+#0,16  3,95+0,01  5,14+0,21 0,03+0,00 0,08+0,01
<1,0mm 67,42 4,56+0,04  30,29+0,32  3,83+0,04  5,26+0,15 0,03+0,00 0,09+0,01
<0,5mm 67,95 4,56+0,01 29,97+043  3,74+0,00  5,53+0,18 0,04+0,00 0,09+0,01
Integral 66,68 4,35+0,10  34,83+0,02 4,10+0,17  6,06+0,11 0,05+0,00 0,18+0,01

120 60 <2,0mm 64,17 4,73+0,01  33,63+0,32  4,03£0,04  5,97+0,08 0,06+0,01 0,18+0,01
<1,0mm 65,47 4,41+0,09 34,78+0,31 3,89+0,03  6,09+£0,05 0,06+0,00 0,17+0,01
<0,5mm 65,31 4,77£0,05  33,7240,34  4,06£0,11  5,85+0,12 0,04+0,00 0,17+0,02
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Tabela 4.8: Concentragdo de carboidratos, dcido acético e inibidores no licor de pré-tratamento no ensaio a 140°C.

.~ Rendimento Composicao Aciicares Analise de inibidores

Condicao P.T. (%) (@/L) ’ (@)

Temp. Ten-lpo Material 100 Glicose Xilose Arabinose A/c.. HMF Furfural

O (min) Acético

Integral 69,29 4,54+0,10  30,02£0,95 3,71£0,05  4,84+0,14 0,04+0,00 0,17+0,01

140 24 <2,0mm 66,75 4,78+0,13  30,76£0,34  3,83+0,06  5,15+0,19 0,05+0,00 0,17+0,02

<1,0mm 67,56 4,96+0,11  30,29+0,34  4,01+0,07  4,98+0,06 0,05+0,01 0,15+0,01

<0,5mm 67,85 4,69+0,09  29,92+0,00  3,69+0,00  4,87+0,09 0,05+0,01 0,14+0,02

Integral 67,11 5,08£0,05  33,58+0,05 3,94+0,01  5,83+0,13 0,07+0,01 0,34+0,01

140 10 <2,0mm 63,91 4,86+0,02  33,50+0,23 4,16+0,02  6,06+£0,20 0,08+0,01 0,35+0,02

<1,0mm 65,30 5,51+0,19  33,04+0,28 4,01+£0,03  5,81+0,14 0,08+0,00 0,32+0,02

<0,5mm 65,93 4,84+0,22  33,45+0,31 3,70£0,42  5,65+0,16 0,07+0,01 0,33+0,02

Integral 63,98 5,65+0,21  35,80+0,60 4,14+0,06  6,41+0,17 0,10£0,00 0,62+0,02

140 20 <2,0mm 63,06 5,14+0,05 36,71+x0,16  3,98+0,05  6,70+0,11 0,11+0,00 0,75+0,03

<1,0mm 64,31 5,07+0,03  36,08+0,02  3,95+0,02  6,36+0,18 0,10+0,00 0,60+0,02

<0,5mm 64,41 5,48+0,05 36,36+0,48 3,95+0,08  6,85+0,11 0,11£0,01 0,69+0,02

Integral 61,72 6,07+£0,03  37,08+0,16  4,25+0,08  6,51+0,15 0,13£0,01 0,85+0,04

140 30 <2,0mm 60,50 5,98+0,05 36,57+0,21  4,17+0,07  6,43+£0,15 0,13£0,02 0,90+0,02

<1,0mm 60,71 5,55+0,02  37,29+0,17  4,04+0,09  6,69+0,11 0,13£0,01 0,92+0,02

<0,5mm 61,01 5,65+0,02  37,83+0,23  3,77+0,14  6,73+0,09 0,13£0,01 0,91+0,03
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4.4.3. Rendimento de pentoses no licor de pré-tratamento

A Figura 4.4 apresenta o rendimento das pentoses (xilose e arabinose)
(monoméricas e oligoméricas) no licor de pré-tratamento. O cdlculo é mostrado no
apéndice L.

Observa-se que o rendimento das pentoses no licor variou de aproximadamente
30%, obtido na condi¢do mais branda de pré-tratamento (120° C, 4 min), até 77% (140°C,
30 min). O aumento do rendimento fica evidente conforme ocorre o aumento do tempo e da
temperatura de pré-tratamento. Foi observado a presenca de oligdbmeros em alguns ensaios,
os quais ndo foram hidrolisados em agucares monoméricos devido as condicdes do pré-
tratamento. Nota-se que os agucares na forma oligomérica diminuem com aumento da
severidade do pré-tramento.

KOOSTRA et al. (2009) apontam que nem todas as hemiceluloses podem ser
hidrolisadas em mondmeros. Parte dela ainda pode permanecer no material, ou até mesmo
ser hidrolisada em oligdmeros, de acordo com a condi¢do de pré-tratamento empregada.
Em seu trabalho, obteve um rendimento de xilose no pré-tratamento de palha de trigo de
aproximadamente 50% a 130° C e de 80% a 150° C, com tempo de reacdo de 30 minutos,
20% (m/v) de carga de sélidos e 5,17% (m/m) de 4cido sulfdrico. BENJAMIN et al.
(2013), trabalhando com diversas variedades de bagaco de cana, obteveram 73,7% de
rendimento de xilose no licor de pré-tratamento a 160° C, 0,96% (m/m) de 4cido sulfurico,
em 15 min de reacdo. LAVARACK et al. (2002) ndo observaram diferencas significativas
no rendimento de xilose em materiais com tamanho de particulas diferentes (bagaco e
bagacilo) submetidos ao pré-tratamento com &cido sulftrico diluido em diferentes
condi¢Oes de tempo, concentragdo de dcido e temperatura. MONAVARI er al. (2009),
trabalhando com abeto (Picea abies) de diferentes tamanhos de particulas, ndo observaram
diferencgas signiticativas nos rendimentos dos carboidratos solubilizados no licor de pré-
tratamento, entre as diferentes amostras submetidas ao pré-tratamento a vapor.

JONGLERTJUNYA et al. (2014) avaliaram a influéncia do tamanho de particula
do bagaco moido (>1,180mm e >0,06mm) e ndo moido no pré-tratamento com &cido
sulftrico diluido (121° C, 1h, 0,5% é&cido (v/v), 1:15 sélido-liquido) e ndo observou
diferenca sigfinitiva na liberacdo de agucares entre as amostras moidas, porém a amostra

nao moida obteve um menor rendimento de agucares.
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Figura 4.4: Rendimento das pentoses no licor de pré-tratamento.

Avaliando os resultados no presente trabalho, foi observado que o tamanho de particula ndo influenciou nos rendimentos de

xilose, sendo os valores semelhantes obtidos nos diferentes ensaios.

4.4.4. Rendimento de glicose no licor de pré-tratamento

A Figura 4.5 apresenta o rendimento de glicose (mondmero e oligdmero) no licor de pré-tratamento, baseada na conversao de

celulose presente no bagaco submetido ao pré-tratamento. O cédlculo € mostrado no apéncide I.
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Figura 4.5: Rendimento de glicose no licor de pré-tratamento.

Analisando a Figura 4.5, observa-se que o maior rendimento de glicose (mondmero e oligdmero) foi obtido no ensaio a
140°C, 30 min, sendo de aproximadamente 7%. Nota-se também uma diminuicdo dos oligdmeros de glicose, a medida que ha um
aumento na severidade do pré-tratamento, os quais, possivelmente, sdo convertidos em glicose monomérica. Como observado na
Figura 4.3 do item 4.3.3, parte da celulose foi solubilizada no pré-tratamento, o que ndo € desejdvel para a hidrélise enzimética do
material pré-tratado. Porém, foi observado que parte da celulose solubilizada foi recuperada na forma de glicose no licor, podendo essa

ser ainda utilizada e ser diretamente fermentada a etanol juntamente com as pentoses.
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Ainda € possivel observar que ndo houve influéncia do tamanho de particula, uma vez que rendimentos, para uma mesma

condicdo de pré-tratamento, sdo semelhantes para as diferentes amostras.

4.4.5. Acido acético e produtos de degradacao dos aciicares no licor de pré-tratamento

A Figura 4.6 apresenta os inibidores 5-hidroximetilfurfural (HMF), furfural e 4cido acético formados/liberados no licor de pré-

tratamento para cada ensaio. As concentragdes sdo expressas em g/L.
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Figura 4.6: Concentracao de 5-hidroximetilfurfural, furfural e 4cido acético no licor de pré-tratamento.
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A partir da Figura 4.6, pode-se observar um aumento na formacgdo de inibidores
juntamente com o aumento da severidade do pré-tratamento. Nos ensaios a 120°C, 60 min,
as concentragdes chegaram a 0,06 g/ de HMF e 0,18 g/L. de furfural. J4 nos ensaios
realizados a 140°C, pode-se observar um aumento mais acentuado na formacao de HMF e
furfural, sendo que no ensaio com 2,4 min de reaco, ja foram produzidos 0,05 g/ de HMF
e 0,17 g/LL de furfural, chegando no maximo de 0,13 g/L. de HMF e 0,9 g/L de furfural no
ensaio a 30 minutos. Em relacdo a liberacdo de &cido acético, foi observada uma
concentracdo de 6,1 g/L na condi¢do mais severa a 120°C (60 minutos) e de 6,7 g/L a
140°C, 30 minutos.

A degradacdo de pentoses e hexoses em um meio dcido a elevada temperatura
pode levar a formacdo, principalmente, de furfural e 5-hidroximetilfurfural. A formacgao
desses produtos de degradacdo dos agucares € responsdvel pela inibicdo de enzimas e
microrganismos de fermentacdo (KOOSTRA et al., 2009; MONAVARI et al., 2009).

De acordo com os resultados, foi possivel observar que a temperatura teve grande
influéncia na degradacdo da xilose levando a formacdo de furfural. Este mesmo caso
também foi observado por outros autores (AGUILHAR ez al., 2002; NEUREITER et al.,
2002).

Nao foi observada influéncia do tamanho de particula na formacao de inibidores,
uma vez que as concentracdes destes, em uma mesma condicdo de pré-tratamento, foram
semelhantes para as diferentes granulometrias avaliadas. LIU et al. (2009), avaliando
diferentes granulometrias de palha de milho no pré-tratamento, ndo observaram diferenca
na concentracdo de 4cido acético no licor de pré-tratamento entre as amostras com
diferentes granulometrias. Por outro lado, observou um decréscimo na concentragdo de

furfural e HMF, com o decréscimo do tamanho de particula avaliado.

4.4.6. Recuperacao de pentoses provenientes das hemiceluloses baseado na

porcentagem de hemiceluloses solubilizadas no pré-tratamento

A Figura 4.7 mostra a porcentagem de pentoses (xilose e arabinose), provenientes
das hemiceluloses, recuperadas no licor na forma monomérica e oligomérica, em relacio a
quantidade de hemiceluloses solubilizadas durante a etapa de pré-tratamento (Figura 4.3).

O calculo é mostrado no apéndice I.
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Figura 4.7: Recuperacio de pentoses no licor provenientes das hemiceluloses solubilizadas

no pré-tratamento.

De acordo com a Figura 4.7, todas as amostras dos licores produzidos nos
diferentes ensaios de pré-tratamento obtiveram mais de 85% das pentoses (xilose e
arabinose) recuperadas no licor, baseada na porcentagem de hemiceluloses que foram
solubilizadas no pré-tratamento.

Analisando a Figura 4.3 do Item 4.3.4, a maior solubilizacdo de hemiceluloses
ocorreu no ensaio a 140°C, 30 min, onde aproximadamente 87% das hemiceluloses do
bagaco submetido ao pré-tratamento foram solubilizadas. Sendo assim, a Figura 4.7 nos
mostra que, para este mesmo ensaio, aproximadamente 85% das hemiceluloses
solubilizadas foram recuperadas na forma de pentoses (xilose e arabinose) no licor, e
somente 15% convertidas em outros componentes, principalmente furfural (mostrado nas
Tabelas 4.7 ¢ 4.8).

Nota-se também que nao houve influéncia do tamanho de particula, uma vez que
os valores das porcentagens em uma mesma condicdo de pré-tratamento sdo semelhantes

para as diferentes amostras de licor.
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4.5. Hidroélise enzimatica

4.5.1. Perfis dos carboidratos liberados durante a hidrolise enzimatica

As Figuras de 4.8 a 4.16 mostram os perfis de glicose e xilose liberadas na hidrolise,
ao longo do tempo, para as amostras pré-tratadas nas diferentes condicdes e para os
materais nio pré-tratados. As concentracdes foram expressas como g/g de bagaco integral

(sem pré-tratamento).
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Figura 4.8: Perfis de glicose e xilose liberadas na hidrélise enzimdtica para as amostras

pré-tratadas a 120° C, 4 min.
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Figura 4.9: Perfis de glicose e xilose liberadas na hidrdlise enzimdtica para as amostras

pré-tratadas a 120° C, 20 min.
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P.T. - 120° C, 40 min
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Figura 4.10: Perfis de glicose e xilose liberadas na hidrélise enzimética para as amostras

pré-tratadas a 120° C, 40 min.

P.T. - 120° C, 60 min

0,24 '|—e— Glicose ndo moido —m— Glicose <2,0mm  —aA—Glicose £1,0mm  —*—Glicose <0,5mm
§ T_E 0,2 +—¥—Xilose ndo moido —®— Xilose €2,0mm —+— Xilose £1,0mm Xilose <0,5mm
S ¥
=1
ZEo016 ——4

]
o o
18‘ ©
& © 0,12
5 o
c o
QT
& &0 0,08
S =
U —
0,04
—
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Tempo (h)

Figura 4.11: Perfis de glicose e xilose liberadas na hidrdlise enzimética para as amostras

pré-tratadas a 120° C, 60 min.
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P.T. - 140° C, 2,4 min
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Figura 4.12: Perfis de glicose e xilose liberadas na hidrdlise enzimdtica para as amostras

pré-tratadas a 140° C, 2,4 min.
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Figura 4.13: Perfis de glicose e xilose liberadas na hidrdlise enzimética para as amostras

pré-tratadas a 140° C, 10 min.
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P.T. - 140° C, 20 min
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Figura 4.14: Perfis de glicose e xilose liberadas na hidrélise enzimédtica para as amostras

pré-tratadas a 140° C, 20 min.
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Figura 4.15: Perfis de glicose e xilose liberadas na hidrdlise enzimética para as amostras

pré-tratadas a 140° C, 30 min.
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Figura 4.16: Perfis de glicose e xilose liberadas na hidrélise enzimética para as amostras

ndo pré-tratadas.

Observando os perfis de hidrélise para cada condi¢do de pré-tratamento, nota-se
que a concentracdo final de glicose, ao final das 48 h de hidrdlise, foi maior conforme foi
aumentada a severidade do pré-tratamento a que a biomassa foi submetida. As menores
concentragdes de glicose foram observadas para as amostras pré-tratadas a 120° C, 4 min,
sendo de aproximadamente 0,11 g/g de bagaco integral. Por outro lado, as maiores
concentracdes foram observadas para as amostras pré-tratadas a 140° C, 30 min, as quais
chegaram a 0,21 g/g bagaco integral. Nas amostras ndo pré-tratadas (Figura 4.16), a
concentracdo de glicose variou de 0,07 a 0,09 g/g de bagaco integral. Dessa forma, fica
evidente o aumento da eficdcia da conversdo da celulose em glicose na hidrélise enzimética
apo6s o pré-tratamento da biomassa.

Em relagdo aos perfis de xilose, a maior concentragdo obtida apds as 48h de
hidrélise foi observada para as amostras pré-tratadas a 120° C, 4 min, sendo de
aproximadamente 0,035 g/g de bagaco integral. Por outro lado, as menores concentragdes
foram de 0,019 g/g de bagaco integral, obtidas para as amostras pré-tratadas a 140° C, 30
min. Observa-se que houve uma diminuicao na concentragao final de xilose conforme mais

severo foi o pré-tratamento. Isso se deve ao fato de que, o material pré-tratado em
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condi¢des mais severas, apresentou uma menor quantidade de hemiceluloses disponivel na
hidrélise, como mostrado nas Tabelas 4.3 e 4.4 do item 4.3.3.

Também foi observado que o tamanho de particula ndo influenciou na hidrélise
enzimdtica, uma vez que os perfis (tanto para glicose, como para xilose) foram semelhantes
para as diferentes amostras pré-tratadas em uma mesma condi¢do.

Baseado nos perfis de hidrélise, foram calculadas as conversdes dos carboidratos e

rendimentos para cada condicdo de pré-tratamento.

4.5.2. Conversao dos carboidratos na hidrolise enzimatica

As Figuras 4.17 e 4.18 mostram a conversdo dos carboidratos na hidrélise
enzimdtica para as diferentes amostras de bagaco pré-tratadas em cada condi¢cdo

estabelecida.

4.5.2.1. Conversao da celulose

A Figura 4.17 apresenta a porcentagem de conversdo da celulose em glicose dos
materiais pré-tratados e das amostras integrais (sem pré-tratamento), submetidos a hidrélise

enzimatica. O cdlculo € mostrado no apéndice I.
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Figura 4.17: Conversdao de celulose na hidrélise enzimatica. Barras com mesma letra

indicam que nao houve diferenga estatisticamente significativa (p=0,05).
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De acordo com a Figura 4.17, a conversao da celulose na hidrdlise variou de 26 a
55% para os materiais pré-tratados nas diferentes condi¢des. Nota-se uma grande diferenca
na conversdo dos materiais pré-tratados para os ndo pré-tratados, os quais tiveram
conversio maxima de 20%. E possivel observar que o aumento da severidade do pré-
tratamento resultou em uma maior conversdao. Todos os materiais pré-tratados a 140°C
tiveram conversoes superiores comparadas a temperatura de 120°C. A menor conversao foi
observada nos materiais pré-tratados a 120° C, 4 min, a qual variou entre 26 a 31% entre as
diferentes amostras. A maior conversao ocorreu nos materiais pré-tratados a 140°C, 30 min,
chegando a 54-55%. Foi realizado o Teste Tukey HSD para avaliar se houve diferenca
estatistica na conversdo entre as amostras com diferentes granulometrias, pré-tratadas em
uma mesma condi¢do. O software utilizado foi o STATISTICA 7.0 e os resultados a 95%
de confianca mostraram que ndo houve diferenca significativa na conversdo entre as
diferentes amostras, exceto para a amostra ndo moida sem pré-tratamento e a pré-tratada na
condi¢@o mais branda (120° C, 4 min), as quais apresentaram uma conversao menor que as
amostras moidas. O maior tamanho de particula do bagaco ndo moido pode ter dificultado a
hidrdlise enzimdtica, levando a uma menor conversdo do bagaco ndo pré-tratado. Da
mesma forma, no ensaio mais brando (120° C, 4 min), a baixa temperatura € o pouco tempo
de exposicdo do material no pré-tratamento pode nado ter causado muitas alteracdes na sua
estrutura, levando a uma conversdo menor do bagaco ndo moido, assim como observado
para no material ndo pré-tratado.

O aumento da conversdo devido a maior a severidade do pré-tratamento pode estar
relacionado a remocdo das hemiceluloses, pois essas torna a biomassa recalcitrante,
cobrindo e protegendo as fibras de celulose contra o ataque enzimético (JIANG et al.,
2013).

JIANG et al. (2013), trabalhando com bagaco de cana (pré-tratado a 145°C,
15min, 0,5% (m/v) de 4cido sulfurico), obtiveram uma conversao de glicose de 46,1% em
72 h de hidrdlise enzimética (1% de carga de sélidos). Também € reportado que o pré-
tratamento com dcido sulfirico diluido ndo aumentou a drea de superficie da biomassa
(comparada ao material integral). Além disso, observaram um aumento do indice de
cristalinidade, ocasionado pelo pré-tratamento, por ser capaz de hidrolisar principalmente

os componentes amorfos da biomassa, restando no material uma maior porcentagem de
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regides cristalinas nas fibrilas de celulose, as quais sdo mais resistentes a hidrdlise
enzimdtica. CANILHA et al. (2011) avaliaram a eficiéncia do pré-tratamento com 4cido
sulftrico diluido em diferentes condi¢des (temperatura, tempo de reagdo e concentracio de
dcido), na hidrdlise enzimdtica. Na melhor condicdo, observou uma conversao de glicose de
45,4% ap6s 72 h de hidrélise (10% de carga de sélidos e 10 FPU/g de bagaco de celulase).

Como uma alternativa para melhorar a conversdo de glicose, condi¢des mais
severas de pré-tratamento poderiam ser utilizadas. Por outro lado, levaria a uma maior
perda de celulose no material sélido, como também uma maior degradacdo dos agticares no
licor (CANILHA et al., 2011).

ROCHA et al. (2011), avaliando uma condi¢do mais severa de pré-tratamento
comparada a utilizada no presente trabalho, obteve uma conversio de celulose na hidrélise
enzimatica de 75%, para bagacgo de cana pré-tratado com um mistura de acido sulfarico 1%
(m/v) e acido acético 1% (m/v) a 190° C por 10 minutos. LU et al. (2009) avaliaram a
eficiéncia de diferentes condicdes de pré-tratamento com dcido sulfirico diluido na
hidrélise enzimética de palha de trigo. A maxima conversdo de glicana a glicose (63,7%)
foi obtida para a amostra pré-tratada a 180°C por 10 minutos, com 1% (m/m) de acido
sulfirico e 20% (m/m) de sélidos. As baixas conversdes obtidas no presente trabalho
(méximo de 55%) podem estar relacionadas a baixa severidade do pré-tratamento, sendo
que a utilizacdo maiores temperaturas de pré-tratamento poderiam resultar em maiores
conversoes da celulose durante a hidrdlise enzimaética.

Em relag@o a influéncia do tamanho de particula, GOEL e RAMACHANDRAN
(1983) também ndo observaram nenhum efeito significativo na hidrdlise em amostras de
bagaco de 0,420 a 0,125 mm, pré-tratadas com reagente alcalino. KHULLAR et al. (2013),
ndo observaram diferengas no rendimento de glicose entre particulas de Miscanthus de 6,0
e 2,0 mm (abertura de peneira) pré-tratadas com acido sulfurico diluido, porém observaram
um aumento maior que 20% quando reduziu o tamanho da particula para 0,08 mm. ZHENG
et al. (2007) nao relataram diferencas na conversao de glicose (%) de palha de milho
quando submetida ao pré-tratamento hidrotérmico a 190° C, 10 min para dois tamanhos de
particulas, 53-75 um e 425-710 pm. Por outro lado, LIU et al. (2009), avaliando diferentes
tamanhos de particulas de palha de milho, pré-tratadas por explosdo a vapor, observaram

que quanto maior o tamanho das particulas, maior foi a conversdo de glicose na hidrdlise
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enzimdtica, obtendo diferenca de até 30% na conversao de glicana, entre particulas de 2,5 e
0,5 mm.

Nota-se que os resultados reportados na literatura divergem quanto a influéncia do
tamanho de particula da biomassa na conversdo de glicose na hidrélise enzimdtica. H4
resultados que mostram que a redu¢do do tamanho de particula ndo influencia a etapa de
hidrélise enzimdtica. Outros que apontam aumento da conversdo conforme € reduzido o
tamanho de particula, e por outro lado, também € reportado o aumento da conversao
conforme maiores sdo as particulas do material submetido a hidrélise enzimatica. VIDAL-
Jr. et al. (2011) apontam que ndo € possivel avaliar o efeito do tamanho de particula na
conversdo da biomassa sem levar em considera¢do o pré-tratamento utilizado. Além disso,
a biomassa e a faixa de granulometria avaliada podem influenciar diretamente nos
resultados. Dessa forma, no presente trabalho, as amostras pré-tratadas com 4cido sulfirico
diluido, nos diferentes tamanhos de particulas avaliados, ndo influenciaram na conversao de

celulose na hidrolise enzimatica.

4.5.2.2. Conversao das hemiceluloses

A Figura 4.18 apresenta a porcentagem de conversdao das hemiceluloses em xilose

z

dos materiais pré-tratados submetidos a hidrolise enzimatica. O calculo é mostrado no

apéndice L.

60 - EN3o moido ®m<2 0mm <1,0mm ®<0,5mm
50
40
=0
20

(%

10

Conversao das hemiceluloses

Sem PT 120°C, 120°C, 120°C, 120°C, 140°C, 140°C, 140°C, 140°C,
4min 20min  40min  60min  2,4min  10min  20min  30min
Ensaios pré-tratamento

Figura 4.18: Conversdo das hemiceluloses em xilose na hidrélise enzimatica.
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De acordo com a Figura 4.18, a conversdao de hemiceluloses variou de 16 a 48%
entre as amostras pré-tratadas nas diferentes condicdes. E possivel observar que o pré-
tratamento aumentou a conversdo das hemiceluloses em relacdo aos materiais ndo pré-
tratados, tendo esses alcan¢ado um conversao maxima de 10%. Também foi observado
aumento de conversdao conforme maior foi a severidade do pré-tratamento. A menor
porcentagem foi observada nos materiais pré-tratados a 120°C, 4 min, sendo de
aproximadamente 16%. Ja a maior foi obtida nos materiais pré-tratados a 140°C, 30 min,
chegando a 47-48% de conversao. Também ndo houve influéncia do tamanho de particula,
uma vez que as conversdes, para uma mesma condicdo de pré-tratamento, foram
semelhantes. De acordo com JUHASZ er al. (2005), a conversio das hemiceluloses é
possivel pois a enzima comercial Celluclast (utilizada na hidrélise) contém alta atividade de

acetil xilana esterases, capaz de hidrolisar as hemiceluloses.

4.5.3. Rendimento global

A Figura 4.19 mostra o rendimento global da celulose para diferentes amostras de
bagaco apds o pré-tratamento nas diferentes condi¢des e hidrdlise enzimatica. Os célculos

sdo mostrados no apéndice .

4.5.3.1. Rendimento global da celulose

A Figura 4.19 apresenta o rendimento global da celulose para as diferentes amostras

apo6s o pré-tratamento e hidrélise enzimatica.
De acordo com a Figura 4.19, o rendimento global de celulose variou entre 23 e
46% nos materiais apOs o pré-tratamento e hidrdlise enzimdtica. O menor rendimento foi
observado nas amostras pré-tratadas a 120°C, 4 min, o qual variou entre 23 e 27%. J4 os
maiores rendimentos foram observados para as amostras pré-tratadas a 140°C, 30 min,
sendo de 44-46%. Todos os ensaios a 140°C apresentaram rendimentos superiores aos
observados a 120°C, mesmo com tempos de reagdo inferiores. Dessa forma, pode-se a
temperatura de pré-tratamento exerceu grande influéncia na hidrélise enzimética, sendo que

a 140°C foram observados os maiores rendimentos globais.
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Figura 4.19: Rendimento global da celulose. As barras com mesma letra indicam que nao

houve diferenca estatistica significativa (p=0,05).

Os rendimentos entre as amostras pré-tratadas a 120°C, 60 min e 140°C, 4 min,
apresentaram valores semelhantes, entre 35 e 37%. Por outro lado, o fator de severidade
(FS) e fator de severidade combinado (FSC) foram maiores para o ensaio a 120°C, 60 min
(2,37 e 1,29, respectivamente), comparados ao ensaio a 140°C, 4 min que obteve o FS de
1,56 e o FSC de 0,53 (mostrado na Tabela 4.2 do item 4.3.1). Foi realizado o Teste Tukey
HSD a 95% de confianca, e os resultados mostraram que ndo houve nenhuma diferenca
significativa entre as amostras pré-tratadas nessas duas condi¢des, conforme indicado pelas
barras com letras iguais na Figura 4.19. Sendo assim, o aumento da temperatura resultou
em uma maior efetividade do pré-tratamento em tempos menores de reacdo, e também na
hidrélise enzimatica.

Também ndo foi observada influéncia do tamanho das particulas entre os
diferentes materiais, uma vez que os rendimentos globais de celulose, para uma mesma
condicdo, sdo semelhantes apds o pré-tratamento e hidrélise enzimatica do material.

MONAVARI et al. (2009), observaram uma leve diferenca (aproximadamente
3%), no rendimento global de carboidratos liberados apds pré-tratamento por explosio a

vapor e hidrdlise enzimadtica, entre amostras de abeto (Picea abies) com diferentes
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tamanhos de particula (1 a 6 mm), tendo a granulometria do material influenciado pouco o
processo.

Os resultados mostraram que ndo houveram diferencas no pré-tratamento e
hidrélise enzimdtica entre os materiais com diferentes granulometrias, mostrando ndo haver
necessidade em reduzir o tamanho de particulas do bagaco. Dessa forma, o bagaco ndo

moido foi selecionado para as andlises mostradas nos itens 4.6 e 4.7.

4.6. Avaliacao do pré-tratamento, hidrolise enzimatica e formacao de inibidores

A Figura 4.20 apresenta a solubilizacdo de massa no pré-tratamento, o rendimento
de pentoses (xilose e arabinose) obtidas no licor, a conversdo de celulose na hidrdlise
enzimatica, rendimento global de celulose, e a concentragdo de inibidores formados no licor
de pré-tratamento (5-hidroximetilfurfural e furfural) (em g/L), para a amostra de bagaco
nao moido.

Analisando a Figura 4.20, fica evidente que o aumento da temperatura e do tempo
de pré-tratamento resultaram em uma maior solubilizacdo de massa, principalmente das
hemiceluloses, que foi recuperada na forma de pentoses no licor. O aumento da severidade
do pré-tratamento resultou em maiores rendimentos de pentoses no licor, tendo chegado a
um valor superior a 70%. Da mesma forma, o aumento da severidade do pré-tratamento
resultou em uma maior conversao da celulose na hidrélise enzimadtica e rendimento global,
obtendo o maximo de 55 e 44%, respectivamente.

Nota-se que, mesmo em tempos de reacdo inferiores, as conversdes de celulose e
rendimentos globais dos materiais pré-tratados a 140°C foram maiores do que os pré-
tratados a 120°C. Sendo assim, a maior temperatura avaliada (140°C), associada a menores
tempos de reacdo, foi mais eficiente na hidrdlise.

Por outro lado, houve maior formagao de inibidores nos licores produzidos no pré-
tratamento a 140°C, o qual variou de 0,2 g/L (2,4 min) até 0,9 g/L de furfural na condicao
mais severa (30 minutos). Por outro lado, o ensaio mais severo a 120°C (60 minutos)
produziu somente 0,2 g/L. de furfural. Sendo assim, a temperatura mais elevada de pré-
tratamento teve grande influéncia na degradacio da xilose produzida, levando a formacao

de furfural.
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Figura 4.20: Massa solubilizada no pré-tratamento, rendimento de pentoses no licor, conversao de celulose na hidrélise, rendimento

global de celulose, e formacgao de inibidores (HMF e furfural) no licor de pré-tratamento para a amostra de bagaco nao moido.
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4.7. Balanco de massa

A Figura 4.21 apresenta o fluxo de massa, para material ndo moido, na melhor
condicdo de pré-tratamento definida (140°C, 30 min) e na hidrdlise enzimadtica. Os

componentes foram expressos em grama de massa seca (g MS).

Hidrolisado (g MS)
31,47
Glicose 19,42
Bagaco Integral (g MS) SolidoP.T. (g Ms) ét(t)::s ;Zg
100 99,61 Condigdo pré-tratamento 62,20 -
Celulose 40,35 140° C Celulose 35,31
Hemiceluloses 24,95 30 min Hemiceluloses 3,50
Grupos acetil 3,16 1% (m/v) H,S0, Grupos acetil 0,32
Lignina 25,79 Lignina 20,99 Residuo
Cinzas 2,35 Outros 2,01 Hidrolise (BMS)
Outros 2,98 30,72
Celulose 13,70
Licor (g MS) Hemiceluloses 1,60
37,41 Lignina 15,23
Glicose 3,04 Outros 0,62
Xilose 18,54
Arabinose 2,13
Furfural 0,43
HMF 0,07
Grupos acetil 2,80
Outros 6,28

Figura 4.21: Balan¢o de massa nas etapas do processo.

Ap6s o pré-tratamento, 61,7% da massa permaneceu na fracdo sélida, enquanto
que 37,8% de massa foram solubilizadas e suas fragdes recuperadas no licor de pré-
tratamento. A fracdo sélida pré-tratada foi submetida a hidrélise enzimdtica, sendo que
50,6% de massa foram hidrolisadas e 49,4% permaneceram na fracdo sélida.

Nota-se que a fracdo solida obtida apds a hidrélise enzimdtica ainda apresenta

celulose, a qual ndo foi convertida a glicose durante a reagao.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

Neste trabalho foi avaliada a influéncia do tamanho de particula do bagaco de cana
em diferentes condigdes de pré-tratamento com &cido sulfdrico diluido e na hidrélise
enzimadtica, objetivando a conversdo da dos polissacarideos da biomassa em acucares
fermentesciveis.

N3ao houve alteragdo significativa na composi¢do quimica das amostras brutas apos
a moagem, sendo os teores dos componentes semelhantes aos observados na amostra nao
moida.

O fator de severidade foi calculado para as diferentes condi¢des de pré-tratamento
com d4cido sulftrico diluido e foi determinado que a condi¢do mais severa foi a 140°C, 30
min. Nos ensaios de pré-tratamento observou-se o aumento na solubilizacdo das
hemiceluloses conforme maior foi o tempo e a temperatura de pré-tratamento. A 140°C,
foram obtidas maiores solubilizacdes de hemiceluloses em menores tempos de reacgao,
comparado aos ensaios realizados a 120° C. O melhor ensaio determinado foi na condig¢do
mais severa (140°C, 30 minutos), sendo que, aproximadamente, 87% das hemicelulosess
foram solubilizadas e o rendimento de pentoses (xilose e arabinose) no licor foi de 77%.
Nessa condi¢do mais severa, foi observada uma solubilizacdo de celulose de 17%, o que
nao € desejavel visando a utilizagc@o da fragdo sélida na hidrdlise enzimdtica. Porém, houve
um aumento de 38-40 para 54-56% no teor de celulose entre as diferentes amostras pré-
tratadas. Por outro lado, a maior temperatura ocasionou uma maior degradacdo da xilose no
licor e consequente formagao de furfural, chegando a 0,9 g/L.. Em relacdo ao tamanho de
particula, ndo foi observada diferenca significativa, entre as diferentes amostras, na
solubilizacdo de hemiceluloses e nem no rendimento de pentoses no licor, indicando que a
faixa da granulometria avaliada n@o influenciou no pré-tratamento com 4cido sulfirico
diluido.

As diferentes condi¢Oes de pré-tratamento foram avaliadas em relagdo a conversao
de celulose na hidrdlise enzimatica e ao rendimento global. Como esperado, a conversao e

rendimento global foram maiores nos materiais que apresentaram maior remoc¢ao de
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hemiceluloses no pré-tratamento, tendo obtido uma conversao de celulose méxima de 55%
e rendimento global de 44%, na condicdo de pré-tratamento de 140°C, 30 minutos. O
tamanho de particula também ndo influenciou nesta etapa, uma vez que as amostras pré-
tratadas com diferentes granulometrias apresentaram conversdes e rendimentos de hidrélise

semelhantes.

O estudo demonstrou que houve uma remocgao eficiente das hemiceluloses e
recuperagdo dos agucares no licor, na condi¢do de pré-tratamento mais severa avaliada.
Porém, a conversdo de celulose na hidrdlise enzimatica e rendimento global do processo
ndo apresentaram a mesma efici€éncia, podendo estar relacionado a baixa severidade dos
pré-tratamentos avaliados, resultando em baixas conversdes de celulose. Também nao foi
demonstrada a necessidade em reduzir o tamanho de particula do bagaco de cana, uma vez
que a faixa da granulometria avaliada ndo obteve influéncia nas etapas de pré-tratamento
com acido sulfurico diluido e hidrélise enzimatica. Contudo, o efeito do tamanho de
particula deve ser avaliado juntamente com o pré-tratamento empregado, ndo podendo

tratar esse resultado como um caso generalizado.
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SUGESTOES PARA TRABLALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros, com base nos resultados aqui apresentados,

tém-se:

. Avaliagdo da cinética de solubilizacdo dos componentes e eficdcia na hidrolise
enzimadtica em materiais pré-tratados a temperaturas mais elevadas;

. Avaliacdo de uma maior faixa granulométrica da biomassa para determinacido da
influéncia do tamanho de particula;

. Avaliagdo da influéncia do tamanho de particula em diferentes pré-tratamentos;

. Avaliagdo da adsorcao das enzimas em materiais com diferentes granulometrias.
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APENDICE I

Nesta secdo € apresentado os célculos realizados para os rendimentos do licor de

pré-tratamento, conversdo de acticares na hidrdlise enzimética e rendimento global.

Rendimento de pentoses no licor de pré-tratamento:

rnxiloselicor (g) +marabinoselicor (g)

Rend. pentoses (%)= — inicial (2)
xilana

x 0,88 x100

Rendimento de glicose no licor de pré-tratamento:

[(mcelobiose licor (g) X 0395)+(mglicoselicor (g) X 0990)]

100
Mglicana iNicial (g) *

Rend. glicose (%) =

Recuperacao de pentoses no licor baseada na porcentagem de hemiceluloses
solubilizadas no pré-tratamento:
Rendimento pentoses licor (mondmero+oligomero) (%)

R . pent %) = 100
ecup. pentoses (%) Solubiliza¢dao hemicelulose P.T. (%) X

Conversao de celulose na hidrolise enzimatica:

. massa glicose hidrolisado enzimatico (g)
Conversdo celulose (%)= - - x 0,9 x 100
massa glicana bagaco pré-tratado (g)

Conversao de hemiceluloses na hidrolise enzimatica:

. . massa xilose hidrolisado enzimatico (g)
Conversdo hemicelulose (%)= - - x 0,88 x 100
massa xilana bagago pré-tratado (g)
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Rendimento global celulose:

Rend. global cel. (%)= m glicose hidrolizado enzimatico (g) x 0,9 100
end. global cel. (% “m glicana bag. P.T. (g)x celulose bag. bruto (%) X

Os fatores de conversdo usados para os mondmeros de glicose (0,9) e xilose (0,88)
sdo usados serem expressos na forma de acucares poliméricos, glicana e xilana,

respectivamente. Sendo:

132,1
150,1

Xilana=Xilose x

162,2
180,2

Glicana=Glicose x
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