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RESUMO

No cendrio mundial atual, a procura por combustiveis e outros quimicos desenvolvidos a
partir de tecnologias sustentdveis tem se tornado uma demanda crescente. Neste contexto,
diversas biomassas sdo investigadas ao redor do mundo, como matérias-primas para a producao
de etanol de segunda geracdo que € considerado um biocombustivel com grande potencial para
substituir gradativamente os combustiveis fosseis. Estudos direcionados a producdo de etanol
celulésico demonstram que alteracdes simultaneas em importantes paradmetros, como tempo de
pré-tratamento e teor de solidos na hidrdlise enzimatica, influenciam diretamente no rendimento
final do processo. O presente trabalho teve por objetivo estudar a influéncia da matéria-prima,
por meio da coleta do bagaco de cana de aciicar em diferentes periodos da safra, no processo de
producdo de etanol. Para isso, foram avaliadas as etapas de pré-tratamento, hidrélise enzimatica e
fermentacdo com énfase na otimizac¢ao da hidrdlise enzimética. A execuc¢do foi dividida em trés
etapas. Na primeira, o bagaco de cana foi submetido a diferentes tempos de pré-tratamento
(severidades na faixa de 4,01 a 4,10) por explosdo a vapor em escala piloto. Em seguida, a
biomassa pré-tratada resultante foi hidrolisada enzimaticamente, utilizando teores de sdlidos,
nesta etapa, de 8% e 12%, 0,5% de surfactante (p/p-TS), baixa carga da enzima Cellic CTec2
(5FPU/g-celulose), temperatura de 50°C e tempo de 48h. A fermentabilidade dos caldos obtidos
foi testada, usando-se a levedura Saccharomyces cerevisiae. A condi¢do de pré-tratamento com
severidade de 4,01 foi a que apresentou melhores resultados em todas as etapas e a escolhida para
a continuidade deste trabalho. Na segunda etapa do trabalho, as varidveis teor de solidos, carga
enzimatica e teor de surfactante da hidrélise enzimética foram investigadas através de um
delineamento composto central rotacional (DCCR) para identificar as regides 6timas de processo
através das superficies de resposta. Novamente a fermentabilidade dos caldos obtidos foi testada,
usando-se a levedura Saccharomyces cerevisiae e suplementando o meio com melaco. Por meio
da validagcdo do modelo estatistico determinou-se a condi¢do otimizada para realizar a hidrdlise
enzimatica, 12% de teor de sdlidos e 6 FPU/g-celulose de Cellic CTec2. Na terceira etapa a
variabilidade da matéria prima foi avaliada utilizando o pré-tratamento determinado na primeira
etapa e a hidrdlise otimizada na segunda. Foi possivel concluir que as variagdes na composicao

do bagaco “in natura” ndo interferem no resultado final, que € a composi¢do do caldo hidrolisado
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obtido, demonstrando que este € um processo com carateristicas robustas, ou seja, que o resultado

final ndo € influenciado pelas flutua¢des nas caracteristicas da matéria-prima utilizada.

Palavras chaves: Bioetanol de 2* geracdo; efeito da matéria-prima; explosdo a vapor, hidrélise
enzimatica.
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ABSTRACT

In the current global scenario, the demand for fuels and other chemicals developed from
sustainable technologies has become an increasing demand. In this context, various biomasses are
investigated around the world, as raw materials for the production of second generation ethanol, a
biofuel that is regarded with great potential to gradually replace fossil fuels. Studies directed to
produce cellulosic ethanol demonstrate that simultaneous changes in key parameters such as time
of pre-treatment and solids content in the enzymatic hydrolysis directly influence the final yield
of the process. The present work aims to study the influence of the raw material, through the
gathering of sugarcane bagasse in different harvest periods in the ethanol production process. To
that, the steps of pre-treatment, enzymatic hydrolysis and fermentation with emphasis on
optimizing enzymatic hydrolysis were evaluated. This study was divided into three steps. In the
first sugarcane bagasse was pretreated by steam explosion in pilot scale with different times of
pretreatment (severities in the range of 4.01 to 4.10). Then, the resulting pretreated biomass was
hydrolyzed enzymatically, using solids content of 8% and 12%, and 0.5% of surfactant (w / w,
TS), low enzyme load Cellic CTec2 (SFPU / g -cellulose), temperature of 50 ° C and time of 48
hours. The fermentability of the hydrolysates obtained was tested, using the Saccharomyces
cerevisiae yeast. The condition of pretreatment severity of 4.01 showed the best results at
throughout the process and it was chosen to continue this work. In the second step, enzymatic
hydrolysis, the variables, solids content, enzyme loading and surfactant content were investigated
using a central composite rotational design (CCRD) to identify the optimal process regions
through response surfaces. Again fermentability of the hydrolysates obtained were tested using
the Saccharomyces cerevisiae yeast and the medium was supplemented with molasses. By the
statistical validation of the model, the optimized condition for enzymatic hydrolysis was
determined, this is 12% solids and 6 FPU / g cellulose Cellic CTec2. In the third step the raw
material variability was evaluated by pretreatment determined in the first step and the optimized
hydrolysis determined in the second step. It was concluded that variations in the composition of

the sugarcane bagasse does not interfere in the final result, that is the composition of the
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hydrolyzate obtained, demonstrating that this is a robust process, ie, the result is not influenced

by the variations in the characteristics of the used feedstock.

Key words: 2nd generation bioethanol; effect of the raw material; steam explosion, enzymatic
hydrolysis.
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“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito. Nao sou o
que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes”.

Martin Luther King

“Tenho a impressao de ter sido uma crianga brincando a beira-mar, divertindo-me em descobrir
uma pedrinha mais lisa ou uma concha mais bonita que as outras, enquanto o imenso oceano da
verdade continua misterioso diante de meus olhos”.

Isaac Newton
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

A iminente escassez das reservas de petréleo, principal fonte energética mundial,
juntamente com as preocupagdes da sociedade com a preservacdo ambiental, sdo os principais
motivos que levaram os governos a buscarem estratégias para uma maior produ¢do e maior
consumo de combustiveis que sejam renovaveis e sustentdveis.

Um dos principais objetivos do uso dos biocombustiveis € a substitui¢cdo de combustiveis
fosseis, permitindo a diminuicdo da dependéncia por recursos ndo renovdveis e a reducdo das
emissoes de gases de efeito estufa. A queima de combustiveis fdsseis representa
aproximadamente 82% das emissdes dos gases causadores do efeito estufa. Portanto, seja pela
questdo ambiental global, seja pela importancia em reduzir a dependéncia externa de energia, o
bioetanol de cana-de-acgucar, que ja apresenta indicadores ambientais muito positivos quando
comparado a outras opg¢des, representa uma alternativa potencialmente vidvel na substituicdo de
combustiveis fosseis (IPCC, 2014; SINGH et al., 2010).

O bioetanol pode ser misturado com a gasolina ou usado como um unico combustivel,
utilizando motores dedicados. Além disso, o bioetanol tem um maior calor de vaporizagdo e
indice de octanagem em relacdo a gasolina. O etanol ja é misturado com gasolina e estudos
realizados pelos fabricantes de veiculos resultaram que estes podem usar uma mistura de até 85%
de etanol com 15% de gasolina. Na verdade, a gasolina pode usar o bioetanol como combustivel
oxigenado para aumentar seu conteido de oxigénio, causando a melhor oxidagdo dos
hidrocarbonetos e diminuindo gases de efeito estufa (HAGHIGHI MOOD et al., 2013). O etanol
ndo s6 reduz a dependéncia das importacdes de petréleo e as incertezas causadas pelas flutuagdes
do preco do mesmo, mas também assegura a reducdo de problemas relacionados a poluicao
ambiental devido ao aspecto sustentavel sugerido por sua rota de produ¢do (HUANG et al.,
2008). Vale a pena ressaltar que com o emprego dos motores flex qualquer propor¢do de mistura
de etanol com gasolina, ou mesmo o uso destes combustiveis puros € possivel. Além disso, deve
ser levado em conta que a gasolina brasileira disponivel para o consumidor final ja possui um
teor aproximado entre 22 e 25 % de etanol.

Diante deste cendrio, o bioetanol passou a constar de forma definitiva na agenda dos

governos e das politicas de praticamente todos os paises. Sua utilizacdo ndo estd apenas restrita
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ao combustivel, mas incorpora também o etanol de grau quimico como fonte de matéria-prima
para a fabricac¢ao de produtos quimicos levando a redescoberta da alcoolquimica (SILVA, 2009).

No Brasil, o etanol é majoritariamente produzido a partir da cana-de-actcar. No entanto,
apesar do grande potencial de utilizacdo de todas as fragdes (caldo, bagaco e palha) que
constituem esta graminea, apenas o caldo tem sido eficientemente utilizado para produgdo do
etanol. Segundo, SOARES e ROSSELL (2007), o pais possui uma condi¢@o propicia para o uso
do bagaco da cana, pelo fato de o bagaco ja estar disponivel de uma forma razoavelmente limpa,
em grande quantidade e concentrada ao lado das usinas de acucar e dlcool, o que torna o bagaco
da cana uma fonte atrativa para producdo de energia e conversdo em produtos quimicos, em
especial o etanol.

O processo de produgdo de etanol a partir de biomassas lignoceluldsicas compreende,
principalmente, as seguintes etapas: 1) pré-tratamento (fisico, quimico ou fisico-quimico) da
biomassa; 2) hidrélise (4cida ou enzimdtica) das fragdes de celulose e hemicelulose; 3)
fermentacdo dos acucares produzidos nas etapas anteriores e 4) separacdo/purificacdo o do etanol
produzido.

Conforme ALVIRA et al. (2010), as caracteristicas estruturais € composicionais da
biomassa tornam imprescindivel uma etapa prévia de tratamento com vistas a disponibilizar
adequadamente a fracdo de celulose a etapa posterior de hidrélise enzimatica, onde, efetivamente,
sdo produzidos os monossacarideos fermentesciveis. Esta etapa, denominada de pré-tratamento,
ainda é, contudo, uma tarefa tecnicamente complexa, pois quebrar a estrutura da lignina e destruir
a estrutura cristalina da celulose, de modo a disponibilizar maior drea possivel desta fracdo as
enzimas celuloliticas, ndo € uma tarefa simples e pode associar custos impactantes no processo,
além de influenciar a sustentabilidade.

Deve-se ressaltar que inimeras varidveis influenciam no desenvolvimento do processo de
conversdo da celulose por rota enzimdtica, dentre elas, podem-se citar: o tempo reacional, a
temperatura e o pH do meio, a concentragdo do biocatalisador (enzima), o teor de sélidos secos, a
presenca de surfactante e a variabilidade da matéria-prima.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo investigar e definir condi¢des de
pré-tratamento de bagaco de cana por explosdo a vapor em escala piloto, que maximize a

hidrélise enzimatica da celulose; avaliar a influéncia da variabilidade da matéria-prima no
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rendimento global do processo de producdo de etanol celuldsico e definir uma condi¢do 6tima de

processo de sacarificacdo enzimatica empregando metodologia estatistica.

1.1. Objetivos

O objetivo global deste trabalho € investigar a influéncia da matéria-prima, bagaco de
cana-de-acucar pelo uso de amostras obtidas em diferentes épocas do ano e devidamente
caracterizadas, no processo de producio de etanol. Em especial, foram avaliadas as etapas de pré-
tratamento, hidrélise enzimética e fermenta¢do com €nfase na otimizacdo da hidrélise enzimatica.

Para isso, as seguintes etapas, que constituem os objetivos especificos, foram realizadas:

e Andlise do bagaco de cana-de-acucar em relacio a sua composi¢do quimica;

e Estudo das condicdes de pré-tratamento por explosdo a vapor;

e Otimiza¢do das condi¢des de hidrdlise enzimdtica, isto €, teor de solidos,
concentracdo enzimdtica e concentragdo de surfactante;

e Detoxificagdo e fermentacdo dos caldos obtidos para avaliar a produgdo de etanol;

e Avaliacio sazonal da matéria-prima, para a melhor condi¢ao determinada.

1.2. Organizacao do trabalho

O Capitulo 2, “Revisdo Bibliografica”, apresenta os principais conceitos sobre a
composi¢do quimica da cana-de-agicar. Além disso, revisa os tipos de pré-tratamento mais
utilizados, bem como apresenta uma revisdao sobre as enzimas celulases e sobre a conversdo da
celulose. Uma revisdo dos principais trabalhos consultados, tanto na andlise do pré-tratamento
quanto na hidrélise enzimdtica, também foi apresentada. A conversdao da biomassa a etanol
também foi abordada.

No Capitulo 3, “Metodologia Experimental”, é apresentada a descri¢do detalhada da parte

experimental.
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Sao apresentados no Capitulo 4, “Resultados e Discussdes”, os dados experimentais
obtidos em cada andlise, além dos resultados das andlises estatisticas com as observacgdes
pertinentes.

Por fim, no Capitulo 5, “Conclusdes e Sugestdes para Proximos Trabalhos”, encontra-se a
conclusdo do trabalho, com destaque para o aprendizado e experiéncia adquirida, além de

sugestoes para trabalhos futuros.

1.3. Principais contribuicoes deste trabalho

No desenvolvimento deste trabalho, destacam-se as seguintes contribui¢des:

Determinacdo de uma condig¢do de pré-tratamento dentro da faixa estudada que permitisse
um melhor aproveitamento de todas as fragdes da biomassa lignoceluldsica utilizada (bagaco de
cana-de-aciicar). A condicdo A (pressdo de 17 kgf/cm?, t; = 5 min e t, = 8 min) foi definida como
a melhor e seus resultados apresentaram alto nivel de recuperacdo global de hemicelulose, com
consequente baixa formacdo de compostos de degradacdo como furfural, assim como
recuperagdo global de celulose de aproximadamente 95%, o que indica que esta fragdo foi
preservada, uma caracteristica desejavel quando se deseja produzir etanol a partir de biomassas.
Na hidrélise enzimatica, o caldo obtido com o bagaco pré-tratado, nesta condi¢do, foi aquele com
conversdo de celulose em glicose mais elevada, tanto para ensaios realizados com 8% quanto
com 12% (m/m) de sélidos. Para os demais bagacos pré-tratados, conversdes similares foram
atingidas. A fermentabilidade de todos os caldos obtidos foi avaliada com meio sintético e foi
satisfatoria, atingindo-se rendimentos semelhantes aos observados para o ensaio em branco, na
média, em torno de 90%.

Para determinar uma condicdo de hidrélise enzimdtica otimizada, foi utilizada
metodologia estatistica que evidenciou que a relagdo da concentragdo de glicose na hidrdlise esta
diretamente associada ao teor de sélidos no reator enquanto a conversao de celulose em glicose
tem relagdo mais estreita com a carga enzimatica. Também foi mostrado que a concentracdo dos
potencias inibidores do processo fermentativo esta diretamente relacionada ao teor de sdlidos,

justificando a necessidade de uma etapa de detoxificagdo dos caldos hidrolisados. A validacdo
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dos modelos determinados pelo planejamento experimental para conversdo e concentracdo de
glicose confirmaram a vantagem de utilizar esta ferramenta para a otimizacdo de processos em
busca de maior produtividade, possibilitando a determina¢do da melhor condi¢do de hidrdlise
enzimdtica dentro da faixa investigada, a saber, teor de sélidos de 12% e carga enzimdtica de 6
FPU/g-celulose de Cellic CTec?2.

O processo de detoxificacdo investigado neste trabalho ndo possibilitou uma reducao
significativa na concentra¢do de dcido acético presente no caldo hidrolisado. Entretanto pode-se
ressaltar que ndo houve perda expressiva na concentragdo de glicose e que este método era
baseado numa operagdo unitdria ja existente no ambiente industrial da usina: o processo de
clarificagdo utilizado na produ¢do de acicar. Além disso, mesmo ndo removendo o dcido acético
este método por ter sido eficiente para remover outros compostos ndo avaliados que poderiam
interagir sinergicamente com o 4cido acético e causar maior inibi¢do do processo fermentativo.
Os resultados obtidos na fermentag¢do dos caldos hidrolisados corroboram com esta hipdtese, uma
vez que, grande semelhanca com os ensaios padrdo foi observada, indicando que os rendimentos
de fermentacao inferiores a 90% nao tinham relacdo direta com a presencga de inibidores no caldo
hidrolisado utilizado na composi¢do do mosto.

O principal objetivo deste trabalho foi alcancado ao se constatar que as variacdes na
entrada do processo, ou seja, a composicao do bagaco “in natura” ndo interfere no resultado final,
que € a composi¢do do caldo hidrolisado obtido, demonstrando que este € um processo com

carateristicas robustas.

Dissertacdo de Mestrado — Liliane Pires Andrade



Estudo da Influéncia da Matéria-Prima no Processo de Producdo de Etanol a Partir de Bagagco de Cana

Dissertacdo de Mestrado — Liliane Pires Andrade



Estudo da Influéncia da Matéria-Prima no Processo de Producdo de Etanol a Partir de Bagagco de Cana

CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A cana-de-agticar

A cana-de-agucar ¢ uma planta semiperene com ciclo fotossintético do tipo C4, ou seja,
melhor assimilacdo da energia solar, tendo assim maior produtividade de biomassa no processo
de fotossintese, pertencente ao género Saccharum, da familia das gramineas, composta de
espécies de gramas altas perenes, oriundas de regides temperadas quentes a tropicais da Asia,
especialmente da India. A parte aérea da planta é composta pelos colmos, nos quais se concentra
a sacarose, e pelas pontas e folhas, que constituem a palha da cana, como mostrado na Figura 2.1.
Todos esses componentes somados totalizam cerca de 35 toneladas de matéria seca por hectare
(BNDES e CGEE, 2008).

Acredita-se que a cana-de-agucar se estabeleceu hd cerca de 6.000 anos a.C. na Melanésia,
Indonésia e Nova Guiné, espalhando-se para o Pacifico Sul, fndia, China e vizinhangas, entre
1.500 a.C. e 1.000 a.C. Posteriormente, disseminou-se para outras regides do mundo, em especial

regides tropicais e subtropicais (SILVA, 2009).
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Figura 2.1: Estrutura tipica da biomassa de cana-de-acticar (BNDES e CGEE, 2008).

Como um dos principais produtos agricolas do Brasil, cultivada desde a época da
colonizagdo, a cana-de-agucar € atualmente a op¢ao de biomassa que agrega maior produtividade
por unidade de drea e melhor balanco energético, que € a razao entre a energia que sai na forma
de produto (etanol, por exemplo) e a energia féssil consumida na cadeia produtiva. Além disso, o
advento da cultura de cana para producdo de bioetanol a partir dos acuicares extraiveis da cana
(sacarose e acgucares redutores no caldo) vem gerando grandes excedentes de bagaco com
potencial de serem transformados em bioetanol, também conhecido como etanol de 2°* geracdo, e
aumentar significativamente a oferta deste combustivel sem exigir um aumento proporcional das

areas de plantio. Nessa nova condi¢do, o aproveitamento da cana € integral (CGEE, 2009).
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2.1.1. Bagaco de cana-de-acguicar

O bagaco de cana é a fracdo da biomassa resultante dos procedimentos de limpeza,
preparo e extragao do caldo da cana, e a palha compreende residuos da colheita constituidos por
folhas (verdes e secas) e pontas. O bagaco apresenta variagcdes em sua composi¢do em fungdo
principalmente do tipo de corte (manual ou mecanico) e do processamento industrial.

De acordo com o CGEE (2009), o bagaco ndo é uma biomassa homogénea, apresentando
variacOes em sua composicdo, assim como na sua estrutura morfologica em funcdo dos
procedimentos de corte e de processamento industrial. No que diz respeito a sua composi¢ao,
influenciam significativamente fatores como: a realizacdo ou ndo das queimadas antes do corte;
os procedimentos de colheita e carregamento com maior ou menor arraste de terra, areia e residuo
vegetal, tais como corte manual, mecanico, cana picada, corte incluindo o ponteiro etc.; o tipo de
solo onde a cana € cultivada (latossolos, solos arenosos, outros); e os diferentes procedimentos de
limpeza da cana: a seco por revolvimento em mesas, limpeza com arrasto por corrente de dgua,
limpeza pneumdtica. Influenciam também a geometria e outros detalhes construtivos das mesas
de revolvimento, assim como a relacao de volume de dgua aplicada por tonelada.

A composicao quimica do bagaco depende das condi¢des climdticas a que esteve exposta
a cana-de-acucar, tipos de microrganismos, assim como a época sazonal. Na Figura 2.2,

encontra-se a composi¢do aproximada do bagaco de cana-de-agucar.
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Figura 2.2: Composi¢ao aproximada do bagacgo de cana-de-acucar (Fonte: Dados CTC).

Outro dado apresentado pelo CGEE (2009), é que o bagaco ndo apresenta morfologia e
tamanho de particulas uniformes, distinguindo-se uma fracdo esponjosa e outra de fibras com
elevada relacdo de esbeltez (razdo entre o comprimento e o didmetro da fibra). Existem
diferencas significativas na densidade aparente apresentada por estas fracdes. Estudos mais
recentes distinguem trés fragdes caracteristicas no bagaco: casca, fibra e medula. A medula é
formada por particulas esponjosas que apresentam uma forma relativamente regular e um fator
comprimento/largura préximo a um, podendo ser aproximadas a esferas; a casca € de tamanho
bem maior, apresentando-se como ladminas grosseiramente retangulares; e as fibras podem ser
representadas como cilindros com um fator de esbeltez proximo a 50, sendo assemelhadas a

cilindros de comprimento infinito.
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2.2. Biomassa Lignoceluldsica

A biomassa lignoceluldsica constitui a maior fonte de carboidratos naturais do mundo. A
dificuldade de converter a biomassa lignoceluldsica em insumos quimicos € atribuida as suas
caracteristicas quimicas e morfoldgicas. Esses materiais lignoceluldsicos sdo constituidos de
fibras de celulose envolvidas em uma matriz amorfa de polioses e lignina. Essa matriz amorfa
age como uma barreira natural ao ataque de microrganismos e/ou enzimas e torna esses materiais
estruturalmente rigidos e pouco reativos (FENGEL e WEGENER,1989).

O principal componente da biomassa lignocelulésica é a celulose, uma cadeia
polissacaridea de moléculas de glicose. As hemiceluloses, o segundo componente mais abundante
da biomassa, é composto de vdrios acucares de 5 e 6 carbonos, tais como arabinose, galactose,
glicose, manose e xilose. A lignina é composta por trés componentes fendlicos principais, a
saber, alcool p-cumarilico (H), dlcool coniferilico (L) e élcool sinapilico (S). Celulose,
hemiceluloses e lignina formam estruturas chamadas de microfibrilas, que sdo organizados em
macrofibrilas que media a estabilidade estrutural na parede celular das plantas (RUBIN, 2008). A
forma como estes compostos estdo estruturadas na biomassa lignoceluldsica estd apresentada na

Figura 2.3.
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Figura 2.3: Estrutura dos materiais lignoceluldsicos. (Adaptado de RUBIN, 2008)

A composicdo quimica da biomassa lignoceluldsica, geralmente contém 35-50% de

celulose, seguido de 20-35% de hemiceluloses, 10-25% de lignina e uma pequena quantidade de

cinzas e extrativos. Esta composi¢ao quimica varia em fung¢do do tipo de biomassa, conforme

mostrado na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1: Composicdo quimica de materiais lignoceluldsicos com potencial para producio de
etanol de segunda geracao

Biomassa Lignoceluldsica % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodio 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 73,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 7 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

Fonte: SANTOS et al., 2012

O alto teor de celulose e hemiceluloses, baixo teor de lignina, assim como grande
disponibilidade e baixo custo de obten¢do sdo caracteristicas que revelam uma fonte de biomassa
com grande potencial para o processo de etanol de 2* geracdo. Entretanto, para que este grande
potencial de obtencdo de diversos produtos de valor agregado seja aproveitado ha necessidade de
desenvolvimento de tecnologias na drea de bioprocessos, de biotecnologia e engenharia, devido
as caracteristicas quimicas e morfoldgicas desses compostos como a elevada resisténcia a agentes
bioldgicos, sendo indispensdveis os tratamentos prévios, as vezes sob condicdes drasticas para a

obtencdo de acucares fermentesciveis (MORAES, 2013).
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2.2.1. Celulose

A celulose estd presente na maioria dos vegetais em fragdes entre 40-50%, sendo o
principal componente da parede celular vegetal e a macromolécula mais abundante na
natureza. A sua estrutura pode ser classificada em trés niveis organizacionais. O primeiro é
definido pela sequéncia de residuos B-D-glicopiranosidicos unidos por ligacdes covalentes,
formando o homopolimero de anidroglicose com liga¢des B-D (1—4) glicosidicas, de féormula
geral (C¢H;9Os)n . O segundo nivel descreve a conformacdo molecular, isto €, a organizacao
espacial das unidades repetitivas, e é caracterizado pelas distancias das ligacOes e respectivos
angulos e pelas ligacdes de hidrogénio intramoleculares. O terceiro nivel define a associa¢do
das moléculas formando agregados com uma determinada estrutura cristalina. Estes agregados
conferem elevada resisténcia a tensdo, tornando a celulose insolivel em dgua e em um grande
nimero de outros solventes (LIU; SUN, 2012). Este polimero natural é um

homopolissacarideo linear cuja unidade repetitiva € a celobiose (Figura 2.4).

CH,OH H OH CH, OH
° 0 HH o o
H H™N/ H 7 OH H
~ OH H -~ OH H_~N\, H Vg
o HH 0 o HH o7 O
H OH CH2CH H OH H2

Unidade de Celobiosa

Figura 2.4: Estrutura da celulose, formada por unidades consecutivas de celobiose (FENGEL e
WEGENER,1989).

Em funcdo da linearidade da celulose, as suas moléculas apresentam tendéncia em formar
ligacdes de hidrogénio inter e intramolecular. Existem liga¢cdes de hidrogénio entre grupos OH de
unidades de glicose adjacentes da mesma molécula de celulose (ligagdo intramolecular —
responsavel pela rigidez) e entre grupos OH de moléculas adjacentes de celulose (ligacdo
intermolecular — responsdvel pela formacdo da estrutura supramolecular) (FENGEL e

WEGENER,1989). De acordo com FUENTES (2009), a existéncia destas ligacdes tem um efeito
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importante na reatividade que apresentam as fibras celuldsicas. As ligacdes intermoleculares de
hidrogénio permitem uma estrutura fibrilar tercidria de alta cristalinidade. As zonas que
apresentam elevada cristalinidade conferem protecdo a célula e constituem um impedimento
estérico tornando-se dificeis de penetrar por solventes e reagentes. Por outro lado, as zonas
relativamente mais desordenadas (amorfas) sdo mais acessiveis e mais susceptiveis a todas as
reacdes quimicas e a degradagdo pelos pré-tratamentos. Na Figura 2.5, € possivel observar como

¢ a distribui¢do da celulose cristalina e amorfa na microfibrila.

Regido amorfa

I Regido cristalina

Regido amorfa

Figura 2.5: Diferentes visdes do modo de distribuicdo da celulose cristalina e amorfa na
microfibrila. A: Celulose cristalina estd no centro da microfibrila e € envolta pelo substrato
amorfo. B: As regides cristalinas e amorfas sdo repetidas ao longo da dimensdao horizontal
(RABELO, 2010).

Apesar da sua simplicidade quimica, existe uma complexa gama de formas fisicas da
celulose devido principalmente a diversidade de origem e aos processamentos tecnoldgicos
subsequentes a que a biomassa celulésica € sujeita. A descricdo destes substratos inclui

propriedades como o tamanho, a forma, a porosidade, o grau de polimerizagdo, a drea superficial,
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a associacdo com compostos ndo celuldsicos, a conformac¢do molecular e cristalinidade, sendo

todos eles relevantes para o processo de hidrélise (RABELO, 2010).

2.2.2. Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos complexos compostos por D-glucose, D-
galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose, 4cido D-glucurdnico e dcido 4-O-metil-glucurdnico,
dependendo da fonte (Figura 2.6). Sdo estruturalmente mais semelhantes a celulose do que a
lignina. Sua estrutura apresenta ramificagdes que interagem facilmente com a celulose, dando
estabilidade e flexibilidade ao agregado, formando ligagdes de hidrogénio com celulose, ligagdes
covalentes com a lignina e ligagdes éster com unidades de acetil e dcidos hidroxicindmicos. Sao
polimeros de baixo peso molecular, com um grau de polimerizacdo (DP) de 80-200. As férmulas
gerais sdo (CsHgO4) n e (CcH;9Os) n, que sdo chamados pentoses e hexoses, respectivamente.
Comparadas com a celulose, sdo relativamente mais faceis de hidrolisar devido a sua estrutura
amorfa, e ramificada (com a cadeia lateral curta), bem como o seu menor peso molecular

(HAGHIGHI MOOD et al., 2013; REN; SUN, 2012; SANTOS et al., 2012).
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Figura 2.6: Férmula estrutural dos actcares e dcidos presentes nas hemiceluloses. (FENGEL e
WEGENER, 1989).

As hemiceluloses sdo relativamente sensiveis as condi¢des de operacdo, por conseguinte,
parametros tais como a temperatura e tempo de operacdo t€ém de ser controlados para evitar a
formacgdo de produtos indesejdveis por serem potencialmente inibidores da fermentacgdo, tais

como furfural e HMF (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

2.2.3. Lignina

A lignina, depois da celulose, ¢ a macromolécula orginica mais abundante dentre os
materiais lignoceluldsicos. A lignina € a substancia que confere rigidez, impermeabilidade e
resisténcia a ataques microbianos € mecanicos aos tecidos vegetais e vai sendo incorporada
durante o crescimento do vegetal. E uma macromolécula amorfa que consiste em trés
diferentes unidades de fenilpropanos: dlcool p-cumarilico, dlcool coferilico e dlcool sinapilico.

A estrutura da lignina ndo € homogénea, possui regides amorfas e estruturas globulares
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(Figura 2.7). A composicdo e a organizacdo dos constituintes da lignina variam de uma
espécie para outra, dependendo da matriz de celulose-hemicelulose. (LU; RALPH, 2012;

FENGEL e WEGENER, 1989 ).

lﬂnﬁl:[ {i.'H.OH {i.'H:OH
CH CH CH
1l ] 1

CH 'H

OCH, H,CO OCHy
OH OH OH
I II I1I
alcool p-cumarilico alcool coniferilico alcool sinapilico

Figura 2.7: Precursores da biossintese da lignina: (I) dlcool p-cumarilico; (II) dlcool coniferilico;
(IIT) 4lcool sinapilico (FENGEL e WEGENER, 1989).

No processo de hidrdlise enzimética dos materiais lignocelulésicos, a lignina atua como
uma barreira fisica para as enzimas que podem ser irreversivelmente capturadas pela lignina e,
consequentemente, influenciar na quantidade de enzima requerida para a hidrélise, assim como

dificultar a recuperacdo da enzima apds a hidrélise (SANTOS et al., 2012).

2.2.4. Outros Compostos: Extrativos e Cinzas

Os extrativos sdo compostos intermedidrios do metabolismo do vegetal; proporcionam
reserva energética e prote¢ao ao vegetal contra o ataque de microrganismos e insetos, porém tém
um efeito inibitério nos processos de conversdo de biomassa. A biomassa vegetal também
contém uma pequena quantidade de espécies inorganicas, tais como, potdssio, sédio, cdlcio, etc.,

como resultado dos nutrientes adquiridos durante o seu crescimento (SILVA, 2009).
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Existem outros materiais que também ndo sdo comumente extraiveis com os solventes
mencionados e também ndo se encontram na parede celular, tais como 0os compostos inorganicos

(cinzas), proteinas e substancias pécticas (RAMOS, 2003).

Os extrativos do bagaco compreendem uma grande variedade de substancias quimicas,
que podem ser extraidas utilizando solventes polares e apolares. Sdo exemplos de extrativos:
acidos graxos, ceras, alcaldides, proteinas, fendlicos, acticares simples, pectinas, mucilagens,

gomas, resinas, terpenos, amido, glicosideos, saponinas e 6leos essenciais.

2.3. Processo para Producao de Etanol a Partir de Biomassa Lignoceluldsica

O desenho de processos de baixo custo para produzir bioetanol combustivel, a partir de
matérias lignoceluldsicos, implica na selecdo de matérias-primas mais adequadas e na definicao
de uma configuracdo de processo adequado tornando possivel a conversdo das matérias-primas
no produto final dentro das especificagdes. A tarefa de definir uma configuracdo adequada do
processo exige a geracdo e avaliacdo de muitos fluxogramas para encontrar aqueles com
melhores indicadores de desempenho. Neste trabalho, a importancia da matéria-prima como um
fator-chave na economia do processo de producdo de etanol € realgcada. A produgdo de bioetanol
também € examinada, considerando-se diferentes tendéncias com o intuito de reduzir os custos de
producdo. Além disso, alguns aspectos que envolvem metodologias de andlise de processo sdo
forcados a fim de mostrar como eles podem contribuir para a criagdo de tecnologias para a

producio de bioetanol combustivel (CARDONA; SANCHEZ, 2007).

Em linhas gerais, a produ¢do do bioetanol de 2* geracdo inclui cinco principais etapas:
pré-tratamento da biomassa, hidrélise da celulose, fermentacdo das hexoses, separacdo e
tratamento de efluentes. Além disso, a detoxificacdo (processo para retirar as substancias
potencialmente inibidoras da fermentacdo) e a fermentacdo de pentoses liberadas durante o
processo de pré-tratamento pode ser realizada. A fracdo sélida do pré-tratamento contém a
celulose que € posteriormente hidrolisada e fra¢do liquida contém o hidrolisado hemicelulésico.

Uma vez que a hidrélise da celulose € concluida, o hidrolisado resultante é fermentado e
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convertido em etanol. Este processo é chamado de hidrdlise e fermentagcdo separada (SHF). SHF
€ uma das configuragdes que ja foram testadas mais extensivamente (CARDONA; QUINTERO;

PAZ, 2010), e serd a configura¢do abordada nesta dissertacao.

2.3.1. Pré-Tratamento da Biomassa Lignocelulosica

A produgdo de etanol a partir dos materiais lignoceluldsicos compreende as etapas de
hidrdlise da celulose e hemiceluloses, separagdo da lignina residual, fermentacdo dos acucares
presentes no caldo hidrolisado obtido, e, finalmente, recuperacdo e purificacdo do etanol
produzido. A etapa de hidrdlise ainda € uma tarefa tecnicamente problemdtica porque a
digestibilidade da celulose € dificultada por fatores fisico-quimicos, estruturais € composicionais.
Devido a isto, torna-se imprescindivel pré-tratar a biomassa de modo a facilitar a obtencao de
acucares potencialmente fermentesciveis na etapa de hidrdlise. O objetivo do pré-tratamento &,
portanto, promover modificacdes quimicas e estruturais na biomassa, de modo a se obter um

material (polpa) com elevado teor de celulose (substrato de interesse) e que apresente alta

acessibilidade da matriz lignina-carboidrato as enzimas celuloliticas (KUMAR; WYMAN, 2009).

O processo de producdo de etanol lignocelulésico €, contudo, fortemente influenciado por
fatores fisico-quimicos, estruturais e composicionais. Assim, o desenvolvimento de tecnologias
de pré-tratamento da biomassa visando alterar e/ou remover barreiras estruturais (recalcitrancia) e
composicionais sdo de fundamental importancia para o sucesso do processo global (SUN;

CHENG, 2002).

A Figura 2.8 apresenta o esquema das transformacdes que sofre a biomassa durante o pré-

tratamento com a alteracdo da estrutura e o aumento da drea superficial da celulose.
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Lignina
/ Celulose
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Pré-Tratamento ° (o

Hemicelulose

Figura 2.8: Esquema do pré-tratamento na biomassa lignoceluldsica (Fonte: US Department of Energy
Genome Programs https://public.ornl.gov/site/gallery/originals/Pretreatment_-_original.jpg)

Diversos trabalhos, (ALVIRA et al., 2010; CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010; GU,

z

alguns critérios:

> Resultar em uma elevada recuperacdo de todos os carboidratos;

> Resultar em uma elevada digestibilidade da celulose na hidrélise enzimatica
subsequente;

> Evitar ou minimizar a formagdo de subprodutos inibidores dos processos de

hidrdlise e fermentacdo subsequentes;

> Requerer baixo investimento e custo operacional;
> Requerer uma baixa demanda energética; e
> N3ao ser agressivo ao meio ambiente.

Dissertacdo de Mestrado — Liliane Pires Andrade

2013; HAGHIGHI MOOD et al., 2013; JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007; MOSIER
et al., 2005b; SUN; CHENG, 2002; YANG; WYMAN, 2008) abordam que um bom pré-
tratamento € conhecido por alterar a estrutura da lignina, conseguindo incrementar a
acessibilidade da enzima a celulose, desarticulando a estrutura altamente ordenada da celulose,

aumentando o volume do poro e a drea superficial. Para isso, o pré-tratamento deve obedecer a
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Viérios métodos de pré-tratamentos t€ém sido propostos e desenvolvidos. Esses métodos
podem ser classificados de diferentes formas: pré-tratamentos fisicos, quimicos, bioldgicos ou
uma combinag¢do destes no intuito de reduzir a recalcitrancia da biomassa lignocelulésica. Dentre
estes métodos, os pré-tratamentos quimicos e combinados t€ém recebido uma maior atencao, ja
que removem a lignina sem degradar a cadeia celulésica. (WYMAN et al., 2011). De acordo com
a literatura, (CUNHA, 2005; GAMEZ et al., 2006; LASER et al., 2002), os mais comuns Sao
baseados no emprego de dlcali, hidrélise 4cida, explosdo a vapor, dgua quente, fluido
supercritico, amonia liquida (Ammonia Fibre Explosion ou AFEX) e hidroxido de sddio, todos
com o proposito de desagregar a estrutura associativa da lignocelulose para produzir
combustiveis renovdveis ou insumos quimicos a partir da biomassa

Virias revisoOes sobre pré-tratamento foram publicadas nos ultimos anos (ALVIRA et al.,
2010; HAGHIGHI MOOD et al., 2013; MOSIER et al., 2005a; SUN; CHENG, 2002; YANG;
WYMAN, 2008). Na Tabela 2.2, sdo apresentados, de forma simplificada, os diferentes tipos de
pré-tratamento pesquisados e as respectivas mudancas causadas a biomassa lignoceluldsica, além

disso, as vantagens e desvantagens dos mesmos.
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Tabela 2.2: Efeit de diferentes pré-tratamentos nos materiais lignocelulésicos (Adaptado de SANTOS et al., 2012).

Desvantagens

Pré-tratamento Caracteristicas composicionais Vantasens
Celulose Hemicelulose Lignina &
Fisico Moinho de Intensiva d¥mm‘u1‘gao do Nao remove. Nao remove. Reducio de cristalinidade. Alto consumo de energia.
bolas grau de cristalinidade.
o o 80-100% de Pouca remogao, mas Condicdes médias, altas lelcfll fecuperagao do
Acido Pouca despolimerizagdo. ~ ocorre mudanca da ~ . cido, corrosivo e
remocao. producdo de xilose. .
estrutura. relativamente oneroso.
Alcalino Inchag@o significativa, e Consideravel Consideravel Remocio efetiva de ésteres, | Reagente caro, recuperagdo
pouca despolimerizacio. solubilidade. Solubilizagdo, >50%. lignina, acetil. alcalina.
Quimico ARP Menor que 5% de ~50% de ~7Q% deN . C e Recuperagdo alcalina,
LT e solubilizacdo. Efetiva deslignificacdo. .
despolimerizagao. solubilizacao. relativamente caro.
1 Nao foi observada Pequena Solubilizagdo acima Efetiva deslignificacdo em Caro, necessidade de mais
Ozondlise A S . n
despolimerizagao. solubilizacdo. de 70%. condicdes suaves. 0zOnio.
Organosoly Considerdvel inchagio. Significativo, Significativo, pode Alta’produgz.lo de Xll(:SC, Recuperacgdo de solvente
quase completa. | ser quase completa. efetiva deslignificagdo. cara.
Explosdo a N 80-100% de Pouca remogao, mas Energia eficiente, nenhum | Degradagdo da xilana como
Pouca despolimerizagdo. ~ ocorre mudanca da . L
vapor remogao. custo de reciclagem. produto inibitério.
estrutura.
Explosdo com Aymenta aarea Consideravel ~ Alta producdo de xilose, ndo | Necessita alta pressdo, ndo
superficial, e diminui¢éo R Nao remove. ) > o o .
CO, C solubilizacdo. ha formacdo de inibidores. modifica a lignina.
do grau de cristalinidade.
Fisico- Oxidagdo Aumenta a drea ~70% de Consideravel . Ef1c1ent§ remogao fl a Alto custo do oxigénio e do
.. . - [ e lignina, baixa formagao de - .
Quimico umida superficial. solubilizacao. Solubilizagdo, >50%. inibidores catalisador alcalino.
Diminui¢do do grau de Acima de 60% 10-20% de Menor perda de xilanas, ndo Re~c uperagao de amonia,
AFEX ST o e ) - o ndo € efetiva para alta
cristalinidade. de solubilidade. solubilizacao. ha formacao de inibidores. ~ .
concentragdo de lignina.
LHW Aumenta a drea Acima de 80% Baixa remocao de Alta produgao d? xilose, Alta demanda de dgua e
(Hidrotérmico) superficial de lignina baixa formagdo de energia
) solubilizacio. ' inibidores. )
Acima de 80% ~40% de Baixo requerimento de Perda de celulose, baixa
L, C . 20-30% de de C e energia, efetiva s
Bioldgico Bioldgico N e deslignificacdo. ST taxa de hidrdlise.
despolimerizagao. solubilizacdo. deslignificacdo.
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Fonte: (ALVIRA et al., 2010; GIRIO et al., 2010; HAGHIGHI MOOD et al., 2013; MOSIER et al., 2005a; SANTOS et al., 2012; SUN; CHENG, 2002)
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Componentes inibitérios podem ser classificados em dois grupos: inibidores
originalmente presentes na biomassa e inibidores produzidos por condi¢cdes severas na etapa do
pré-tratamento. Os inibidores presentes na biomassa lignoceluldsica sdo facilmente liberados
durante a etapa de pré-tratamento. Em contrapartida, os pré-tratamentos que trabalham em
condicdes drasticas, ou seja, presencas de reagentes dcidos combinados com altas temperaturas
sao fortemente passiveis a formacao de produtos inibitérios devido a degradacdo dos actcares e
da lignina, levando assim a producao de acidos organicos e fendlicos, aldeidos furinicos e outros
produtos. A Figura 2.9 mostra a procedéncia de cada um dos inibidores proveniente de diferentes

constituintes da biomassa.

/' Fendlicos . 5—hidr0ximetil\

(Vanilina, furfural (HMF)
Seringaldeido,
Acido 4-
hidroxibenzoico,
Acido Fertilico,
etc)

\ Lignina /
/ Hemicelulose \

*  Furfural ‘
* 5 -hidroximetil * Taninos,
furfural (HMF) . Terpenos
» Acidos Fracos . Resm.as
(Acido acético, * Metais
formico e Pesados
levulinico) * Hibbert
Ketones

- _/

Figura 2.9: Formacio dos componentes inibitérios (Adaptado de CHANDEL; SILVERIO;
SINGH, 2011).
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Da degradacdo das pentoses resulta o furfural e da degradacdo das hexoses, o inibidor
produzido € o 5-hidroximetilfurfural (HMF). Quando é promovida a degradacdo destes
inibidores, o 4cido férmico e levulinico s@ao formados. Compostos fendélicos como o dcido 4-
hidroxibenzdico, vanilina, catecol e siringaldeido podem ser formados pela decomposicdo
quimica parcial da lignina. O &cido acético originalmente presente na biomassa € liberado
(PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Uma variedade de métodos biologicos, fisicos e
quimicos pode ser aplicada com o fim de reduzir a concentracdo de inibidores antes de realizar a

etapa de hidrdlise enzimética e fermentagao.

Para a matéria-prima de interesse do presente trabalho, o bagaco de cana-de-agucar, pode-
se considerar que uma combinacdo de pré-tratamentos foi empregada, a saber: fragmentacdo
mecanica, quando da prensagem da cana nas moendas, e explosdo a vapor, tratamento fisico-
quimico. Este procedimento jid vem sendo empregado pelas unidades industriais hd bastante
tempo, dado que em tais ambientes a producdo de “bagaco hidrolisado” para alimentacao animal

€ prética bastante comum. Por esta razio, apenas este tipo de pré-tratamento foi aqui investigado.

2.3.1. 1. Pré-Tratamento por Explosao a Vapor

Explosdo a vapor é o método mais extensivamente investigado para pré-tratamento de
materiais lignocelulésicos (ALVIRA et al., 2010; CUNHA, 2005; HAMELINCK; HOOIJDONK;
FAALJ, 2005; PITARELO, 2007; RAMOS, 2003; SUN; CHENG, 2002; YU et al., 2012). E um
método termo-mecanico-quimico que envolve a quebra dos componentes estruturais por
aquecimento com vapor (termo), corte (mecanico, devido a descompressdo subita e evaporacao
da umidade) e auto-hidrdlise (quimica) das ligagdes glicosidicas (MENON; RAO, 2012). Neste
método, a biomassa é impregnada com vapor saturado até que o sistema atinja a pressao desejada,
por exemplo, 15kgf/cm®. Apéds certo tempo, tipicamente de 1-10 min, a pressdo do sistema é

rapidamente aliviada. Esta descompressao subita causa uma espécie de explosdao, o que promove
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a separagdo, em certo grau, da celulose das demais fragdes da biomassa (HAGHIGHI MOOD et
al., 2013; YANG; WYMAN, 2008).

Este pré-tratamento combina for¢a mecanica e efeitos quimicos relacionados com a
hidrélise (auto-hidrélise) dos grupos acetil presentes na hemicelulose. A auto-hidrélise ganha
espaco quando as altas temperaturas promovem a formacdo de dcido acético a partir dos grupos
acetil, além do fato de que a dgua pode agir como um 4cido quando em altas temperaturas. Os
efeitos mecanicos sdo causados porque a pressdo € reduzida subitamente e as fibras sdo separadas
durante a explosdo devido a descompressdo. Deste modo, com a remocdo parcial ou total da
hemicelulose via processo de explosdo, supde-se maior exposicao da superficie da celulose e
consequente aumento da acessibilidade de biocatalisadores a esta estrutura. Apenas uma por¢ao
limitada da lignina é removida durante o pré-tratamento, mas uma parte € redistribuida na
superficie da fibra devido as reacdes de fusdo e despolimerizacao/repolimerizacdo. A remocao e
redistribuicdo da hemicelulose e lignina aumenta o volume dos poros do material pré-tratado,
tornando a biomassa mais susceptivel a solvatacdo e, por conseguinte, aos processos de hidrélise
acida ou enzimadtica. As microfibrilas parecem ndo ser afetadas significativamente pelo pré-
tratamento. A fragmentacio em si € considerada de menor importincia para a digestibilidade do
material. Dependendo da severidade do pré-tratamento, ou seja, dos niveis de pressdo e
temperatura empregados, alguma degradacdo da celulose a glicose também poderd ocorrer

(ALVIRA et al., 2010).

O processo de explosdo a vapor oferece varias caracteristicas atraentes quando comparado
a outras tecnologias de pré-tratamento. Estas caracteristicas incluem, potencial de menor impacto
ambiental, menor investimento de capital, maior potencial de eficiéncia energética, menos
produtos quimicos, condicdes do processo menos perigosas e recuperagdo completa dos acgucares
(GLASSER; WRIGHT, 1998). Entre as principais vantagens, vale a pena mencionar a
possibilidade de usar um tamanho maior de chip, além de ndo precisar adicionar catalisador
acido, recuperacgao elevada de agucar, bons rendimentos de hidrdlise enzimética e sua viabilidade
para o desenvolvimento em escala industrial. E notdvel o fato de que o uso de energia para a
obtencdo de tamanhos pequenos de chips antes do pré-tratamento pode responder por um terco

das necessidades de energéticas de todo o processo (HAMELINCK; HOOIJDONK; FAAIJ,
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2005). Além disso, embora a possibilidade de evitar os catalisadores dcidos anteriormente tenha
sido indicada como vantagem, a adicdo de um catalisador dcido, tem sido também descrita como
uma forma de aumentar a digestibilidade da celulose, e melhorar a hidrélise/solubilizacdo da
hemicelulose e, dependendo da temperatura, para diminuir a producdo de compostos de
degradacao (SUN; CHENG, 2002). Uma vez que sdo necessdrias a redugdo de custos e de baixo
consumo de energia para um pré-tratamento eficaz, os tamanhos de particulas elevadas, bem
como a adicdo de 4cido ndo seriam desejaveis para otimizar o processo (HAMELINCK;

HOOIIDONK; FAAIJ, 2005).

Embora a utilizacdo de 4cido na explosdo de vapor tenha sido introduzida com algumas
desvantagens, muitas abordagens de pré-tratamento impregnado com H;SO4, SO, ou CO,
(usualmente 0,3 a 3% p/p) podem aumentar efetivamente a exposi¢do da molécula de celulose ao
posterior ataque enzimatico. Este procedimento reduz o tempo e a temperatura do pré-tratamento
e, a0 mesmo tempo, pode conduzir a um aumento na recuperacdo de glicose e reducdo na
formacdo de inibidores. O pré-tratamento a vapor com adicdo de catalisadores parece ser a

tecnologia mais proxima da comercializacdo em curto prazo (YU et al., 2012).

Dentre os vérios métodos de pré-tratamento investigados para biomassas lignoceluldsicas
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; MOSIER et al., 2005a), explosdo a vapor tem sido provado ser
eficaz para diferentes materiais (GLASSER; WRIGHT, 1998), como o dlamo (poplar) (OLIVA et
al., 2003), o bagaco de azeitona (CARA et al., 2008), residuos agricolas de milho como palha e
sabugo (HONGQIANG; HONGZHANG, 2008; VARGA; RECZEY; ZACCHI, 2004), a palha de
trigo (BALLESTEROS et al., 2006), o bagaco de cana-de-acticar (MARTIN; MARCET;
THOMSEN, 2008; ROCHA et al., 2012), e a palha de cana-de-acgticar (SANTOS et al., 2012).
Foi realizado com sucesso em madeiras duras, residuos agricolas, e biomassas energéticas, mas
nao foi muito eficaz para madeiras macias devido ao seu baixo teor de grupos acetil na por¢ao

hemicelulésica (SUN; CHENG, 2002)

A explosdo a vapor, devido ao seu menor investimento de capital e maior eficiéncia
energética estd entre um nimero muito limitado de tecnologias de pré-tratamento de baixo custo
para demonstracdo em escala piloto e aplicagdes comercializadas (HENDRIKS; ZEEMAN,
2009).
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2.5. Hidrdlise da Biomassa Lignocelulésica

Um passo chave na producdo de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos, € a hidrdlise
da celulose, que pode ser catalisada com &cidos ou enzimas. Devido a sua maior produgdo de
acucar e seu potencial de menor impacto ambiental, a hidrélise enzimética é mais atraente do que
a hidrdlise 4cida (TAHERZADEH; KARIMI, 2007). No processo enzimdtico, as enzimas,
celulases, sdo utilizadas como catalisadores para hidrolisar as cadeias de celulose para o produto
final de interesse, glicose. Ao contradrio dos catalisadores comuns, a conversdao da celulose em
glicose por via enzimdtica apresenta uma elevada especificidade em relacdo ao substrato e sua
utilizacdo reduz a obtencdo de subprodutos indesejdveis na reagdo. Deste modo, € possivel a
reducdo de custos de separacdo dos produtos, assim como problemas com tratamento de efluente.
Estes fatores justificam o fato deste processo ter se tornado cada vez mais popular como
integrante da tecnologia de conversdo de biomassa em biocombustivel (HIMMEL et al., 2007;
LAUREANO-PEREZ et al., 2005). Por esta razdo, a hidrélise enzimatica foi aqui investigada, e

estd descrita em detalhes, a seguir.

2.5.1. Hidrolise Enzimatica

A hidrdlise enzimatica da celulose € efetuada por celulases que sdo altamente especificas.
Os produtos da hidrdlise sdo usualmente acucares redutores tais como a glicose. Os custos com
utilidades para a hidrdlise enzimética sdo baixos quando comparado com a hidrdlise dcida ou
alcalina, porque a hidrdlise enzimatica é geralmente conduzida em condi¢cdes moderadas (pH 4,8
e temperatura de 45 - 50 °C). Portanto, ndo acarreta em problemas de corrosdo, o consumo de
utilidade € baixo, assim como a toxicidade dos hidrolisados, sendo estas as principais vantagens

deste processo (TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

Tanto bactérias como fungos podem produzir celulases para a hidrélise de materiais
lignoceluldsicos. Estes microrganismos podem ser aerdbicos ou anaerdbicos, mesofilos ou

termofilos. As bactérias pertencentes aos gé€neros Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
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Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora e
Streptomyces podem produzir celulases. Cellulomonas fimi e Thermomonospora fusca tém sido
extensivamente estudadas para a producdo de celulase. Embora muitas bactérias celuloliticas,
particularmente as anaerdbicas celuloliticas como Clostridium thermocellum e Bacteroides
cellulosolvens produzem celulases com alta atividade especifica, porém ndo produzem em
quantidades elevadas. Porque os microrganismos anaerébicos possuem uma taxa de crescimento
muito baixa e requerem condicdes anaerdbicas de crescimento, a maioria das pesquisas para a
producdo de celulase comercial tem se concentrado em fungos. Os fungos que t€m sido relatados
para produzir celulases incluem Sclerotium rolfsii, P. chrysosporium e espécies de Trichoderma,
Aspergillus, Penicillium e Schizophyllum (SUN; CHENG, 2002). De todos estes géneros de
fungos, o Trichoderma tem sido o mais estudado para a produgdo de celulase, sendo que as
celulases de Trichoderma reesei e T. viride foram as mais amplamente estudadas e melhor
caracterizadas. Um conjunto completo para a producdo de celulases, a estabilidade sob as
condi¢des de hidrdlise enzimdtica, e a resisténcia da enzima aos inibidores quimicos, sdo
vantagens das celulases produzidas por Trichoderma. As principais desvantagens das celulases de
Trichoderma sdo os niveis abaixo do ideal e a baixa atividade das B-glicosidases. Por outro lado,
Aspergilli sao produtores de B-glicosidases muito eficientes. Em varios estudos, celulases de
Trichoderma foram suplementadas com [-glicosidases e apresentaram significativa melhora

(TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

No corrente entendimento da hidrélise enzimdtica de celulose nativa por sistemas de
enzimas microbianas extracelulares resulta primeiramente da intera¢do sinergética da [(-1-4-
endoglucanases e B-1-4-exoglucanases (celobiohidrolases) para o rendimento da celobiose que é
posteriormente clivada para glicose pela B-1-4-glicosidase. As endoglucanases (EGs) atuam
aleatoriamente para hidrolisar celulose amorfa e solubilizar derivados de celulose. Essa reacdo
envolve a clivagem das ligagdes P-1-4-glicosidicas com uma pequena liberacdo de acticares
redutores. Em contraste, celobiohidrolases (CBHs), que inicialmente pensava-se que removiam
consecutivamente residuos de celobiose do final ndo redutor da cadeia de celulose, foi
recentemente mostrado que atacam a celulose por ambos os finais, redutor e ndo redutor, da
cadeia de celulose. Finalmente, as -glicosidases completam o processo de hidrélise catalisando a

hidrélise de residuos de celobiose em glicose, ou removendo residuos glicosil do final nao
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redutor de celooligossacarideos soliveis, oligdmeros, Figura 2. 10. Embora essas defini¢cdes
ainda serem utilizadas para agrupar celulases, estudos recentes t€ém indicado que a especificidade
dos substratos com as diversas endoglucanases e celobiohidrolases sdo consideravelmente mais

complicadas do que esta classificacdo simplificada (MANSFIELD; MOONEY; SADDLER,
1999).

Regido Cristalina =~ Regido Amorfa

T L
Celulose Nativa
Regiio Reativa J Pré-tratamento
- ' -
Celulose
- Pré-tratada
l Endoglucanaes
S i -
Criacdo de finais
e o U e 5 i e TEGULOTES

-

l Celobichidrolases

» Glicose  —~Celobiose

Producio de
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. Oligimeros
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Figura 2. 10: Representacao esquematica da hidrdlise da celulose em glicose por enzimas
celuloliticas (Adaptado de TAHERZADEH; KARIMI, 2007).
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Nas ultimas décadas, uma grande quantidade de pesquisa e esforco foi gerada na édrea de
sistemas enzimdticos para a bioconversdo de materiais lignoceluldsicos. As celulases
desempenham um papel significativo no processo enzimdtico por catalisar a hidrélise da celulose

em acgucares fermentdveis soliveis(MENON; RAO, 2012).

Mais recentemente, a importancia das chamadas monooxigenases polissacaridicas liticas
da familia AA9 (antiga GH61) tem sido enfatizada. A CBH I € a proteina mais abundantemente
produzida por muitos fungos celuloliticos, e tem recebido uma grande aten¢do da academia e da
inddstria no que diz respeito ao seu mecanismo de acdo e fatores que poderiam afetar a sua
eficiéncia, especialmente em relacio a sinergia com outras celulases. H4 discordancia na
literatura sobre o passo limitante da velocidade da CBH 1 sobre a celulose, com algumas
evidéncias que apontando para a dissociacao e outras evidéncias para a etapa de complexacdo. Ha
um consenso geral, no entanto, que a acdo progressiva da CBH I muitas vezes para enquanto se
move ao longo da cadeia de celulose, aparentemente em resposta a "obstiaculos" em seu caminho.
A natureza destes obstaculos tem sido pouco clara, no entanto, FOX et al., (2012) e JALAK et al.,
(2012) observaram que a constante de velocidade da hidrdlise da celulose por CBH I foi
consideravelmente aumentada na presenca de endoglucanase. Este aumento ndo poderia ser
contabilizado completamente pelo sinergismo convencional onde a endoglucanase cria novas
extremidades redutoras na cadeia para a CBH I hidrolisar. Em vez disso, foi levantada a hipétese
de que os pontos de estagnacdo da CBH I estdo em regides amorfas e que, por exemplo, por
hidrélise seletiva destas regides, podem prevenir ou causar a estagnacdo da CBH I. Se for
verdade, endoglucanases (ou combinag¢des de enzimas) que digerem mais profundamente regides
amorfas em celulose podem ser vantajosas para promover a atividade da celobiohidrolase e a
sinergia global CBH-EG. Do ponto de vista pratico, € de interesse que esse mecanismo seja de
grande importancia para reduzir a razao entre enzima / substrato, que os produtores de enzimas e
seus clientes estdo buscando. Os resultados apresentados por IGARASHI et al., (2011) sugerem
que a sinergia entre a CBH I e a CBH II também pode refletir na remog¢ao de obstaculos para a

CBH I pela progressao da CBH II (HARRIS et al., 2014).
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Um desenvolvimento recente com relagdo a morfologia das microfibrilas e a sinergia
durante a hidrélise enzimética € a observacdo feita por RESCH et al., (2013), de que celulases
fangicas livres desconstroem a celulose (como Avicel) de uma maneira muito diferente do que os
complexos multienzimaticos, celulossomas, de algumas bactérias anaerdbias. O primeiro (neste
caso, a enzima comercial Cellic CTec2 da Novozymes) produzem uma ablacdo e um efeito
afinando preferencialmente uma das extremidades da celulose enquanto os celulossomas
produzem finais espalhados e reflexivos da separagdao das microfibrilas. Mais importante ainda,
os autores demonstraram que uma combinac¢do de enzimas livres e celulossomas digeriram a
celulose (Avicel) sinergicamente, promovendo a hidrélise das microfibrilas dentro da particula
através da combinacdo de ablacdo e fibrilacdo. Ainda falta um completo entendimento do
mecanismo desta sinergia, mas uma vez alcancado ird suscitar projetos de enzimas que possam
imitar essa sinergia de forma menos complexa. De relevancia a este respeito € a hidrolise
eficiente de celulose cristalina observada por XU et al., (2013) com minicellulossomas artificiais
contendo enzimas multicataliticas que tiram proveito das sinergias em trés niveis: (1) sinergia
endo- / exo-cellulase, (2) sinergias intramolecular das proteinas individuais contendo vérias
atividades cataliticas, e (3) a partir de sinergia intermolecular a proximidade dos moddulos

cataliticos dentro da estrutura dos celulossomas.

A hidrdlise enzimatica de materiais lignoceluldsicos € confrontada por um grande nimero
de obstaculos que diminuem o desempenho da enzima (JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY,
2007). Os fatores que afetam diretamente a hidrolise enzimatica da celulose incluem substrato,
atividade da celulase e condi¢des de reacao (temperatura, pH, etc). Visando o avanco do processo
global, indmeras pesquisas tém sido realizadas com o intuito de promover melhorias na enzima
que resultem, principalmente, em aumento de atividade associado ao aumento simultaneo de

estabilidade (SUN; CHENG, 2002).

Um dos principais fatores que afetam o rendimento e a taxa inicial de hidrélise enzimatica
€ a concentracdo de substrato (celulose e / ou hemicelulose). A alta concentracdo de substrato
pode causar inibicdo pelo substrato, o que diminui substancialmente a taxa de hidrdlise. A
extensdo da inibicdo depende da razdo enzima / substrato. Problemas na agitacdo e na

transferéncia de massa também surgem com alta concentracdo de substrato. A propor¢do de
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enzima para o substrato utilizada € outro fator para a hidrélise enzimdtica. Obviamente, a
aplicacdo excessiva de celulase, até certo nivel, aumenta a taxa inicial de hidrdlise e o
rendimento. No entanto, o aumento na quantidade de celulase aumenta significativamente o custo
do processo. Em geral, utilizam-se cargas enzimaticas de 5 a 35 FPU por grama de substrato

(TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

Uma vez que a acdo das enzimas celuloliticas ocorre através de trés etapas, a saber,
adsor¢do, biodegradacdo e dessor¢do do substrato, a atividade da celulase diminui durante a
hidrdlise, e acredita-se que a adsorcao irreversivel da enzima sobre a celulose € parcialmente
responsavel por esta desativacdo. A adicdo de agentes tensoativos pode aumentar a conversao
enzimatica de celulose em aguicares monoméricos. Varios mecanismos t€m sido propostos para o
efeito positivo da adicdo de tensoativo na hidrélise enzimatica. O surfactante pode alterar ou
modificar a natureza das propriedades de superficie de celulose, reduzir a ligagcdo irreversivel da
celulase na celulose, evitar a desnaturacdo da enzima, bem como a ligacdo improdutiva de
enzimas aos residuos de lignina. Os tensoativos nio-idnicos, tais como Tween 20, mostraram ser
os mais eficazes para melhorar a hidrélise enzimdtica (TALEBNIA; KARAKASHEV;
ANGELIDAKI, 2010).

Outro fator muito importante que limita a hidrélise enzimdtica de materiais
lignoceluldésicos € a presenca de lignina, que geralmente representa uma percentagem
significativa na biomassa. VAN DYK; PLETSCHKE, (2012) estabeleceram uma correlacdo entre
a porcentagem de lignina e liberacdo de acgucares a partir de substratos lignoceluldsicos,
fornecendo a evidéncia de que a lignina tem um efeito sobre a hidrélise. Vdrias razdes t€m sido

apresentadas como as razdes pelas quais a presenca de lignina reduz a hidrdlise:

* A lignina fornece uma barreira fisica que limita a acessibilidade das celulases e / ou

hemicelulases aos seus substratos;

* As celulases sdo adsorvidas a lignina, que reduz a produtividade da hidrélise do

substrato;

* A lignina também pode inibir diretamente as enzimas hidroliticas;
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* Também tem sido sugerido que "residuos de lignina bloqueiam o progresso da celulase

para baixo da cadeia de celulose”;

* Alguns pesquisadores indicam que ndo apenas a presenca de lignina, mas que o tipo e a

distribuicao dela t€m impacto sobre hidrélise enzimatica.

Sendo assim, os atributos mais desejados para bioconversdo de biomassas
lignoceluldsicas por celulases é o mecanismo hidrolitico completo, de alta atividade especifica,
alta taxa de transformar substratos como celulose nativa / biomassa, estabilidade térmica,
diminui¢do da suscetibilidade a inibi¢do enzimatica por celobiose e glicose, adsor¢do seletiva em
celulose, o sinergismo entre as diferentes enzimas e capacidade de resistir a forcas de
cisalhamento. Esses parametros sdo cumpridos através de abordagens de engenharia de proteinas,
em relacao as técnicas de expressdo e desenvolvimento de coquetéis enzimdticos para otimizar as
condi¢des de hidrdlise. A eficiéncia hidrolitica de um complexo multienzimatico para a
sacarificacdo da biomassa depende tanto propriedades individuais das enzimas como das suas
proporcdes no coquetel multienzimatico. O complexo de celulase ideal deve ser altamente ativo
para matéria-prima utilizada, capaz de hidrolisar completamente a biomassa, operar bem em pH
levemente 4cido, suportar o stress do processo, e ser rentdvel. Para melhorar o rendimento e taxa
de hidrdlise enzimdtica, as pesquisas tém-se centrado na otimiza¢do do processo de hidrdlise,
aumentando a atividade das celulases, otimizando as condi¢des do processo, reciclo de enzimas e
estratégias de recuperacdo. Apesar de intensa pesquisa nas Ultimas décadas, a etapa de hidrélise
enzimatica permanece como um grande gargalo técnico-econdmico no processo de bioconversao

de biomassa em etanol lignocelul6sico (MENON; RAO, 2012).

2.6. Detoxificacao de Caldos Hidrolisados

Durante o pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas, sdo formados além de acucares,
acidos alifaticos (acético, formico e levulinico), derivados de furano (furfural e HMF), e
compostos fendlicos. A existéncia destas substancias € mais provavel quando altas temperaturas e

/ ou adicdo de 4cido sdo empregados. Estes compostos sdo conhecidos por afetar o desempenho

34

Dissertacdo de Mestrado — Liliane Pires Andrade



Estudo da Influéncia da Matéria-Prima no Processo de Producdo de Etanol a Partir de Bagagco de Cana

da fermentacdo para a producdo de etanol. O furfural pode ser gerado como um produto de
degradacdo das pentoses. Verificou-se que os conteidos de furfural aumentam com a

concentracao de catalisadores 4cidos, tais como H,SO4 (PATTRA et al., 2008).

Outra substancia inibidora encontrada nas hemiceluloses do bagaco de cana-de-agicar
hidrolisado € o 4cido acético. O 4cido acético pode ser gerado quando a reacdo de hidrdlise
realiza-se no grupo de acetil da hemicelulose (RODRIGUEZ-CHONG et al., 2004). Geralmente,
o acido acético € inibidor de levedura quando a sua concentracdo estd entre 4 e 10 g/L. A
concentracdo maxima de 4cido acético obtida em hidrolisados de bagacos de cana-de-agucar pré-
tratado com 6% de H,SO4, durante 60 min foi de 2,72 g/L, valor mais baixo do que para um
efeito toxico (PATTRA et al., 2008). Enquanto utilizando 4% de H3PQOy, durante 300 min, o valor
mais elevado foi de 4,0 g/L de 4cido acético (GAMEZ et al., 2006), por outro lado, relativamente
uma baixa concentragdo de furfural (1,5 g/L) foi obtida quando foi utilizado 6 % de H3PO4 a 300
°C, embora seja superior ao limite (1,0 g/L) para a inibicdo da levedura. Isto mostra que a
decomposicdo de pentoses para o furfural é baixa e confirma a seletividade deste tratamento,

utilizando acido fosférico.

Virios métodos de detoxificacdo, como neutralizacdo, supercalagem com hidréxido de
célcio, carvao ativo, resinas de troca idnica (CARVALHEIRO et al., 2005) e detoxificacdo
enzimatica usando lacase (CHANDEL et al., 2007) s@o conhecidos para a remocdo de vérios
compostos inibidores a partir de hidrolisados lignoceluldsicos. A Tabela 2 apresenta os principais
métodos de detoxificacdo implementados em hidrolisados de bagacos de cana-de-agucar, com
suas correspondentes condi¢des de operagdo. As porcentagens de remo¢ao de compostos toxicos
sao mostradas. Poucos métodos podem remover quantidades suficientes de todas as substancias

toxicas.
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Tabela 2. 3: Métodos de detoxificacdo para hidrolisados de bagago de cana-de-acticar (Adaptado de CARDONA; QUINTERO; PAZ,

2010)
Meétodo Agente Pré-tratamento Condig¢des Remocao (%) Comentarios
Furfural (51%),
Supercalagem com Explosdo a .. pH 9-10,5 ajustado para 5,5- HMF (51%), 1
o Ca(OH), vapor com acido 6.5 com H,SO, ou HCI compos'Eos fenolllcfos
Detoxificacio diluido (41%), acido acético
alcalina (0%)
Furanos (45,8%),
Supercalagem Acido ND compostos fendlicos
(35,87%)
Detoxificacido H 10, ajustado para pH 6,5 - .
alcalina ; KOH e sulfito de sédio Acido Eom HClJe adigﬁl()) deIi% de ND Redu?? 0 de aldeidos e ceto/n s €
combinada sulfito de sédio a 90 ° C remogao de compostos voldteis
D;toxificag;ﬁo Trichoderma reesei Explosdo a ND compostos fendlicos
microbiana vapor (80%)
Membranas carregada Pré-eyaporagﬁo a 100 °C por »
. . c. <. 15 min. Furfural (45%), acido L. .
Eletrodialise com potencial elétrico Acido - C e ” Perdas de acicar inferiores a 5%
diferente Operacao: eletrodidlise a 20 V. | acético (90%)
Vazido 50 L/h
Propor¢do Resina / hidrolisado | Furfural (63,4%),
Resinas de Resina comercial de Acido (w/w): 1:10. compostos fendlicos
troca idnica troca anidnica Agitagdo regular por 1 h a (75,8%), acido acético
temperatura ambiente (85,2%)
Furanos (38,7%),
Carvio ativo Carvio ativo Acido ND compostos fendlicos
(57%),
acido acético (46,8%)
Nio afeta o teor de furanos e 4cido
Tratamento Lacase de C. stercoreis Acido Incubagdo em agitador orbital | compostos fendlicos acético. Perda insignificante dos
enzimatico ’ a 100 rpm durante 4 ha 30 °C | (77,5%) acucares totais e maior remogao de

compostos fendlicos

ND: sem dados disponiveis.
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2.7. Fermentacao de Caldos Hidrolisados

A fermentacdo alcodlica é um processo anaerdbico através do qual agucares
fermentesciveis (glicose) sdo convertidos em etanol e didxido de carbono, conforme ilustrado

pela reacdo apresentada a seguir:
CsH1206 — 2 C,H50H + 2 CO,
De acordo com a reacdo acima, o rendimento méximo teérico € de 0,51 kg de etanol e
0,49 kg de dioxido de carbono para cada quilo de glicose utilizada.

Métodos para a fermentacdo de acticares de 6 carbonos sdo conhecidos héd (pelo menos)
6000 anos, quando os Sumérios, Babilonios e Egipcios comecara a fazer e descrever o processo
de fabricacdo de cerveja de graos (amido). Depois de tornar possivel a liberacdo de agucares de 6
carbonos de materiais lignoceluldsicos (final do século 19), a conversdao de agucares de 5
carbonos se tornou interessante. Eles representam uma grande percentagem dos agucares
disponiveis, a capacidade de recuperd-los e fermentd-los sdo importantes para a eficiéncia do
processo. Apenas na década de 80, pesquisas sobre a fermentacdo de xilose comegaram a dar
frutos, quando um ndmero de leveduras selvagens que poderiam converter xilose a etanol foi
identificado. As bactérias especialmente t€ém chamado a atencdo dos pesquisadores por causa de
suas velocidades de fermentacdo. Em geral, bactérias podem fermentar em minutos quando

comparadas as horas para leveduras (HAMELINCK; HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

Os principais problemas encontrados na conversdo eficiente de hidrolisados
lignoceluldsicos a etanol sdo duplos. Primeiro, depois do pré-tratamento, o hidrolisado ndo
contém apenas acucares fermentesciveis, mas também uma ampla gama de compostos que tem
efeitos inibitoérios nos microrganismos usados para fermentagdo. A composi¢ao desses compostos
depende do tipo de material lignoceluldsico usado e da quimica e natureza do processo de pré-
tratamento. Segundo, o hidrolisado hemiceluldsico contém ndo apenas hexoses, mas também
pentoses. Hexoses podem ser facilmente pela Saccharomyces cereviase por processo bem

conhecido. Entretanto, as pentoses sdao mais dificeis para fermentar. Varias avaliagdes
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econOmicas tém ilustrado que a fermentacao eficiente de pentoses € importante para a economia

global da producdo de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos.

Uma producido de etanol a partir de lignoceluldsicos economicamente vidvel requer: (i) o
desenvolvimento de um organismo funcional, e (ii) o desenvolvimento de processos e técnicas
como estratégias de fermentacao e integracdo de uma etapa fermentativa para o resto do processo
(OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996; VAN MARIS et al., 2006). Com relacdo ao organismo
funcional, deve ser ressaltado que as hexoses podem ser fermentadas, como ja mencionado pelas
leveduras usuais (Saccharomyces cereviase) e que o maior desafio estd na fermentacio

economicamente vidvel das pentoses.

De acordo com HAMELINCK; HOOIIDONK; FAAIJ, (2005) uma variedade de
microrganismos (bactérias, fungos e leveduras) tem a capacidade de fermentar carboidratos a
etanol mediante condi¢cdes anaerdbias. Dentre esses, o mais popularmente utilizado € a levedura,
que utiliza a fonte de carbono do meio reacional (glicose) para producdo da energia necessdria a
realizacdo de suas atividades fisioldgicas, bem como para seu crescimento e reproducgdo, sendo,
portanto, o etanol um subproduto desse processo. Dentre as leveduras utilizadas nos processos
das usinas no Brasil, destacam-se as PE-2, SA-1, CAT-1 e BG-1, respectivamente isoladas no
processo industrial das usinas: Pedra em 1994, Santa Adélia em 1993, Catanduva em 1998 e

Barra Grande em 1993 (BASSO et al., 2008).
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2.8. Comentarios Finais

Neste Capitulo, abordou-se desde as caracteristicas da matéria-prima utilizada neste
trabalho, o bagaco de cana-de-acticar, assim como, a biomassa lignocelulésica e qual a sua
composi¢do. Foi abordado o processo de producdo de etanol de 2* geracdo e as etapas principais
envolvidas neste processo, com enfoque nas investigadas neste trabalho, a saber, pré-tratamento
por explosdo a vapor, hidrélise enzimatica, detoxificacdo e fermentacdo. No pré-tratamento, além
de sumarizar as diversas maneiras de realizd-lo, constatou-se que o pré-tratamento por explosdo a
vapor € 0 mais investigado, provavelmente por ser um método com maior potencial de efici€éncia
energética, menor investimento de capital, menor utilizagdo produtos quimicos dentre outros. A
escolha pela hidrdlise enzimdtica se deve a especificidade do biocatalisador (enzimas), e hd
extensiva investigacdo para reduzir os custos associados a esta etapa. A detoxificacido se faz
necessdria para remover os inibidores formados e/ou liberados nas etapas anteriores, e constitui
num grande desafio para a comunidade cientifica. Finalmente, uma breve revisdo sobre o

processo fermentativo dos acticares liberados foi apresentada.
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CAPITULO 3 - METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Neste Capitulo, sd@o descritos os materiais e equipamentos utilizados nos ensaios de todas
as etapas experimentais deste trabalho que foi realizado nas dependéncias do Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC), no laboratério e na unidade de desenvolvimento de processos
(PDU — Process Developmente Unit) do projeto Etanol 2G, assim como a metodologia aplicada
desde a coleta e preparacdo do bagaco de cana, passando pelas etapas de caracterizacdo, pré-
tratamento, hidrélise enzimadtica e as andlises dos produtos e subprodutos.

A seguir, é apresentado o fluxograma, Figura 3.1Erro! Fonte de referéncia nio

encontrada. com as principais etapas do desenvolvimento do trabalho.

Escolha da Condigao de Pré-Tratamento

Condigao A TS=8%
CE=5FPU/g-Celulose
Condigao B Surfactante = 0,5%/g-TS

1* Coleta

TS=12%
CE=5FPU/g-Celulose
Surfactante = 0,5%/g-TS

‘ondigao C

Condi¢ao D

Determinagdo da Condigéo de Hidrélise

DCCR (23+6PA+3PC)
Condigao TS=8%a 12%
Escolhida CE=4,32 a 7,68 FPU/g-Celulose
Surfactante = 0 a 1,5%/g-TS

1* Coleta Detoxificagao

Estudo da Influéncia da Variabilidade da Matéria-Prima

Produgdo de BPT na Hidrolise da condigao

Condigao Escolhida validada no DCCR. SIS

1* Coleta

Produgdo de BPT na Hidrélise da condiclio .
Condigio Eacollida validada no DCCR. H Gl e ]

Produ¢ao de BPT na Hidrolise da condigao Andlise do Caldo

S Condicdio Escolhida validada no DCCR.

Figura 3.1: Fluxograma das etapas do desenvolvimento do trabalho.
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3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes

Os reagentes utilizados nos experimentos foram os seguintes:

Reagente, (Pureza)

+Acido Sulfurico, (95-98%)
+Acido dinitro-3,5-salicilico, (99%)

+Acido cloridrico, (37,5%)

+Acido citrico mono hidratado, (99,5%)

«Alcool Etilico, (99,7%)
*Fenol, (99%)

*Hidréxido de sodio, (97%)

*Kit Glicose God-Pap

*Tartarato de sddio e potéssio tetrahidratado, (99%)

*D-(+)-Glicose, (>99,5%)
*D-(+)-Xilose, (>99%)
*D-(-) Frutose, (>99%)
*L-(+)-Arabinose, (99,5%)
*Glicerol, (>99,5%)
*Furfural, (99%)

*HMF, (99%)

«Acido Acético, (>99,5%)

Marca

Synth

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Synth

Merck

Vetec

Vetec
Laborlab
Vetec

Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich

Fmaia
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3.1.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados para os ensaios experimentais foram:

e Reator de explosdo a vapor;

o Autoclave vertical modelo AF 302756 da marca FABBE PRIMAR;

e pHmetro modelo pH Lab827 da marca Metrohm;

e Centrifuga Excelsia II modelo 206BL. da marca Fanem;

e Espectrofotdmetro modelo DR5000 da marca HACH;

e Agitador mecanico modelo 713 da marca Fisatom;

e Balanca modelo PB 8001da marca Mettler Toledo com precisdo de + 0,01 g;

e Analisador de umidade por infravermelho modelo IV 2002 da marca Gehaka;

e Banho termostatizado modelo TE-184 da marca Tecnal;

e Banho Maria modelo SS/90/PID da marca Adamo;

e Moinho de facas modelo TE 340 da marca Marconi;

e Mufla modelo Q-318-24 da marca Quimis;

e Estufa para secagem modelo MA 033 da marca Marconi;

e Incubadora refrigerada com agitacdo (shaker) modelo Inova 44 da marca News
Brunswick Scientific;

e Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) mdédulo Alliance da marca Waters,
detector de indice de refracdo modelo 2414, detector UV modelo 2489, e software

Empower 3.
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3.1.3. Matéria Prima

A matéria-prima para todos os experimentos foi o bagaco de cana-de-agticar proveniente
da usina Iracema, localizada no interior do Estado de Sao Paulo. A extracdo do caldo nesta usina
¢ feita por moendas. Os tipos de solos dominantes nesta usina apresentam textura argilosa em
55% da area, em segunda ordem, textura média em 25% da drea e, em menor drea, solos de
textura arenosa em 20% da drea. Quanto as condi¢des climdticas, a usina encontra-se numa
regido com baixa deficiéncia hidrica. Para este, estudo foram realizadas coletas nos periodos de

out/10, mai/11, ago/11 e out/11.

3.1.4. Enzima

Neste trabalho, foi utilizado o coquetel enzimético Cellic CTec2, gentilmente cedido pela
Novozymes® (Curitiba/PR, Brasil), e sua atividade enzimdtica foi experimentalmente

determinada.

3.2. Procedimento Experimental

3.2.1. Caracterizacao Quimica do Bagaco de Cana-de-acicar

O bagaco de cana-de-acucar foi analisado quanto ao teor dos seus principais constituintes,
celulose, hemicelulose, lignina e cinzas, utilizando-se metodologia baseada no procedimento
analitico padrdo do Laboratorio Nacional de Energia Renovavel Americano (NREL - National
Renewable Energy Laboratory) para andlise de biomassa (SLUITER et al., 2008). Este
procedimento consiste basicamente numa hidrélise dcida em duas etapas com a finalidade de
fracionar a biomassa em por¢des mais facilmente quantificdveis. A lignina € fracionada em
material solivel em 4cido e material insolivel em acido. O material insolivel em acido inclui

cinzas e proteinas, as quais sdo contabilizadas por andlise gravimétrica. A lignina soldvel em
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acido € quantificada por espectroscopia na regido do UV visivel. Durante a hidrélise, os
carboidratos poliméricos s@o hidrolisados nas formas monoméricas, as quais sdo soldveis no
liquido de hidrélise. Estes sdo, entdo, mensurados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE).

Cerca de 2,0 g do bagaco de cana-de-acticar previamente seco ao ar e moido foi pesado
em cadinho, previamente tarado, e posteriormente seco em estufa a 105°C por 24h para
determinagdo do teor de umidade. O bagaco seco em estufa foi queimado em bico de Bunsen e
posteriormente calcinado em mufla a 575°C por 4h para determinagdo de cinzas.

Cerca de 300 mg de amostra seca ao ar foram tratados com 3 mL de H,SO4 72% (m/m)
por uma hora a 40°C. Em seguida, foram adicionados 84 mL de dgua para diluir a concentracdo
do 4cido para 4%. A mistura foi autoclavada a 121°C por 30 minutos, resfriada e filtrada em
cadinho de vidro sinterizado de porosidade nimero 3, previamente secos a 105°C e pesados.
Cerca de 10 mL do filtrado foi neutralizado com carbonato de cdlcio e centrifugado a 5000 rpm.
O sobrenadante foi analisado quanto aos teores de agicares por CLAE utilizando uma coluna
BIORAD HPX-87P e agua a 0,6 mL/min como eluente e um detector de indice de refracao
(Waters). O material retido no cadinho foi lavado com 50 mL de 4gua, seco em estufa a 105°C
por 4h. O material remanescente no cadinho foi pesado e corresponde a fracdo da biomassa
insolivel em 4cido, ou seja, lignina insolivel (Klason) e parte do material inorganico. Em
seguida, esse material foi calcinado na mufla a 575°C por 4h, resfriado e pesado. Por diferenca de

massa, foi determinada a lignina insoltdvel em 4cido.

3.2.2. Pré-tratamento do bagaco de cana-de-acgticar

O bagaco utilizado nos experimentos foi fornecido pela Usina Iracema. Apds a coleta, os
sacos de bagaco foram pesados e suas massas foram ajustadas para 8 kg, no laboratério do CTC.
Em seguida, uma amostra de 500 g foi separada para determinacdo da umidade e caracterizacao
(andlise composicional). Os experimentos de pré-tratamento foram realizados em reator de
Explosao a Vapor (“Steam Explosion”), com capacidade volumétrica de 65 litros, apresentado na

Figura 3.2.
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Figura 3.2: Reator de pré-tratamento “Steam Explosion”.

Primeiramente, o reator foi aquecido pela injecdo de vapor, mediante vérios
procedimentos sucessivos de pressurizacdo (em torno de 17 kgf/cm?) e descompressdo subita. Em
seguida, o reator foi carregado com 8 kg de bagaco, fechado e iniciada a inje¢do de vapor para
degasagem (purga dos gases inertes), o que levou aproximadamente 30 s. A vélvula de
degasagem foi fechada e a pressurizacdo do reator até a pressdo desejada foi iniciada. Atingida a
pressdo desejada, iniciou-se a contagem do tempo de patamar requerido e ao final foi realizada a
descompressao subita do reator (Os dados de operacdo estdo apresentados na Tabela 4.1 do
Capitulo Resultados e Discussdes). A biomassa pré-tratada € separada do vapor, no ciclone
acoplado ao reator, onde € posteriormente coletada. Todo o procedimento operacional do reator é
padronizado e descrito no POP PDU 003 (Protocolo Operacional Padrdao) do equipamento. A
biomassa coletada abaixo do ciclone foi pesada e foram realizadas amostragens de cada
experimento para posterior andlise no laboratério. Apds cada experimento, foi feita a

pressurizacdo e despressurizacdo do reator vazio para limpeza do sistema, removendo parte do

material que poderia ter ficado na tubulagdo entre o reator e o ciclone.
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O célculo da severidade aplicada ao sistema de pré-tratamento foi efetuado mediante a

equacdo 3.1, segundo HONGQIANG e HONGZHANG, (2008).

R = Tem(wj 3.1)

14,75

onde: Ry € o fator de severidade; t; e t, representam os tempos inicial e final da reagcdo

(min) e T € a temperatura da reagdo (°C) no tempo t.
3.2.3. Caracterizacao do Bagaco Pré-tratado

As amostras de bagaco de cana-de-acucar pré-tratado foram analisadas quanto ao
percentual de solidos soluveis através de uma extragdo com dgua (60°C), numa relacdo
dgua:solido 1:10, duas etapas, sendo a fracdo liquida obtida, analisada quanto ao teor de acticares
monoméricos por CLAE. Para determinacdo dos agucares presentes no liquido na forma de
oligbmeros, foi realizada uma hidrdlise acida diluida e posterior analise por CLAE. A hidr6lise
com éacido diluido foi realizada adicionando-se 1 mL de solug@o 72% de acido sulfurico a 28 mL
do liquido. Apés diluicdo, a solu¢do € aquecida sob pressdo em autoclave por 1 hora.
Posteriormente € neutralizada com carbonato de célcio e acondicionada para andlise por CLAE.

A fracdo solida insoluvel, constituida por celulose, lignina, hemicelulose residual e cinzas,
foi submetida a anélise composicional seguindo o0 mesmo procedimento descrito para o bagacgo de
cana-de-actcar (secdo 3.2.1).

O pH do bagaco pré-tratado foi medido no liquido obtido apds prensagem de 100g do

material.
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3.2.4. Atividade Enzimatica

A determinagdo da atividade enziméatica (FPU/mL) do coquetel enzimético utilizado neste

trabalho foi realizada mediante metodologia experimental descrita por GHOSE, 1987.
3.2.5. Hidrdlise Enzimatica da Celulose do Bagaco Pré-tratado

O bagacgo pré-tratado foi utilizado na hidrdlise enzimdtica exatamente como obtido na
etapa de pré-tratamento, ou seja, ndo foi realizada nenhuma etapa de preparacdo como, por
exemplo, lavagem para remog¢ao de s6lidos soliveis, constituidos principalmente de hemicelulose
solubilizada na forma de xilose e produtos de degradacdo. O reator utilizado possui agitacio
mecanica com pas anguladas em 45°, e o volume de trabalho foi de 500 mL. O procedimento
para realizacdo dos ensaios de hidrélise enzimdtica consistiu em carregar o reator com
quantidades suficientes de bagago pré-tratado, de surfactante Tween 20 (quando necessério),
solug@o tamponante (citrato de sédio 100 mM) e 4gua para resultar nos teores desejados de cada
componente. Neste momento, procedia-se com a adi¢ao da solu¢do enzimadtica e o processo era
efetivamente iniciado. Ao longo do tempo, aliquotas eram retiradas para acompanhamento da
liberacdo de glicose no meio reacional. Ao final do experimento, a suspensdo era filtrada para
separacao da celulignina residual do caldo hidrolisado.

Todas as amostras eram entdo submetidas a analise de carboidratos por CLAE. A
conversdao de celulose em glicose monomérica era, entdo, calculada utilizando-se a seguinte

equacao:

M. ; -M 0
n= Gli cose Experimenial Branc *100% (32)

k
MCelu lose f

z

onde: Mgiicose Experimental € @ massa de glicose presente no caldo hidrolisado; Mgranco € a
massa de glicose medida imediatamente antes da adi¢cdo de enzima; Mcelose € @ massa inicial de
celulose presente na fibra do bagago pré-tratado; f € o fator de conversao de celulose em glicose (f

=180/162 = 1,111).
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3.2.6. Detoxificacao do Caldo Hidrolisado

O processo de detoxificagdo dos caldos hidrolisados obtidos na etapa de hidrélise
consistiu em utilizar 100 mL de caldo, corrigir o pH para aproximadamente 7, em seguida
adicionar 2 g de carvdo ativado, manter a 50°C por 20 min, com agitacdo esporadica tampado.

Ap0s este periodo, os caldos foram filtrados em papel de filtro, para separar a fracdo sélida.

3.2.7. Fermentacao do Caldo Hidrolisado
3.2.7.1. Fermentacao Suplementada com Glicose e Nutrientes.

Os caldos hidrolisados obtidos na etapa de hidrélise foram fermentados em batelada pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, utilizando-se a cepa liofilizada SA-1 e concentracdo celular
de 33,33g/L. O mosto com pH em torno de 5 foi preparado mediante suplementacido dos caldos
hidrolisados com ureia (5,32g/L), extrato de levedura (6,8g/L), MgS0O4.7H,0 (1,4g/L), KH,PO4
(5,6g/L) e glicose, para elevar a concentracdo do mosto a 160g/L. Os ensaios foram realizados
em mesa incubadora rotativa a 32°C e 120rpm. Os ensaios foram monitorados até que os frascos
atingissem peso constante, indicando o fim do processo fermentativo, este processo demorou
aproximadamente 10 horas. Ao final das fermentacdes, aliquotas foram retiradas, centrifugadas a
14000rpm e analisadas em CLAE para quantificar agticares iniciais e residuais, glicerol e etanol.

O rendimento da glicose consumida foi calculado utilizando-se a Equacao 3.3.

— MEta.nol sk
nconsumido_ (M )* 0’51 1 100% (33)

Glicoselnical MGlicoseFinal

onde: Mgunol € @ massa de etanol obtida apds a fermentacao; Mgiicose micial € @ massa de
glicose medida no inicio do ensaio; € Magiicose Final € @ massa de glicose que presente apds a

fermentacao.
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3.2.7.2. Fermentacao Suplementada com Melaco.

Os caldos hidrolisados obtidos na etapa de hidrélise foram fermentados em batelada pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, utilizando-se a cepa liofilizada SA-1 e concentragdo celular
de 33,33g/L. Os mostos foram acrescidos com melaco para elevar a concentragdo do mosto a
175g/L, sem necessidade de suplementacdo. Os ensaios foram realizados em mesa incubadora
rotativa a 32°C e 120rpm e monitorados até que os frascos atingissem peso constante, indicando
o fim do processo fermentativo, sendo que este processo demorou aproximadamente 10 horas. Ao
final das fermentagdes, aliquotas foram retiradas, centrifugadas a 14000rpm e analisadas em
HPLC para quantificar acticares iniciais e residuais e etanol. Os rendimentos em relagdo aos
acucares consumidos e totais foram, entdo, calculados utilizando-se as Equagdes 3.4 e 3.5,

respectivamente.

M
nc()n‘vumido= Etanol " * 100% (34)
(MARTInical - MART Final) 0’5 1 1

onde: Mguno € @ massa de etanol obtida apds a fermentacdo; MaRT miciat € @ massa de
sacarose, glicose e frutose medida no inicio do ensaio; € MagrT Fina1 € @ massa de sacarose, glicose
e frutose que sobraram apds a fermentacdo. Ao calcular a massa de ART para a sacarose foi

considerado o fator de conversao, 1,053, desta em glicose e frutose .

M
771‘01(1[ = Etar::[ * 100% (35)
MART Inical 0’51 1

onde: Mgunol € @ massa de etanol obtida apds a fermentacdo; € MART micial € @ massa de
sacarose, glicose e frutose medida no inicio do ensaio, ou seja a concentragdo de acticares
fornecida. Ao calcular a massa de ART para a sacarose, foi considerado o fator de conversao,

1,053, desta em glicose e frutose.
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3.2.8. Planejamento Experimental da Hidrdlise Enzimatica do Bagaco Pré-tratado

Para avaliar a influéncia da matéria-prima no processo de produgdo de etanol a partir de
bagaco de cana, optou-se por investigar uma condi¢@o de hidrélise enzimdtica otimizada, onde foi
avaliada a concentracdo de glicose, assim como a liberagdo de inibidores no caldo hidrolitico.
Para isso, foram verificadas como algumas varidveis de processo influenciam nesta etapa, através
de um planejamento DCCR 2* (Delineamento Composto Central Rotacional), onde as trés
varidveis analisadas foram: teor de sdélidos (%TS), Concentracdo enzimadtica (FPU/g-cel) e

concentracdo de Surfactante % (g/g-BPT).

3.2.9. Analises

3.2.9.1. Determinacao da concentraciao de glicose

A concentracio de glicose dos caldos hidrolisado inicialmente foi determinada de acordo
com o método enzimatico Glicose GOD-PAP, descrito por HENRY (1974), o objetivo desta
andlise era ter uma resposta rdpida antes dos caldos serem analisados em CLAE. O método
baseia-se na oxidag@o enzimatica da glicose através da enzima glicose oxidase (GOD) resultando
em peroxido de hidrogénio, o qual é subsequentemente usado na geracdo da coloracdo rosada
pela peroxidase (PAP).

O procedimento para andlise de glicose por via enzimadtica consistiu em preparar o
reagente imediatamente antes de sua utilizagdo, de acordo com o seguinte protocolo: misturar 2,5
mL do reativo de cor @; 2,5 mL do reativo de cor @, 45 mL de dgua destilada e 0,15 mL do
reativo enzimatico. A seguir, 2 mL deste reagente foram transferidos para um tubo de ensaio
contendo 20pmL da amostra a ser analisada, devidamente diluida. Esta mistura foi posta em
banho-maria a 37 °C por 10 minutos e, em seguida, a leitura foi feita em espectrofotdmetro a 505
nm. Este valor foi, entdo, utilizado para o cdlculo da concentracdo mediante curva de calibracao

feita com padroes de glicose.
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3.2.9.2. Determinacdao da concentracdo de Glicose, Frutose, Glicerol, Acido Acético e

Etanol.

Esta metodologia foi utilizada para quantificar as substincias: Glicose, Frutose, Glicerol,
Acido Acético e Etanol de vinhos delevedurados . Esses componentes foram quantificados por
cromatografia liquida de alta performance (CLAE - Waters), utilizando-se uma coluna Aminex
HPX 87H (BioRad) tendo como eluente (fase moével) uma solu¢do de H,SO4 (0,005 M). O
equipamento foi operado com temperatura de forno de 50°C, fluxo de 0,6 mL.min"' e tempo total
de analise de 30 minutos, utilizando-se detector de indice de refracao (R.I.).

As amostras foram pesadas, diluidas e filtradas com a finalidade de primeiro garantir que
estivessem dentro da faixa da curva de calibragdo e, segundo, para garantir que estivessem livres

de so6lidos em suspensao.

3.2.9.3. Determinacao da concentracao de Glicose, Frutose, Arabinose e Xilose.

Esta metodologia foi utilizada para quantificar as substancias: Glicose, Frutose, Arabinose
e Xilose de caldos hidrolisados e amostras de andalise composicional. Esses componentes foram
quantificados por cromatografia liquida de alta performance (CLAE - Waters), utilizando-se uma

coluna Aminex HPX 87P (BioRad) tendo como eluente (fase moével) 4gua Mili-Q. O

-1
equipamento foi operado com temperatura de forno de 65°C, fluxo de 0,5 mL.min e tempo

total de analise de 30 minutos, utilizando-se detector de indice de refracdo (R.L.).
As amostras foram pesadas, diluidas e filtradas com a finalidade de primeiro garantir que
estivessem dentro da faixa da curva de calibragdo e, segundo, para garantir que estivessem livres

de s6lidos em suspensao.
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3.2.9.4. Determinacao da concentracao de Furfural e HMF.

Esta metodologia foi utilizada para quantificar as substincias: Furfural e HMF de caldos
hidrolisados e amostras de andlise composicional. Esses componentes foram quantificados por
cromatografia liquida de alta performance (CLAE - Waters), utilizando-se uma coluna Aminex

HPX 87H (BioRad) tendo como eluente (fase mével uma solucdo de H,SO4 (0,005 M). O

-1
equipamento foi operado com temperatura de forno de 65°C, fluxo de 0,6 mL.min e tempo

total de andlise de 50 minutos, utilizando-se detector UV Waters 2489, com comprimento de
onda no valor de 210 nm.

As amostras foram pesadas, diluidas e filtradas com a finalidade de primeiro garantir que
estivessem dentro da faixa da curva de calibragdo e, segundo, para garantir que estivessem livres

de so6lidos em suspensao.

3.2.10. Analise Estatistica dos Resultados.

A andlise estatistica do planejamento experimental completo — DCCR (Delineamento
Central Composto Rotacional) da hidrélise enzimatica foi realizada com dados experimentais e
utilizando o software STATISTICA 12.0, onde foram investigadas as seguintes varidveis: teor de
sOlidos, concentracdo enzimdtica e concentracdo de surfactante. Para esta andlise, foram
avaliadas as respostas: concentracdo de glicose em 48 horas, conversao da celulose em 24 e 48

horas, e concentragdo dos inibidores HMF, furfural e dcido acético em 48 horas.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Escolha da Condicao de Pré-tratamento

A primeira etapa do presente trabalho consistiu em determinar a melhor condi¢cao de pré-
tratamento. Para isto, foram realizados experimentos de pré-tratamento por explosdo a vapor, em
reator com capacidade de 65 L instalado no CTC, submetendo-se o bagaco “in natura” a quatro
diferentes condi¢des de pré-tratamento. Essas condi¢des foram determinadas fixando-se a pressao
em 17 kgf/cm? e variando-se o tempo de reacdo. Para cada condi¢do ensaiada, a severidade
aplicada ao sistema reacional foi calculada aplicando-se a Equagdo 3.1. Os valores obtidos para

as severidades, assim como as condi¢des de pré-tratamento sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Condigdes e severidades de pré-tratamento por explosdo a vapor em escala piloto.

Amostra Temperatura (°C) Pressdo (kgf/cm?) t; (min) t, (min) Severidade
BPT-A 203,3 17,0 5 8 4,01
BPT-B 203,0 17,0 5 10 4,06
BPT-C 202,2 17,0 3 10 4,05
BPT-D 201,9 17,0 3 12 4,10

t;: tempo de aquecimento necessario para se atingir a pressao desejada (rampa); t,: tempo no qual o sistema fica sob a
pressdo desejada (patamar).

Na Tabela 4.1, observa-se que os valores de severidade estdo localizados em uma faixa
bastante estreita. Contudo, nesses casos, € possivel se obter modificagdes significativas na
estrutura final da biomassa pré-tratada, mantendo-se constante a pressao de operacdo do sistema e
manipulando-se apenas o tempo total de reacdo (t; + t;). Este fato tem sido cuidadosamente
estudado e comprovado no CTC ao longo do desenvolvimento do projeto etanol de celuldsico,
que estd em andamento desde 2007. Por esta razdo, esta estreita faixa de severidade tem sido aqui
explorada em maiores detalhes.

Em seguida, as caracterizacdes da biomassa de partida e do material pré-tratado foram
determinadas. Para o bagaco “in natura”, os teores de celulose, hemicelulose e lignina foram

calculados diretamente da amostra integral. Para os bagacos pré-tratados (BPTs), os célculos
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foram efetuados em duas etapas: 1) a partir do teor de s6lidos insoldveis (SI e/ou fibras) e 2) a
partir do teor de soélidos soliveis (SS) presentes nas amostras. Os resultados da andlise
composicional do bagaco “in natura” (padrdo de comparacdo e material de partida) e dos bagagos
pré-tratados estdo apresentados nas Tabela 4.2 (s6lidos insoliveis) e Tabela 4.3 (sélidos

solaveis).

Tabela 4.2: Anélise composicional dos bagagos “in natura” e pré-tratados por explosdo a vapor
em escala piloto com base no teor de s6lidos insoluveis.

Amostra Sdlidos Insoluveis Celulose Hemicelulose Lignina
(%BPT) (%SI) (%SI) (%S1)
“in natura” -- 40,57 25,09 22,71
BPT-A 75,95 58,32 4,80 31,64
BPT-B 79,64 58,11 4,03 33,04
BPT-C 79,01 58,33 4,81 32,42
BPT-D 81,69 57,83 3,83 33,56

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4.2, é possivel observar diferencas
significativas nos teores de celulose, hemicelulose e lignina quando materiais “in natura” e pré-
tratados sdo comparados. Essas diferengas se devem, principalmente, a majoritdria solubilizagdo
da hemicelulose presente no bagago “in natura” apos a realiza¢do do pré-tratamento, o que reduz,
de fato, a massa total de material insolivel. Por esta razdo, pode-se dizer que, na verdade, tais
diferencas sdo de ordem apenas relativa e ndo absoluta, uma vez que o pré-tratamento

praticamente ndo promove alteracdes no conteido de celulose e lignina.
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Tabela 4.3: Andlise composicional dos bagagos pré-tratados por explosdo a vapor em escala
piloto com base no teor de sélidos soluveis.

Amostra Soélidos Soluveis Glicose HMF Xilose | Furfural | Acido Acético
(%BPT) (%SS) (%SS) (%SS) (%SS) (%SS)
BPT-A 24,05 10,84 0,62 58,48 2,65 13,93
BPT-B 20,36 11,94 1,12 49,32 6,39 22,51
BPT-C 20,99 12,88 0,23 58,89 3,13 21,24
BPT-D 18,31 12,39 0,77 45,48 7,69 12,54

Os resultados apresentados na Tabela 4.3 comprovam que grande parte da hemicelulose

foi solubilizada durante os pré-tratamentos realizados. Parte da hemicelulose solubilizada foi

efetivamente convertida em xilose, embora compostos de degradagdo como furfural, e a liberacao

de 4cido acético também tenham sido detectados. Além disso, pode-se também observar uma

degradacao da fracdo celulose a HMF, embora bem menos expressiva que aquela observada para

a hemicelulose. O fendmeno de degradacao observado durante o pré-tratamento € definitivamente

indesejado, independentemente da fracdo em questao.

Ap6s realizagdo dos pré-tratamentos, balancos de massa foram elaborados para avaliacdo

da recuperacdo/degradacdo da celulose e hemicelulose apos esta etapa, fornecendo uma indicacao

de grau de modificacdo dessas fracdes. Na Figura 4.1, sdo apresentados os balancos de massa da

celulose para as quatro condi¢des estudadas no presente trabalho, a recuperacdo de agucares esta

divida em Fibra e SS (incluindo glicose mono e oligo).
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Figura 4.1: Balango de massa para a celulose apds pré-tratamento em escala piloto.

Sabe-se que durante o processo de pré-tratamento de biomassas por explosdo a vapor,
operado em batelada, como o empregado neste trabalho, pode ocorrer volatilizacdo de alguns
produtos de degradacdo gerados, dependendo, principalmente, da severidade aplicada. Por esta
razdo, torna-se razoavel o fato de que na maioria dos sistemas investigados nao € possivel realizar
balancos de massa com elevada precisdo. Além disso, pode-se ainda observar na Figura 4.1 que
ndo ocorreu degradacdo significativa da fracdo celuldsica, sendo determinados apenas tragcos de
HMF, com recuperagdo desta fracdo na fibra em torno de 90% para todos os pré-tratamentos
realizados. Esta alta recuperacdo da celulose na fibra é totalmente desejivel, sobretudo quando se
considera o conceito de biorrefinaria, onde enquanto a celulose € utilizada para a producdo de
etanol celuldsico, a hemicelulose e a lignina s@o usadas para outros fins. Na sequéncia, novos
balangos de massa foram realizados, agora para a hemicelulose. Os resultados obtidos estdo
mostrados Figura 4.2, a recuperacdo de acucares estd divida em Fibra e SS (incluindo xilose e

arabinose mono e oligo).
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Figura 4.2: Balan¢o de massa para a hemicelulose apds pré-tratamento em escala piloto.

Na Figura 4.2 é possivel notar a ocorréncia de uma elevada degradagcdo da hemicelulose,
para todos os pré-tratamentos realizados, variando entre 15% (BPT-D) e 26% (BPT-B), uma vez
que uma baixa recuperacdo deste componente na fibra e nos sélidos soldveis foi alcangada. O
pré-tratamento que propiciou maior recuperacdo de hemicelulose foi o BPT-A, com 52,5%.
Observa-se ainda, na Figura 4.2 que nao foi possivel obter precisao no fechamento do balancgo de
massa, devido, possivelmente, a fatores que ndo foram mensurados neste trabalho como, por
exemplo, a volatilizacdo de componentes gerados apds pré-tratamento, perda de carga na
tubulacdo do reator, perdas fisicas durante a explosao, etc.

Concluida a etapa de pré-tratamento, os bagacos pré-tratados obtidos foram submetidos a
hidrélise enzimdtica em condigdes previamente estabelecidas (8% e 12% de soélidos totais; carga
enzimatica de SFPU/g-celulose de celulase; 0,5%Surfactante/g-TS; pH 4,8; 50°C e 48 horas de
reacdo). O surfactante foi utilizado com o intuito de reduzir a adsor¢do da enzima na matriz
lignoceluldsica e assim utilizar uma carga enzimética menor. Para cada condi¢do ensaiada, a
conversdao do sistema reacional foi calculada utilizando-se a Equacdo 3.2. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 4.4.

59

Dissertacdo de Mestrado — Liliane Pires Andrade



Estudo da Influéncia da Matéria-Prima no Processo de Producdo de Etanol a Partir de Bagagco de Cana

Tabela 4.4: Conversdes obtidas nas reacdes de hidrdlise enzimética de bagagos pré-tratados em
escala piloto com teores de sdlidos de 8% e 12%, carga enzimatica de SFPU/g-celulose,
0,5%Surfactante/-TS e 48 horas totais de reacao (experimentos realizados em duplicata).

8% de sblidos 12% de solidos
Amostra
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
BPT-A 48,56 69,54 37,43 54,25
BPT-B 41,40 58,77 39,06 54,44
BPT-C 40,25 56,57 35,56 53,10
BPT-D 43,60 60,72 36,28 53,18

Na Tabela 4.4, € possivel observar que, invariavelmente, as hidrélises realizadas com 8%
de soOlidos resultaram em valores de conversdo superiores aqueles observados para os sistemas
operando com 12% de sdlidos. Esses resultados podem estar associados a homogeneizacio
facilitada de sistemas com teor de sélidos reduzido, uma vez que, nesta situacdo, o encontro da
enzima com seu substrato especifico € favorecido e, assim, o processo catalitico ocorre de modo
mais natural e rdpido. Além disso, quando se opera sistemas com baixo %TS, os sitios de
adsorcdo da enzima a lignina também sdo reduzidos e, deste modo, a concentracdo de enzima
atuando no meio reacional tende a se aproximar da concentracgdo real. Isto significa que, quando a
adsor¢do da enzima a lignina € evitada, praticamente toda a enzima presente no meio estda
efetivamente comprometida com a catdlise. Para hidrélises realizadas com 8% de sélidos, o
sistema que forneceu o melhor resultado foi o BPT-A, onde se atingiu quase 70% de conversao
em 48 horas de reacdo. Os ensaios realizados com 12% de s6lidos, ndo apresentaram grandes
diferencas entre eles, atingindo, na média, em torno de 37% em 24 horas e 54% em 48 horas.
Esses valores sdo considerados bastante satisfatdrios, pois nesta situagdo, tem-se 50% a mais de
substrato no reator que os sistemas com 8%. Nesses casos, a produtividade € significativamente
melhorada, o que permite que uma maior quantidade de produto final seja produzida por
batelada, além de impactar diretamente no tamanho dos equipamentos necessarios ao
escalonamento deste processo. Os resultados obtidos com 12% de sélidos indicam, portanto, que
esta abordagem favorece a busca por um caminho que possibilite a viabilidade técnica e

econdmica do processo de producgdo de etanol celuldsico.
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Ap6s a realizagdo das hidrdlises enzimadticas, a fermentabilidade dos caldos hidrolisados
obtidos foi ensaiada de modo a se verificar se as condi¢cdes de pré-tratamento empregadas
possibilitariam a obten¢do de caldos hidrolisados capazes de serem convertidos em etanol,
mediante uso de processo convencional de fermentagcdo. Para tal, um ensaio foi realizado na
auséncia de caldo hidrolisado (meio sintético/ensaio-referéncia) e denominado como Branco.
Com esses ensaios, seria possivel também, averiguar se o aumento do teor de s6lidos na etapa de
hidrélise acarretaria maior concentragdo de possiveis compostos inibidores, o que prejudicaria o

processo fermentativo. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Dados experimentais e rendimentos obtidos em ensaios de fermentacdo de caldos
hidrolisados suplementados com glicose, em shaker (frascos agitados) a 32°C, pH 5,0 e tempo
total de 10 horas. Concentragdo inicial de substrato, 160g/L. Meio padrao (“Branco”) e cultivos
suplementados com glicose.

Amostra Glic?ose Acido Glicerol Etanol Rendimento
Consumida (g/L) | Acético (g/L) (g/L) (g/L) (%)

BPT-A_12% 148,60 0,45 6,61 73,14 91,95
BPT-B_12% 140,62 0,90 6,40 73,88 97,74
BPT-C_12% 143,72 0,42 6,41 73,67 95,76
BPT-D_12% 142,51 1,02 6,73 74,87 97,51
BPT-A_8% 155,16 0,35 7,25 76,7 92,22
BPT-B_8% 147,79 0,71 7,20 68,44 86,02
BPT-C_8% 154,56 1,28 7,22 69,52 83,43
BPT-D_8% 153,25 1,10 6,82 77,34 93,91
Branco 153,97 2,06 9,08 76,26 90,39

Em geral, o desempenho da fermentacdo dos caldos hidroliticos atingiram rendimentos
similares aquele observado para o Branco (~90%), indicando que os caldos produzidos neste
trabalho sdo adequados a producdo de etanol a partir do aproveitamento de biomassa de cana-de-

agucar.
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Os resultados obtidos neste trabalho mostram que alteracdes em parametros de processo
combinados, como, por exemplo, tempo de pré-tratamento (severidade) e teor de sélidos na
hidrélise enzimética podem influenciar na producao final de etanol celuldsico. Dentre os pré-
tratamentos estudados, os melhores resultados foram obtidos para o BPT-A, uma vez que nesta
condicdo foi possivel observar alto nivel de recuperacdo global de hemicelulose, com
consequente baixa liberacdo e/ou formagdo de compostos inibidores como dcido acético e
furfural, respectivamente. Para todos os pré-tratamentos realizados, a recuperagdo global de
celulose foi de aproximadamente 95% (Figura 4.1), o que € bastante interessante. Isto indica que
esta fracdo foi majoritariamente preservada em todas as situacdes estudadas, o que representa
uma caracteristica desejavel quando se deseja produzir etanol a partir de biomassas. Na etapa de
hidrdlise, o caldo obtido com o BPT-A também foi aquele no qual os valores mais elevados de
conversdo de celulose em glicose foram atingidos, tanto para ensaios realizados com 8% quanto
com 12%. Para as demais amostras, conversdes similares foram atingidas, alcancando-se valor
médio de 57% para 8% de sélidos e 54% para 12%. A fermentabilidade de todos os caldos
obtidos foi bastante satisfatdria, atingindo-se rendimentos semelhantes ao observado para o

ensaio em branco, na média, em torno de 90%.

4.2. Determinacao da Condicao de Hidrdlise Enzimatica da Celulose.

Apds a escolha do pré-tratamento na se¢do 4.1, a proxima etapa deste trabalho foi
determinar uma condi¢@o de hidrdlise enzimética, que apds 0 processo combinasse as seguintes
caracteristicas desejdveis para um caldo hidrolitico: alta liberagdo de glicose com baixa
concentracdo de compostos inibidores para a fermentacdo, apds as etapas de pré-tratamento e
hidrélise enzimatica. Com este propdsito, um planejamento experimental completo — DCCR
(Delineamento Central Composto Rotacional) foi realizado investigando as seguintes varidveis:
teor de sélidos, concentracdo enzimadtica e concentracdo de surfactante, sendo definido o tempo

de hidroélise em 48 horas.
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A relac@o entre as varidveis estudadas e a viabilidade econdmica desta etapa do processo €
grande. Quando se avalia o teor de sélidos € possivel observar que quanto maior ele for, menor o
tamanho do reator, e consequentemente o investimento em equipamentos serd reduzido. Para a
concentracdo enzimadtica e de surfactante, quanto menor a quantidade necessaria destes insumos
menor serdo os custos envolvidos na operacdo desta etapa e impactando diretamente no custo
final de produgdo do etanol.

O planejamento dos experimentos estd apresentado nas Tabela 4.6 e 4.7.

Tabela 4.6: Valores utilizados no DCCR para as trés varidveis.

Varidveis Cadigo -1,68 -1 0 1 1,68

%TS 1 8 8,81 10 11,19 12

C. Enz. (FPU/g-cel) 2 4,32 5 6 7 7,68
% Surfactante (g/g-TS) 3 0 0,30 0,75 1,20 1,5

E importante destacar que os limites de operagdo de cada uma das varidveis estudadas
neste planejamento experimental foram definidos tendo-se em mente sempre a questdo da
viabilidade técnico-econdmica do processo, € que por esta razdo ndo foram utilizadas altas
concentracdoes de enzima e surfactante. A escolha do limite superior do teor de sélidos foi

definida pela limitacdo do reator utilizado.
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Tabela 4.7: Matriz de planejamento completo codificado para a hidrélise enzimdtica.

Ensaios %TS C. Enz. (FPU/g-cel) % Surfactante (g/g-TS)
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

As conversdes obtidas nos experimentos estdo apresentadas na Figura 4.3.
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Figura 4.3: Conversdes obtidas nos experimentos de hidrélise enzimatica, utilizando-se a enzima

Cellic CTec2. Condig¢des experimentais: pH 4,8 (solucdo tampao citrato de s6édio 100mM), 50°C
e tempo total de 48 horas.

Na Figura 4.3, € possivel observar que o melhor resultado obtido foi aquele com a mais
alta concentra¢do de enzima, com teor de sOlidos e concentracdo de surfactante na média do
planejamento. De modo geral, € possivel dizer que os resultados obtidos foram satisfatérios uma
vez que foram alcangadas conversdes superiores a 60% na maioria dos casos. Entretanto, como
houve uma variacdo no teor de s6lidos nos ensaios, a concentracdo de glicose presente no caldo
hidrolisado apresenta-se como uma base mais consistente para selecdo do melhor resultado, ou
seja, aquele que efetivamente tem maior quantidade de glicose para ser fermentada. A Figura 4.4
mostrada, a seguir, apresenta os dados de concentracdo de glicose para todas as condicdes

ensaiadas.
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Figura 4.4: ConcentracOes de glicose alcangadas em 48 horas nos experimentos do DCCR da
hidrélise enzimatica, utilizando-se a enzima Cellic CTec2.

Avaliando-se a Figura 4.4, observa-se que os experimentos que forneceram maior
concentracdo de glicose ndo foram necessariamente 0s mesmos que apresentaram as maiores
conversdes. Visivelmente, a concentracdo de glicose nos ensaios estd diretamente associada ao
teor de sdlidos no reator, enquanto a conversao tem relacdo mais estreita com a carga enzimatica.

Um ponto importante considerado neste trabalho € o desenvolvimento de um processo
que combine a liberagdo de glicose com baixa concentragdo de compostos inibidores para a
fermentacdo. Estes inibidores podem ser divididos em trés grupos principais: dcidos organicos,
derivados furanos (Furfural e HMF) e compostos fenélicos. Na Tabela 4.8, estdo apresentadas as

concentragdes de trés compostos avaliados neste estudo.
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Tabela 4.8: Concentracdes de HMF, Furfural e Acido Acético encontradas nos caldos

hidrolisados finais dos experimentos do DCCR.

Ensaios HMF (g/L) Furfural (g/L) Acido Acético (g/L)
1 0,52 0,49 3,75
2 0,61 0,62 491
3 0,50 0,53 3,90
4 0,62 0,66 4,79
5 0,54 0,59 4,43
6 0,65 0,72 5,09
7 0,58 0,58 4,17
8 0,57 0,66 4,88
9 0,46 0,47 3,38
10 0,71 0,76 5,20
11 0,56 0,57 4,41
12 0,59 0,66 4,90
13 0,61 0,60 4,56
14 0,57 0,58 4,78
15 0,59 0,63 4,27
16 0,57 0,61 4,78
17 0,54 0,58 4,47

Ao observar as concentragOes apresentadas na Tabela 4.8, observa-se valores inferiores a

0,80 g/L dos compostos HMF e furfural, que de acordo com TEODORO et al., (2013) valor que

ndo apresenta influéncia significativa sobre a fermentagdo. Para o 4cido acético, tem-se a

concentracdo variando entre 3,38 e 5,20 g/L, sendo estes valores considerados com forte

influéncia sobre a fermentacao.
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Para verificar a relacdo entre as varidveis do processo (teor de sdlidos, concentracido de
enzima e teor de surfactante) e as respostas obtidas em 48 horas de reacdo (conversdo e as
concentragdes de glicose, dcido acético, furfural e HMF) foram realizadas andlises estatisticas
utilizando o software STATISTICA 12.0. Essas andlises foram realizadas em duas etapas, uma
tendo em vista a obtencdo de glicose (conversio e concentragdo), € a outra avaliando a

quantidade de inibidores presentes no caldo hidrolisado, se¢des 4.2.1 e 4.2.2, respectivamente.

4.2.1. Analise Estatistica da Conversao e Concentracao de Glicose dos Caldos Hidrolisados.

A andlise dos efeitos principais e de interagdo das varidveis foi realizada considerando o
erro puro. Para dizer se a varidvel € significativa ou ndo, foram utilizados os parametros
estatisticos t e p. O nivel de confianga para essas andlises foi de 90,0%, o que corresponde a um
valor de p < 0,10. O valor de t mostra o quao grande € o valor do efeito em relacdo ao seu desvio
padrdao. Através dos resultados obtidos para a conversdo foram calculados os coeficientes de

regressao apresentados na Tabela 4. 9.

Tabela 4. 9: Coeficientes de regressdo para a conversao obtida na hidrélise enzimatica.

Coeficiente Estimativas por intervalo
Erro (90%)
Fatores de N t(2) p-valor
regressio padrao Limite Limite
inferior superior
Média 67,14 1,06 63,26 | 0,0002* 64,04 70,24
%TS (L) -3,00 0,99 -6,02 | 0,0265* -8,92 -3,09
%TS (Q) 0,47 1,09 0,86 0,4823 -2,27 4,15
C. Enz. (L) 5,58 0,99 11,19 | 0,0079* 8,25 14,08
C. Enz. (Q) -0,80 1,09 -1,46 | 0,2824 -4,81 1,61
% Surfactante(L) 0,40 0,99 0,79 0,5111 -2,12 3,70
% Surfactante (Q) -0,09 1,09 -0,17 | 0,8820 -3,39 3,02
1%2 -0,41 1,303 -0,63 | 0,5926 -4,63 2,98
1*3 -0,05 1,30 -0,08 | 0,9414 -3,91 3,69
2%3 -1,11 1,30 -1,70 | 0,2312 -6,02 1,59

*Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca.
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Analisando a Tabela 4. 9, observa-se que apenas os termos lineares das varidveis %TS e
C. Enz. foram estatisticamente significativos ao nivel de significAncia de 90%. Sendo assim os
demais efeitos e as interacdes foram eliminados do modelo e considerados erros aleatdrios
experimentais.

A andlise da varidncia (ANOVA) € mostrada na Tabela 4. 10. Para que um modelo seja
considerado estatisticamente significativo e possa ser usado para fins preditivos, o valor de F
calculado para verificar a significncia da regressdo deve ser maior do que o tabelado, e p-valor
<0,10.

De acordo com a andlise de variancia (ANOVA) da Tabela 4. 10 observa-se que o valor
do teste F calculado € superior ao tabelado, e que o p-valor € inferior a 0,0001. Assim, o modelo

obtido € estatisticamente significativo para a conversao obtida na hidrélise enzimatica.

Tabela 4. 10: Anélise de variancia (ANOVA) para a conversao obtida na hidrélise enzimatica.

Fonte de variacao SQ GL QM Fea p-valor
Regressao 548,184 2 274,0920

72,589 <0,0001
Residuos 52,863 14 3,776
TOTAL 601,047 16
% variacao explicada (R =91,20% F.14:0.10=2,179

A conversdao da hidrélise enzimética pode ser descrita pela Equagdo 4.1. Os valores de
teor de so6lidos (TS) e concentra¢do de enzima (C. Enz.) sdo apresentados na equagdo com seus
valores codificados.

Conversao (%) = 66,81 - 3,01 * TS + 5,58 * C. Enz. “4.1)

As superficies de resposta, considerando apenas os efeitos significativos, sdo apresentadas na

Figura 4.5.
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Figura 4.5: Superficies de resposta e curvas de contorno para a conversdao obtida na hidrélise
enzimadtica em fun¢do da concentracdo de enzima e teor de sélidos (a) e (b).

Analisando-se a Figura 4.5, nota-se a influéncia das varidveis, teor de sélidos e
concentracdo de enzimas, na hidrdlise enzimdtica, com relacdes inversamente proporcionais
sobre o resultado final. O aumento da concentracdo enzimdtica aumenta a conversdo. Ja o
aumento do teor de s6lidos diminui a conversdo. Observando a Figura 4.5 (b), onde a interacao
entre essas varidveis estd demonstrada, é possivel predizer que conversdes superiores a 70%
podem ser alcancadas quando se usa o valor codificado igual a 1 para ambas as varidveis.

Como jé discutido anteriormente, a concentracdo de glicose presente no caldo hidrolisado
apresenta-se como uma base mais consistente para selecao do melhor resultado, uma vez que, ela
representa efetivamente que ensaio tem maior quantidade de glicose para ser fermentada, e isto
estd diretamente relacionado ao teor de s6lidos nos ensaios.

Deste modo, a andlise dos efeitos principais e de interacdo das varidveis foi realizada
utilizando os mesmos parametros que para a conversdao, € com os resultados obtidos para a

concentracdo de glicose foram calculados os coeficientes de regressdo apresentados na Tabela
4.11.
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Tabela 4.11: Coeficientes de regressdo para a concentragdo e glicose presente no caldo
hidrolisado.

Coeficiente Estimativas por intervalo
Erro (90%)
Fatores de ~ t(2) p-valor

regressio padrao Limite Limite

inferior superior
Média 35,30 0,45 77,97 | 0,0002% 33,98 36,63
%TS (L) 2,82 0,43 13,24 | 0,0057* 4,39 6,88
%TS (Q) -0,05 0,47 -0,20 | 0,8616 -1,46 1,28
C. Enz. (L) 2,79 0,43 13,09 | 0,0058* 4,33 6,81
C. Enz. (Q) -0,43 0,47 -1,82 | 0,2112 -2,22 0,52
% Surfactante(L) 0,25 0,43 1,19 0,3550 -0,73 1,75
% Surfactante (Q) -0,04 0,47 -0,15 0,8930 -1,44 1,30
1*2 0,18 0,56 0,65 0,5812 -1,26 1,99
1*3 -0,11 0,56 -0,41 | 0,7219 -1,85 1,40
2*3 -0,50 0,56 -1,80 | 0,2130 -2,63 0,62

*Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca.

Analisando a Tabela 4.11, observa-se que assim como para a conversao, apenas 0s termos
lineares das varidveis %TS e C. Enz. foram estatisticamente significativos ao nivel de
significancia de 90%. Logo, os demais efeitos e as interacdes foram eliminados do modelo e
considerados erros aleatérios experimentais.

A andlise da variancia (ANOVA) € mostrada na Tabela 4.12. Como j4 dito, para que um
modelo seja considerado estatisticamente significativo e possa ser usado para fins preditivos, o
valor de F calculado para verificar a significincia da regressdao deve ser maior do que o tabelado,
e p-valor <0,10. A andlise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 4.12 mostra que o
valor do teste F calculado € superior ao tabelado, e que o p-valor € inferior a 0,0001. Sendo

assim, o modelo obtido € estatisticamente significativo para a conversdao obtida na hidrdlise

enzimatica.
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Tabela 4.12: Andlise de variancia (ANOVA) para a concentragdo de glicose presente no caldo
hidrolisado.

Fonte de variacao SQ GL QM Fea p-valor
Regressao 214,093 2 107,047

103,787 <0,0001
Residuos 14,440 14 1,031
TOTAL 228,533 16
% variagdo explicada (R*) = 93,68% Fy.14010=2.179

A concentracdo de glicose presente no caldo hidrolisado pode ser descrita pela Equagao

4.2. Os valores de teor de sdlidos (TS) e concentragdo e Enzima (C. Enz.) sdo apresentados na
equacao com seus valores codificados.

C. Glicose (g/L) = 34,89 + 2,82 * TS + 2,79 * C. Enz. 4.2)

As superficies de resposta, considerando apenas os efeitos significativos, sdo apresentadas
na Figura 4.6.

(AF) URY 25O0ND V0D
Conc. Enzima (FPU/mL)

I - 46
M <44
M <40
] < 36
I <32
B <28
<24

(a) (b)

Figura 4.6: Superficies de resposta e curvas de contorno para a concentracio e glicose presente
no caldo hidrolisado em funcdo da concentracdo de enzima e teor de sélidos (a) e (b).
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Analisando-se a Figura 4.6, se verifica que a influéncia das varidveis, teor de sélidos e
concentracao de enzimas, na hidrélise enzimatica sao diretamente proporcionais sobre o resultado
final, uma vez que ao se aumentar o valor de ambas, maiores concentracdes de glicose no caldo
hidrolisado final sdo obtidas. Novamente focando a andlise na Figura 4.6 (b), onde a interagcdo
entre essas varidveis estd demonstrada, € possivel predizer que concentragdes superiores a 40 g/L
podem ser alcangadas quando se usa o valor codificado igual a 1 para ambas as varidveis.

Assim como para os resultados apresentados para a conversdo, a concentracdo de
surfactante ndo foi estatisticamente significativa para os niveis estudados para a concentracio de
glicose Tendo-se em mente a viabilidade técnico-econdmica do processo, ndo existe a
necessidade de adi¢do deste insumo no processo, J& que 0 mesmo ndo promove mudanga no
resultado final.

Os resultados apresentados nas Figuras 4.5 e 4.6 demonstram claramente que a
concentracdo de glicose nos ensaios estd diretamente associada ao teor de sélidos no reator
enquanto a conversdo tem relacio mais estreita com a carga enzimdtica, sendo assim, estes

pontos serdo considerados na definicao da melhor condicao para a hidrélise enzimatica.

4.2.1.1. Validacao Experimental dos Modelos Estatisticos Determinados para Conversao e

Concentracao de Glicose dos Caldos Hidrolisados.

A partir das andlises da superficie de resposta, foi possivel determinar as condi¢des de
processo em que se obtém simultaneamente aumento na concentragdo de glicose e elevado
rendimento de processo. Tais condicdes de processo sdo apresentadas na Tabela 4. 13, valores em
que as varidveis proporcionam as caracteristicas desejadas do processo, ou seja:

1) Rendimento do processo deve ser superior a 70% e, obviamente, inferior a 100%

ii) A concentracdo de glicose no caldo deve ser tal, que seja possivel obter uma alta

conversdo quando se utiliza um teor de s6lidos mais elevado.
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Tabela 4. 13: Condigdes operacionais utilizadas no ensaio experimental para a valida¢do dos
modelos.

Variédveis Condicao experimental Valor codificado
%TS 12 1,68
C. Enz. (FPU/g-cel) 6 0
% Surfactante (g/g-TS) 0 -1,68

Na Tabela 4. 14 encontram-se os resultados preditos e observados obtidos pelo ensaio de
validacdo experimental. Para a concentracio de glicose, o resultado experimental assemelha-se ao
resultado predito. Porém para a conversdo, observa-se maior imprecisdao do modelo na predi¢dao
dos dados experimentais. Estes erros de predi¢cdo devem-se principalmente a simplicidade dos
modelos estatisticos, sendo em valores absolutos iguais a 12% para a conversdo e a 7% para a

concentracdo de glicose.

Apesar da existéncia de desvios entre os resultados experimentais e preditos, pode-se
considerar que os resultados obtidos no ensaio de validagdo foram satisfatdrios. Tais resultados
mostram que a utilizacdo do planejamento experimental promove a otimiza¢do de mais de uma

resposta, estabelecendo condi¢des que garantam o resultado desejado para o processo final.

Tabela 4. 14: Resultados preditos e experimentais obtidos nas condi¢des de ponto 6timo de
processo.

Varidvel de resposta Resultado Predito Resultado experimental
Conversao (%) 61,75 69,62
Concentragao de glicose (g/L) 39,63 42,30

(*) Modelos reparametrizados, constituidos apenas dos pardmetros estatisticamente significativos.
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4.2.2. Anilise Estatistica das Concentracdes de Acido Acético, Furfural e HMF dos Caldos

Hidrolisados.

Como ja exposto anteriormente, 0 compromisso deste trabalho é desenvolvimento de um

processo que combine a liberacdo de glicose com baixa concentracdo de compostos inibidores

para a fermentacdo. Por esta razdo, a concentragdo dos principais compostos foi determinada e

nesta etapa serd realizada a andlise dos efeitos principais e de interacdo das varidveis

considerando o erro puro, os demais pardmetros serdo os mesmo utilizados na anélise estatistica

para a conversdo e concentracdo de glicose. Em posse das concentracdes de 4cido acético,

furfural e HMF (Tabela 4.8) foram calculados os coeficientes de regressdo para cada composto, e

0os mesmos estdo apresentados nas Tabelas 4.15, 4.16 e 4.17.

Tabela 4.15: Coeficientes de regressdo para a concentracdo de dcido acético presente no caldo

hidrolisado.
Coeficiente Estimativas por intervalo
Fatores de Errc~) t(2) p-valor (B0%)
regressio padrao Limite Limite
inferior superior
Média 4,51 0,15 30,46 | 0,001* 4,08 4,94
%TS (L) 0,47 0,14 6,82 0,021* 0,54 1,36
%TS (Q) -0,09 0,15 -1,15 0,370 -0,62 0,27
C. Enz. (L) 0,03 0,14 0,40 0,726 -0,35 0,46
C. Enz. (Q) 0,04 0,15 0,54 0,644 -0,36 0,53
% Surfactante(L) 0,12 0,14 1,67 0,236 -0,17 0,64
% Surfactante (Q) 0,05 0,15 0,61 0,605 -0,35 0,54
1%2 -0,03 0,18 -0,30 0,791 -0,59 0,48
1*3 -0,08 0,18 -0,94 0,448 -0,70 0,36
2%3 -0,06 0,18 -0,69 0,563 -0,66 0,41

*Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca.
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Tabela 4.16: Coeficientes de regressdo para a concentrag¢do de furfural presente no caldo

hidrolisado.
Coeficiente Estimativas por intervalo
Fatores de Emj t(2) p-valor ©0%)
regressio padrao Limite Limite
inferior superior

Média 0,61 0,01 41,84 | 0,001* 0,56 0,65
%TS (L) 0,07 0,01 10,30 | 0,009* 0,10 0,18
%TS (Q) 0,00 0,02 0,38 0,740 -0,04 0,05
C. Enz. (L) 0,01 0,01 1,73 0,225 -0,02 0,06
C. Enz. (Q) 0,00 0,02 0,38 0,740 -0,04 0,05
% Surfactante(L) 0,02 0,01 2,33 0,145 -0,01 0,07
% Surfactante (Q) -0,01 0,02 -0,80 0,508 -0,06 0,03
1*2 -0,01 0,02 -0,70 0,555 -0,06 0,04
1*3 -0,01 0,02 -0,70 0,555 -0,06 0,04
2%3 -0,02 0,02 2,11 0,170 -0,09 0,01

*Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca.

Tabela 4.17: Coeficientes de regressdo para a concentragdo de HMF presente no caldo

hidrolisado.
Coeficiente Estimativas por intervalo
Fatores de Errc~) t(2) p-valor (O0%)
regressio padrao Limite Limite
inferior superior
Média 0,57 0,01 39,13 | 0,001* 0,53 0,61
%TS (L) 0,05 0,01 7,85 0,016* 0,07 0,15
%TS (Q) 0,00 0,02 0,55 0,638 -0,04 0,05
C. Enz. (L) 0,00 0,01 0,00 0,997 -0,04 0,04
C. Enz. (Q) 0,00 0,02 0,08 0,945 -0,04 0,04
% Surfactante(L) 0,00 0,01 0,25 0,829 -0,04 0,04
% Surfactante (Q) 0,01 0,02 0,79 0,514 -0,03 0,06
1%2 -0,01 0,02 -1,26 0,333 -0,07 0,03
1*3 -0,01 0,02 -1,55 0,262 -0,08 0,02
2%3 0,00 0,02 -0,42 0,714 -0,06 0,04

*Valores estatisticamente significativos a 90% de confianga.
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Analisando as Tabelas 4.15, 4.16 e 4.17, nota-se que apenas o termo linear para a varidvel

teor de solidos, %TS, influéncia significativamente a concentragdo dos compostos avaliados, para

o nivel de significancia deste estudo, 90%. Deste modo, os demais efeitos e as interacdes foram

eliminados do modelo e considerados erros aleatérios experimentais.

Para avaliar se os modelos podem ser considerados estatisticamente significativos foi

realizada a andlise da variancia (ANOVA) para todos os compostos, e estdo apresentadas nas

Tabelas 4.18, 4.19 e 4.20. Vale a pena ser ressaltado que, para um modelo ser usado para fins

preditivos, o valor de F calculado para verificar a significancia da regressao deve ser maior do

que o tabelado, e o p-valor <0,10.

Tabela 4.18: Anélise de variancia (ANOVA) para a concentragdo de acido acético presente no

caldo hidrolisado.

Fonte de variacao SQ GL QM Fea p-valor
Regressao 3,075 1 3,075

55,515 <0,0001
Residuos 0,831 15 0,055
TOTAL 3,906 16
% variagdo explicada (R>) =78,73% Fi.15.0.10=2,302

Tabela 4.19: Anélise de variancia (ANOVA) para a concentracdo de furfural presente no caldo

hidrolisado.
Fonte de variacao SQ GL QM Fea p-valor
Regressao 0,0671 1 0,0671

49,279 <0,0001
Residuos 0,0204 15 0,0014
TOTAL 0,0876 16
% variacao explicada (R%) = 76,66% Fi.150.10=2,302
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Tabela 4.20: Anélise de variancia (ANOVA) para a concentragdo de HMF presente no caldo

hidrolisado.
Fonte de variacao SQ GL QM Fea p-valor
Regressao 0,0391 1 0,0391

40,806 <0,0001
Residuos 0,0144 15 0,0010
TOTAL 0,0534 16
% variacao explicada (RH) =73,12% Fi.15.0.10=2,302

De acordo com as andlises de variancia (ANOVA) apresentadas nas Tabelas 4.18, 4.19 e

4.20 observa-se que o valor do teste F calculado € superior ao tabelado, e que o p-valor € inferior

a 0,0001 em todos os casos. Sendo assim, todos os modelos obtidos sdo estatisticamente

significativos para determinar a concentracdo destes compostos no caldo hidrolisado apds o

processo de hidrdlise enzimética.

Logo, as concentragdes destes compostos presentes no caldo hidrolisado podem ser

descritas pelas Equacdes 4.3, 4.4 e 4.5. Os valores de teor de sélidos (TS) s@o apresentados na

equacgdo com seus valores codificados.

C. Ac. Acético (g/L) = 4,51 + 0,48 * TS

C. Furfural (g/L) = 0,61 + 0,07 * TS

C. HMF (g/L) = 0,59 + 0,05 * TS

4.3)

4.4)

4.5)

Os modelos apresentados sustentam que a concentragdo destes compostos serd maior

quanto mais elevado for o teor de solidos utilizado na hidrélise enzimética.
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4.2.3. Detoxificacao dos Caldos Hidrolisados obtidos no Planejamento Experimental da

Hidroélise Enzimatica.

Como observado na se¢do 4.2.2, a concentracdo dos inibidores tem ligacdo direta com o
teor de s6lidos no sistema reacional. Deste modo, quando se leva em consideracdo um processo
economicamente vidvel, a utilizacdo de teores de sdlidos elevados apresenta-se como algo
necessdrio, sendo também fundamental, realizar uma investigacdo que leve a uma reducdo na
concentracdo destes compostos indesejados no caldo hidrolisado. Logo, o objetivo desta etapa é
investigar uma estratégia para a detoxificacdo dos caldos obtidos no DCCR da hidrdlise e por

meio de nova caracterizacdo destes avaliar o resultado obtido.

Neste contexto, optou-se por um processo que em parte ja € utilizado e conhecido pelas
usinas, s6 que para uma finalidade diferente, uma vez que, a calagem € realizada durante o
processo de producdo de actcar. Com base, neste processo o caldo hidrolisado foi neutralizado
com hidroxido de célcio, Ca(OH),, com o objetivo de eliminar os 4cidos organicos, que podem
complexar e tornarem-se insoluveis facilitando a remoc¢do por decantacdo e/ou filtracdo, e em

seguida este caldo foi tratado com carvao ativado.

Apesar de a utilizacdo do carvao ativado ser conhecida como uma operacgao de alto custo,
o mesmo de acordo com CARVALHO et al., (2005) possui uma alta capacidade de absorver

componentes sem afetar os niveis de agucares presentes no caldo hidrolisado.

A detoxificacdo serd avaliada a partir da concentra¢io do dcido acético, que além de ser o
principal composto inibidor da fermentacdo apresenta maior concentracdao no caldo, e da glicose

determinada em HPLC. Os resultados encontram-se na Tabela 4.21.
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Tabela 4.21: Concentragdes de glicose e compostos inibidores da fermentacdo nos caldos
hidrolisados sem/com detoxificagao.

Amostra Glicose (g/L) Acido Acético (g/L) Furfural (g/LL) | HMF (g/L)
Caldo 1 29,23 3,75 0,49 0,52
Caldo 1 - Detox 29,72 3,59 N.A. N.A.
Caldo 2 33,15 491 0,62 0,61
Caldo 2 - Detox 32,56 4,48 N.A. N.A.
Caldo 3 34,02 3,90 0,53 0,50
Caldo 3 - Detox 33,09 3,51 N.A. N.A.
Caldo 4 40,27 4,79 0,66 0,62
Caldo 4 - Detox 40,86 4,64 N.A. N.A.
Caldo 5 30,36 4,43 0,59 0,54
Caldo 5 - Detox 28,42 4,27 N.A. N.A.
Caldo 6 35,43 5,09 0,72 0,65
Caldo 6 - Detox 34,36 5,54 N.A. N.A.
Caldo 7 34,75 4,17 0,58 0,58
Caldo 7 - Detox 33,23 4,69 N.A. N.A.
Caldo 8 38,94 4,88 0,66 0,57
Caldo 8 - Detox 39,29 4,44 N.A. N.A.
Caldo 9 29,91 3,38 0,47 0,46
Caldo 9 - Detox 29,39 3,49 N.A. N.A.
Caldo 10 41,22 5,20 0,76 0,71
Caldo 10 - Detox 41,06 4,55 N.A. N.A.
Caldo 11 29,08 4,41 0,57 0,56
Caldo 11 - Detox 30,19 4,81 N.A. N.A.
Caldo 12 39,91 4,90 0,66 0,59
Caldo 12 - Detox 36,26 4,57 N.A. N.A.
Caldo 13 35,40 4,56 0,60 0,61
Caldo 13 - Detox 34,53 4,27 N.A. N.A.
Caldo 14 35,79 4,78 0,58 0,57
Caldo 14 - Detox 33,28 4,22 N.A. N.A.
Caldo 15 34,45 4,27 0,63 0,59
Caldo 15 - Detox 34,23 3,77 N.A. N.A.
Caldo 16 36,02 4,78 0,61 0,57
Caldo 16 - Detox 35,77 4,89 N.A. N.A.
Caldo 17 35,30 4,47 0,58 0,54
Caldo 17 - Detox 35,27 3,78 N.A. N.A.
*N.A.: Nao analisado.
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Na Tabela 4.21 é possivel observar que o processo de detoxificacido realizado ndo foi
capaz de reduzir significativamente a concentragdo de &cido acético presente no caldo
hidrolisado, e que ndo houve perda expressiva na concentracdo de glicose. Pode ser que este
processo seja eficiente para outros componentes nio avaliados neste estudo, e que podem ou ndo
interferir na fermentacdo. Uma sugestdo para um préximo estudo € buscar estratégias alternativas
para remogdo destes inibidores da fermentacdo, assim como, definir outros subprodutos gerados
no pré-tratamento, entre eles alguns conhecidos como, dcido férmico e dcido levunilico, para que
suas concentragOes sejam avaliadas com o objetivo de verificar se estdo em niveis capazes de

promover efeitos inibitdrios na fermentagao.

4.2.4. Fermentacio dos Caldos Hidrolisados obtidos no Planejamento Experimental da

Hidrolise Enzimatica.

Nesta secdo, a fermentabilidade dos caldos obtidos foi testada de modo a se verificar se
estes eram capazes de serem convertidos em etanol apds a realizacdo das hidrdlises enzimaética e
detoxificacdo dos mesmos.

Para tal, foram utilizados agicares do melaco de cana como principal fonte de carbono e
glicose do caldo hidrolisado detoxificado. O caldo hidrolisado também foi utilizado como
diluente, em substituicdo a 4gua comumente utilizada nos processos industriais, os ensaios foram
realizados em dois grupos, e para cada um foi realizado um cultivo padrdo (Branco), com dgua
como diluente do melago, pois assim as influéncias do caldo no melago, e o comportamento da
levedura nesses mostos puderam ser avaliados durante os experimentos.

A Tabela 4.22 apresenta a composi¢do do melago utilizado nos ensaios e a Tabela 4.23

apresenta os resultados dos ensaios de fermentagao.
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Tabela 4.22: Composi¢ao do melago utilizado nos experimentos de fermentabilidade.

Sacarose Glicose Frutose Glicerol Acido Acético Etanol
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
498.44 60,94 61,96 1,98 2,18 2,43

Tabela 4.23: Dados experimentais e rendimentos obtidos em ensaios de fermentacdo de caldos
hidrolisados suplementados com melaco, em regime batelada a 32°C, pH 5,0 volume de reagdo
180 mL e tempo de 10 horas. Concentracao inicial de substrato aproximadamente 175g/L.

Ensai TS ARTo1 | ARTconsumido | Etanol Rendimento Rendimento

@ | e @) | @) | ARTeomumiao(%) | ARTim (%)
1 8.81 | 167,45 125,35 53,71 83,85 62,77
2" 11,19 | 181,26 111,95 4727 82,62 51,03
3" 8,81 | 181,31 141,69 56,32 77,79 60,79
4" 11,19 | 175,23 113,80 49,48 85,09 55,26
5 8,81 | 180,22 143,79 58,14 79,13 63,13
6 11,19 | 184,01 121,25 49,78 80,34 52,94
7" 8,81 | 179,90 144,60 56,91 77,02 61,91
8" 11,19 | 170,92 113,73 50,70 87,24 58,05
9" 8 178,56 138,52 58,91 83,23 64,57
10" 12 167,78 100,43 46,67 90,94 54,43
11 10 176,35 130,80 55,00 82,28 61,03
12° 10 177,45 135,41 55,48 80,18 61,18
13" 10 175,71 130,87 54,03 80,80 60,18
147 10 173,23 134,44 56,41 82,11 63,72
157 10 183,25 135,99 55,27 79,53 59,02
16~ 10 178,43 130,97 55,86 83,47 61,26
17" 10 174,95 122,40 43,99 70,33 49,21
Branco - 1 - 171,10 144,85 61,03 82,45 69,80
Branco - 2 - 181,75 155,63 58,66 73,77 63,17

" Ensaio realizado com o Branco - 1; * Ensaio realizado com o Branco - 2
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Analisando a Tabela 4.23, a principal observagdo refere-se a grande quantidade de ART
residual no mosto ap6s 10 horas de fermentacdo para todos os ensaios. Estes dados ndo sugerem
efeito de inibicdo pelo substrato, uma vez que concentragdes de ART na faixa de 160-180g/L sdo
consideradas ideais para cultivos com a levedura Saccharomyces cerevisiae. Possivelmente, a
sobra significativa de agtcares no mosto ao final do processo deve-se a presenca de substancias
potencialmente inibidoras do metabolismo das leveduras presentes no BPT, que foram

solubilizadas na hidrdlise e que permaneceram no caldo apds o processo de detoxificacdo.

Pode-se observar que do ensaio 1 ao 10, onde para os ensaios impares o teor de s6lidos €
menor que para os ensaios pares, quando se observa os resultados referentes ao rendimento total,
nota-se que quando o teor de s6lidos € maior o rendimento € menor. Para os ensaios do 11 ao 17,
onde o teor de solidos € o mesmo para todos os ensaios, os rendimentos encontram-se em torno

da média 61%, com excecao do ensaio 17.

Assim como nos ensaios realizados com caldos hidrolisados, para os ensaios padrio
Branco - 1 e Branco - 2, aproximadamente 15% do ART inicial ndo foram consumidos no
processo fermentativo. No entanto, rendimentos obtidos nestes ensaios podem revelar algum
desvio da rota prioritaria de producdo de etanol pelas leveduras para a producdo de subprodutos

como, por exemplo, glicerol e dcido acético, que ndo foram mensurados.

E importante ainda ressaltar que nestes ensaios foram utilizadas leveduras liofilizadas, e
apenas um ciclo fermentativo estd sendo avaliado e estas poderiam ndo estar adaptadas ao meio,
uma vez que, o melaco além de agucares (ART) possui uma alta carga osmoética devido a sua
composi¢do. Outro fator que se pode levar em consideracdo € a viabilidade celular que ndo foi

avaliada, podendo ser mais um dos motivos para explicar a quantidade de actcares residuais.

Sendo assim, como os resultados obtidos com caldo hidrolisados apresentaram grande
semelhangca com os ensaios padrido, pode ser que os problemas identificados para rendimentos

inferiores a 90% ndo tenham relacdo direta com a presenca do caldo na composi¢do do mosto.
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4.3. Analise da Influéncia da Variabilidade da Matéria-Prima no Processo de Producao de

Etanol.

Processos em geral podem sofrer influéncia de acordo com a matéria-prima utilizada. Por
esta razdo, um dos objetivos deste trabalho foi investigar como a matéria-prima poderia
influenciar o processo de producao de etanol a partir de bagaco de cana. Como a cana-de-agucar é
uma planta, sabe-se que fatores edafoclimaticos (condi¢cdes de solo e clima), a variedade e a
sazonalidade, podem influenciar a sua composi¢do quimica e/ou estrutural e, consequentemente,
a composi¢ao do bagaco da cana.

A composi¢ao do bagaco pré-tratado depende da composi¢do do “in natura”, além disso,
pode ser influenciada por varidveis de processamento da cana, por exemplo, pela forma de
extracdo do caldo (moenda e difusor), assim como os pardmetros do pré-tratamento. A
combinacdo desses fatores, a qual se denomina, neste trabalho, de variabilidade da matéria-prima
pode interferir no resultado final da produgdo de etanol celuldsico e por isso foi objeto de estudo
desta Dissertacao.

Contudo, ndo € possivel fixar ou isolar essas varidveis para determinacdo do seu real
impacto sobre o processo. Deste modo, na presente etapa a influéncia da variabilidade da
matéria-prima foi avaliada considerando majoritariamente a época sazonal de colheita e as
informacdes da regido onde a cana foi colhida.

Para atingir esse objetivo foram coletados bagaco de cana “in natura” em duas safras
seguidas (10/11 e 11/12) nos seguintes periodos: final, inicio, meio e final. As coletas foram
realizadas na Usina Iracema (Grupo Sao Martinho), localizada no municipio de Iracemadpolis,
Estado de Sao Paulo, que possui uma capacidade de moagem de 3 milhdes de toneladas de cana-
de-actcar por ano, provenientes de uma drea cultivada, pela usina, de aproximadamente 29.000
hectares, sendo o restante obtido de fornecedores.

Esta cana € produzida em duas regides, a primeira em torno da usina onde ocorrem solos
derivados de argilitos/siltitos da Forma¢ao Corumbatai, com diques de diabasio, formando solos
predominantemente de textura argilosa, em torno de 55 % do total da usina, também ocorre em
menor propor¢cdo solos de textura média e também, em pequena quantidade, solos de textura

arenosa, derivados da Formacdo Itararé. A usina também cultiva cana-de-agicar na regido de
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Itirapina, em solos derivados de arenitos, da Formagdo Botucatu e Pirambdia. Sdo solos de
textura arenosa, e ocupam em torno de 20 % da 4rea cultivada pela usina. Quanto a aptidao destes
solos para produzir cana-de-acticar, em torno de 29 % tem potencial produtivo alto, 28 % alto a
médio, 11 % médio, 16 % médio a baixo, e, 16% tem potencial produtivo baixo.

A regido € considerada climaticamente apta para a cultura da cana-de-acicar.
Comparando com as demais regides € a que possui menor deficiéncia hidrica, indicando que a
cana-de-agticar encontra condi¢des 6timas para seu desenvolvimento e certo grau de adversidade
para sua maturacdo, requerendo um plantel varietal adequado e/ou emprego de maturadores
quimicos, principalmente no inicio de safra.

Para qualquer usina nem sempre € possivel moer cana-de-acgicar na sua melhor fase, por
exemplo para a amostragem do bagaco coletado em out/2010, identificou-se que, naquele
momento, a usina estava moendo uma mistura de variedades, das quais 67 % sdo variedades
cultivadas para colheita no fim da safra.

Sabendo as diversas varidveis que podem influenciar na qualidade da matéria-prima, neste
trabalho, utilizou-se para avaliar esta variabilidade na producao de etanol celuldsico as condicdes
de processo (pré-tratamento e hidrolise enzimdtica) conforme definidas nas secdes 4.1 e 4.2
respectivamente, ou seja, pré-tratamento na condicio A (17 kgf/cm’, t;= 5 min e t,= 8 min) e
hidrélise enzimética com 12% de sélidos e 6 FPU/g-celulose.

Definidos os parametros que serdo estudados, a Tabela 4.24 apresenta a composicao dos
bagacos “in natura” coletados em diferentes periodos da safra, em relacdo ao percentual de

celulose, hemicelulose e lignina presentes na fibra.

Tabela 4.24: Anélise composicional dos bagacos “in natura”.

Amostra Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Out/10 40,57 25,09 22,71
Mai/l11 40,62 28,12 21,25
Ago/11 41,51 21,87 20,65
Out/11 39,38 24,51 19,58
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Como se pode observar ndo foram evidenciadas diferencas significativas na composi¢ao
em relacdo a celulose e lignina. O valor médio obtido para celulose foi de 40,52% e para a lignina
foi 21,05%. No caso das hemiceluloses, se pode observar variagdo entre as coletas de maio e
agosto, 28,12% e 21,87% respectivamente. Os percentuais de hemicelulose para o periodo de
outubro em ambas as safras ficaram préximo do valor médio total que foi de 24,89%. Para todos
os componentes, os valores médios estdo dentro da faixa determinada para bagacos de diferentes
variedades de cana-de-agucar, conforme estudo realizado no CTC intitulado “Armazenagem e
manuseio de bagaco e palha de cana, Safra 07 / 08”.

A Tabela 4.25 apresenta a composi¢cdo dos bagacos pré-tratados, em relacao ao percentual

de solido insoluvel no BPT e aos seus principais componentes: celulose, hemicelulose e lignina.

Tabela 4.25: Anélise composicional dos bagacos pré-tratados por explosdo a vapor em escala
piloto com base no teor de s6lidos insoldveis.

Sélidos Insoluveis Celulose Hemicelulose Lignina
Amostra
(%BPT) (%SI) (%S1) (%SI)
BPT (Out/10) 75,95 58,32 4,80 31,64
BPT (Mai/11) 78,29 52,63 7,01 30,66
BPT(Ago/11) 77,20 52,73 6,18 28,16
BPT (Out/11) 77,74 50,59 6,16 29,30

Com base nos resultados apresentados na Tabela 4.25 para o ano de 2011, ndo foram
observadas diferencgas significativas para a celulose, hemicelulose e lignina, e o valor médio
obtido para cada um dos compostos foi de 51,98%, 6,45% e 29,37% com desvio padrdo de
1,22%, 0,49% e 1,25%, respectivamente. Comparando estes resultados com a composicao do
BPT obtido em out/10, se pode observar uma redug¢do nas fracdes de celulose e lignina, e
aumento da hemicelulose. Esta diferenca pode estar relacionada com uma maior presenca de
impurezas inorganicas que aumentam a capacidade tamponante da biomassa e consequentemente
reduz o efeito do dcido acético gerado durante o pré-tratamento (autocatalitico) que atua na

hidrdlise e solubiliza¢do da hemicelulose.
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Contudo, para uma melhor avalicao destes resultados, na Tabela 4.26 estao apresentadas a
composi¢ao dos compostos que foram solubilizados durante o pré-tratamento, uma vez que, o

teor de sdlidos insoltveis e teor de sélidos soldveis presentes nas amostras sao complementares.

Tabela 4.26: Andlise composicional dos bagacos pré-tratados por explosdo a vapor em escala
piloto com base no teor de sélidos soluveis.

Amostra Sélidos Solidveis | Glicose | HMF Xilose | Furfural | Acido Acético
(%BPT) (%SS) | (%SS) | (%SS) (%SS) (%SS)
BPT (Out/10) 24,05 10,84 0,62 58,48 2,65 13,93
BPT (Mai/l11) 21,71 9,15 1,67 46,35 1,85 13,62
BPT(Ago/11) 22,80 8,09 3,87 45,79 1,57 12,84
BPT (Out/11) 22,26 9,95 4,58 37,39 2,80 14,98

Os resultados apresentados na Tabela 4.26 comprovam que grande parte da hemicelulose
foi solubilizada durante os pré-tratamentos realizados, € que no decorrer do ano de 2011 a
solubilizacdo desta fracdo foi inferior a encontrada para out/10 em aproximadamente 25%. Estes
resultados corroboram com o maior percentual de celulose presente na fibra para este mesmo
periodo conforme dados da Tabela 4.25. E possivel ainda observar a presenca de compostos de
degradacao da xilose como furfural e 4cido acético. A degradacdo da fragcdo celulose a HMF,
embora bem menos expressiva que aquela observada para a hemicelulose. O fendmeno de
degradacdo observado durante o pré-tratamento é definitivamente indesejado, independentemente

da fracdo em questdo.

Nas Figuras 4.7 e 4.8, estdo apresentados os balancos de massa da celulose e
hemicelulose, respectivamente, para todos os periodos estudados. Estes balancos de massa
permitem avaliar a recuperacdo/degradacdo da celulose e hemicelulose apds esta etapa,

fornecendo uma indicac¢ao de grau de modificacdo dessas fracdes.
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Figura 4.7: Balanco de massa para a celulose apds pré-tratamento em escala piloto.

Inicialmente, é importante lembrar que, como ja ressaltado na secdo 4.1, durante o
processo de pré-tratamento de biomassas por explosdo a vapor, operado em batelada, pode
ocorrer volatilizagdo de alguns produtos de degradacio gerados, de forma que, o fato de ndo ser
possivel realizar balangos de massa com elevada precisao, € aceitavel.

Nos balancos apresentados na Figura 4.7, ndao foram evidenciadas diferencas
significativas na recuperacdo da celulose para os periodos de coleta avaliados. O valor médio
para recuperacdo de glicose soluvel, somando as fragdes mono e oligo, foi de 4,17% com desvio
padrao 0,47%, e o valor para o rendimento de celulose na fibra foi 88,88% com desvio padrdo
2,02%. Os valores obtidos podem ser considerados satisfatérios, uma vez que, aproximadamente

90% da celulose foi preservada, e poderd ser utilizada para a obtenc¢do de etanol celuldsico.
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Figura 4.8: Balan¢o de massa para a hemicelulose apds pré-tratamento em escala piloto.

Na Figura 4.8, o valor médio para a recuperacdo de xilose soltivel, considerando todo o
periodo estudado, foi de 33,19%, com desvio padrio de 7,54%. Para o rendimento de
hemicelulose na fibra, o valor médio alcancado foi 16,25% e desvio de 3,40%.

Como os dados apresentados nas Tabelas 4.25 e 4.26 apresentavam uma homogeneidade
para os resultados obtidos nas coletas realizadas em 2011, possivelmente o desvio observado para
os resultados da Figura 4.8 se deve a variacdo da hemicelulose presente no bagago “in natura”,
para maio e agosto de 2011, conforme Tabela 4.24, que interfere na comparagdo para a
recupera¢do desta fracdo ao longo do tempo, uma vez que, em maio o denominador € maior e
consequentemente uma menor recuperacao € obtida. O inverso deste comportamento € observado
para agosto.

Tendo em vista que a composi¢do do bagaco “in natura” foi semelhante para outubro de
2010 e 2011, o maior percentual de hemicelulose no bagaco pré-tratado em out/11, como
apresentado anteriormente (Tabela 4.25), estd de acordo com a menor solubilizacdo e maior
rendimento na fibra (sélido insoldvel) para esse periodo de coleta, como se pode observar na
Figura 4.8, onde foram apresentadas as recuperacdes de xilose solubilizada e os rendimentos de
hemiceluloses apds o pré-tratamento, ambos em relacdo a hemicelulose presente no bagago “in

natura”.
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Na sequéncia, foram realizados ensaios de hidrdlise enzimdtica, mediante condicdo
definida na secdo 4.2.1.1 (12% TS e 6FPU/g-Celulose de Cellic CTec 2) com os bagacgos pré-
tratados. Na Figura 4.9, estdo apresentados os rendimentos de hidrdlise, assim como a

concentracdo de glicose no caldo obtido apds a realizacdo do ensaio.

® Concentracio de Glicose (g/L) ® Conversiao (%)

80

70

60

50

30 -

20

out/10 mai/l11 ago/11 out/11

Figura 4.9: Conversdes e concentracdes de glicose obtidas nos experimentos de hidrélise
enzimdtica, para determinar a variabilidade da matéria prima. Condi¢des experimentais: 12% TS,
6FPU/g-celulose (Cellic CTec 2), pH 5,0; 50°C e 48h.

Na Figura 4.9, o valor médio observado para a conversido foi de 73,59% com desvio
padrdo de 2,21%, para a concentracdo de glicose no caldo hidrolisado a média foi 39,95% com
desvio de 1,40%. Estes resultados mostram que a sazonalidade do periodo de coleta analisado

nao influenciou significativamente na composicdo do caldo hidrolisado obtido.

Considerando que o objetivo de qualquer processo € que o mesmo seja robusto com
relacdo a matéria-prima utilizada, ou seja, se alcancar mesmo desempenho independentemente da
matéria-prima utilizada, este resultado pode ser considerado satisfatério, uma vez que, as
variagdes na entrada do processo, ou seja, a composi¢do do bagago “in natura” ndo interfere no

resultado final, a composi¢do do caldo hidrolisado obtido.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABAHOS FUTUROS

A condicdo de pré-tratamento A (pressdo de 17 kgf/cmz, ty=5 min e t, = 8 min) foi
definida como a melhor dentre as condicdes investigadas com base nas alteracdes dos pardmetros
de processo combinados (tempo de pré-tratamento e teor de sélidos na hidrélise enzimatica) e,
para esta condi¢do, nos resultados foi possivel observar alto nivel de recuperagdo global de
hemiceluloses, com consequente baixa liberacdo e/ou formac¢do de compostos inibidores como
acido acético e furfural, respectivamente. Em todos os pré-tratamentos realizados, a recuperacao
global de celulose foi de aproximadamente 95%, o que indica que esta fracao foi preservada em
todas as situagdes estudadas, uma caracteristica desejdvel quando se deseja produzir etanol a
partir de biomassas. Na hidrélise enzimdtica, o caldo obtido com o BPT-A foi aquele com
conversdo de celulose em glicose mais elavada, tanto para ensaios realizados com 8% quanto
com 12%. Para as demais BPTs, conversdes similares foram atingidas. A fermentabilidade de
todos os caldos obtidos foi avaliada com meio sintético e foi satisfatéria, atingindo-se
rendimentos semelhantes ao observado para o ensaio em branco, na média, em torno de 90%.

A investigacdo da hidrdlise enzimética por metodologia estatistica evidenciou que a
concentracdo de glicose na hidrdlise estd diretamente associada ao teor de sélidos no reator
enquanto a conversao de celulose em glicose tem relagdo mais estreita com a carga enzimética.
Foi também observado que a concentracdo de inibidores estd diretamente relacionada com o teor
de sdlidos, consequentemente justificando a necessidade da etapa de detoxificagdo dos caldos. A
validacdo dos modelos determinados pelo planejamento experimental para conversio e
concentracdo de glicose demonstra a vantagem de utilizar esta ferramenta para a otimizagao de
processos em busca de maior produtividade. Determinando-se a melhor condi¢do de hidrdlise
enzimatica dentro da faixa investigada, sendo esta, teor de s6lidos de 12% e carga enzimatica de
6 FPU/g-celulose.

Apesar de o processo de detoxificacdo investigado neste trabalho nao reduzir
significativamente a concentracdo de &cido acético presente no caldo hidrolisado, deve-se
ressaltar que ndo houve perda expressiva na concentragdo de glicose e que este método era
baseado numa operagdo unitdria ja existente no ambiente industrial, usina, e que pode ser que

mesmo nao removendo o dcido acético, este método pode ter sido eficiente para remover outros
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compostos ndo avaliados que poderiam interagir sinergicamente com o dcido acético para inibir a
etapa de fermentacdo. Os resultados obtidos com caldo hidrolisado corroboram com esta
hipétese, uma vez que, grande semelhanca com os ensaios padrdo foi observada, indicando que
os rendimentos de fermentacdo inferiores a 90% nado tém relacdo direta com a presenca de
inibidores no caldo hidrolisado utilizado na composicao do mosto.

Finalmente, foi possivel concluir, como o objetivo principal deste trabalho, que as
variacdes na entrada do processo, ou seja, a composicao do bagago “in natura” nado interfere no
resultado final: a composicao do caldo hidrolisado obtido. Esta € a principal contribuicdo deste

trabalho demonstrando que este € um processo com carateristicas robustas, ou seja, que seu

resultado ndo € influenciado pelas flutuagdes nas caracteristicas da matéria-prima utilizada.

5.1. Sugestoes Para Trabalhos Futuros

Com base nesses experimentos, foi verificada a necessidade de vérias acdes que deveriam

ser estudadas em todo o processo para sua otimizagao, tais como:

e Estudar diferentes condicdes de pré-tratamento com intuito de se diminuir ou minimizar
a concentracio dos inibidores na biomassa pré-tratada;

e Estudar hidrélise enzimatica com maior teor de solidos, com o intuito de reduzir o
investimento em equipamentos para esta etapa;

e Estudar a utilizacdo de outras leveduras industriais, principalmente de final de safra,
que podem ser mais robustas frente aos inibidores;

e Auvaliar o efeito dos inibidores na fermentacao;

e Estudar fermentagdo dos aguicares de 5 carbonos;

e Estudar métodos de detoxificagdo.
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