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RESUMO

A utilizagdo de biomassa para a produ¢do de etanol de segunda geracdo é de grande
importancia para o setor energético mundial, no entanto o uso do bagago de cana excedente
nas usinas sucro-alcooleiras depende de um pré-tratamento para criar condi¢des necessarias
para a hidrélise enzimética. O objetivo deste trabalho foi avaliar a composi¢do estrutural
das fracdes de bagaco e a influéncia da umidade, temperatura e pressdo na conversdo em
acucares antes e apOs o pré-tratamento com CO, supercritico. Os experimentos de
caracterizacdo e hidrdlise enzimdtica das fracdes de bagaco foram desenhados por um
planejamento experimental fatorial completo 2° com triplicata no ponto central. A remocio
de hemicelulose no pré-tratamento aumentou consideravelmente o teor de celulose nas
fracOes de fibra (retida na peneira 48 mesh da série Tyler) e de medula. Verificou-se para
condi¢do de 60°C e 250 bar, um aumento maximo de aproximadamente 50 % (umidade de
0 % em base seca) e de 30 % (umidade de 100 % em base seca) no teor de celulose nas
fracdes de fibra e medula, respectivamente. O melhor resultado da conversdo em glicose da
fragdo de fibra (7,7 g/L) foi para um teor de umidade igual a 0 % (base seca) em 24 horas
de hidrdlise enzimadtica, para a condicdo de 40°C e 100 bar no pré-tratamento, com
aumento de 16 % em relacdo a fracdo fibra sem pré-tratamento no mesmo tempo. O melhor
resultado da conversdo em glicose da fracdo de medula (8,2 g/L), foi para um teor de
umidade igual a 100 % (base seca), para 60°C e 100 bar, em 48 horas de hidrolise
enzimatica com um aumento de 16 % em relacdo a fracdo de medula sem pré-tratamento no
mesmo tempo. Andlises de difratometria de raios X mostraram alteragdes na cristalinidade
da celulose para ambas as fragdes e a determinagdo da drea superficial mostrou um aumento
na quantidade de poros apds o pré-tratamento. Verificou-se também a auséncia do

composto inibidor hidroximetilfurfural (HMF) nas fra¢cdes de fibra e medula.

Palavras-chave: Bagaco de cana, pré-tratamento, fluido supercritico, celulose, glicose.
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ABSTRACT

The use of biomass for second generation ethanol production is very important to the global
energy sector, however, the use of sugarcane bagasse surplus in the sugar and alcohol
plants depends on a pretreatment to create necessary conditions for enzymatic hydrolysis.
The aim of this study was to evaluate the structural composition of bagasse fractions and
moisture, temperature and pressure influence in sugars conversion before and after
pretreatment with supercritical CO,. The physical characterization and enzymatic
hydrolysis experiments of bagasse fractions were designed by a 2> full factorial design with
three replications at the center point. The removal of hemicellulose by the pretreatment
increased the cellulose content of fiber (retained in the sieve of 48 mesh Tyler series) and
pith fractions. It was found that for 60°C and 250 bar, a increase of approximately 50 %
(0 % moisture on a dry basis) and 30 % (moisture of 100 % on dry basis) in cellulose
content for fiber and pith fractions, respectively. The best result of glucose conversion for
fiber fraction (7,7 g/L) was for moisture content equal to O % (dry basis) after 24 hours of
enzymatic hydrolysis, for 40°C and 100 bar, with an increase of 16 % compared to the fiber
fraction without pretreatment for the same period. The best result of glucose conversion for
pith fraction (8.2 g/L) was for moisture content of 100 % (dry basis) after 48 hours of
enzymatic hydrolysis, for 60°C and 100 bar, with an increase of 16 % compared to the pith
fraction without pretreatment at the same interval. X-ray diffraction analysis exhibited
crystallinity changes of cellulose for both fractions and surface area revealed an increase in
the pores number after pretreatment. It was also presented the absence of inhibitor

compound hydroxymethylfurfural (HMF) for fiber and pith fractions.

Keywords: Sugarcane bagasse, pretreatment, supercritical fluid, cellulose, glucose.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

O aumento no consumo mundial de combustiveis e a possibilidade de reduc¢do na
oferta de combustiveis derivados do petréleo tém levado ao intenso estudo de fontes de
energias sustentdveis alternativas, como por exemplo, o etanol. A tecnologia para a
producdo de etanol por meio fermentativo a partir da sacarose da cana-de-agucar estd
consolidada, porém existe a possibilidade em aumentar a producdo de etanol ao se utilizar

do residuo deste processo, que € o bagago de cana.

A cana-de-agicar € a biomassa utilizada para a producido de etanol no Brasil,
maior produtor de cana-de-agucar e segundo maior na producio de etanol do mundo. O
grande volume processado de cana-de-acucar gera uma grande quantidade de bagaco de
cana nas usinas. Este bagaco atualmente € utilizado na cogeracdo de energia elétrica, por
meio de sua queima em caldeiras. No entanto este e outros materiais lignoceluldsicos
podem ser hidrolisados para obtencao de acucares fermentesciveis em etanol, este processo

€ conhecido como etanol de segunda geracao.

A biomassa lignocelulésica € constituida de uma rede complexa que se divide em
trés componentes principais: celulose, hemicelulose e lignina. Esta rede dificulta o ataque
das enzimas sobre a biomassa lignoceluldsica, obtendo-se baixas conversodes de celulose em
glicose na hidrolise. Sendo assim, € necessdario um pré-tratamento para modificar a
estrutura celular da biomassa lignoceluldsica e torné-la suscetivel a um aumento na taxa de

conversdo na hidrolise.

Diversos sdo os pré-tratamentos empregados no estudo da conversdo de
biomassas lignoceluldsicas, e sua escolha deve ser feita com base na composicdo € nos
produtos desejados. Cada pré-tratamento apresenta vantagens e desvantagens, dependendo
da matéria-prima, com efeitos diretos na drea superficial, porosidade, modificacdo da
estrutura da lignina, remog¢ao da lignina, despolimerizacdo da hemicelulose, remocao da
hemicelulose e redugdo da cristalinidade da celulose. Estes efeitos resultam das técnicas de
pré-tratamento, que podem ser fisicas, quimicas, bioldgicas ou uma combinagdo entre estes.

Os pré-tratamentos mais empregados s@o os alcalinos e 4dcidos. Porém, dependendo do tipo
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de pré-tratamento hé a formacdo de compostos intermedidrios como dcido acético, furfural,
hidroximetilfurfural (HMF) entre outros, que podem vir a inibir o processo fermentativo

para obten¢ao do etanol.

Fluidos supercriticos, como o CO; supercritico, vém sendo empregados para pré-
tratar biomassas lignocelul6sicas. As vantagens no uso de CO, como fluido supercritico sdo
as baixas pressdo e temperatura necessdria para atingir o estado supercritico, facilidade na
operacdo dos equipamentos, menores quantidades degradadas de celulose, hemicelulose e
lignina, além de ndo ser nocivo ao meio ambiente e apresentar um baixo custo para sua

obtencdo.

O objetivo desta dissertacdo € verificar o efeito do pré-tratamento com CO,
supercritico na conversdo da celulose em glicose para duas fragdes de bagaco de cana-de-
acucar submetidas a hidrdlise enzimdtica: fracdo fina, obtida da separacdo do bagaco em
classificador pneumadtico, e fracdo P, que corresponde a fracdo medular do bagaco rica em
células de parénquima. O objetivo secunddrio € avaliar os efeitos que o pré-tratamento com
CO, supercritico possui na alteragdo da composi¢do estrutural € o impacto na composi¢ao

morfoldgica das fracdes do bagaco.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd abordado o panorama mundial de energia desde a década de 70
até o ano de 2013. No item 2.1 serd abordada a matriz energética a nivel mundial e nacional
nos ultimos anos, assim como, a producdo de etanol como fonte de energia. Entdo, serd
apresentada no item 2.2 a defini¢do de biomassa lignoceluldsica, assim como, os principais
componentes que fazem parte da sua composi¢ao estrutural (celulose, hemicelulose, lignina

e extrativos).

No item 2.3 serd apresentada a funcdo do pré-tratamento e os principais efeitos
resultantes desta etapa na biomassa lignoceluldsica. Também serdo abordados os diversos
tipos de pré-tratamentos aos quais a biomassa lignoceluldsica pode ser submetida. Os pré-
tratamentos podem ser fisicos, quimicos e até mesmo bioldgicos. O item 2.4 apresentard o
pré-tratamento de explosdo com CO; supercritico e os principais efeitos na biomassa. Por
fim, no item 2.5 € apresentada a hidrélise enzimatica, etapa necessaria para converter a

celulose da biomassa lignocelul6sica em glicose.

2.1 Producao de energia e etanol

Com a produgdo de energia aumentando a cada ano e sabendo que a
disponibilidade de certas fontes energéticas sdo limitadas tanto quantitativamente ou
geograficamente, ¢ importante conhecer as fontes energéticas alternativas para que o
mundo ndo seja refém de fontes energéticas ndo renovaveis. Deste modo, o primeiro
subitem tratard da matriz energética mundial, especialmente do etanol como fonte
energética, enquanto o segundo subitem exibird o cendrio da matriz energética a nivel
nacional, com destaque para o etanol, seguido de uma visao mais aprofundado da produgao,

consumo etc., nos principais estados e no pais.



2.1.1  Producio mundial de energia e etanol

A constante busca por novas fontes energéticas para aumentar a matriz energética
tem chamado a atencdo de muitos paises, sejam eles desenvolvidos ou ndo. A oferta
energética total em 2011' foi de aproximadamente 13.113 milhdes de toneladas equivalente
de petrdleo — tep (IEA, 2013), que corresponde a quantidade de energia liberada na queima
de uma tonelada de petréleo. A combustdo de aproximadamente 13.113 milhdes de tep
libera aproximadamente 152.504.190 GWh. As maiores fontes de energia do mundo em
toneladas equivalente de petréleo ainda sdo provenientes do petréleo e carvao mineral, com

percentuais de 31,5 % e 28,8 %, respectivamente.

A Tabela 2.1 compara os percentuais das ofertas de energia por fonte em 1973 e
2011. Apesar da diminui¢@o no percentual do petréleo, houve um aumento de cerca de 47%
na oferta de energia do petréleo, de 2.810 milhdes de tep em 1973 para 4.131 milhdes de
tep em 2011. Do mesmo modo, houve um aumento substancial na oferta de energia de

fontes renovéveis de aproximadamente 103%, para 0 mesmo intervalo.

Tabela 2.1 - Oferta de energia por fonte nos anos de 1973 e 2011.

1973 2011
Petroleo (%) 46,0 31,5
Carvao Mineral (%) 24,6 28,8
Gas Natural (%) 16 21,3
Fontes Renovaveis (%) 10,6 10,0
Nuclear (%) 0,9 5,1
Hidraulica (%) 1,8 2,3
Outras (%) 0,1 1,0

Total (milhoes de toneladas equivalente de petréleo) 6.109 13.113
Fonte: IEA (2013).

' Até agosto de 2014, estes eram os dados disponiveis no site do IEA.



A importancia no uso de outras tecnologias alternativas para a obtencdo de energia
elétrica ou combustivel para o setor de transporte se baseia na possibilidade de reducio no
uso de derivados de petréleo, assim como na diminui¢do do langamento de gases
promotores do efeito estufa (LEITE, 2010). Uma das alternativas encontradas para atender
a demanda energética mundial esti no uso de biomassa para a produgcdo de
biocombustiveis, como por exemplo, o etanol. As matérias-primas utilizadas no processo de
obtencdo do etanol sdo divididas em trés categorias: matérias contendo sacarose (cana-de-
aclcar, beterraba etc.), matérias amildceas (milho, trigo etc.) e biomassa lignoceluldsica
(bagago da cana-de-agticar, madeira etc.) (SANCHEZ; CARDONA, 2008; SOCCOL et al.,
2010).

A selecdao da matéria-prima para a producdo de etanol depende das culturas
disponiveis em cada pafs. As matérias-primas mais comuns usadas para producdo de etanol
de primeira geracdo sao o milho, a mandioca, o trigo e a cana de actcar. Brasil (cana-de-
acucar) e Estados Unidos (milho) aparecem como os maiores produtores de etanol do
mundo (RFA, 2014), com producdo na ordem de bilhdes de litros. A Figura 2.1 apresenta

dados de producao referente aos anos entre 2006 e 2013.
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Figura 2.1 - Principais produtores mundiais de etanol. Fonte: RFA (2014) e UNICA
(2014).



A Tabela 2.2 apresenta os dados referentes a producdo de etanol para o ano de

2012, para os principais produtores de etanol.

Tabela 2.2 - Produciao mundial de etanol em 2013.

Volume (milhoes m3)

EUA 50,35
Brasil 23,21
Europa 5,19
China 2,64
India 2,06
Canada 1,98
Outros 2,75

Fonte: RFA (2014).

Brasil e os Estados Unidos detém quase a totalidade da producdo mundial de
etanol (84%). A vantagem do Brasil em relacdo aos demais produtores de etanol
combustivel estd no uso de uma cultura que nio entra em conflito com culturas destinadas a

alimentacdo como € o caso do milho, trigo entre outros.

2.1.2  Producao nacional de energia e etanol

No Brasil ha uma grande diversificacao das fontes energéticas, sendo as principais
o petréleo, géds natural, hidrdulica, lenha comercial e produtos de cana, conforme

apresentado na Figura 2.2.
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Figura 2.2 - Principais fontes energéticas nacionais. Fonte: MME (2014).

Nota-se que ha quarenta anos a principal fonte de energia no pais era a queima de
lenha comercial. Atualmente, a principal fonte para obtencdo de energia elétrica no pais é
proveniente das usinas hidroelétricas, enquanto os principais combustiveis sdo provenientes

do petréleo e da cana-de-agucar.

A tendéncia é que o aumento da producdo e consumo de combustiveis renovaveis
como o etanol, diminua a dependéncia dos combustiveis fosseis como o petréleo e nao

renovaveis como o carvao mineral.

O Brasil possui posi¢do de destaque em relacdo aos paises desenvolvidos na
obtencdo de combustiveis alternativos, principalmente quando a matéria-prima utilizada € a
cana-de-acticar (CORTEZ, 2010). A cana-de-actcar € produzida em mais de 100 paises
(UNICA, 2014), sendo o Brasil o maior produtor com aproximadamente um terco de toda a
producdo mundial. Na safra 2013/14 a producdo nacional de cana-de-agucar foi de 659
milhdes de toneladas, com uma producio de etanol de 28 milhdes de m® e 38 milhdes de

toneladas de agcicar (MAPA, 2014).



O mercado sucroalcooleiro teve uma queda na safra de 2011/12 como mostra a
Figura 2.3, o que acarretou a diminui¢do da oferta de etanol e acucar. Porém, as safras

seguintes ja mostraram a recuperacido do mercado nacional.
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Figura 2.3 - Producio nacional de cana-de-acicar, etanol e acicar. Fonte: MAPA
(2014).

Tamanha producdo é reflexo dos incentivos ao setor, as significativas reducdes nos
custos e os aumentos nas eficiéncias das principais etapas do processo envolvidas na
obtencdo do etanol (teor de sacarose, fermentacdo, eficiéncia e produtividade) (CORTEZ,

2010).

Em face ao aumento da produtividade, verifica-se um aumento na exportacdao de
etanol a partir de 2004, ao passo que, a importacdo de etanol vista na década de 90 foi
praticamente nula a partir de 2002. Com excecdo dos ultimos quatro anos, quando se fez
necessdria a importagdo devido a uma queda na producdo e o aumento no consumo,

conforme Figura 2.4.
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Figura 2.4 - Evoluciao da importacao versus exportacao de alcool etilico no Brasil.

Fonte: MME (2014).

Segundo Cortez (2010), o crescente aumento na produgdo e a reducdo para US$
0,20/L no custo de producdo do etanol colocam o Brasil em uma posi¢do de destaque no
cendrio mundial, porém esta lideranca é ameagada por outros paises, os quais alcangaram
custos de produgcdo bem proximos do valor brasileiro, enquanto outros paises investem

pesadamente na obtencdo de etanol por meio de materiais lignoceluldsicos.

E possivel observar na Figura 2.5 que a producdo de etanol cada vez maior (Figura

2.3) é acompanhada de maior consumo de etanol no pais.

A expansao da producdo de etanol pelo setor sucroalcooleiro no Brasil depende da
aplicagdo de estratégias que impulsionem o setor. Sdo elas o aumento na eficiéncia das
tecnologias de primeira geracdo, aumento da cogeracdo de eletricidade com o uso do
bagaco da cana de acgucar, eliminacdo da colheita manual, aceleracdo da mecanizagdo nas
areas com declividade menor do que 12%, orientacdo na expansdo da area de cultivo da
cana, formacdo de cluster para facilitar o escoamento da produgdo e reduzir custos,

introducdo de tecnologias de segunda geracdo para a producdo de etanol, estimulo a



alcooquimica etc., podendo aumentar a eficiéncia das usinas atuais de 75% para 88%

(GOLDEMBERG, 2010; LEITE, 2010).
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Figura 2.5 - Evolucao da producao versus consumo de alcool etilico no Brasil. Fonte:

MME (2014).

Os maiores produtores de cana, agicar e etanol se encontram na regido centro-sul
do pais, conforme apresentado na Tabela 2.3, em que o estado de Sao Paulo é o maior

produtor com cerca 56%, 64% e 51%, respectivamente.

Tabela 2.3 - Maiores estados produtores de cana-de-aciicar, acdcar e etanol na safra

de 2013/14.
Estados Cana Acicar Etanol
(mil toneladas) (mil toneladas) (mil m3)
Sao Paulo 367.450 23.963 13.944
Goias 62.018 1.891 3.879
Minas Gerais 61.042 3411 2.657
Parana 42.216 492 1.488
Mato Grosso do Sul 41.496 614 2.231
Brasil 653.444 37.709 27.537

Fonte: UNICA (2014).
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O balanco energético (razdo da energia contida num dado volume de dlcool para a
energia usada na sua preparacdo) na producdo do etanol pode chegar a 10:1 utilizando a
cana, enquanto o etanol americano (milho) € de apenas 1,3:1. Esta diferenca pode ser
explicada pelo uso do bagago para a cogeracdo de energia elétrica por meio da queima do
mesmo (GOLDEMBERG, 2010), podendo ser ampliada com o desenvolvimento da

tecnologia do etanol de segunda geracdo e uso da palha para cogeracao.

O caldo de sacarose representa apenas um terco do conteddo energético da cana de
acucar. Os outros dois tercos estdo divididos igualmente no bagago e nas pontas e folhas da
cana de agicar (GOLDEMBERG, 2010). Do ponto de vista ambiental, a troca do petréleo
pelo etanol combustivel € interessante, pois se verifica uma reducdo significativa das

emissoOes dos gases de efeito estufa.

O Brasil entre os anos de 1975 e 2000 deixou de emitir cerca de 403 milhdes de
toneladas de CO, para a atmosfera, em funcdo do uso de etanol como combustivel

(BERTELLI, 2006).

Assim, o setor sucroalcooleiro do Brasil encontra um novo mercado por meio da
comercializacdo de créditos de carbono para os paises desenvolvidos. Segundo DW (2012),
os paises industrializados precisam reduzir suas emissdes de gases do efeito estufa em

relacdo aos niveis de 1990 até 2020.

As usinas de agucar e dlcool ja contribuem para a redug@o de emissdes de gases do
efeito estufa, por meio de uma energia limpa, como o dlcool e a energia elétrica através do
aproveitamento do bagaco da cana. Deste modo, além de render lucros com a producdo de
acucar e dlcool e energia elétrica, ela poderd contribuir com a redugdo dos gases do efeito
estufa, e ainda se beneficiar do mecanismo de troca de emissdes previsto no Protocolo de

Kyoto.

Nas usinas sucroalcooleiras existe a grande disponibilidade de materiais
lignocelulésicos como o bagago de cana. Atualmente, o bagaco de cana das usinas
sucroalcooleiras é utilizado para a producdo de energia elétrica a partir de sistemas de
cogeracdo. O bagaco € utilizado como combustivel de queima nas caldeiras para a produgdo
de vapor, em seguida este vapor € direcionado para uma turbina produzindo trabalho e

entdo convertido em energia elétrica (ALBARELLI, 2013).
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A energia elétrica produzida € utilizada internamente nas usinas para acionamento
de equipamentos, suprindo a demanda energética na planta. Porém, o uso de equipamentos
com melhor eficiéncia na queima permite a gera¢do de excedente de energia, que pode ser
comercializado no mercado por meio de contratos entre a usina e a concessiondria de
distribuicdo da regido. Essa autossuficiéncia e a possibilidade de comercializacdo dos

excedentes gera um capital para a indastria (WALTER; ENSINAS, 2010).

O Brasil é o maior produtor de cana-de-actiicar do mundo, sendo que a regido
centro-sul produz 98% de toda a cana-de-actcar do pais (MAPA, 2014). Porém, apenas um
terco da planta € utilizada para a produg¢do de agicar e etanol, os outros dois tercos

correspondem aos residuos de colheita e de processo (palhas e bagaco da cana).

Este material lignoceluldsico apresenta um grande potencial para a obtencdo de
etanol de segunda geragdo, visto que estudos mostram a possibilidade de um aumento
substancial na producgdo total de etanol sem aumento no uso de terras necessdrias para o

plantio da cana-de-actiicar (SOCCOL et al., 2010).

A producdo de etanol de segunda geracdo se dd pela utilizagdo de materiais
lignoceluldsicos, os quais podem ser divididos em cinco grupos: residuos agricolas,
madeira, residuos de materiais celuldsicos, biomassa herbacea e residuos sélidos gerados
nas cidades. Apesar de inimeros estudos na drea, o principal fator limitante na obten¢ao de
etanol a partir de materiais lignoceluldsicos estd no grau de complexidade inerente ao

tratamento das matérias primas (SANCHEZ; CARDONA, 2008).

2.2 Biomassa lignoceluldsica

Biomassa é todo material organico de origem vegetal, que armazena energia solar
através da reacdo de fotossintese, € material organico animal. Sdo exemplos de biomassa
residuos organicos, florestais, vegetais, industriais e detritos de animais, sendo de grande
interesse os residuos agricolas como a casca de arroz, a serragem, palhas de milho, bagaco

da cana-de-agucar entre outros.
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Segundo Cortez et al. (2009), do ponto de vista energético, a biomassa é todo
recurso renovavel oriundo dos residuos citados anteriormente que podem ser utilizados para
geracdo de fontes alternativas de energia. A biomassa de origem vegetal, também chamada
de biomassa lignocelulésica €, segundo Sanchez e Cardona (2008), a biomassa renovavel

mais abundante no planeta com uma produgdo anual de 1x10" Mt.

Os principais componentes da biomassa lignocelulésica sdao a celulose,
hemicelulose, lignina e outros componentes minoritdrios, os quais variam dependendo da
biomassa. A hemicelulose e celulose sdo polissacarideos e, portanto, fontes potenciais de
acucares fermentdveis. A Figura 2.6 esquematiza como estas moléculas se arranjam para

formar a parede celular das biomassas.
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Figura 2.6 - Arranjo estrutural das moléculas na formaciao da parede celular. Fonte:

(RITTER, 2008).
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2.2.1 Celulose

A celulose € um polissacarideo insolivel em &4gua, estimada como sendo o
composto organico mais abundante no planeta, e o principal componente das fibras
vegetais, sendo um dos constituintes da parede celular. Este polissacarideo é formado por
unidades de celobiose que, por sua vez, ¢ formada por duas moléculas de glicose,
monossacarideo de ocorréncia natural, por meio de ligacdes glicosidicas do tipo B (1—4)
(HARMSEN et al., 2010; KUMAR et al., 2009; MARTINS, 2005) conforme mostrado na
Figura 2.7.
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Figura 2.7 - Formacao da ligacido celobiose, através da ligaciao glicosidica entre duas

unidades de B-D-glicose. Fonte: MARTINS (2005).

Cadeias de celulose sdo formadas simultaneamente de forma ordenada, buscando
um arranjo supramolecular que confira maior estabilidade ao agregado, e portanto, menor
energia potencial. Este arranjo depende de uma rede de ligacdes de hidrogénio cuja
otimizacdo provoca uma rotacdo de 180° da segunda unidade de glicose em relagdo a
primeira, e assim por diante. Portanto, a celobiose é definida como unidade conformacional
minima da celulose (Figura 2.8), enquanto a glicose representa tdo somente a unidade

fundamental das cadeias do homopolimero (MARTINS, 2005).

14



OH OH
OH OH
AR [+ W
Hi HO
OH o OH 0
OH OH
n
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O tamanho ou extensdo da cadeia de celulose € avaliado por meio do grau de
polimerizacdo. Este representa o nimero de mondmeros de glicose que formam cada cadeia
polimérica. O grau de polimerizacdo da celulose varia de acordo com a fonte, o grau de
maturagdo da parede celular, o processamento que as fibras possam ter sofrido e o seu

envelhecimento (MARTINS, 2005).

O grau de polimerizacao da celulose pode chegar a 17.000 monomeros de glicose,
dependendo da biomassa. Os polimeros de celulose se ligam entre si através das ligacdes de
hidrogénio formando estruturas cristalinas e ndo cristalinas. A solubilidade da celulose é
afetada por diversas condi¢des, como altas temperaturas, presenca de dcidos concentrados,

solucdes alcalinas ou solventes (HARMSEN et al., 2010).

A estrutura supramolecular da celulose (Figura 2.9) apresenta regides altamente
ordenadas, estabilizadas por numerosas ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares, e

areas menos ordenadas ou amorfas (MARTINS, 2005).
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Figura 2.9 - Formacao das ligacoes de hidrogénio na estrutura supramolecular da
celulose. Fonte: MARTINS (2005).

As longas cadeias de celulose sdo ligadas por pontes de hidrogénio e ligacdes de
van der Waals, o que faz com que a celulose seja agrupada em microfibrilas (KUMAR et
al., 2009). A fibra de celulose é composta de milhdes de microfibrilas, contendo uma regidao
cristalina formada de microcristais em arranjo linear rigido (Figura 2.10) e uma regido
paracristalina, que é uma massa amorfa e flexivel de celulose (QUIROZ-CASTANEDA;
FOLCH-MALLOL, 2013), conforme Figura 2.11.
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Figura 2.10 - Representacio da regido cristalina da celulose. Adaptado de Quiroz-

Castafieda e Folch-Mallol (2013).
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Microfibrila /

Hemicelulose

Celulose paracristalina

Celulose cristalina

Figura 2.11 - Representacao das celuloses cristalina e paracristalina na microfibrila.
Adaptado de Quiroz-Castafieda e Folch-Mallol (2013).

As moléculas de celulose se organizam paralelamente formando uma microfibrila
extremamente longa e resistente. Em sua superficie, moléculas de hemicelulose recobrem a
celulose formando um complexo celulose-hemicelulose (BUCKERIDGE et al., 2010)

conforme Figura 2.12.

Microfibrilas
Celulose

™ Oxigénio
: - ¥  Carbono
Microfibrila Hidrogénio

Figura 2.12 - Representaciao esquematica da microfibrila. Fonte: BUCKERIDGE et al.
(2010).
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2.2.2 Hemicelulose

As moléculas de hemicelulose sao estruturas complexas facilmente hidrolisaveis,
apresentam uma massa molecular pequena quando comparadas a diferentes polimeros, sdo
formados por pentoses, hexoses e dcidos. Estes podem ser a xilose, arabinose, manose,
glicose, galactose, dcido feridlico entre outros. A grande maioria das plantas apresenta o
xiloglucano como principal hemicelulose (Figura 2.13). A funcdo da hemicelulose é
conectar a lignina e a celulose, conferindo rigidez ao complexo celulose-hemicelulose-

lignina (BUCKERIDGE et al., 2010; HENDRIKS; ZEEMAN, 2008).

Glucuronoarabinoxilano

Xiloglucano

Galactomanano

® Oxigénio
e Carbono
+ Hidrogénio

Figura 2.13 - Principais estruturas de hemiceluloses das paredes celulares das plantas.
Fonte: BUCKERIDGE et al. (2010).
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A hemicelulose é composta por vdrios polissacarideos, principalmente as xilanas,
com ligagcdes do tipo P (1—4) que apresentam um grau de polimerizacdo de

aproximadamente de 150 a 200 mondmeros (HARMSEN et al., 2010).

Na Figura 2.13 € possivel ver os principais mondmeros que constroem as
moléculas de hemicelulose. A cana-de-agicar tem como sua principal hemicelulose o
glucuronoarabinoxilano (GAX), além de xiloglucano e manano em propor¢des menores

(BUCKERIDGE et al., 2010).

A solubilizacdo da hemicelulose na dgua comeca a partir de 150°C (GARROTE et
al.,, 1999), porém outros fatores além da temperatura afetam a solubiliza¢do, como a
umidade e pH (BUCKERIDGE et al., 2010). A presenca de residuos de 4cido ferdlico
esterificados e residuos de arabinose formam uma ramificacdo que ligam as cadeias de
GAX (BUCKERIDGE et al., 2010), conforme mostrado na Figura 2.14, criando

uma barreira rigida que impede o ataque eficaz da enzimas hidroliticas.

Acido fertlico livre
Diferulato livre

< Acido ferdlico
e—+. esterificado a arabinose
o0 B3
e s >

.

.
%
L 4

L ]
Acido fertlico "% ;€.
interligando dois .«
polissacarideos *

e Oxigénio
s ¢ Carbono
Glucuronoarabinoxilanos - ' 2% - Hidrogénio

Figura 2.14 - Ligacao das cadeias de glucuronoarabinoxilanos por meio dos residuos
de acido ferulico e arabinose. Fonte: BUCKERIDGE et al. (2010).
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Quando examinada em microscépio de fluorescéncia esta barreira rigida formada
pela ligacdo entre as cadeias de GAX apresentam autofluorescéncia (BUCKERIDGE et al.,

2010), conforme verificado na Figura 2.15.

Figura 2.15 - Autofluorescéncia da parede celular da cana-de-acgiicar. Fonte:

BUCKERIDGE et al. (2010).

2.2.3 Lignina

Segundo Kumar et al. (2009), a lignina é uma grande estrutura molecular
complexa contendo polimeros reticulados de mondmeros fendlicos. Depois da celulose e
hemicelulose, a lignina é um dos polimeros mais abundantes na natureza (HENDRIKS;

ZEEMAN, 2008).

Os mondmeros que podem compor a lignina sdo guaiacila, siringila e p-
hidroxifenila. As ligacOes que ligam os mondmeros fendlicos na lignina sao alquil-alquil-

éter, alquil-aril-éter e aril-aril-éter (KUMAR et al., 2009).

Segundo Barbosa (2008), a lignina € classificada de acordo com a quantidade
relativa dos mondmeros guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H), que sdo derivadas

dos alcoois coniferilico, sinapilico e cumarilico, conforme Figura 2.16 e Figura 2.17.
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Figura 2.16 - Principais unidades aromaticas presentes na molécula de lignina. Fonte:

CAMARGO (2003).
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Figura 2.17 - Alcoois precursores das unidades fenilpropandides guaiacila (G),
siringila (S) e p-hidroxifenila (H). Fonte: BARBOSA et al. (2008).

A lignina tem como principal papel, fornecer o suporte estrutural,
impermeabilidade e resisténcia contra ataques de microrganismos (HENDRIKS;

ZEEMAN, 2008).

Segundo Hendriks e Zeeman (2008), a lignina apresenta a maior complexidade
entre os polimeros naturais, € composta por uma rede tridimensional insolivel em 4gua, e é
o composto responsavel pela resisténcia ao impacto, compressdo e flexdo da biomassa

lignoceluldsica. A Figura 2.18 ilustra um exemplo de lignina.
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Figura 2.18 - Representacio da estrutura quimica da lignina. Fonte: MOHAMMED et
al. (2011).

As ligacOes éster, éter e pontes de hidrogénio s@o as responsdveis pelas ligacdes

interpoliméricas entre a celulose, hemicelulose e lignina (HARMSEN et al., 2010).
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2.2.4 Extrativos

Os extrativos em uma biomassa lignocelulésica correspondem aos compostos
presentes no material lignocelulésico com excecdo da celulose, hemicelulose, lignina e
cinzas. Hames (2009) define os extrativos como sendo todos os compostos da planta que
nao sdo parte da estrutura da parede celular e que podem ser extraidos pela dgua ou

solventes organicos.

Os extrativos de uma planta contém uma mistura complexa e ndo uniforme de
compostos organicos de baixa massa molecular, todos com propriedades quimicas
diferentes, tais como os agucares nao estruturais, aminodcidos, sais, lipidos, ceras, terpenos,

flavondides, esterdis e clorofila (KUCHELMEISTER; BAUER, 2014).

Sluiter et al. (2010) verificaram que a presenga de certos compostos extrativos
pode reduzir a acessibilidade a celulose e a hemicelulose, causando uma hidrélise
incompleta. Alguns extrativos sdo insoluveis em &4cido e podem precipitar junto com a
lignina elevando o teor de lignina pelo método Klason (método no qual os polissacarideos

sao removidos e a lignina € liberada como residuo pela hidrdlise dcida).

A biomassa com maior quantidade de acucares livres ndo estruturais (por exemplo,
cana de acucar) deve ser sujeita a uma etapa de extracdo com dagua, seguido de uma
extracdo com etanol. Isto assegura que esses acticares ndo serdo determinados em conjunto
com os agucares liberados pela hidrélise da celulose e hemicelulose causando um teor de
carboidrato estrutural elevado. A quantificagdo do material ndo estrutural € dificil devido ao
grande nimero de compostos individuais com concentragdes baixas, com excecdo da

sacarose (SLUITER, J. B. et al., 2010).

23 Pré-tratamento da biomassa

Para obtencdo dos agucares necessarios a fermentagdo em etanol é vital que os
polissacarideos celulose e hemicelulose sejam quebrados em monossacarideos como

hexoses e pentoses (SOCCOL et al.,, 2010). A hidrélise dos polissacarideos em
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monossacarideos € possivel pelo emprego de dcidos ou enzimas, sendo o Ultimo o mais
utilizado (CARDONA et al., 2010). No entanto a biomassa lignoceluldsica consiste em
uma rede complexa e se divide em trés componentes principais: celulose, hemicelulose e
lignina, os quais variam dependendo da biomassa. Deste modo, se faz necessario o uso de
um pré-tratamento na biomassa lignoceluldsica a fim de aumentar a taxa de conversdo na

hidrdlise.

O pré-tratamento é reconhecido como a etapa mais onerosa do processo da
conversao da biomassa em agucares, sendo vital a importancia da escolha correta de acordo
com o material lignocelulésico. A escolha do pré-tratamento depende principalmente da
fracdo de hemicelulose, celulose e lignina, assim como os produtos desejados (HARMSEN

et al., 2010).

O principal objetivo do pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica consiste em
criar condi¢des para que a biomassa seja suscetivel a conversdo em acucares fermentiveis
pelo ataque enzimdtico de maneira mais eficiente. Esta suscetibilidade € dada pela alteracio
da estrutura celular da biomassa, para que sejam alcancadas maiores taxas de hidrélise da
celulose e hemicelulose, ou mesmo, a remocao da lignina e a ruptura da estrutura cristalina

(GAO et al., 2010; HARMSEN et al., 2010).

Segundo Harmsen et al. (2010), a remog¢do da lignina nos primeiros estdgios do
processo € extremamente atraente, pois ela dificulta a acdo das enzimas na conversdao em

acucares e pode ser recuperada como um coproduto devido ao seu alto valor agregado.

Diversos artigos destacam a importancia da utilizacdo da lignina para outras
aplicacdes e ndo apenas para conversao em energia pela sua queima. Segundo Setua et al.
(2000), a incorporacdo da lignina € utilizada na borracha de acrilonitrilo butadieno (NBR)

para aprimorar as propriedades fisico-mecanicas.

A lignina é um 6timo reforco como carga em borracha nitrilica dependendo do
tratamento quimico empregado. A adi¢do da lignina modificada resultou em uma melhor
estabilidade térmica na borracha vulcanizada quando comparada com a resina fendlica ou
de negro de fumo. A lignina tem a capacidade de substituir o negro de fumo em aplicacdes

onde a resisténcia mecanica da NBR € a principal preocupacdo (SETUA et al., 2000).
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Adesivos a base de lignina apresentam um grande potencial para aplicagdes de
engenharia, devido a sua adequacdo ambiental e de viabilidade econdmica e técnica. A
lignina como um aglomerante pode ser utilizada na producdo de adesivos para madeira em

produtos de painel (GHAFFAR; FAN, 2014).

Lignina pode também ser incorporada no preparo de resinas epoxi, um dos mais
importantes polimeros termofixos. A aplicacdo da lignina em resinas epoxi fendlicas
funciona como um agente de reticulagdo (STEWART, 2008). Indmeras s@o as aplicagdes
que vem sendo estudadas, além das mencionadas anteriormente, como ligantes na
argamassa (NADIF et al., 2002), aditivos para plasticos biodegraddveis (STEWART,
2008), copolimeros de poliuretano (KELLEY et al., 1989) entre outros.

2.3.1 Principais efeitos do pré-tratamento

Dependendo da técnica aplicada no pré-tratamento, a biomassa sofre efeitos
fisicos, quimicos ou bioldgicos caracteristicos que sdo responsdveis pelo aumento da
conversado, posteriormente, na hidrélise enzimaética. Estes efeitos facilitam a acdo da enzima

sobre a biomassa lignoceluldsica.

Os principais efeitos do pré-tratamento na biomassa, sdo o aumento da drea
superficial e da porosidade, modificacio da estrutura da lignina, remocdo da lignina,
despolimerizacdo da hemicelulose, remog¢do da hemicelulose e redugdo da cristalinidade da

celulose.

Cada pré-tratamento apresenta uma série de vantagens e desvantagens nestes
efeitos, assim, devido a ampla gama de pré-tratamentos estudados, € necessdria uma
avaliacdo (econdmica e dos produtos formados) mais detalhada na escolha de acordo com a

matéria-prima (SOCCOL et al., 2010).
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2.3.1.1 Area superficial especifica

A digestibilidade enzimdtica de materiais lignoceluldsicos estd intimamente ligada
ao volume de poros presentes na biomassa (TAHERZADEH; KARIMI, 2008). Quanto
maior for a drea acessivel ao ataque enzimdtico, maior serd a conversdao na hidrélise
enzimdtica. O aumento do volume de poros na biomassa se deve a remoc¢do de outros

componentes do material lignoceluldsico, por exemplo, a lignina e hemicelulose.

Deste modo, o efeito da drea superficial disponivel ndo depende somente da
porosidade do material, mas também de outros fatores como a cristalinidade da celulose e

do modo em que a lignina e hemicelulose estdo arranjadas.

Sdo duas as dreas superficiais que devem ser observadas: interna e externa. A drea
superficial interna depende da estrutura capilar formada pelas fibras celuldsicas, enquanto a
area superficial externa estd relacionada com o tamanho e forma das particulas

(TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

No entanto a area superficial interna das fibras celuldsicas secas € menor do que a
area superficial externa. Uma solu¢do para o aumento da drea superficial interna consiste no
intumescimento do material lignoceluldsico por meio da adi¢ao de dgua ou solventes (FAN

et al., 1980).

Segundo Taherzadeh e Karimi (2008), a secagem das fibras pode resultar no
colapso e no encolhimento dos capilares, consequentemente reduzindo a area superficial
disponivel. A presenca de dgua tem um efeito significativo sobre a area de superficie
especifica da celulose natural e pode aumentar a cristalinidade de celulose, devido a uma

re-cristalizacdo de parte da celulose.

A velocidade de hidrdlise € mais elevada no inicio seguido de um decaimento nas
fases posteriores. A drea superficial sofre mudancas durante a hidrélise enzimética, com um
aumento acentuado no inicio da hidrélise. No entanto a drea superficial da celulose nao é
um fator limitante para a hidrélise da celulose pura. Uma das razdes pela qual a velocidade

diminui pode ser devido a dificuldade de hidrolisar parte da celulose cristalina. Portanto,
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apo6s a hidrdlise da parte amorfa da celulose a tendéncia € que se verifique uma menor taxa

de hidrélise (FAN et al., 1980).

2.3.1.2 Efeito da lignina

A lignina é responsavel pela integridade fisica do material lignoceluldsico e pela
sustentacdo ao se ligar com a celulose e hemicelulose. A recalcitrancia dos materiais
lignoceluldsicos depende da distribui¢do, teor de lignina e dos tipos de lignina na biomassa
limitando a acessibilidade da enzima na degradacdo enzimdtica (TAHERZADEH;
KARIMI, 2008).

Segundo Ramos et al. (1992), a lignina guaiacil € encontrada em madeiras de
arvores coniferas apresenta uma recalcitrancia maior do que as madeiras encontradas em
arvores folhosas, as quais possuem composicao de ligninas do tipo guaiacil e siringil. A
lignina guaiacil restringe o acesso da enzima e a capacidade da biomassa em absorver dgua

mais do que a lignina siringil.

O uso da engenharia genética para modificagdo das plantas € uma solucdo para
aumentar a acessibilidade das enzimas em biomassas lignoceluldsicas para a producio de
biocombustiveis, assim como, diminuir os custos associados com o pré-tratamento,

hidrdlise enzimética e fermentacdo.

O enfoque da engenharia genética em criar enzimas capazes de hidrolisar a
celulose e hemicelulose simultaneamente de forma eficiente, pode vir a equilibrar a baixa
eficiéncia na sacarificacdo atual devido a presenca da lignina ou até mesmo diminuir a

quantidade de enzimas necessarias para a hidrélise enzimatica (STICKLEN, 2008).

Segundo Hisano et al. (2009), diversos trabalhos encontrados na literatura cont€ém
estudos para modificar ou diminuir a quantidade da lignina em biomassas como alfafa,

milho, festuca (graminea) etc., por causa da recalcitrancia encontrada nestas biomassas.

Como a engenharia genética cumpre um papel importante na modificagdo da
lignina, a disponibilidade ou a criacdo de um sistema de transformacdo altamente eficiente

para os materiais lignoceluldsicos € um pré-requisito importante para a manipulacdo bem
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sucedida dos genes de lignina para modificar a qualidade ou quantidade de biomassa

(GRESSEL, 2008).

Segundo Chen e Dixon (2007), para a biomassa de alfafa, menores teores de
lignina apresentaram os maiores niveis totais de carboidratos para a biomassa ndo tratada,
compensagdo refletida pela redu¢do do nivel de lignina na biomassa. A quantidade de
carboidratos liberados pelo pré-tratamento dcido apresentou um aumento proporcional a

reducdo dos niveis de lignina.

Chen e Dixon (2007) verificaram que para a alfafa transgénica, a redugdo genética
no teor de lignina superou a recalcitrancia da parede celular da biomassa. O desafio na
producdo de etanol € que a biomassa tem de ser submetida a um tratamento prévio, muitas
vezes inviavel, para aumentar a acessibilidade das enzimas na biomassa. Porém, verificou-
se que para diversas linhagens transgénicas de alfafa as maiores conversdes em acuicares se
deram nas amostras ndo pré-tratadas, sendo possivel reduzir ou eliminar a etapa de pré-
tratamento da biomassa a partir de plantas transgénicas com baixo teor de lignina,

reduzindo, assim, o custo de producio de biocombustiveis.

2.3.1.3 Efeito da hemicelulose

A hemicelulose é um polisacarideo presente nos materiais lignoceluldsicos, a qual
se liga a lignina e celulose formando uma rede complexa que protege a celulose de um
ataque enzimadtico, impossibilitando uma conversdo em agucares eficiente. Existem
enzimas especificas para remover ou hidrolisar este polissacarideo, porém esta
especificidade impede a solubilizacdo da celulose, essencial para conversdo em glicose.
Inimeros sdo os pré-tratamentos extensivamente estudados a fim de remover a
hemicelulose para obter-se um aumento no rendimento da hidrdlise enzimatica. Geralmente
estes pré-tratamentos removem também parte da lignina, aumentando a porosidade e

consequentemente a taxa de conversao da hidrélise (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).
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Portanto, geralmente é uma soma de fatores que eleva o rendimento na hidrélise
enzimatica, sendo mais vidvel utilizar pré-tratamentos que removam a hemicelulose do que

usar uma combinacdo de enzimas que consigam atacar a hemicelulose e celulose.

2.3.1.4 Cristalinidade

A celulose é composta de microfibrilas que possuem regides cristalinas e amorfas.
A quantidade relativa de regides cristalina e amorfa dita o grau de cristalinidade da
celulose. Cerca de 70 % da celulose total encontra-se na forma cristalina (CHUM et al.,
1985). Segundo Fan et al. (1980), a parte amorfa da celulose € facilmente hidrolisada
quando submetida a tal processo, no entanto a parte cristalina € muito mais resistente ao
ataque enzimdtico. Assim, quanto maior a cristalinidade da celulose, maior serd a

resisténcia da enzima para hidrolisar a celulose.

No entanto dependendo dos fatores analisados, é possivel encontrar na literatura
experimentos em que foi verificado maior digestibilidade enzimética para celuloses mais
cristalinas (KIM; HOLTZAPPLE, 2006), e ndo necessariamente este aumento influencia a
taxa de conversao na hidrdlise. Segundo Taherzadeh e Karimi (2008), diversos trabalhos
indicam que a cristalinidade é um importante fator na digestibilidade de materiais
lignoceluldsicos, porém este ndo € o tunico fator que afeta a hidrdlise enzimdtica destes

materiais.

As etapas de pré-tratamento tem como objetivo reduzir a cristalinidade da celulose
e aumentar a quantidade de poros, para que seja possivel melhorar a sua conversdo
enzimatica (HAHN-HAGERDAL et al., 2006). Segundo Zheng et al. (1995), o pré-
tratamento de um material celulosico com CO; supercritico contribui com a diminui¢do da
cristalinidade. No entanto Narayanaswamy et al. (2011) verificaram que esta afirmacao
nem sempre € vdlida, visto que para a palha de milho ndo houve mudancas em sua
cristalinidade. Porém, o fato de ndo diminuir a cristalinidade da celulose da palha de milho
nao foi suficiente, para que isso afetasse negativamente a conversdo da celulose em glicose

apos o pré-tratamento supercritico.
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De acordo com Puri (1984) e Thompson et al. (1992), devido a complexidade da
biomassa lignoceluldsica tem-se que a digestibilidade da biomassa lignoceluldsica ndo pode
ser determinada apenas por sua cristalinidade, mas por uma série de outros fatores
envolvidos, ao contrdrio do que relatado no trabalho para celulose pura de Zheng et al.

(1995).

Na hidrdlise enzimdtica, etapa subsequente ao pré-tratamento, a cristalinidade
tende a aumentar nas amostras, pois na hidrdlise as regides amorfas de celulose, parte da
hemicelulose e lignina sio hidrolisadas aumentando assim a porcentagem relativa da regido
cristalina (CAO; TAN, 2002; CHANG; HOLTZAPPLE, 2000). Deste modo, conclui-se
que a diminuicdo da cristalinidade do material lignocelulésico pelo pré-tratamento pode
contribuir para um aumento da conversdo em glicose, e que a falta de uma diminuicao na
cristalinidade nio € suficiente para indicar uma menor conversdo em glicose, pois a

conversdo em glicose nao depende somente na mudanca desta varidvel.

2.3.2  Tipos de pré-tratamento

Os pré-tratamentos podem ser divididos em trés categorias: fisico, quimico e
biologico. Cada pré-tratamento possui sua particularidade e seu uso estd ligado as
caracteristicas presentes na biomassa lignoceluldsica estudada. De um modo geral, o pré-
tratamento para uma determinada biomassa lignocelulésica € selecionado a fim de
maximizar algum efeito, como priorizar a remocao da hemicelulose, alteracdo da estrutura
da lignina, alteracdo da cristalinidade da celulose etc., ou mesmo minimizar algum efeito
indesejdvel como um pré-tratamento com baixo impacto ambiental ou selecionar um pré-

tratamento para que minimize ou até mesmo nao forme compostos inibidores.

Os principais processos fisicos como a moagem e trituracdo da biomassa t€ém
como principal finalidade facilitar o seu manuseio e aumentar a drea superficial da
biomassa, porém o alto consumo energético empregado ainda pode inviabilizar o processo
(HARMSEN et al., 2010). De Vrije et al. (2002) e Alinia et al. (2010) verificaram um
aumento eficaz na taxa de hidrélise a medida que os tamanhos de particulas diminuiam,

quando combinados ou ndo a pré-tratamentos fisico e quimico.
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Os processos quimicos tém como principal caracteristica a ruptura da estrutura da
biomassa. Hidrélise por écido diluido e concentrado, solugdes alcalinas, solventes
organicos, deslignificagdo oxidativa, tratamento com 4gua quente e liquidos idnicos sdo
alguns dos pré-tratamentos utilizados (HARMSEN et al., 2010). Os pré-tratamentos
quimicos tém como principais objetivos, a remocdo da lignina € o aumento na taxa de
conversdao em acgucares. Segundo Hamelinck et al. (2005) e De Vrije et al. (2002), o pré-
tratamento alcalino consegue remover praticamente toda a lignina e parte da hemicelulose.
O pré-tratamento alcalino apresenta um custo inferior ao tratamento dcido obtendo taxas de
recuperacdo de xilose de 60 a 75% (HAMELINCK et al., 2005), porém assim como o pré-

tratamento 4cido, ainda é inviavel em escala industrial (CARDONA et al., 2010).

Os processos bioldgicos utilizam microrganismos que sdo usados na degradacdo
da hemicelulose e lignina, mas necessitam de um tempo de residéncia alto devido a sua
baixa taxa de hidrdlise bioldgica. A principal vantagem no uso de microrganismos esta na

baixa necessidade de energia e condicdes de operacdes brandas (HARMSEN et al., 2010).

As combinacdes dos métodos fisico-quimicos podem ser explosdo a vapor,
explosdo com gas carbOnico, explosdo da fibra com amoénia (AFEX), pré-tratamento

mecanico e alcalino entre outros.

O pré-tratamento combinado mecanico e alcalino remove a lignina, enquanto a
celulose e parte da hemicelulose permanecem na fracdo sélida. Em temperaturas
moderadas, este processo previne a formacdo de compostos degradantes e produtos
oxidativos, apresentando-se como alternativa aos processos quimicos devido a sua maior

taxa de conversao (HARMSEN et al., 2010).

As técnicas de explosdo consistem no aquecimento e compressao da biomassa,
seguido de uma descompressao stubita, em que a hemicelulose serd degradada e a lignina
serd rompida. Pode haver a formagdo de compostos que inibem o processo downstream

(GARCIA-APARICIO et al., 2006).
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2.3.3 Inibidores

A decomposi¢do térmica da biomassa (hemicelulose, celulose e lignina) comeca
aproximadamente a 180° C, porém dependendo do pré-tratamento da biomassa (4cido,
alcalino ou solvente) e sua severidade sd@o formados compostos intermediérios, como 4cido
acético, furfural, hidroximetilfurfural (HMF) etc. (HARMSEN et al., 2010; KABEL et al.,
2007).

Estes compostos podem ser produtos de degradacdo com efeitos inibitdrios
(téxicos) no processo de fermentacdo. O nivel de toxicidade depende das condig¢des
fisioldgicas da célula, concentragao de oxigénio dissolvido e pH do meio. A degradacdo das
pentoses formam furfural, enquanto as hexoses formam HMF que afetam o crescimento e a
respiracdo celular. A degradacdo da lignina libera uma enorme variedade de compostos
toxicos a fermentacdo: aromadticos, poliaromaticos, fendlicos e aldeidos. Os 4cidos
fendlicos apresentam toxicidade maiores do que o furfural e HMF, mesmo em baixas
concentracdes. Estes compostos fendlicos causam a perda da integridade das membranas
celulares dos organismos de fermentacio, reduzindo o crescimento celular e a assimilagdo

dos acicares (HARMSEN et al., 2010).

Extrativos oriundos da estrutura lignocelulésica incluem as resinas, taninos e
terpenos, os quais apresentam toxicidades menores que os anteriores. Metais pesados
podem aparecer como compostos inibitorios no processo de fermentacio, devido a corrosao
de equipamentos. Os principais fatores que influenciam a formacao destes inibidores sdo o
pré-tratamento da biomassa, a temperatura do processo e o tempo de residéncia

(HARMSEN et al., 2010).

O pré-tratamento com CO, supercritico € uma alternativa interessante para
biomassa. Ao contrdrio de pré-tratamentos severos, o pré-tratamento supercritico nao
produz compostos inibitérios, uma vez que ocorre em baixas temperaturas (SRINIVASAN;
JU, 2010), pois a temperatura necessdria para a decomposi¢do térmica da celulose,

hemicelulose e lignina comeca em torno de 180°C.
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24 Explosao com CO2 supercritico

Para melhor entender a explosdao supercritica, serd apresentado primeiramente a
definicdo de um fluido supercritico. Segundo Taylor (1996), o estado supercritico de um
fluido € a regido em que o fluido encontra-se acima da pressao critica e temperatura critica.
Esta regido possui apenas uma fase e o fluido adquire algumas propriedades intermediarias

entre gases e liquidos.

O fluido supercritico apresenta uma densidade relativamente alta (préxima dos
liquidos) a alta pressdo, o que proporciona um bom poder de solvatacdo. Os baixos valores
de viscosidade e altos valores de difusividade (ambos préximos dos gases) combinados
com o poder de solvatacdo e tensdo superficial proxima de zero, permite uma melhor

penetracdo do fluido no interior da matriz (AZEVEDO, 2005; TAYLOR, 1996).

Uma variagdo das técnicas de explosdo estd na utiliza¢do de fluidos supercriticos.
O pré-tratamento de explosdo com gés carbOnico supercritico é vantajoso sobre véarios
aspectos: o CO, atinge a faixa supercritica a baixas pressoes (73,75 bar) e temperaturas
(31,1°C) facilitando a operag@o dos equipamentos (GAO et al., 2010; KIM; HONG, 2001;
TAYLOR, 1996), além da vantagem da hemicelulose ndo se degradar em temperaturas
baixas quando comparadas a temperatura da explosao a vapor (KIM; HONG, 2001) ou para
a temperatura do pré-tratamento térmico, eliminando o problema de formacao de inibidores

e degradacdo da lignina (SANTOS et al., 2011).

Zheng et al. (1995) compararam, para celulose pura, o efeito de explosdes sub e
supercriticas do CO, com aumento de temperatura. Para explosdo subcritica ndao houve
melhora na conversdo em acgucares, ficando bem préxima do controle, enquanto com o

aumento da temperatura houve um aumento da conversdo na explosao supercritica.

A ndo melhora na explosdo subcritica se deve a baixa difusividade do fluido de
CO; subcritico, sendo mais dificil a penetracdo das moléculas de CO;, nos microporos da
celulose. Deste modo, a menor quantidade do fluido presente nos microporos diminuiu

consideravelmente o efeito de explosdo causado na despressurizagdo do sistema.
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O uso do CO; supercritico € interessante também pelos aspectos econdmico-
financeiros e ambientais, pois € atéxico e ndo deixa residuo na matéria-prima apds o
processo de pré-tratamento, possui alta disponibilidade e substitui o uso de solventes
organicos evitando custos na recuperacdo e de descontamina¢do no produto (AZEVEDO,
2005: BARNABE, 2008; GAO et al., 2010; KIM; HONG, 2001). Na sequéncia, serdao
expostos os efeitos que a temperatura, pressao, umidade, tempo de retengcdo e os impactos

reportados na literatura no uso do pré-tratamento com CO, supercritico em uma matriz

lignoceluldsica.

24.1 Efeito da temperatura

O aumento da temperatura no pré-tratamento de explosdo com CO, supercritico
apresenta um efeito positivo na taxa de conversao da celulose em glicose. Diversos autores
utilizando o mesmo pré-tratamento para diferentes amostras verificaram taxas de conversao

em glicose maiores quando comparadas com temperaturas menores.

Gao et al. (2010) verificaram que a temperatura influenciou a conversdo da
celulose para a palha de arroz, quando submetida ao pré-tratamento com CO, supercritico a
uma pressdao de 300 bar. Ao final da hidrélise enzimética de 48 horas, Gao et al. (2010)
verificaram que o pré-tratamento da palha de arroz a temperatura de 110°C resultou em
uma conversdo em glicose de 32,4 %, ao passo que nas temperaturas de 40°C e 80°C a

conversao em glicose encontrada foi de 29 % e 30,5 %, respectivamente.

O mesmo comportamento foi verificado por Kim e Hong (2001), para o pré-
tratamento com CO; supercritico de madeiras conifera e folhosa a uma pressao de 214 bar.
Para hidrélise enzimdtica de 72 horas, para a temperatura de 165°C no pré-tratamento
houve conversdo em acucares de aproximadamente 30 % e 75 % do valor tedrico para a
madeira conifera e a madeira folhosa, respectivamente. Para temperaturas de 112°C e
138°C, as conversdes da madeira conifera foram iguais, aproximadamente 12 %, enquanto

para a madeira folhosa as conversdes em aguicares foram de 12 % e 20 %, respectivamente.
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Zheng et al. (1998) alcancaram conversdes maiores, a medida que a temperatura
no pré-tratamento aumentava para uma mistura de papéis reciclados e bagaco de cana, ao
submeter estas ao pré-tratamento com CO, supercritico a uma pressdo de 76 bar seguida
uma hidrélise enzimdtica de 25 horas. A taxa de conversdo em glicose para a mistura de
papéis reciclados foi de aproximadamente 30 % e 33 % nas temperaturas de 35°C e 80°C,
respectivamente. Para o bagaco de cana, a taxa de conversdo em glicose foi de

aproximadamente 36 % e 42 % nas temperaturas de 35°C e 80°C, respectivamente.

No entanto Zheng et al. (1998) ndo verificaram mudancas significativas para o
efeito da temperatura na conversdo para a celulose pura. Estes autores verificaram uma taxa
de conversdo em glicose de aproximadamente 75 % nas temperaturas de 35°C e 80°C e

pressdo de 207 bar.

2.4.2  Efeito da pressao

Segundo Gao et al. (2010) e Zheng et al. (1998), os efeitos da variacdo da pressao
no pré-tratamento de explosdo supercritica com CO, sdo positivas na medida em que se
aumenta a pressao no pré-tratamento da biomassa. Tanto a palha de arroz como a celulose
pura apresentaram um aumento na conversdao em glicose apds terem sido submetidos ao

pré-tratamento.

Para a celulose pura, Zheng et al. (1998) verificaram um aumento substancial na
conversao em glicose ao elevar a pressdao do pré-tratamento para uma temperatura de 35°C.
As conversdes em glicose foram de 62, 67, 73 e 81 % nas pressdes 76, 138, 207 e 276 bar,
respectivamente. Para o bagaco de cana, Zheng et al. (1998) constataram mudancas na
conversdao em glicose apds o pré-tratamento com CO, supercritico em dois intervalos de
pressdo nas temperaturas de 35°C e 80°C. Na temperatura de 35°C, a conversao em glicose
subiu de 37 para 43 % para o intervalo de pressdao de 76 a 207 bar, enquanto, para
temperatura de 80°C , a conversdo em glicose subiu de 41 para 45 % para o mesmo

intervalo anterior de pressao.
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Um acréscimo da pressdo no pré-tratamento aumenta o poder de penetragao do
CO; nos microporos da biomassa, obtendo-se maiores difusividades e poder de solvatacdo

do fluido supercritico, resultando em taxas de conversao mais elevadas.

Gao et al. (2010) verificaram que para uma hidrélise enziméatica de 48 horas houve
um acréscimo de aproximadamente 2 % (33,6 para 35,4 %) na conversido em glicose para o
pré-tratamento com CO, supercritico a uma temperatura de 110°C. As pressdes utilizadas

nos experimentos supercriticos foram de 100 e 300 bar.

Kim e Hong (2001) verificaram que o aumento da pressdao do CO, de 214 para
275 bar ndao aumentou a digestibilidade enzimadticas das madeiras aspen e SYP para
amostras secas. No entanto para amostras com teor de umidade de 73 % em base tmida,
verificou-se um efeito negativo para o aumento da pressao do CO, de 214 para 275 bar, isto
pode ser atribuido a liberacdo de dgua de dentro da biomassa lignocelul6sica, devido ao
aumento da dissolu¢do da dgua em densidades elevadas do fluido supercritico no pré-

tratamento em pressoes elevadas.

Segundo Alinia et al. (2010), hd um limite para a contribuicdo na conversdao em
acucares redutores da palha de trigo pelo aumento da pressdo no pré-tratamento com CO,
supercritico. A conversdo em acucares redutores aumentou de 41 g para 60,9 g e de 70,4 g
para 151,5 g por quilograma de palha de trigo imida nas temperaturas de 180°C e 190°C,
respectivamente, para pressdao de 80 bar a 120 bar. No entanto para pressdes acima de

120 bar ndo houve mudangas significativas na conversao.

2.4.3 Efeito da umidade

Segundo Alinia et al. (2010), a presenca de dgua nas amostras de palha de trigo,
para o pré-tratamento de explosdo com CO, supercritico (pressdo de 120 bar e tempo de
retencdo de 30 minutos), foi importante para o aumento na conversio em agucares
redutores quando comparada a palha de trigo seca. Para amostras secas e amostras com teor
de umidade igual a 19 % em base tmida, verificou-se um aumento na conversao em

acucares redutores de aproximadamente 60g/kg para 190g/kg, 150g/kg para 180g/kg e
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140g/kg para 175g/kg, para temperaturas de 180°C, 190°C e 200°C, respectivamente. Foi
atribuido este aumento a formag¢ao de 4cido carbdnico pela presenca de dgua na palha de
trigo e o diéxido de carbono, consequentemente pode ter ocorrido uma pré-hidrélise da

hemicelulose e, assim, aumentado a conversao dos aguicares redutores.

Segundo Kim e Hong (2001), o emprego do pré-tratamento de explosdao com CO,
supercritico (165°C, 214 bar e 60 minutos de tempo de reten¢cdo) para a madeira conifera
aspen e para a madeira folhosa “southern yellow pine” (SYP), se mostrou significativo para
a conversao em agucares quando alterado o teor de umidade das madeiras. A madeira aspen
apresentou uma taxa de conversao em actcares de aproximadamente 15 % para 80 % para
um teor de umidade de 0 % e 73 %, respectivamente, enquanto a madeira SYP obteve uma
conversdao de aproximadamente 10 % para 37 % maior para um teor de umidade 0 % a
57 %. Kim e Hong (2001) atribuiram a conversao menor para umidade de 73 % da madeira
SYP, devido a complexidade em hidrolisar a madeira folhosa quando comparada a madeira
conifera por causa da presenca da lignina guaiacil na SYP. Portanto, o teor de umidade
pode influenciar as taxas de conversdo em aclcares com seu aumento, porém depende

muito de outros fatores como o tipo de lignina presente nas amostras.

244  Efeito do tempo de retencao

O parametro tempo de retencdo corresponde ao tempo no qual a biomassa estd
sujeita as condi¢des supercriticas do fluido no pré-tratamento de explosio com CO,

supercritico.

Segundo Gao et al. (2010), o efeito das condigbes supercriticas mostrou-se
positivo na conversdo em glicose para a palha de arroz quando comparado a amostra sem
pré-tratamento. Porém, verificou-se que para diferentes tempos de retencao (15, 30 e 45
minutos) para o pré-tratamento com CO; supercritico, ndo houve variacao significativa das

conversdes em glicose, com conversdes proximas a 32 %.

No entanto Kim e Hong (2001) verificaram que nas madeiras aspen € SYP o maior

tempo de retencdo ndo forneceu a maior conversdo em agucares. Os tempos de retencao
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estudados foram 10, 30 e 60 minutos para o pré-tratamento de explosdo com CO,
supercritico (165°C, 214 bar e teor de umidade de 73 %), para os quais houve um
crescimento nas conversdoes para 10 minutos e 30 minutos, porém verificou-se uma
pequena diminui¢do na conversao para 60 minutos em relacdo ao tempo de 30 minutos. A
conversdao em agucar aumentou aproximadamente de 45 % para 86 % de 10 a 30 minutos
para a madeira aspen e de 22 % para 28 % para a madeira SYP. Constatou-se uma
diminui¢ao de 30 para 60 minutos, de 86 % para 81 % e de 28 % para 25 % nas madeiras

aspen e SYP, respectivamente.

Deste modo, conclui-se que de modo geral o tempo de retencdo € um fator
importante para a conversdo em glicose, porém depende muito das condicdes do pré-

tratamento e da complexidade estrutural da biomassa lignoceluldsica.

2.4.5 Remocao e impacto do CO2 supercritico

O uso do pré-tratamento de explosdo supercritica com CO, possibilita mudangas
nas estruturas morfolégicas da biomassa (GAO et al., 2010). As taxas de conversdes em
acucares pelo pré-tratamento de explosao supercritica com CO, estd intimamente ligado ao

grau de complexidade encontrado no material lignocelulésico (KIM; HONG, 2001).

Srinivasan e Ju (2010) verificaram que o pré-tratamento de explosdo supercritica
com CO, removeu, de modo eficaz, outros componentes presentes no guaiule aumentando
os teores de celulose e hemicelulose. O pré-tratamento foi principalmente um pré-
tratamento fisico, visto que ndo houve degradacdo da hemicelulose enquanto quando
aplicado o pré-tratamento quimico com 4cido diluido verificou-se a remocdo da

hemicelulose, além da produ¢do de compostos inibidores.

Zheng et al. (1998) utilizaram em sequéncia dois pré-tratamentos, acido diluido e
explosdo de CO, supercritico, para o bagaco de cana-de-agicar e concluiram que estes
removeram a hemicelulose aumentando a porosidade do bagaco e fornecendo maiores taxas

de conversao de glicose. Estes autores também realizaram a hidrélise enzimatica para o pré-
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tratamento supercritico com outros fluidos como géds nitrogénio e hélio. O gis carbonico foi

o mais eficiente na taxa de conversao final em glicose.

O aumento no teor de celulose e hemicelulose, pela remog¢do de outros
componentes presentes na biomassa € intrinseco ao grau de complexidade da estrutura

morfoldgica da biomassa e do pré-tratamento escolhido.

Zheng et al. (1998) analisaram os efeitos anterior e posterior da utilizacdo da
explosdo supercritica com CO, sobre a estrutura da celulose pura (Avicel), e verificaram
que os tempos de relaxamento do BC e 'H aumentaram, ou seja, esse aumento corresponde
ao aumento da mobilidade dos dtomos de carbono e hidrogénio, sugerindo que houve
quebra das liga¢des de hidrogénio e ruptura da estrutura tridimensional da celulose no pré-
tratamento. De modo que, o pré-tratamento foi responsavel pelo decréscimo em 50% da
cristalinidade na celulose pura, sugerindo que a interacdo entre a celulose e a molécula de
gds carbonico supercritico pode afetar a estrutura celulésica do material em estudo por

meio da ruptura das estruturas de hemicelulose e lignina.

E possivel que a interacdo com o gds carbOnico supercritico possa hidrolisar a
hemicelulose (KIM; HONG, 2001), possivelmente pela interacdo entre o gas carbOnico
pressurizado presente nos poros da biomassa, que ao entrar em contato com a dgua produz

acido carbonico (AGBOR et al., 2011).

No entanto estes comportamentos ndo podem ser generalizados para todas as
biomassas e condi¢des de temperatura. Alinia et al. (2010) verificaram que para a palha de
trigo nem sempre 0 aumento na temperatura e pressao correspondeu as maiores taxas de
conversoes. A partir de um determinado valor de pressdo, a variagao nao foi significativa na
conversdo em aguicares redutores, enquanto Kim e Hong (2001) verificaram que houve um

decréscimo na taxa de conversdo nas madeiras pinho amarelo e aspen.

2.5 Hidroélise enzimatica

A hidrdlise enzimética de carboidratos vegetais surgiu como a tecnologia mais

importante para a conversdao de biomassa em mondmeros de aclcares para posterior
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fermentacdo em bioetanol. A degradacdo biolégica dos carboidratos no interior da biomassa
¢ obtida usando vdrias enzimas em propor¢des definidas para converter os carboidratos em

acucares monoméricos (VAN DYK; PLETSCHKE, 2012).

Apesar da hidrélise 4acida ser mais rdpida e apresentar uma alta taxa de
recuperacdao dos acucares derivados da hemicelulose, o método produz produtos ndo
desejdveis ao processo, sendo necessdria uma detoxificacdo para a retirada destes
compostos. Os métodos utilizados sdo a neutralizacdo, supercalagem com hidréxido de
calcio, resina de troca i0nica, carvao ativado e desintoxicacdo enzimadtica. Os custos da
detoxificacdo e recuperacdo dos reagentes oneram o processo, enquanto a hidrélise
enzimatica tem mostrado resultados melhores na fermentacao. Mesmo sendo mais lenta que
a hidrolise 4cida, a hidrdlise enzimatica ndo gera produtos que afetam a fermentacdo,

processo seguinte a hidrélise (CARDONA et al., 2010).

O processo de hidrélise enzimatica envolve a agdo sinérgica entre enzimas
celuloliticas que apresentam um alto custo associado a uma baixa producio (ZHANG et al.,
2006). No entanto a reacdo da hidrolise enzimética pode ser conduzida em condig¢Oes
relativamente moderadas, ou seja, a 50°C e a pressdo atmosférica e ndo ha formacao de
produtos de decomposicao do acguicar. Entretanto, essas enzimas sao incapazes de catalisar
uma rdpida e completa hidrélise da celulose nativa em glicose, sendo que as taxas de
conversdo variam de acordo com o tipo de residuo, concentracdo da enzima e tempo da

hidrélise (BASSO, 2010).

Enzimas celulase altamente especificas sdo responsaveis pela hidrélise enzimética
da celulose (BEGUIN; AUBERT, 1994). O produto da hidrélise enzimética da celulose € a
glicose. A hidrélise enzimadtica € a mais utilizada, pois geralmente € realizada em condi¢des
brandas (pH 4,8 e temperatura 45-50°C) e sem problemas de corrosdo quando comparadas a

hidrélise acida (DUFF; MURRAY, 1996).

Segundo Olsson e Hahn-Hégerdal (1996), celulases sdo enzimas que constituem
um complexo capaz de atuar sobre materiais celuldsicos, promovendo sua hidrdlise. Estas
enzimas sao biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia para a liberacao
de glicose, a qual desperta maior interesse industrial, devido a possibilidade de sua

conversio em etanol.
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As bactérias e fungos podem produzir celulases para a hidrélise de materiais
lignoceluldsicos. Esses microrganismos podem ser aerébios ou anaerdbios, mesoéfilos ou
termofilos. Bactérias do género Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora,

Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora, e Streptomyces podem

produzir celulases (BISARIA, 1991).

Fungos que tém sido relatados para a producdo de celulases incluem
Sclerotiumrolfsii, P. chrysosporium e espécies de Trichoderma, Aspergillus, Penicillium e
Schizophyllum (DUFF; MURRAY, 1996; STERNBERG, 1976). De todos os géneros de
fungos, Trichoderma tem sido o mais estudado para produgdo de celulase (STERNBERG,
1976).

A conversdo da celulose em glicose se faz por meio das enzimas celulase, porém
pesquisas vem utilizando enzimas recombinantes para converter as hexoses e as pentoses
simultaneamente, uma vez que aumentaria o rendimento tedrico e poderia vir a melhorar
substancialmente o processo, tanto em rendimento quanto economicamente (MERINO;
CHERRY, 2007). As enzimas cooperam de uma maneira sinérgica para degradar o
substrato, o que significa que a atividade de enzimas trabalhando juntas é maior do que a

soma de suas atividades individuais.

Os processos hidroliticos nao sdo triviais devido as complexas interacdes entre
celulose e hemicelulose presentes nas paredes celulares dos vegetais e entre estes
polissacarideos e ligninas, assim como a natureza cristalina da celulose e a barreira fisica
formada por ligninas ao redor das fibras celuldsicas. Por esta razdo, a biomassa deve sofrer
um pré-tratamento para separar a matriz de lignina, reduzir a cristalinidade da celulose e

hidrolisar a hemicelulose, separando o hidrolisado da celulose (OGEDA; PETRI, 2010).
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CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Neste trabalho foram utilizados duas fracdes distintas de bagaco de cana-de-
acucar, apresentadas nos subitens 3.1.1 e 3.1.2 como fragdes fina e P, respectivamente. O
bagaco de cana foi cedido pela Usina Acucareira Ester S.A., situada na cidade de
Cosmoépolis, SP. Sete amostras de bagaco recém-processado, de aproximadamente um
quilograma cada uma e teor de umidade de cerca de 50% (base umida), foram coletadas no

dia 20 de junho de 2013.

O bagacgo de cana foi entdo seco no laboratorio de Processos Solido-Fluido da
Faculdade de Engenharia Quimica na Universidade Estadual de Campinas
(LPS/FEQ/UNICAMP). A secagem foi realizada em estufa de conveccao forcada (marca
TECNAL, modelo TE-394/2, Brasil) até atingir a umidade de equilibrio com o ambiente do

laboratério (ca. 8% base seca).

Apoés a secagem, o material passou pelo equipamento amostrador (marca Fritsch,
Alemanha), obtendo amostras de 300 gramas para os experimentos de classificacdo
pneumdtica (fracdo fina). A classificacdo pneumadtica foi realizada no Equipamento
Classificador de Bagaco de Cana-de-Acgucar e Outros Materiais Polidispersos, no
laboratério de Termodinamica e Energia da Faculdade de Engenharia Agricola na

Universidade Estadual de Campinas (FEAGRI/UNICAMP).

Para a fracdo P, as amostras foram separadas em um conjunto de peneiras
adaptado a um shaker, no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos na Universidade Estadual de Campinas (LEB/FEA/UNICAMP).
A obtencdo das amostras de bagaco em fracao P e fina para o estudo com CO, supercritico

esta elucidada nos subitens 3.1.1 e 3.1.2..
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3.1.1 Fracao fina

A fracdo fina do bagaco foi obtida por meio de um classificador pneumético com
capacidade de alimentacdo de 5 a 30 kg/h, utilizando ar como fluido. O fluxo de ar e a
vazdo do bagaco na alimentagdo utilizados foram de 110 m’he 15 kg/h, respectivamente,
conforme definido por Almeida (2012) como condi¢do Otima de separacdo para este
equipamento. Para estas condi¢cdes, a fra¢do fina apresentou um didmetro médio de Sauter
de 0,326 mm. O principio do funcionamento do classificador é baseado na elutriacdo das
particulas do bagaco conforme descrito por Almeida (2012). A amostra da fracdo fina do

bagaco € apresentada na Figura 3.1.

Figura 3.1 - Amostra de fracao fina. Fonte: (BUTZKE, 2013a).

3.1.2 FracaoP

A fragdo medular do bagaco rica em células de parénquima foi denominada como
fracao P. Silva et al. (2012a) verificaram que a hidrélise enzimatica da fracdo P promovia

uma conversdao da celulose em glicose mais eficiente quando comparada ao bagaco
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completo (fibra e medula), isto se deu pelo acesso facilitado a enzima devido a menor

presenca de lignina nas células de parénquima.

Para a separagdo da fracdo P do bagaco completo, amostras de aproximadamente
50 gramas de bagaco completo foram colocadas em um sistema peneiras (marca Granutest,
Brasil). As peneiras selecionadas foram as peneiras 6, 20, 28 e 80 da série Tyler. A fracdo P
€ definida como o material retido na peneira 80 (abertura de 0,175 mm). O conjunto de
peneiras foi colocado sobre um shaker (Innova, modelo 4430, EUA) fazendo um
movimento circular horizontal durante 20 segundos a 200 rpm. Este método de separacio

foi desenvolvido por Hofsetz e Silva (2011). A Figura 3.2 apresenta a amostra de fragcdo P.

Figura 3.2 - Amostra de fragao P. Fonte: (BUTZKE, 2013b).

3.2 Métodos

3.2.1 Caracterizacao do material

A fim de verificar as mudancas resultantes do pré-tratamento com CO,
supercritico, as fragdes fina e P foram caracterizadas antes e apds o pré-tratamento.
Verificou-se o teor de umidade (g/g) das fracdes e a composi¢ao estrutural das fracdes fina

e P para determinar a quantidade de celulose, lignina, extrativos e cinzas presentes na
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biomassa lignocelulésica. Por fim, foram realizadas andlises de area superficial especifica a
fim de determinar a drea disponivel nos microporos das fracdes, analisou-se também se
houve diminuicao da cristalinidade da celulose e foram feitas imagens em alta resolu¢do no

microscépio eletronico de varredura.

3.2.1.1 Teor de umidade

A determinacao do teor de umidade (g/g) das fracdes de bagaco foi realizada pelo
método gravimétrico, usando-se uma estufa de secagem a viacuo (QUIMIS, modelo
Q819V2). A secagem se deu a 70 °C e vécuo de aproximadamente de 90 kN/m? de pressio
durante 24 horas. O teor de umidade (U) em base seca é calculado pela equagdo 3.1. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

U= Mamostra—Mamostra seca (31)

Mameostra seca

Em que:

M gmostra= Massa da amostra (gramas);

M ymostra seca= Massa da amostra seca (gramas).

3.2.1.2 Composicao estrutural

Andlises de composicdo de celulose, lignina, extrativos e cinzas foram realizadas
no laboratorio de Processos Sdélido-Fluido da Faculdade de Engenharia Quimica na
Universidade Estadual de Campinas (LPS/FEQ/UNICAMP). Os métodos utilizados estdo

apresentados na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Métodos utilizados para analises de composicao das fracoes de bagaco.

Método

Método

Referéncia

Teor de lignina

NREL/TP-510-42618
Standard Determination of
Structural carbohydrates and

Lignin in Biomass

(SLUITER et al., 2008a)

Teor de celulose

Cellulose determination

protocol

(SUN et al., 2004)

Extrativos

(dgua e etanol)

NREL/TP-510-42619
Standard Biomass Analytical

(SLUITER et al., 2008b)

Methods
ASTM/E-1755-01 Standard
Teor de cinzas Test Method for Ash in (ASTM, 2008)
Biomass
Teor de hemicelulose Obtido por diferenga

3.2.1.3 Analise de area superficial

As amostras de fracdes de bagaco foram submetidas a determinacdo da drea

superficial (BET), para quantificacdo do tamanho e do volume dos microporos. A medida

de area superficial e tamanho dos poros sdo baseadas na fisiossor¢do, ou seja, na adsorcao

fisica e dessorcao de gas (nitrogénio) na superficie e nos poros da amostra sélida. Utilizou-

se um analisador de porosidade e area superficial (Micromeritics, modelo ASAP 2010,

Austin, EUA), do Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracdo da Faculdade de
Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas (LRAC/FEQ/UNICAMP).
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3.2.1.4 Difracao de raios X

As amostras de fracdes de bagaco foram analisadas por difracdo de raios X, a fim
de se verificar a ruptura de ligacdes que possam diminuir a cristalinidade da celulose.
Utilizou-se um difratometro de raios X (marca PHILIPS, modelo X'Pert, Almelo, Holanda),
pertencente ao Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracdao (LRAC) da Faculdade
de Engenharia Quimica da Unicamp (Campinas — SP), utilizando-se o citodo Cu-Ka como
fonte de radiacdio (A = 1,54060 A), com tensdo de 40 kV e corrente de 40 mA, sendo a
varredura feita com tamanho de passo de 0,02°, velocidade de 0,016°segundo e faixa de

reflexdo de 5° - 70° (angulo de Bragg — 20).

3.2.2 Pré-tratamento com CO, supercritico

O equipamento utilizado nos experimentos foi projetado e desenvolvido pela
equipe do Laboratério de Engenharia de Produtos e Processos em Biorrecursos da
Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas
(LEPPBio/FEQ/UNICAMP) em parceria com a empresa AUTIC (Automacdo e
Instrumentacdo Industrial Ltda) da cidade de Campinas, conforme descrito por Azevedo
(2005). O equipamento € extremamente versatil e possui cinco moédulos (Figura 3.3):
Modulo de Alimentagdo do solvente e/ou cossolvente; Modulo de Extracdo; Modulo de

Separagdo (1); Moédulo de Separacdo (2); Médulo de Medicao e Coleta.
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Figura 3.3 - Equipamento de Extracao Supercritica. Fonte: (BUTZKE, 2013c).

No presente trabalho foram utilizados apenas o médulo de alimentacdo do solvente e/ou

cossolvente e o médulo de separacdo (1), descritos a seguir.

Moédulo de alimentacio do solvente e/ou cossolvente (Figura 3.4): O médulo de
alimentacdo € disposto em dois niveis, no nivel superior localizam-se as vélvulas que
alimentam o solvente ao processo, enquanto no nivel inferior estdo localizados os sistemas
de alimentagdo do solvente e cossolvente (neste trabalho nao foi utilizado cossolvente). O
sistema de alimentacao de solvente € constituido por uma bomba para HPLC marca Gilson
(EUA), um mdédulo manométrico marca Gilson modelo 805 para controle da pressao na
descarga das bombas, um transdutor de pressao e display digital para indicacdo de pressao e
um sistema de pré-aquecimento de solvente localizado a jusante do misturador estatico.

Neste mddulo encontra-se o quadro geral de for¢a do equipamento.
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Figura 3.4 - Moédulo de alimentacdo do solvente e/ou cossolvente. Fonte: (BUTZKE,

2013d).

Modulo de Separacao (Figura 3.5): Local em que se realiza a alimentagdo da

amostra das fracdes de bagaco.

Figura 3.5 - Médulo de separacao. Fonte: (BUTZKE, 2013e).
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Este médulo possui uma coluna de 300 mL, duas vélvulas reguladoras de fluxo,
sendo uma para controle de pressdao na coluna e outra para retirada de amostra do fundo da
coluna, um mandmetro para monitoracdo da pressdo dentro da coluna, um controlador de
temperatura PID para a camisa de aquecimento da coluna, um controlador P para a camisa

de aquecimento da vdlvula e indicadores de temperatura.

Com todas as vélvulas devidamente fechadas, liga-se o banho termostitico até
atingir a temperatura de -3°C e o CO, é bombeado ao sistema aumentando-se
gradativamente a vazdo de O até 7 mL/min, a fim de atingir a pressdo desejada mais
rapidamente. Em seguida, ligam-se os controladores de temperatura da coluna do médulo
de separacdo e da valvula micrométrica ajustando-as nas temperaturas definidas. Abre-se a
valvula que liga a alimentacdo do CO,; ao mddulo de separacdo, assim que a pressao
alcance o valor desejado para o ensaio, a valvula de entrada do médulo de separagdo é
fechada e a bomba que alimenta o CO, € desligada. Deste modo, o CO; nas condi¢des de
temperatura e pressdo selecionadas € retido na coluna de separacdo por um tempo
determinado para o ensaio. Passado este tempo abre-se a vdlvula de saida do médulo de
separa¢do, despressurizando o sistema e expulsando o CO;, de dentro da coluna. O CO,
expulso do sistema foi direcionado a um recipiente contendo 4dgua, o qual recebeu o
conteddo extraido pelo pré-tratamento, como os extrativos e a hemicelulose solubilizada.
Porém, nao foi possivel analisar o contetido desta solucdo, pois parte do material extraido
ficou retido na tubulagdo como residuo na saida da tubulagdo. Depois de finalizado o pré-
tratamento com CO, supercritico as amostras foram devidamente retiradas do equipamento,
e levadas imediatamente para secagem em estufa novamente, conforme o procedimento
explicado no item 3.2.1.1, uma vez que € necessdrio manter as amostras pré-tratadas secas

para anélise da composi¢do estrutural.

3.2.2.1 Ensaios experimentais

Visando analisar os parametros que influenciam o pré-tratamento supercritico das
fracdes de bagaco, foi realizado um planejamento fatorial completo 2%, com triplicata no

ponto central, no qual foram testadas as varidveis: umidade, pressao, temperatura.
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O tempo de retencdo foi fixado em 30 minutos, uma vez que nos trabalhos
encontrados na literatura observaram-se tempos de retencdo entre 10 a 60 minutos
(ALINIA et al., 2010; DE VRIJE et al., 2002; KIM, K. H.; HONG, 2001; SRINIVASAN;
JU, 2010). A umidade foi avaliada, a fim de verificar a influéncia que a quantidade de dgua
presente nas amostras poderia influenciar nos resultados do pré-tratamento, tanto fisica
quanto quimicamente (ALINIA et al., 2010; BENAZZI et al., 2013b; GAO et al., 2010;
KIM, K. H.; HONG, 2001; SRINIVASAN; JU, 2010). A temperatura € a pressao sao
varidveis no processo do pré-tratamento com CO2 supercritico (ALINIA et al., 2010;
BENAZZI et al., 2013a; GAO et al., 2010; KIM, K. H.; HONG, 2001; SANTOS et al.,
2011; SRINIVASAN; JU, 2010). A faixa de temperatura selecionada foi de 40°C a 60°C,
sabendo que a minima temperatura supercritica para o CO, € de 31,1°C. A minima pressao
supercritica é de 73,75 bar, deste modo, foi selecionada o intervalo de 100 a 250 bar. O
intervalo utilizado para a temperatura e pressio no equipamento com CQO; supercritico

foram selecionadas considerando-se as limitacdes operacionais do equipamento.

A matriz do planejamento experimental € apresentada na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Matriz do planejamento experimental.

Variaveis
Ensaio
Umidade (%) Temperatura (°C) Pressdo (bar)
1 0 40 100
2 100 40 100
3 0 60 100
4 100 60 100
5 0 40 250
6 100 40 250
7 0 60 250
8 100 60 250
9 50 50 175
10 50 50 175
11 50 50 175
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Como o volume do cilindro utilizado no pré-tratamento com CO; supercritico era
limitado (cabendo aproximadamente 15 gramas das fracdes de bagaco) e o total de massa
necessdria nas andlises de composi¢do e hidrdlise enzimdtica excediam 15 gramas, desta
forma, os ensaios referentes ao planejamento experimental mostrado na Tabela 3.2 foram
realizados quatro vezes. Duas vezes para determinar o comportamento do teor de celulose e
duas vezes para determinar o comportamento da conversdo da celulose em glicose (nas
fracdes fina e P), deste modo, foi possivel comparar os resultados com os ensaios controle
(sem pré-tratamento). Foram adicionados no cilindro esferas de vidro, para que nao

houvesse formagdo de caminho preferencial do CO; supercritico.

Para aumentar o teor de umidade das fracdes secas (estufa de secagem a vicuo a
70 °C durante 24 horas) foram colocadas 15 gramas de cada amostra em saco pléstico,
entdo, adicionou-se dgua lentamente com auxilio de um borrifador, em seguida, o saco foi

fechado hermeticamente.

Para o teor de umidade de 50% em base seca adicionou-se 7,5 mL de dgua para 15
gramas de fracdes fina e P, enquanto para um teor de umidade igual a 100 % em base seca
adicionou-se 15 mL de 4gua. Deste modo, as amostras devidamente lacradas em sacos
plasticos fechados hermeticamente foram levadas ao refrigerador por 24 horas, sendo que, a
cada hora as amostras nos sacos pldsticos eram movimentadas suavemente para que a dgua

penetrasse por igual nos poros das fracdes de bagaco.

As analises dos teores de celulose e da hidrdlise enzimatica foram realizadas em

triplicata nas fracoes fina e P.

3.2.3 Hidrolise enzimatica

As fragdes P e fina previamente pré-tratadas foram submetidas a hidrélise
enzimdtica no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos (LEB) da Faculdade de
Engenharia de Alimentos (FEA/Unicamp). As enzimas utilizadas na hidrélise enzimdtica
foram a cellulase NS 50013 - Novozymes, Dinamarca (15 FPU/ g de matéria seca) e -

glucosidase NS 50010 - Novozymes, Dinamarca (50 Ul/g de matéria seca). As condi¢Oes
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da hidrélise (pH igual a 5 e temperatura de 47°C) foram determinadas anteriormente pelo
LEB. O tempo total da hidrélise enzimadtica foi estabelecido em 72 horas, o teor de sélidos

(fracdo fina e P) utilizado foi igual a 3 % ou razdo sélido seco/liquido de 30 g/L.

Neste procedimento foram utilizados reatores encamisados de 500 mL, agitadores
magnéticos e banho termostatico (para controle de temperatura). A hidrdlise enzimatica foi

realizada segundo as seguintes etapas:

I. Determinou-se a quantidade de enzimas, de 4dgua e das fracdes a serem
utilizadas;

II.  Adicionou-se a 4gua e colocaram-se 0os magnetos no reator encamisado;

IlI.  Adicionaram-se as fracdes fina e P;

IV. Adicionaram-se as enzimas (inicio da hidrélise enzimatica);

V. Foram retirados aliquotas de 3 mL de amostra (3, 6, 12, 24, 48 e 72h) e
inativou-se as enzimas em banho termostatizado a 100°C por Smin, em seguida
resfriou-se em banho de gelo;

VI. Centrifugou-se as amostras em 3000 rpm por 15 minutos. Recolheu-se o
sobrenadante e o filtrou para retirar pequenas particulas que ainda ficaram em
suspensao (utilizou-se papel filtro de 0,45 um);

VII.  Analisaram-se os agucares redutores totais pelo método DNS adaptado de
Miller (1959) e glicose pelo método do kit enzimético, em seguida foi calculada

a conversdo em glicose.

Os reatores foram mantidos fechados durante o processo para evitar evaporagao.

Adicionou-se Azida de sodio (15 mM/L) para evitar crescimento microbiano.

A conversao da celulose em glicose foi calculada de acordo com a equagao 3.2.

[Glicose]

Conversio em glicose (%) = X 100 (3.2)

CelulosexR

Em que:
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[Glicose] = concentragdo de glicose (g de glicose/L de solugio);
Celulose = teor de celulose inicial (g/g);

R =razdo sélido/liquido de fracdo (fina e P) utilizada (g/L).

3.2.3.1 Inibidor

A quantificagdo do composto inibidor hidroximetilfurfural (HMF) no hidrolisado
das fracdes fina e P foi determinada em cromatrégrafo Dionex no Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos (LEB) da Faculdade de Engenharia de Alimentos
(FEA/Unicamp).

As amostras para andlise foram retiradas ao final das 72 horas de hidrdlise
enzimatica e diluidas em 125 vezes e filtradas através de um filtro de 0,45 um. As amostras
foram identificadas e quantificadas por um cromatégrafo i6nico (HPLC-PAD), utilizando

um sistema Dionex DX-500 (Sunnyvale, CA, EUA).

3.24 Tratamento estatistico dos dados

Com auxilio do pacote computacional Statistica (versdao 8.0, da StatSoft, Inc.) foi
realizado a andlise dos dados experimentais, para avaliar a influéncia das varidveis e de
suas interacdes sobre as respostas de composicdo estrutural (extrativos, celulose,
hemicelulose, lignina e cinzas) e conversao da celulose em glicose, considerando um nivel

de significancia (o) de 5%.

A fim de verificar a reprodutibilidade dos resultados para o planejamento
experimental utilizou-se como medida de dispersao o desvio padrdo. Realizou-se também o
teste F para determinar um modelo matemético que descreva o comportamento para o teor
de celulose e conversdao em glicose nas fracdes fina e P. A fim de determinar se o modelo é
estatisticamente significativo e possa ser utilizado para fins preditivos, o valor F calculado

deve ser obrigatoriamente maior que o valor de F tabelado. Enquanto o F calculado para
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falta de ajuste deve ser obrigatoriamente menor que o valor de F tabelado para a falta de

ajuste.

Os valores de F tabelado e F tabelado para falta de ajuste foram determinados com
auxilio da tabela Distribuicdo F em Calado e Montgomery (2003) (ANEXO A). O valor F
tabelado € funcdo do grau de liberdade da regressao, do grau de liberdade dos residuos e do
valor de a. Enquanto o valor de F tabelado para falta de ajuste é funcdo do grau de

liberdade da falta de ajuste, do grau de liberdade do erro puro e do valor de a.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo tem como objetivo apresentar os resultados obtidos nos ensaios de
pré-tratamento com CO, supercritico, nas fracdes fina e P do bagaco de cana-de-actcar.
Também sdo avaliadas a composicdo estrutural das fragdes, bem como alteragdes
estruturais por meio de andlises de cristalinidade; diferengas nas dreas superficiais

especificas.

4.1 Condicoes do pré-tratamento

O pré-tratamento foi realizado nas fracOes fina e P em diferentes teores de
umidade, temperatura e pressdo. A determinacdo da umidade em base seca foi realizada
conforme o item 3.2.2 deste trabalho. Para avaliacdo dos parametros de umidade,
temperatura e pressao sobre composicdo estrutural e a hidrélise enzimdtica, utilizou-se um
planejamento experimental 2’ completo, com triplicata no ponto central, portanto os

parametros foram avaliados em trés niveis (-1, 0, +1) conforme Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Especificacao dos niveis avaliados nas fracoes fina e P do bagaco.

Niveis
Variaveis
D 0 (+D
Umidade em baseseca (%) 0 50 100
Temperatura (°C) 40 50 60
Pressao (bar) 100 175 250

Em seguida, apresenta-se a Tabela 4.2, na qual estdo especificados os 11 ensaios

realizados nas duas fracdes fina e P.
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Tabela 4.2 - Matriz do planejamento experimental 2° completo com triplicata no

ponto central.

Variaveis
Ensaio
Umidade (%) Temperatura (°C) Pressao (bar)
1 -1 (0) -1 (40) -1 (100)
2 +1 (100) -1 (40) -1 (100)
3 -1 (0) +1 (60) -1 (100)
4 +1 (100) +1 (60) -1 (100)
5 -1 (0) -1 (40) +1 (250)
6 +1 (100) -1 (40) +1 (250)
7 -1 (0) +1 (60) +1 (250)
8 +1 (100) +1 (60) +1 (250)
9 0 (50) 0 (50) 0 (175)
10 0 (50) 0 (50) 0 (175)
11 0 (50) 0 (50) 0 (175)
4.2 Caracterizacao estrutural das fracoes fina e P

Com o intuito de verificar a diferenca entre as composi¢Oes estruturais resultantes
do pré-tratamento com CO, supercritico, realizou-se a andlise da composicao estrutural das
fragdes de bagaco fina e P, conforme o item 3.2.3. A Tabela 4.3 apresenta os resultados
percentuais dos principais componentes da composi¢do da biomassa estudada: cinzas,
extrativos totais, celulose, lignina insoldvel, lignina soldvel. O teor de hemicelulose neste
trabalho foi obtido por diferenca. Todas as andlises da composicdo da fracdo fina e fracdo P

foram realizadas em triplicata.
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Tabela 4.3 - Composicao estrutural das fracoes de bagaco.

Fracao fina Fracao fina
Fracao fina Fracao P
% livre de cinzas livre de cinzas
inicial inicial
(%) (%)
Cinzas 4,54 - 14,18 -

Extrativos totais 10,77 11,28 10,05 11,71
Celulose 47,38 49,63 4233 49,32
Lignina insolivel 11,75 12,31 10,73 12,50
Lignina solivel 2,70 2,83 2,51 2,92
Hemicelulose 22,86 23,95 20,20 23,54

Os resultados da composi¢do estrutural sempre apresentard um total de 100 %,
pois o teor de hemicelulose foi obtido por diferenca. As principais diferencas de
composi¢do entre as fracoes fina e P podem ser observadas no teor de cinzas e celulose. O
valor maior de aproximadamente 212 % no teor de cinzas na amostra da fracdo P pode ser
explicado devido ao processo de separacdo da fracdo P, que favorece a concentracdao de
matéria inorganica recolhida na colheita da cana, devido ao movimento para sua separagao.
A fracao fina por ser obtida por meio de um classificador pneumatico consegue minimizar a
presenca destas particulas. O teor de celulose diminuiu aproximadamente 11 % para a
fracdo P, porém esta e as diminui¢Oes referentes a lignina e hemicelulose podem ser

explicadas pelo aumento do teor de cinzas.

Comparando-se as composicdes livres do teor de cinzas das fragdes fina e P,
verificou-se que apesar da estrutura morfoldgica das fracdes fina e P serem diferentes, a

composi¢do estrutural de ambas as amostras sdo iguais.

A fim de se comparar a composicdo estrutural da fracdo fina e da fracdo P,
verificou-se que a composicdo foi préxima da encontrada por Almeida (2012) e Silva et al.

(2012b) conforme a Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 — Analise quimica do bagaco integral, fracao fina e P do bagaco de cana.

Fracao Livre de Bagaco Livrede Fracao Livrede
Analise fina ci(r(ny:z;s integral Ci(I‘Z?S P ci(rllyz?s
(%)' (%)' (%)"
Cinzas 6,51 - 6,09 - 14,90 -

Extrativos 12,31 13,17 11,66 12,41 9,46 11,12
Celulose 42,27 45,21 45,43 48,38 46,10 54,17
Hemicelulose 24,20 25,89 21,66 23,06 14,04 16,50
Lignina 14,71 15,73 15,16 16,14 15,50 18,21

'Almeida (2012); “Silva et al. (2012b).

Analisando os resultados de Almeida (2012) e sabendo que o procedimento usado
para a determinacdo da composi¢ao foi o mesmo utilizado neste trabalho, verifica-se que os
valores encontram-se préximos. Silva et al. (2012b) obtiveram resultados semelhantes aos
encontrados neste trabalho para a fragdo P; assim como a fracdo fina, a composi¢ao
estrutural da fracao P foi determinada pelo mesmo procedimento. As pequenas variagdes na
composi¢do da fracdo fina e P podem ser explicadas pelo fato do bagaco utilizado ter sido
coletado em safras diferentes. As amostras da fracdo fina e do bagaco integral livres de
cinzas apresentaram resultados muito proximos, confirmando que as diferencas na fracdo
fina e o bagaco integral sdo principalmente em relagdo a estrutura morfoldgica. A fragdo P
apresentou um teor de celulose e hemicelulose maior e menor, pois sdo amostras coletadas

em safras diferentes.

Estabelecida a matriz do planejamento, os resultados foram avaliados com o
software de andlise de dados STATISTICA 8.0 (StatSoft, Inc. 2007) para selecionar quais
sd0 as varidveis que mais influenciam a composicao estrutural das fracdes fina e P apds o
pré-tratamento. As varidveis respostas do planejamento experimental para a composi¢ao
estrutural das fragdes fina e P foram o teor de extrativos totais, celulose, lignina insoldvel,

lignina soldvel e hemicelulose (medida indireta).

Na hidrolise enzimatica realizada neste trabalho, foi utilizada uma combinagao das

enzimas celulase e B-glicosidase, as quais atacam a celulose das fragdes fina e P. Deste
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modo, realizou-se um tratamento estatistico utilizando como Unica varidvel dependente o

teor de celulose nas amostras das fragdes.

4.2.1 Composicao estrutural da fracio fina apés pré-tratamento

A seguir, na Tabela 4.5, é apresentado as respostas do planejamento experimental
para os 11 ensaios realizados conforme mostrado na Tabela 4.2 para a composi¢io
estrutural da fracdo fina. Na Tabela 4.5 estdo os teores de cinzas, extrativos totais, celulose,
lignina insoldvel, lignina soldvel e hemicelulose determinados apds o pré-tratamento com

CO, supercritico.

Tabela 4.5 - Resultados da composicao estrutural da fracao fina apds o pré-

tratamento supercritico.

Lignina Lignina

Ensaio Cinzas Extrativos Celulose Tnsoldvel Soldvel Hemicelulose
(%) (%) (%) (%)
(%) (%)

1 4,60 10,35 61,43 12,11 3,39 8,12
2 4,56 10,44 51,94 13,34 3,12 16,60
3 3,87 10,86 56,43 12,54 3,13 13,17
4 5,17 10,44 55,29 13,05 3,09 12,96
5 5,20 10,62 58,43 12,53 3,26 9,96
6 4,52 11,09 43,51 11,79 2,42 26,67
7 4,64 10,77 62,93 12,91 3,51 5,24
8 4,33 10,94 47,02 12,39 2,74 22,58
9 4,14 10,73 51,88 12,44 2,91 17,90
10 4,27 10,71 57,64 12,43 2,97 11,98
11 4,11 10,56 50,12 12,65 2,78 19,78
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O ensaio sem pré-tratamento com CO; supercritico mostrado na Tabela 4.3
apresentou um teor de hemicelulose de 22,86 %. Verifica-se a partir da Tabela 4.5 que o
principal efeito do pré-tratamento com CO, supercritico na composi¢ao estrutural da fracao
fina foi a solubiliza¢do e remog¢ao da hemicelulose. Com a remocdo da hemicelulose da
composi¢do estrutural da fracdo fina, € possivel afirmar que o pré-tratamento foi eficaz em
alterar o complexo formado pela celulose, hemicelulose e lignina, o que facilita o acesso
das enzimas responsaveis pela hidrdlise da celulose. A diminui¢ao da hemicelulose foi
consideravel, de aproximadamente de 65 %, 56 % e 77 % para os ensaios 1, 5 e 7,

respectivamente.

Os ensaios 6 e 8 apresentaram teores de hemicelulose iguais a 26,67 % e 22,58 %,
respectivamente, resultado maior e igual a amostra sem pré-tratamento (22,86 %).
Provavelmente, pode ter ocorrido algum erro na execucao das andlises desses ensaios, visto
que ndo houve para nenhum outro ensaio uma diminuicao do teor de celulose, que indicasse

que o pré-tratamento supercritico possa solubilizar ou remover celulose.

Os valores de cinzas e extrativos totais ndo apresentaram uma variacao
significativa quando comparados ao ensaio sem pré-tratamento, deste modo, o pré-
tratamento supercritico ndo conseguiu solubilizar e remover os extrativos. O aumento nos
teores de lignina insoldvel e soldvel é decorrente da diminui¢do dos teores de hemicelulose
nos ensaios, ou seja, o pré-tratamento com CO, supercritico ndo remove a lignina. E
possivel que a despressurizacdo possa afetar a lignina na fracdo fina rompendo sua

estrutura, assim aumentando a drea superficial.

Observa-se na Tabela 4.5 que o maior teor de celulose da fracdo fina se deu no
ensaio 7, que corresponde a uma umidade de 0 %, temperatura de 60°C e pressdao de
250 bar, alcangando um teor de celulose de 62,93 %. O ensaio 1 apresentou um resultado

muito proximo do ensaio 7 com um teor de celulose de 61,43 %.

Os ensaios 9, 10 e 11 sao as replicatas no ponto central, 0os quais apresentaram um
desvio padrao para o teor de celulose na fragdo fina de 0,032. O ensaio 10 apresentou um
valor diferente do esperado no ponto central, provavelmente resultado de alguma

irregularidade na execu¢do do pré-tratamento ou na andlise da composicao.
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De um modo geral, o uso do pré-tratamento com CO; supercritico foi positivo,
com excecdo dos ensaios 6 e 8 que apresentaram um teor de celulose menor que o ensaio

sem pré-tratamento.

A seguir, na Tabela 4.6, é apresentada a estimativa dos efeitos principais e de
interacdo entre as varidveis para o planejamento da fracdo fina tendo como resposta o teor
de celulose, juntamente com os valores obtidos para os valores dos coeficientes das
varidveis no modelo, erro padrio e p-valor, coeficiente de determinacio do modelo R* e
nivel de significancia (¢=0,05). Os valores destacados em negrito e itdlico indicam que o

efeito € significativo para o intervalo de confianca de 95 % (p-valor < 0,05).

Tabela 4.6 - Efeitos e coeficientes estimados do teor de celulose para fracao fina.

Variavel Efeito  Coeficiente' Desvio padrido” p-valor
Média/Intercepto’ 0,546225  0,546225 0,013906 0,000648
Curvatura -0,028183  -0,014092 0,026629 0,649537
Umidade (A) -0,103650  -0,051825 0,013906 0,065055
Temperatura (B) 0,015900  0,007950 0,013906 0,625223
Pressao (C) -0,033000  -0,016500 0,013906 0,357263
(A) x (B) 0,018400  0,009200 0,013906 0,576272
A)x (O) -0,050500  -0,025250 0,013906 0,211067
B)x (C) 0,024150  0,012075 0,013906 0,476767
A)xB)x(C) -0,023350 -0,011675 0,013906 0,489526

" Coeficiente do modelo; * Erro padrio (residuo) do coeficiente: corresponde 2 metade do erro
padrio do efeito — com excegdo do intercepto; ° Média dos resultados.

A Tabela 4.6 exibe que nenhuma varidvel € significativa para o intervalo de
confianca estabelecido. A auséncia de significancia das varidveis pode ser observada por
meio do Grafico de Pareto indicado na Figura 4.1, o qual apresenta a razao entre o valor

estimado do efeito e seu erro padrao.

63



%%

Figura 4.1 - Variavel significativa do teor de celulose para fracao fina.

A Figura 4.1 mostra que nenhuma varidvel € significativa para os ensaios de fracao
fina, pois graficamente nenhuma das varidveis encontra-se a direita da linha tracejada para

o intervalo de confianca de 95 %.

O efeito de interacdo entre as varidveis mostra a importancia entre as interacoes
mesmo quando ndo significativas e pode ser visto pela falta de paralelismo das linhas. A

Figura 4.2 apresenta este efeito.
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Figura 4.2 - Grafico das médias marginais para o teor de celulose da fracio fina.

Verifica-se que ndo existe realmente influéncia da umidade no intervalo de pressao
de 100 a 250 bar para temperatura de 40°C no teor de celulose, pois a linhas sdo
praticamente paralelas e ndo se cruzam mesmo que os parametros de pressdo fossem
estendidos. Para a temperatura de 60°C as linhas também ndo chegam a se cruzar
mostrando que também ndo hd influéncia da umidade para este intervalo, porém se fosse
trabalhado com uma faixa menor de pressdo provavelmente notar-se-ia uma influéncia da

umidade.

z

A fim de verificar a normalidade dos erros € apresentado o grifico de
probabilidade normal dos residuos conforme a Figura 4.3, pois devido ao pequeno nimero

de ensaios um histograma da frequéncia dos residuos nao € indicado.

65



0,99

0,95

10

0,5

oo o o
(=)
G

0,55
0,0 ;

e}

035
05 o

Valores normais esperados

-1.0 o 0,15

15
’ o 0,05

0,01

30
0,04 -003 -002 -001 000 001 002 003 004 005 006

Residuo

Figura 4.3 - Grafico da probabilidade normal dos residuos do teor de celulose da

fracao fina.

O gréfico da probabilidade normal permite afirmar que os residuos obedecem a
distribuicdo normal, pois os dados se encontram relativamente proximos a linha reta
vermelha. Em seguida, apresenta-se a Figura 4.4 (Valores previstos versus valores
observados) para determinar se os dados previstos por um modelo linear com os
coeficientes calculados na Tabela 4.6 sdo proximos dos valores observados

experimentalmente.
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Figura 4.4 - Valores previstos versus valores observados do teor de celulose da fracao

fina.

A Figura 4.4 apresenta que os valores previstos se encontram proximos dos dados
experimentais, isto € caracterizado pelos pontos que ficam préximos a linha reta vermelha.
Apesar da curvatura apresentada na Tabela 4.6 nao ser significativa, ndo ha varidveis
significativas para o intervalo de confianca escolhido, deste modo, ndo é possivel
determinar um modelo matematico que descreva o comportamento do teor de celulose da
fracdo fina. O modelo proposto explicaria 91,34 % da variancia, conforme valor de R?

calculado na tabela dos efeitos da fracao fina.

Realizou-se em seguida o teste F para os dados. Verificaram-se os resultados da

andlise de variancia dos resultados (ANOVA) conforme apresentada na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 - Analise da varidncia do teor de celulose da fracao fina.
Teste F Teste F

(calculado) (tabelado)

Regressao 0,024170 3 0,008057  4,8778 4,3468

Falta de ajuste  0,008468 5 0,001694  1,0947 19,296
Residuos 0,011562 7 0,001652
Erro puro 0,003094 2 0,001547

SQ total 0,035732 10

Fonte de variacao SQ1 GL? MQ3

'Soma quadrética; “Grau de liberdade e *Média quadrética.

Analisando a Tabela 4.7, verificou-se que as duas condi¢des para o teste F foram
satisfeitas, o que significa que a regressao linear € de boa confiabilidade e sem evidéncia de
falta de ajuste, deste modo confirmou-se que um modelo linear seria capaz de descrever um

modelo de maneira satisfatéria caso alguma das varidveis fosse significativa.

Portanto, serdo alcancados maiores teores de celulose para menores valores de
umidade da amostra. A seguir € apresentada a superficie de resposta (Figura 4.5) para um
teor de umidade igual a zero em funcdo da temperatura e pressdo. Selecionou-se o teor de
umidade igual a zero, pois foi para esta condicdo de umidade que foram encontradas os

maiores valores para o teor de celulose (ensaios 1, 5 e 7).
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Figura 4.5 - Superficie de resposta do teor de celulose para fracao fina.

Os resultados indicam que quanto maior for a pressao e a temperatura aplicada no
pré-tratamento para um valor minimo de umidade (0 %) maior serd o teor de celulose na

fracdo fina pré-tratada, confirmando o maior resultado de conversdo obtido no ensaio 7.

4.2.2  Composicao estrutural da fracao P apés pré-tratamento

A seguir, na Tabela 4.8, é apresentado as respostas do planejamento experimental
para os 11 ensaios realizados conforme mostrado na Tabela 4.2 para a composi¢cdo

estrutural da fracdo P. Na Tabela 4.8 estdo os teores de cinzas, extrativos totais, celulose,

lignina insoluvel, lignina solivel e hemicelulose determinados apds o pré-tratamento com
CO, supercritico.
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Tabela 4.8 - Resultados da composicao estrutural da fracao P apés o pré-tratamento

supercritico.
Lignina Lignina
Ensaio Cinzas Extrativos Celulose Insolivel Soldvel Hemicelulose
(%) (%) (%) (%)
(%) (%)

1 14,04 9,66 57,89 11,90 3,43 3,08
2 14,58 9,98 43,98 11,51 2,60 17,35
3 14,17 10,64 55,67 12,20 3,23 4,09
4 13,48 10,36 47,64 12,02 2,77 13,73
5 14,79 10,67 55,12 11,20 3,30 4,92
6 13,77 10,42 49,56 11,31 2,97 11,97
7 14,16 10,58 45,26 11,20 2,63 16,17
8 13,89 10,46 58,57 11,19 3,41 2,48
9 14,88 10,42 42,72 11,10 2,51 18,37
10 14,71 10,69 41,89 11,16 2,43 19,12
11 14,83 10,67 42,43 11,21 2,48 18,38

No ensaio sem pré-tratamento com CO; supercritico da fracio P mostrado na
Tabela 4.3 obteve-se um teor de hemicelulose de 20,20 %. Assim como para a fracdo fina,
verifica-se na Tabela 4.8 que o principal efeito do pré-tratamento com CO; supercritico na
composi¢do estrutural da fracdo P foi a solubilizacio e remocdo da hemicelulose.
Consequentemente o pré-tratamento foi eficaz em alterar o complexo formado pela
celulose, hemicelulose e lignina, facilitando o acesso das enzimas responsdveis pela
hidrdlise da celulose. A diminui¢cdo no teor de hemicelulose foi considerdvel, houve uma
diminui¢do de aproximadamente 85 %, 80 %, 76 % e 88 % para os ensaios 1, 3, 5 e 8,

respectivamente.

Os ensaios 1, 3 e 5 apresentam em comum o teor de umidade igual a O %, com

pequenas variacdes nas respostas para o intervalo de temperatura e pressao estudadas.

Nao houve variacdo significativa para nenhum dos componentes da composi¢ao

estrutural da fracdo P nos ensaios do ponto central, para tais condi¢des de pré-tratamento
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(Umidade = 50 %, Temperatura = 50°C e Pressdo = 175 bar). Os ensaios 9, 10 e 11 sado as
replicatas no ponto central, os quais apresentaram um desvio padrdo para o teor de celulose
na fracdo P de 0,003. Este resultado para o desvio padrdao mostra que ha uma dispersao
baixa dos resultados para os teores de celulose, de modo que, confirma uma boa

reprodutibilidade dos resultados.

Os valores de cinzas e extrativos totais novamente nao apresentaram uma variacao
significativa quando comparados ao ensaio sem pré-tratamento, deste modo, o pré-
tratamento supercritico ndo conseguiu solubilizar e remover os extrativos. Devido a
diminui¢cdo dos teores de hemicelulose na fra¢do P, verificou-se um aumento nos teores de
lignina insoldvel e soltivel. O pré-tratamento com CO, supercritico ndo conseguiu remover
a lignina da fragcdo P, porém o efeito da despressuriza¢do no pré-tratamento pode afetar a

lignina na fragdo P rompendo sua estrutura e assim aumentando a drea superficial.

Verifica-se na Tabela 4.8, que para fracdo P o maior teor de celulose apresentado
foi no ensaio 8, o qual corresponde a uma umidade de 100 %, temperatura de 60°C e
pressdo de 250 bar, alcancando um teor de celulose de 58,57 %. O ensaios 1, 3 e 5
apresentaram resultados proximos ao ensaio 7, com teores de celulose iguais a 57,89 %,
55,67 % e 55,12 %, respectivamente. Com excecdo dos ensaios realizados em triplicata
observou-se um aumento considerdavel nos teores de celulose, com um aumento préximo de
38 % para o ensaio 8 em relacdo a amostra sem pré-tratamento. O aumento no teor de
celulose nas amostras de fracdo P ocorreu devido a remocdo da hemicelulose pelo pré-

tratamento com CO, supercritico.

A estimativa dos efeitos principais e de interacdo entre as varidveis para o
planejamento da fracdo P tendo como resposta o teor de celulose € apresentada na Tabela
4.9, juntamente com os valores obtidos para os valores dos coeficientes das varidveis no
modelo, erro padrdo e p-valor, coeficiente de determinacdo do modelo R? e nivel de
significancia (o = 0,05). Os valores destacados em negrito e itdlico indicam que o efeito é

significativo para o intervalo de confianca de 95 % (p-valor < 0,05).
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Tabela 4.9 - Efeitos e coeficientes estimados do teor de celulose para fraciao P.

Variavel Efeito  Coeficiente' Desvio padrio” p-valor
Média/Intercepto® 0,517112  0,517112 0,001489 0,000008
Curvatura -0,187292 -0,093646 0,002852 0,000926
Umidade (A)  -0,035475 -0,017738 0,001489 0,006976
Temperatura (B) 0,001475  0,000737 0,001489 0,669510
Pressao (C) 0,008325  0,004162 0,001489 0,107717
(A)x (B) 0,061875  0,030937 0,001489 0,002309
(A)x (C) 0,074225 0,037112 0,001489 0,001606

B) x (O) -0,005725 -0,002863 0,001489 0,194532
A)xB)x(C) 0032475 0,016238 0,001489 0,008307

' Coeficiente do modelo; * Erro padrio (residuo) do coeficiente: corresponde 2 metade do

erro padrio do efeito — com exce¢do do intercepto; ° Média dos resultados.

Da fracdo P, observa-se que a varidvel umidade (A) € significativa, assim como
todas as interacdes entre as outras varidveis com a umidade para o intervalo de confianca
estabelecido de 95 %. A significancia destas varidveis pode ser observada por meio do
Grifico de Pareto indicado na Figura 4.6, o qual apresenta a razao entre o valor estimado do

efeito e seu erro padrao.
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Figura 4.6 - Variaveis significativas do teor de celulose para fracao P.

A partir da Figura 4.6 é possivel constatar que a as varidveis significativas
contribuem para uma maior resposta no teor de celulose sdo: curvatura, interagdo entre a
umidade e pressdao (AC), interacdo entre a umidade e temperatura (AB), umidade (A) e a
interacdo tripla entre estas (ABC), pois estas se encontram graficamente a direita da linha

tracejada que € a varidvel dentro do intervalo de confianca de 95%.

Novamente € verificado o efeito de interacdo entre as varidveis, pois mesmo
quando ndo significativas podem apresentar importincia sobre o comportamento do teor de

celulose. A Figura 4.7 apresenta este efeito.
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Figura 4.7 - Grafico das médias marginais para o teor de celulose da fra¢ao P.

Verifica-se que ndo existe realmente influéncia da umidade no intervalo de pressao
de 100 a 250 bar para temperatura de 40°C no teor de celulose da fracdo P, pois a linhas nao
se cruzam, porém nota-se que se o intervalo de pressdo trabalhado nos experimentos fosse
maior consequentemente as linhas se cruzariam e haveria uma interacdo considerdvel da
umidade no comportamento para a temperatura de 40°C. Enquanto, para a temperatura de
60°C as linhas de interacdo se cruzam, evidenciando uma forte influéncia no intervalo de

pressao estudado para uma temperatura de 60°C.

Para determinar um modelo matematico que descreva o comportamento do teor de
celulose no pré-tratamento é necessario verificar o teste de normalidade dos erros. Como o
nimero de ensaios € pequeno, um histograma da frequéncia dos residuos ndo € indicado,
optando-se por construir o grafico de probabilidade normal dos residuos conforme a Figura

4.8.
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Figura 4.8 - Grafico da probabilidade normal dos residuos do teor de celulose da

fracao P.

O grafico da probabilidade normal permite afirmar que os residuos obedecem a
distribuicdo normal, pois os dados se encontram relativamente proximos a linha reta
vermelha. Em seguida, apresenta-se a Figura 4.9, para determinar se os dados previstos pela

regressao linear sao préximos dos valores observados experimentalmente.
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Figura 4.9 - Valores previstos versus valores observados do teor de celulose da fracao

P.

Os dados se ajustam perfeitamente aos valores esperados conforme apresentado na
Figura 4.9, isto € caracterizado pelos pontos que ficam proximos a linha reta vermelha. O
modelo proposto explicaria 99,92 % da variancia, conforme valor de R’ calculado na tabela

dos efeitos da fracdo P.

Outro fator a ser levado em conta para a constru¢do de um modelo matemaético de
primeira ordem € verificar se a curvatura € ou nao significativa, para este caso a curvatura é
significativa para a fracdo P, portanto um modelo de primeira ordem ndo descreve

satisfatoriamente os efeitos.

Para confirmar se o modelo linear realmente nao descreve o comportamento do
teor de celulose da fracdo P foi realizado o teste F para os dados. Verificaram-se os
resultados da andlise de varidncia dos resultados (ANOVA) conforme apresentada na

Tabela 4.10.
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Tabela 4.10 - Analise da variancia do teor de celulose da fracao P.
Teste F Teste F
(calculado) (tabelado)

Fonte de variacao SQ1 GL? MQ3

Regressao 0,00266 3 0,00089  0,15509 4,3468
Falta de ajuste  0,03998 5 0,00800 450,6941 19,296
Residuos 0,04002 7 0,00572
Erro puro 0,00003 2 0,00002
SQ total 0,04268 10

'Soma quadritica; “Grau de liberdade e “Média quadritica.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4.10, verifica-se que ambos 0s
resultados, apesar do coeficiente de determinacdo do modelo alto (R* = 99,92%),
confirmam que o modelo ndo se ajusta adequadamente aos pontos experimentais e que o

modelo nao € valido.

Em seguida, apesar da ndo validacdo do modelo, € apresentada a superficie de
resposta (Figura 4.10) que representa graficamente o processo para o teor de celulose em
funcdo da temperatura e pressao para uma umidade de 100 %. O teor de umidade igual a
100 % foi selecionado de acordo com o resultado de maior valor no planejamento

experimental (ensaio 8).
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Figura 4.10 - Superficie de resposta do teor de celulose para fracao P.

Como mostra a Figura 4.10, quanto maior for a temperatura e pressao aplicada no

pré-tratamento com CO, supercritico, da fracdo P com umidade de 100 %, maiores serdo os
teores de celulose.

O pré-tratamento com CO; supercritico foi importante na alteragdo da composi¢ao

estrutural das fracdes de bagaco, observou-se maiores teores de celulose nos ensaios e a

diminuicdo dos teores de hemicelulose, possibilitando um acesso enzimatico mais eficiente
na etapa de hidrélise enzimatica.

O aumento de 33 % no teor de celulose da fracdo fina e aumento de 38 % da
fracdo P pelo pré-tratamento com CO, supercritico, foi muito proximo dos resultados

encontrados por Rabelo et al. (2012). Rabelo et al. (2012) obtiveram teores de celulose

utilizando o pré-tratamento a vapor impregnado com peréxido de hidrogénio de 63 %

contra 43 % (aumento aproximado de 47 %) sem pré-tratamento para o bagago de cana.

Gao et al. (2010), Kim e Hong (2001) e Srinivasan e Ju (2010) utilizaram

intervalos de pressdo no pré-tratamento de biomassa lignoceluldsicas proximos de 250 bar,
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assim como utilizado neste trabalho, porém € importante avaliar o pré-tratamento com CO,
supercritico nas fracdes fina e P em pressdes maiores, assim como para temperaturas
elevadas como verificado por Alinia et al. (2010), Kim e Hong (2001) e Srinivasan e Ju

(2010), com temperaturas de operacao superiores a 150°C.

Devido a limitagdes no equipamento o intervalo de pressao e de temperatura ndao
foram maiores. As superficies de respostas indicam que o aumento nestes parametros €

essencial para um maior teor de celulose apds o pré-tratamento com CO, supercritico.

4.3 Hidrolise enzimatica

A fim de verificar qual a influéncia que o pré-tratamento com CO; supercritico
possui na conversao da celulose em glicose, € ndo s6 quanto a sua composi¢do estrutural,
realizou-se a hidrdlise enzimética das fracdes de bagaco fina e P, conforme o item 3.2.4.
Deste modo, foi possivel determinar o percentual em que a celulose foi convertida em

glicose para diversas condi¢des de pré-tratamento.

A partir da hidrélise enzimdtica também foram determinados a quantidade de
acucares redutores totais (ART) para as fracOes fina e P. Para determinar os ART foi
utilizado o método DNS, enquanto que, para determinacdo da concentracdo de glicose foi o
kit enzimético. Naturalmente a concentracdo de ART € superior a concentracdo de glicose,
visto que os ART contabilizam a sacarose, frutose e a glicose. Os resultados da

concentracio de ART sio apresentados no APENDICE A.

Primeiramente, foi analisado o comportamento da hidrélise para a concentragdo de
glicose em fun¢do do tempo de hidrélise, a fim de, verificar o tempo de hidrélise mais
eficiente nas fragdes fina e P. Em seguida, foi avaliado para o tempo de hidrélise com as

melhores conversdes em glicose como resposta ao planejamento experimental.

Estabelecida a matriz do planejamento, os resultados foram avaliados com o
software de andlise de dados STATISTICA 8.0 (StatSoft, Inc. 2007) para selecionar quais

sdo as varidveis que mais influenciam a hidrélise enzimética. A varidvel resposta do
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planejamento experimental para a hidrélise enzimdtica nas fragcdes fina e P foi a conversao

em glicose.

4.3.1 Hidrolise enzimatica da fracao fina

A hidrdlise enzimdtica da fragcdo fina foi realizada em 72 horas, com tomadas de
amostras em tempos determinados. A Figura 4.11 apresenta as curvas de concentracdo de

glicose para a hidrélise enzimadtica da fracdo fina.

—e—HIF
—a&—H2F
—4&—H3F
—>¢—H4F

—#—HSF
—e—H6F
——H7F
——HSF
HOF
3 —+—HIOF
—=—HIIF

2 T T T T T T HI2F
0 12 24 36 48 60 72

Tempo (horas)

Concentracao de glicose (g/L)

Figura 4.11 — Curva de concentracio de glicose versus tempo da fracao fina.

Como mostra a Figura 4.11, todos os ensaios aumentaram a concentracdo de
glicose nas primeiras 24 horas de hidrélise enzimética, com excecdo dos ensaios H2F e

H11F. Para 24 horas de hidrélise enzimatica, verificou-se que apenas os ensaios HI1F, H3F,
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HSF e H7F apresentaram uma concentragdo maior do que o ensaio sem pré-tratamento

(controle), todos os demais ensaios foram inferiores ao valor obtido para o ensaio controle.

De 24 para 48 horas de hidrdlise enzimatica, verificou-se que os ensaios H3F e
sem pré-tratamento apresentaram uma diminui¢do considerdvel na concentracdo de glicose
quando comparada para hidrdlise enzimética de 24 horas de 7 % e 27 %, respectivamente.
De 48 para 72 horas de hidrdlise enzimatica, verificou-se que houve uma diminuic¢io
significativa na concentracdo de glicose para o ensaio HIF de 10 % em relacdo ao ensaio

H1F para 48 horas.

A Figura 4.11 mostra que a hidrélise enzimatica da fracdo fina sem pré-tratamento
com CO; supercritico (H12F) obteve sua melhor producdo em glicose de 6,60 g/LL em 24

horas de hidrdlise.

O ensaio sem pré-tratamento H12F apresentou uma concentracdo de glicose inicial
elevada quando comparado aos demais ensaios com pré-tratamento, provavelmente devido
a presenca de sacarose superficial remanescente do caldo de cana, visto que a sacarose €
composta por moléculas de glicose e frutose. Os demais ensaios com pré-tratamento
apresentaram concentracdes de glicose menores inicialmente, pois provavelmente grande
parte da sacarose presente nas amostras foram extraidas durante o pré-tratamento com CO,

supercritico.

Apesar do ensaio H7F ter apresentado ao final da hidrdlise uma producdo maior
(7,82 g/Ll) em relagdo aos demais ensaios em 72 horas, verificou-se que este valor €
ligeiramente maior, cerca de 2 %, em relacdo ao ensaio HIF (7,69 g/L) para hidrélise
enzimdtica em 24 horas e ligeiramente menor, cerca de 5 %, em relacdo ao ensaio HIF
(8,21 g/L) para hidrélise enzimatica em 48 horas. Deste modo, verificou-se que 24 horas
de hidrdlise enzimdtica foi suficiente para atingir o melhor resultado, demonstrando que

uma hidrélise enzimatica de 72 horas da fracao fina € desnecesséria.

Os ensaios H1F, H3F, HSF e H7F apresentaram melhores resultados quando
comparados o ensaio H12F em 24 horas de hidrdlise, estes sdo exatamente os ensaios com
teor de umidade igual a 0 %, evidenciando que a auséncia de dgua na fracdo fina influencia

diretamente na obtencao de melhores conversoes.
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O melhor ensaio de hidrdlise enzimatica nas primeiras 24 horas foi o ensaio HIF,
no qual obteve-se um aumento de 16,52 % quando comparado ao ensaio H12F. Verificou-
se que os ensaios com amostras iUmidas obtiveram resultados satisfatérios a partir de 48
horas de hidrélise enzimdtica, porém nenhuma destas chegou a ultrapassar o resultado para

o ensaio H1F nas primeiras 24 horas.

E interessante observar que, com excecdo dos ensaios HSF e H6F, todos os ensaios
apresentaram uma oscilacdo nas conversdes em glicose, no entanto, as curvas de
concentracdo deveriam se manter constantes apds determinado periodo. Assim, devem ter
ocorrido problemas durante a hidrélise enzimatica como, por exemplo, falha dos magnetos
em homogeneizar a solu¢do durante a hidrdlise e/ou alguma contaminagdo durante o
preparo da amostra para a leitura dos acucares. Este efeito oscilatério € mais intenso
justamente para a amostra sem pré-tratamento (H12F). Verificou-se uma queda de 28 % na

conversao em glicose de 24 para 48 horas.

O ensaio realizado em triplicata (H9F, HIOF e HI11F) mostrou-se com um
comportamento esperado nas réplicas. Com excecao do ponto em 48 horas para o ensaio
HIOF, todos os pontos forneceram conversdes em glicose bem proximas, conferindo ao

experimento uma boa reprodutibilidade dos resultados.

Os resultados da concentracdo de glicose e conversdo da celulose em glicose sdo

apresentados no APENDICE A.

4.3.1.1 Hidroélise enzimatica da fracao fina em 24 horas

A seguir, na Tabela 4.11, estdo especificados os 11 ensaios realizados no pré-
tratamento com CO; supercritico da fracdo fina e sua respectiva conversao como resposta

da hidrélise enzimatica nas primeiras 24 horas.

82



Tabela 4.11 - Matriz do planejamento experimental 2} completo com triplicata no

ponto central.

Variaveis Conversao
em glicose Desvio

Ensaio (%) <

Umidade (%) Temperatura (°C) Pressao (bar) da fracio padrdo

amostral

fina

1 -1 (0) -1 (40) -1 (100) 52,49 0,27
2 +1 (100) -1 (40) -1 (100) 36,17 0,77
3 -1 (0) +1 (60) -1 (100) 49,64 0,21
4 +1 (100) +1 (60) -1 (100) 37,46 0,46
5 -1 (0) -1 (40) +1 (250) 45,78 0,37
6 +1 (100) -1 (40) +1 (250) 32,61 0,32
7 -1 (0) +1 (60) +1 (250) 46,54 0,53
8 +1 (100) +1 (60) +1 (250) 34,34 0,29
9 0 (50) 0 (50) 0 (175) 42,56 0,38
10 0 (50) 0 (50) 0 (175) 43,76 0,22
11 0 (50) 0 (50) 0 (175) 39,98 0,32

Observa-se na Tabela 4.11 que o melhor resultado da fragdo fina ocorreu no ensaio
1 que corresponde a uma umidade de 0%, temperatura de 40°C e pressao de 100 bar,
alcangando uma conversdo em glicose de 52,49%. Os ensaios 3, 5 e 7 apresentaram

resultados similares, alcangando valores proximos de 50 % na conversao em glicose.

Com excecdo dos ensaios 1, 3, 5 e 7, os valores de conversdo para o planejamento
experimental foram menores que a conversao da celulose encontrada para o ensaio controle
(sem pré-tratamento supercritico) da fracdo fina, o qual alcancou uma conversao de 45,05%
em glicose. Aumento méiximo de 16,52 % para o ensaio 1 (maior conversdo) quando
comparada com o ensaio sem pré-tratamento (controle). Portanto, o pré-tratamento com
CO; supercritico se mostrou ineficiente, de um modo geral, em aumentar a conversio da

celulose em glicose da frag@o fina com 24 horas de hidrdlise enzimética.
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O valor encontrado para o desvio padrdo para os pontos na triplicata do ponto
central (ensaios 9, 10 e 11) da fracdo fina foi de 0,016, resultado que confirma a boa
reprodutibilidade dos resultados, devido a baixa dispersao dos resultados para os teores de

celulose.

Para analisar as conversdes em glicose, primeiramente foi calculada a estimativa
dos efeitos principais e de interacdo entre as varidveis para o planejamento da fracdo fina
(Tabela 4.12), deste modo obteve-se os valores dos coeficientes das varidveis no modelo,
erro padrdo e p-valor, coeficiente de determinacdo do modelo R? e nivel de significancia
(. =0,05). Os valores destacados em negrito e itdlico indicam que o efeito € significativo

para o intervalo de confianca de 95 % (p-valor < 0,05).

Tabela 4.12 - Efeitos e coeficientes estimados da conversao em glicose para fracao

fina.
Variavel Efeito  Coeficiente’ Desvio padrio® p-valor
Média/Intercepto’ 0,418794  0,418794 0,006833 0,000266
Curvatura 0,004391  0,002195 0,013084 0,882178
Umidade (A)  -0,134657 -0,067328 0,006833 0,010144
Temperatura (B) 0,002317  0,001159 0,006833 0,880945
Pressao (C) -0,041226 -0,020613 0,006833 0,094559
(A)x (B) 0,012807  0,006404 0,006833 0,447621
(A)x (C) 0,007806  0,003903 0,006833 0,625494
B)x (O) 0,010124  0,005062 0,006833 0,535994
A)xB)x(C) -0,007928 -0,003964 0,006833 0,620480

"Coeficiente do modelo; * Erro padrio (residuo) do coeficiente: corresponde 3 metade do

erro padrio do efeito — com excecdo do intercepto; * Média dos resultados.

Verifica-se que apenas a umidade (A) é significativa. A significancia desta
variavel pode ser observada por meio do Gréfico de Pareto indicado na Figura 4.12, o qual

apresenta a razao entre o valor estimado do efeito e seu erro padrao.
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Figura 4.12 - Variaveis significativas na conversao da celulose da fracao fina.

A Figura 4.12 ratifica que apenas a umidade (A) possui influéncia positiva no pré-
tratamento com CO, supercritico sobre a conversdao em glicose da fracdo fina, pois
graficamente encontram-se a direita da linha tracejada. O efeito de interagdo entre as
varidveis € importante e pode ser visto pela falta de paralelismo das linhas apresentadas no

gréfico da Figura 4.13.
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Figura 4.13 - Grafico das médias marginais para a conversao em glicose da fracao

fina.

Verifica-se que nao existe a influéncia entre as varidveis, umidade e pressdo, nos

seus respectivos intervalos nas temperaturas de 40°C e de 60°C.

Para determinar um modelo matematico que descreva a hidrélise da fragdo fina se
verifica o teste de normalidade dos erros. Como o nimero de ensaios é pequeno, um
histograma da frequéncia dos residuos nao € indicado, optando-se por construir o grafico de

probabilidade normal dos residuos conforme a Figura 4.14.
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Figura 4.14 - Grafico da probabilidade normal dos residuos da conversao em glicose

da fracao fina.

O grafico da probabilidade normal permite afirmar que os residuos obedecem a
distribuicdo normal, pois os dados se encontram relativamente préximos a linha reta
vermelha. Em seguida, apresenta-se a Figura 4.15 (Valores previstos versus valores
observados), para determinar se os dados previstos por um modelo matemdtico sao

proximos dos valores observados experimentalmente.
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Figura 4.15 - Valores previstos versus valores observados da conversao em glicose da

fracao fina.

Confirma-se que na Figura 4.15 uma regressao linear descreveria bem os dados
experimentais, isto € caracterizado pelos pontos que ficam proximos a linha reta vermelha,
como a curvatura ndo é significativa para a fracdo fina, pode ser proposto um modelo
matematico primeira ordem que descreva o comportamento para a hidrdlise enzimética da
fracdo fina. O modelo proposto explicaria 98,19 % da variancia, conforme valor de R’

calculado na tabela dos efeitos da fragdo fina.

Para confirmar se o modelo linear realmente descreve o comportamento da
hidrélise da fracdo fina foi realizado o teste F para os dados. Verificaram-se os resultados

da andlise de variancia dos resultados (ANOVA) conforme apresentada na Tabela 4.13.
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Tabela 4.13 - Analise da variancia da conversiao em glicose da fracao fina.
Teste F Teste F
(calculado) (tabelado)

Fonte de variacao SQ1 GL? MQ3

Regressao 0,039675 3 0,013225 60,1843 4,3468
Falta de ajuste  0,000791 5  0,000158 0,4236 19,296

Residuos 0,001538 7  0,000220

Erro puro 0,000747 2 0,000374

SQ total 0,041213 10

'Soma quadritica; “Grau de liberdade e *Média quadritica.

Analisando a Tabela 4.13, verificou-se que as duas condi¢des para o teste F foram
satisfeitas, o que significa que a regressao linear € de boa confiabilidade e sem evidéncia de
falta de ajuste, deste modo se confirma que um modelo linear é capaz de descrever um
modelo de maneira satisfatéria. A seguir € apresentada a equacdo para descrever a
conversdao em glicose da fracdao fina apds um pré-tratamento com CO, supercritico em

funcdo da varidvel significativa.

Converdo em glicose (%) = 41,88 — 6,73 X A

Em que:

A: € o teor de umidade’ (%);

O comportamento da conversdo em glicose da fracdo fina pode ser visualizado por
meio da superficie de resposta (Figura 4.16) em fun¢do da temperatura e pressdo o teor de
umidade fixa em 0 %. O teor de umidade igual a 0 % foi selecionado de acordo com os

maiores resultados no planejamento experimental (ensaios 1, 3,5 e 7).

234 Codificado de acordo com os niveis (-1, 0, +1) apresentados na Tabela 4.1.
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Figura 4.16 - Superficie de resposta da conversao em glicose para fracio fina.

Como mostra a Figura 4.16, quanto menores forem a temperatura € pressao

aplicada no pré-tratamento com CO, supercritico, para a fragdo fina com umidade igual a

0 %, maior sera a conversao em glicose como Vvisto para o ensaio 1.

4.3.2 Hidrolise enzimatica da fraciao P

Assim como para a fracdo fina, a hidrdlise enzimética da fragdo P foi realizada em

72 horas, com tomadas de amostras em tempos determinados. A Figura 4.17 apresenta as

curvas de concentracao de glicose para a hidrélise enzimadtica da fragcao P.
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Figura 4.17 — Curva de concentracao de glicose versus tempo da fracao P.

Como mostra a Figura 4.17, a concentracdo de glicose aumentou para todos os
ensaios nas primeiras 24 horas de hidrélise enzimadtica, porém nenhum ensaio obteve uma
concentracdo de glicose maior do que o ensaio sem pré-tratamento (controle). De 24 para
48 horas de hidrdlise enzimatica todos os ensaios, com excec¢do dos ensaios H2P, H5P e
H8P, apresentaram um aumento na concentragdo de glicose. O ensaio H4P apresentou a
maior concentracdo entre todos os ensaios para 48 horas de hidrolise enzimdtica,

alcancando uma concentracdo de glicose de 8,16 g/L.

O ensaio sem pré-tratamento HI2P novamente apresentou uma concentragdo de
glicose inicial elevada quando comparado aos demais ensaios com pré-tratamento para a
leitura de 3 horas de hidrélise enzimaética, assim como para a fracdo fina, provavelmente
devido a presenca de sacarose. Os demais ensaios com pré-tratamento apresentaram
concentracdes de glicose menores inicialmente, pois o pré-tratamento CO, supercritico foi

eficaz na extracdo da sacarose superficial.
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Curiosamente como visto para o ensaio H12P, todos os ensaios que aumentaram a
concentracdo de glicose de 24 para 48 horas, com excec¢do do ensaio HIP, diminuiram a
concentracdo consideravelmente de 48 para 72 horas, enquanto, os ensaios H2P, H5P e
H8P que apresentaram uma diminui¢do na concentracdo de glicose de 24 para 48 horas,
aumentaram significativamente de 48 para 72 horas. Estas oscilagdes na concentracdo de
glicose em funcdo do tempo de hidrdlise enzimatica, assim como para a fragdo fina, sdo
provavelmente resultado de problemas ocorridos durante o experimento como, a falha dos
magnetos na homogeneizagdo da solucao durante a hidrélise enzimdtica e/ou contaminagdo

durante o preparo das amostras para a leitura dos acticares.

A Figura 4.17 mostra que a hidrdlise enzimédtica da fracdo P sem pré-tratamento
com CO; supercritico (HI2P), obteve uma concentragdo de glicose para 24 horas de
hidrdlise enzimatica igual a 6,70 g/L. Houve um aumento na concentra¢ido do ensaio H12P
para 48 horas de hidrdlise, porém este aumento de aproximadamente 5 % ndo foi

considerado significativo.

O uso do pré-tratamento com CO; supercritico para a fracdo P s6 foi eficaz para
tempos de hidrolise maiores que 24 horas, como pode ser visto nos tempos de 48 e 72
horas. O ensaio H4P apresentou a maior concentracdao de glicose (8,16 g/L) para 48 horas
de hidrdlise enzimdtica, um aumento de 16,52 % em relacdo ao ensaio sem pré-tratamento
em 48 horas, aproximadamente 21 % quando comparado ao melhor ensaio para 24 horas de
hidrélise enzimética (H4P) e de 5 % quando comparado ao ensaio com a melhor

concentracao para 72 horas de hidrélise enzimatica para o ensaio H8P.

As concentracdes de glicose mais altas para 48 horas de hidrélise enzimatica
foram obtidas nos ensaios H4P (teor de umidade igual a 100 %, temperatura de 60°C e
pressdo de 100 bar) e H6P (teor de umidade igual a 100 %, temperatura de 40°C e pressao
de 250 bar), com concentracdes de glicose de 8,16 g/L e 7,65 g/L, respectivamente. Deste
modo, concluiu-se que o teor de umidade foi importante para um aumento na concentracao
de glicose da fracao P, no entanto é necessdria uma avaliagdo para verificar a relacdo entre

a temperatura e pressao no aumento da conversdo em glicose da fragcdo P.
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A triplicata realizada no ponto central (HOP, HIOP e H11P) para o planejamento
experimental obteve conversdes em glicose sem variacdo significativa, atribuindo ao

experimento uma boa reprodutibilidade dos resultados.

Obteve-se para 24 horas de hidrélise enzimdtica, a concentracdo mais significativa
para o ensaio sem pré-tratamento, alcancando uma concentragdo de 6,60 g/L e 6,70 g/L nas

fracdes fina e P, respectivamente.

Os resultados da concentracio de glicose e conversdo da celulose em glicose sdo

apresentados no APENDICE A.

Para comparar os resultados estatisticos das conversdes em glicose no pré-
tratamento com CO, supercritico nas fragdes fina e P, tomou-se o tempo de 24 horas para a
hidrdlise enzimatica da fracdo P. A fim de verificar o comportamento da fracdo P ao
aumentar o intervalo das condicdes de temperatura e pressdo no pré-tratamento. Em
seguida, foi realizado o mesmo estudo para 48 horas de hidrélise enzimatica, no qual foram

determinadas as melhores conversdes em glicose da fracdo P.

4.3.2.1 Hidroélise enzimatica da fracao P para 24 horas

Na Tabela 4.14 estdo especificados os 11 ensaios realizados no pré-tratamento
com CO; supercritico da fracdo P e sua respectiva conversao como resposta para 24 horas

de hidroélise enzimatica.
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Tabela 4.14 - Matriz do planejamento experimental 2} completo com triplicata no

ponto central.

Variaveis Conversao
Ensaio em glicose Desvio
Umidade (%) Temperatura (°C) Pressao (bar) (%) padrao
dafracio P ;.. ctral
1 -1 (0) -1 (40) -1 (100) 47,72 0,85
2 +1 (100) -1 (40) -1 (100) 39,83 0,49
3 -1 (0) +1 (60) -1 (100) 46,79 0,40
4 +1 (100) +1 (60) -1 (100) 51,60 0,30
5 -1 (0) -1 (40) +1 (250) 40,19 0,95
6 +1 (100) -1 (40) +1 (250) 49,74 0,79
7 -1 (0) +1 (60) +1 (250) 46,82 0,20
8 +1 (100) +1 (60) +1 (250) 50,32 0,46
9 0 (50) 0 (50) 0 (175) 40,10 0,28
10 0 (50) 0 (50) 0(175) 39,86 0,80
11 0 (50) 0 (50) 0(175) 42,59 0,29

As conversdes da fracdo P foram diferentes quando comparadas com a fragdo fina.
Para este caso, nota-se na Tabela 4.14 que a para o ensaio 4 (H4P), que corresponde a uma
umidade de 100 %, temperatura de 60°C e pressdao de 100 bar, observou-se a conversao
mais alta, alcancando um valor de 51,60 % em glicose. Os Unicos ensaios que alcangaram

conversdes acima de 50 % em glicose foram os ensaios 4 e 8.

Para o ensaio controle (sem pré-tratamento) da fracdo P verificou-se uma
conversdo da celulose de 51,16 %. Os valores de conversdo para os ensaios H4P, H6P e
H8P para o planejamento experimental da fracdo P foram iguais (sem variacdo
significativa) a conversdo da celulose encontrada para o ensaio controle, em todos 0s outros
ensaios verificou-se uma conversdo muito inferior ao ensaio sem pré-tratamento da fragdo

P. Deste modo, o pré-tratamento com CO; supercritico se mostrou ineficiente no aumento

94



da conversdo da celulose em glicose da fracdo P para estas condi¢cdes de temperatura e

pressdo no pré-tratamento.

O valor encontrado para o desvio padrdo para os pontos na triplicata do ponto
central (ensaios 9, 10 e 11) da fracdo fina foi de 0,012, resultado que confirma a boa
reprodutibilidade dos resultados, devido a baixa dispersdo dos resultados para os teores de

celulose.

A estimativa dos efeitos principais e de interagdo entre as varidveis para o
planejamento da fracdo P € apresentada na Tabela 4.15, juntamente com os valores obtidos
para os valores dos coeficientes das varidveis no modelo, erro padrao e p-valor, coeficiente
de determinagdo do modelo R* e nivel de significancia (0=0,05). Os valores destacados em
negrito e italico indicam que o efeito € significativo para o intervalo de confianca de 95 %

(p-valor < 0,05).

Tabela 4.15 - Efeitos e coeficientes estimados da conversao em glicose para fracao P.

Variavel Efeito  Coeficiente’ Desvio padriio® p-valor
Média/Intercepto’ 0,466264  0,466264 0,005340 0,000131
Curvatura -0,115521 -0,057761 0,010226 0,029944
Umidade (A) 0,024915  0,012458 0,005340 0,144874
Temperatura (B) 0,045121  0,022560 0,005340 0,051725
Pressao (C) 0,002799  0,001399 0,005340 0,817816
A)xB) 0,016588  0,008294 0,005340 0,260624
(A)x (C) 0,040342  0,020171 0,005340 0,063492
B)x (O) -0,009079  -0,004539 0,005340 0,484846
A)xB)x(C) -0,046896 -0,023448 0,005340 0,048157

"Coeficiente do modelo; * Erro padrio (residuo) do coeficiente: corresponde 4 metade do

erro padrio do efeito — com excegdo do intercepto; ° Média dos resultados.

Observando-se a tabela de efeitos para este planejamento verifica-se que apenas a
varidavel de interacdo entre a umidade, temperatura e pressao € significativa. A significancia
desta variavel pode ser observada por meio do Grafico de Pareto indicado na Figura 4.18, o

qual apresenta a razdo entre o valor estimado do efeito e seu erro padrao.
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Figura 4.18 - Variaveis significativas na conversao da celulose da fracao P.

A partir da Figura 4.18 verifica-se que com excecdo da interacdo entre as trés
variaveis (ABC), todas varidveis e as interagOes entre as varidveis nao sdo significativas,
pois ndo se encontram a direita da linha tracejada. A varidvel ABC possui influéncia
positiva no pré-tratamento com CO, supercritico sobre a conversido em glicose da fragcao P.
O efeito de interacdo pode ser verificado pela falta de paralelismo das linhas apresentadas

no grafico da Figura 4.19.
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Temperatura: 40 °C Temperatura: 60 °C

Figura 4.19 - Grafico das médias marginais para a conversiao em glicose da fracio P.

Verifica-se que hé influéncia da umidade no intervalo de pressdao de 100 a 250 bar
para temperatura de 40°C, pois as linhas da umidade se cruzam, porém para temperatura de
60°C, ndo ha influéncia para tais intervalos. Provavelmente, verificar-se-ia uma influéncia
entre a umidade e a pressdo caso fosse ampliado o intervalo de pressao que foi utilizado no

estudo.

A fim de se determinar um modelo matemético que descreva a hidrélise da fracao
P € necessadrio verificar o teste de normalidade dos erros. Assim como para a fracdo fina o
nimero de ensaios € pequeno, portanto, opta-se por construir o grafico de probabilidade

normal dos residuos conforme a Figura 4.20.
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Valores normais esperados

0,01
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0015  -0010 -0,005 0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

Residuo

Figura 4.20 - Grafico da probabilidade normal dos residuos da conversao em glicose

da fracao P.

O grafico da probabilidade normal permite afirmar que os residuos obedecem a
distribuicdo normal, pois os dados se encontram relativamente préximos a linha reta
vermelha. Na sequéncia determina-se o gréafico: Valores previstos versus valores
observados, em que € verificado se os dados previstos pelo modelo matemdtico sdo

proximos dos valores observados experimentalmente.
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Figura 4.21 - Valores previstos versus valores observados da conversao em glicose da

fracao P.

A Figura 4.21 confirma que o modelo proposto descreve bem os dados
experimentais, isto é caracterizado pelos pontos que ficam préximos a linha reta vermelha.
O modelo proposto explicaria 97,87 % da varidncia, conforme valor de R* calculado na

tabela dos efeitos da fragdo P.

Como para a fragdo P a curvatura € significativa, um modelo matematico linear
nao € vdélido, sendo necessdrio um modelo de ordem superior para validar os dados. Além
disso, para validar um modelo linear € necessdrio confirmar as condi¢des do teste F, deste
modo, verificou-se o teste F por meio da andlise de varidncia dos resultados (ANOVA),

apresentada na Tabela 4.16.
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Tabela 4.16 - Analise da variancia da conversao em glicose da fracao P.
Teste F Teste F
(calculado) (tabelado)

Fonte de variacao SQ GL MQ

Regressao 0,005330 3 0,001777 0,7723 4,3468
Falta de ajuste  0,015647 5 0,003129 13,7254 19,296
Residuos 0,016103 7  0,002300
Erro puro 0,000456 2 0,000228
SQ total 0,021433 10

'Soma quadritica; “Grau de liberdade e *Média quadritica.

Apenas uma das duas condic¢des foi satisfeita, confirmando que o modelo nio se

ajusta adequadamente aos pontos experimentais € que o modelo nao € valido.

Apesar da ndo validacdo do modelo, € apresentada a superficie de resposta (Figura
4.22) que representa graficamente o comportamento da conversdo em glicose em fungdo da
temperatura e pressdo para um teor de umidade igual 100 %. O teor de umidade igual a
100 % fo1 selecionado de acordo com os maiores resultados no planejamento experimental

(ensaio 4 e 8).
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Figura 4.22 - Superficie de resposta da conversao em glicose para fracao P.

A Figura 4.22 mostra que serdo alcancados maiores conversdes em glicose da

fracdo P, quanto maiores forem a temperatura e pressdo aplicada no pré-tratamento com
CO, supercritico.

Para valores de pressdo de 75 a 500 bar para o mesmo intervalo de temperatura
verificou-se que a conversdo em glicose aumentou para pouco mais de 65 %, uma diferencga

significativa quando comparada aos ensaio 4 € 8 com conversoes iguais a 51,60 % e
50,32 %, respectivamente.

Assim como para o teor de celulose, o modelo linear nao descreve um modelo

matemadtico para a conversdo em glicose para fracdo P, deste modo, € aconselhavel partir

para um modelo quadrético, cuja expressao geral, para duas varidveis é:

y = bO + b1x1 + bzxz + b11x12 + bzzx% + bllexz
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Este modelo tem 6 parametros e 5 niveis, logo deve-se ampliar o planejamento. A
ampliacdo pode ser feita com a construcao do planejamento com delineamento composto
central rotacional (DCCR). O planejamento DCCR ¢ idéntico ao planejamento inicial (23 ),

porém deslocado em 45 graus em relacdo a orientagdo de partida. Os novos pontos estardo a

uma distancia de V2 unidades codificadas do ponto central.

Phan e Tan (2014) verificaram uma conversdo de aproximadamente 60 % em
glicose ao final de 72 horas de hidrélise enzimdtica utilizando um pré-tratamento

combinado de explosdao com CO, supercritico e alcalino para o bagago de cana.

Os resultados de conversio em glicose da fragdo fina apesar de mostrar um
aumento em relacdo a fracdo sem pré-tratamento para alguns ensaios, foram inferiores ao
encontrado por Almeida (2012), o qual encontrou uma conversao em glicose de 64,11 % da

fracdo fina sem pré-tratamento em 72 horas de hidrélise enzimética.

As melhores conversdes em glicose para a fragdo fina e P apresentaram um
aumento igual de 16,52 % em relagdo as fragdes de bagaco ndo pré-tratadas para um tempo

de hidrolise enzimatica de 24 e 48 horas, respectivamente.

4.4 Cristalinidade

Uma forma de observar alteragdes estruturais apds o pré-tratamento com CO,
supercritico é analisando uma possivel diminui¢do na cristalinidade da celulose na
biomassa. Deste modo, andlises de difracdo de raios X foram realizadas nas fragdes fina e P
de bagaco antes e apds serem expostas ao pré-tratamento com CO, supercritico, com o

intuito de verificar a cristalinidade da celulose do material.
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44.1 Cristalinidade da fracao fina

ApOs selecionar os ensaios que apresentaram as maiores conversdes em glicose,
verificou-se o impacto quanto a sua cristalinidade nestes apds o pré-tratamento. Os

difratogramas s@o apresentados a seguir nas Figuras 4.23 e 4.24.
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Figura 4.23 - Difratograma das amostras de fracao fina sem pré-tratamento - H12F; e

com pré-tratamento - H7F (Umidade = 0% ; Temperatura = 60°C; Pressao = 250 bar).
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Figura 4.24 - Difratograma das amostras de fracao fina sem pré-tratamento - H12F; e

com pré-tratamento — H1F (Umidade = 0% ; Temperatura = 40°C; Pressao = 100 bar).

Os ensaios HIF e H7F com teores de celulose de 61,43 % e 62,93 %,
respectivamente, apresentaram uma reducdo consideravel em um dos picos, com remog¢ao
de um pico devido a despressuriazacio, aproximadamente em 20=26,5 nas Figuras 4.21 e
4.22. Para o ensaio H1F verificou-se uma intensidade de 836 na leitura da difratometria,
uma diminui¢do de 23,65 % no pico com a maior intensidade em relacdo a maior
intensidade para o ensaio sem pré-tratamento (HI12F), enquanto, para o ensaio H7F
verificou-se uma intensidade de 528 na leitura da difratometria, uma diminuicdo de
51,78 % no pico com a maior intensidade em relagao a maior intensidade para o ensaio sem
pré-tratamento (H12F), resultado préoximo a 50 % encontrado por Zheng et al. (1998) para

celulose pura (Avicel).

4.4.2 Cristalinidade da fracao P

Os ensaios que apresentaram os maiores teores de celulose para a fragdao P foram
os ensaios H1P (57,89 %) e H8P (58,57 %). Os difratogramas sao apresentados a seguir nas
Figuras 4.25 e 4.26.
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Figura 4.25 - Difratograma das amostras de fracao P sem pré-tratamento - HI12P; e

com pré-tratamento — H1P (Umidade = 0% ; Temperatura = 40°C; Pressao = 100 bar).
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Figura 4.26 - Difratograma das amostras de fracao P sem pré-tratamento - H12P; e
com pré-tratamento — HS8P (Umidade = 100%; Temperatura = 60°C; Pressio =

250 bar).

Estes ensaios apresentaram um impacto diferente da fracdo fina. Formou-se um

pico em aproximadamente 20=26,5 para o ensaio H8P (intensidade de 370), resultando em
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um aumento de 57,45 % em relacdo ao ensaio H12P, enquanto, para o ensaio HIP

verificou-se uma reduc¢do de 22,13 % em relacdo ao ensaio H12P.

Este aumento de 57,45 % no pico para o ensaio H8P pode ser explicado devido a
hidrélise parcial pelo acido carbonico da celulose amorfa no pré-tratamento, pois a
interacdo entre o géds carbOnico pressurizado nas condi¢des supercriticas ao entrar em
contato com a dgua presente na amostra produz dcido carbdnico, caracterizando assim uma

hidrdlise dcida fraca durante o pré-tratamento.

4.43 Indice de cristalinidade nas fracées fina e P

Outra maneira de analisar as respostas da cristalinidade € por meio do indice de
cristalinidade, o qual € proposto no trabalho de Hulleman et al. (1999). O espectro de
difracio foi tomado utilizando o método 6-20. Leituras da analise foram tiradas a 1° min™
de 26 = 5 — 70° com um passo de 0,02°. A cristalinidade ¢ determinada como a
porcentagem de material cristalino na biomassa e € expresso pelo indice de cristalinidade,

conforme equacdo 4.1.

ICr (%) = [(Iooz — Iam)/Iooz2] X 100 4.1)

Em que:

ICr (%) = Indice de cristalinidade;
loo2 = Intensidade de difragc@o no pico do plano 002 cristalino;

lom = Intensidade de difracdo no pico da regido amorfa.

A seguir, nas Tabelas 4.17 e 4.18 sdo apresentados os indices de cristalinidade

calculados nas fracdes fina e P nas amostras selecionadas.
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Tabela 4.17 - Indice de cristalinidade da fracao fina antes e apds pré-tratamento.

Amostras Regidao amorfa Regiao cristalina ICr (%)

Fraciio fina' 82 1095 92,51
H1F 115 497 76,86
H7F 80 121 33,88

TAmostra sem pré-tratamento.

A intensidade de difragdo na regido amorfa foi tomado em 26 = 25,51° e na regido
cristalina em 20 = 26,31. O indice de cristalinidade da celulose do ensaio H1F diminui
16,92 % em relacdo a fracdo fina sem pré-tratamento, enquanto, para o ensaio H7F houve

uma diminui¢do de 63,37 % em relacdo ao ensaio sem pré-tratamento da fragdo fina.

Tabela 4.18 - Indice de cristalinidade da fracdo P antes e apés pré-tratamento.

Amostras Regiao amorfa Regiao cristalina ICr (%)

Fracdo P 107 235 54,47

Picol  HIP 109 145 24,83
HSP 88 370 76,22

Fraciio P! 53 215 75,35

Pico2  HIP 52 70 25,71
HSP 35 46 23,91

T 2
Amostra sem pre-tratamento.

Apesar das fragdes fina e P apresentarem composi¢des estruturais praticamente
iguais, verificou-se que houve uma grande diferenca nos seus respectivos indices de
cristalinidade antes do pré-tratamento (92,51 % e 54,47 %). Esta difereng¢a no indice de
cristalinidade se deve a estrutura fisica das fracOes fina e P. A fracdo fina obtida por
classificacdo pneumdtica favoreceu a concentracido de fibras de bagaco, enquanto que a
fracdo P € composta basicamente por medula do bagaco. A fracdo fina por ser composta de
fibras exibe uma estrutura cristalina mais intensa que a fracdo P devido ao complexo

formado pela lignina, celulose e hemicelulose ao longo das fibras.
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Foram analisados dois picos da fragdo P. No primeiro pico do plano 002 tem-se
que intensidade de difracdo na regido amorfa foi tomado em 20 = 25,65° e na regido
cristalina em 20 = 26,55°. Verificou-se para o ensaio H1P, que o indice de cristalinidade
diminuiu 54,42 % em relacdo a fragdo P sem pré-tratamento, enquanto, para o ensaio H8P
houve um aumento de 39,93 % no indice de cristalinidade, aumento explicado

anteriormente neste mesmo topico.

No segundo pico relevante da fracdo P a intensidade de difracdo na regido amorfa
foi tomado em 20 = 49,95° e na regido cristalina em 20 = 50,11°. Neste pico houve uma
redu¢do no indice de cristalinidade da fracdo P considerdvel, com uma diminui¢do de

65,88 % e 68,27 % para os ensaios H1P e H8P, respetivamente.

Diversos estudos mostram que os indices de cristalinidade de biomassa podem
apresentar um aumento apds pré-tratamento, pois parte da celulose amorfa € removida
(CAO; TAN, 2002; ZHAO et al.,, 2007). Com a ruptura do complexo celulose-
hemicelulose-lignina pelo pré-tratamento com CO, supercritico houve uma diminuicdo na
cristalinidade das fragdes fina e P. Esta diminui¢do de acordo com Hahn-Higerdal et al.
(2006) resulta no aumento da quantidade de poros, favorecendo assim um alcance maior

pelas enzimas na hidrélise enzimatica e consequentemente maior conversiao em glicose.

Narayanaswamy et al. (2011) verificaram que o pré-tratamento com CO2
supercritico ndo alterou a estrutura cristalina da celulose para a palha de milho. No entanto
Santos et al. (2011) verificaram alteracOes para o bagago de cana apds o pré-tratamento

com CO; supercritico.

O pré-tratamento com CO, supercritico indica que hd uma interacdo mais profunda
entre a celulose da biomassa e as moléculas do gis. Ao que tudo indica o pré-tratamento
afeta diretamente a estrutura da celulose, podendo diminuir ou aumentar sua cristalinidade,

além de romper a ligacdo entre a celulose, hemicelulose e a lignina.
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4.5 Area superficial

Com o intuito de identificar se houve um aumento na quantidade de poros da
fracdo fina e da fragao P apds o pré-tratamento com CO, supercritico, realizou-se a anélise
de area superficial ou BET (método desenvolvido por Brunauer, Emmett e Teller). Este
procedimento utiliza dados referentes a adsorcdo de um gés, usualmente nitrogénio, e
equagdes provenientes do processo de adsor¢do identificado pelo procedimento BET que

fornece como resultado a area superficial especifica.

A drea superficial da amostra fina anterior ao pré-tratamento foi 0,9079 m?*/g.
Ap6s o pré-tratamento supercritico a amostra com o melhor desempenho na conversdo em
glicose H7F teve sua drea aumentada para 1,4099 mz/g, ou seja, um aumento de 55,29%.
Enquanto para a fracdo P anterior ao pré-tratamento a area superficial especifica foi de
0,9643 m*/g. Apés o pré-tratamento o ensaio H8P (maior conversido em glicose) teve sua

4rea aumentada para 1,3465 m?/g, o que corresponde a um aumento de 39,64%.

Este aumento de &rea superficial nas fragdes de bagaco € considerado baixo
quando comparado a outros trabalhos. Chen et al. (2011) verificaram um aumento da drea
superficial do bagaco de 1 m*/g para aproximadamente 6 m*/g no pré-tratamento com 4cido

sulftrico diluido com aquecimento por micro-ondas.

Considerando o pequeno aumento na area superficial das fragoes fina e P, conclui-
se que o pré-tratamento com CO, supercritico possibilita um aumento da drea superficial
das amostras de bagaco pela remocdao da hemicelulose e ndo pelo efeito da
despressurizacdo rdpida. Deste modo, ao romper o complexo de hemicelulose-celulose-
lignina e aumentar a drea superficial das amostras, cria-se uma darea de contato
substancialmente maior para o ataque enzimatico. Porém, este aumento ndo foi tdo
acentuado, possivelmente pelo tempo necessdrio para a despressurizacdo do equipamento

ap0s o pré-tratamento.

109



4.6 Inibidores

O principal composto inibidor produzido a partir da glicose, relatado nos trabalhos
sobre bagaco, é o hidroximetilfurfural (EWANICK; BURA, 2011). Deste modo, para
avaliar a producdo de HMF apds as 72 horas de hidrdlise enzimdtica utilizou-se um
cromatografo Dionex, no qual, foram injetadas as amostras previamente diluidas. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 4.19.

Tabela 4.19 - Concentracao de HMF (g/L) apods 72 horas de hidrdlise enzimatica.

Ensaio Fracao fina Fracao P

H1 0,49 0,49
H2 0,49 0,48
H3 0,49 0,50
H4 0,48 0,49
HS 0,49 0,50
He6 0,49 0,50
H7 0,46 0,48
HS8 0,50 0,50
H9 0,46 0,49
H10 0,46 0,48
H11 0,47 0,48
H12 0,47 0,49

Os ensaios HI12F e H12P correspondem as amostras ndo pré-tratadas com CO,
supercritico, submetidas a hidrdlise enzimética. Verifica-se que as concentragdes apds a
hidrélise enzimatica foram de 0,47 g/L e 0,49 g/L, respectivamente. Ao observar os demais
ensaios submetidos ao pré-tratamento com CO; supercritico de acordo com o planejamento
experimental apresentado anteriormente, nota-se que nao houve mudangas na concentracao

produzida deste inibidor.

Os niveis iguais de HMF antes e apds pré-tratamento indica que ndao houve
degradacdo da celulose no pré-tratamento com CO, supercritico. Martin et al. (2007)
verificaram resultados semelhantes ao utilizar o pré-tratamento de explosdo a vapor para o

bagaco de cana (0,40 g/L).
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Conclui-se que o pré-tratamento com CO, supercritico por ser um pré-tratamento
essencialmente fisico realizado a baixas temperaturas e condicdes intermedidrias de
pressdo, possui a vantagem de provavelmente ndo produzir HMF que poderia prejudicar a

fermentagdo da glicose em etanol.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

Concluiu-se que o pré-tratamento com CO, supercritico foi importante para a
solubilizacio e remo¢do da hemicelulose quando comparado aos ensaios sem pré-
tratamento. Com a remog¢do da hemicelulose, consequentemente houve um aumento no teor
de celulose das fragdes fina e P apds o pré-tratamento. A presenga de dgua nas amostras de
fracdo fina e P favoreceu a formagdo de 4cido carbOnico pela reagdo entre a dgua e o
di6éxido de carbono, contribuindo para a remoc¢do da hemicelulose devido a sua hidrdlise

por um 4cido fraco durante o pré-tratamento com CO, supercritico.

Devido a alta difusividade do fluido supercritico ocorreu a maior penetracao do
CO, supercritico na biomassa, o que favoreceu a maior remog¢do pelo efeito da
despressurizacdo. Concluiu-se que para temperaturas e pressoes elevadas, maiores foram as
remog¢des de hemicelulose durante o pré-tratamento com CO, supercritico,

consequentemente maiores foram os teores de celulose nas fracdes fina e P.

Os melhores resultados da conversdo de celulose em glicose nas fragdes fina e P
ocorreram para diferentes tempos de hidrélise enzimdtica. A fracdo fina apresentou os
melhores resultados para uma hidrdlise enzimética de 24 horas, enquanto para a fracao P os

melhores resultados foram para 48 horas de hidrdlise.

O aumento da temperatura e da pressao pouco influenciou a conversao de celulose
em glicose da fracdo fina, verificou-se que os melhores resultados foram nas condi¢des
criticas minimas de temperatura e pressdo, enquanto, para a fracdo P o comportamento
encontrado foi o oposto. As superficies de resposta indicaram que ndo hé necessidade de se
elevar a temperatura e pressdo da fracdo P, apenas aumentando uma destas varidveis €

suficiente para atingir conversoes maiores.

A presenca de dgua nas amostras favoreceu os melhores resultados no teor de
celulose e a conversdo em glicose da fracdo P, ao contrério do verificado para a fracdo fina,

no entanto ainda € necessdrio estudar como a presenca de dgua na fracdo P afeta as

conversoes.
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A partir das alteracdes estruturais em ambas as fracdes apds o pré-tratamento de
com CO; supercritico foram verificados que o indice de cristalinidade da celulose diminuiu
para a fracdo fina e aumentou para a fracdo P. O efeito da descompressdo garantiu uma
redugdo na cristalinidade da celulose, por¢ao de dificil hidrdlise pelas enzimas, da fracao
fina, porém o aumento no indice de cristalinidade da fracdo P pode ser explicado devido ao
pré-tratamento com CO; supercritico ter hidrolisado parte da celulose amorfa da fragdo P.
Nao foi possivel afirmar que um indice de cristalinidade maior ou menor resultard em uma
maior conversao em glicose, a conversdao em glicose € muito mais complexa e depende da

andlise de outras varidveis e da biomassa empregada.

Além de romper o complexo formado pela celulose, hemicelulose e lignina, o
efeito fisico causado pela descompressio no pré-tratamento com CO, supercritico
juntamente da remoc¢do da hemicelulose aumentou a quantidade de poros presentes nas
fracdes fina e P. Este aumento na quantidade de poros foi devido ao rompimento do
complexo e a solubilizacdo e remog¢do da hemicelulose, o que facilitou o acesso das

enzimas nas fragdes fina e P, aumentando a conversao em glicose pela hidrélise enzimatica.

De um modo geral, o pré-tratamento nas fracdes fina e P foi eficiente em aumentar
o teor de celulose, porém ineficiente em aumentar as conversdes em glicose, pois as
conversdes foram baixas para a maioria dos ensaios nas condicdes estudadas, € necessario
um estudo mais aprofundado para verificar realmente a viabilidade deste processo para

obtencdo de agucares fermentesciveis.

Sugestdes para trabalhos futuros

Para dar continuidade ao estudo de pré-tratamento com CO, supercritico das

fracdes de fina e P do bagaco de cana, as principais sugestoes para trabalhos futuros sdo:

. Avaliar o extrato obtido no pré-tratamento com CO, supercritico;
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Niao secar completamente o bagaco de cana e as fracdes fina e P (pois a
secagem completa pode modificar e danificar a estrutura fisica da amostra
fechando completamente os poros);

Determinar a diferenca de massa das amostras antes e apds o pré-
tratamento;

Aumentar a faixa de temperatura e pressdo estudadas no pré-tratamento e
otimizar estas variaveis;

Utilizacdo de um pré-tratamento de explosdo com CO; supercritico € a
utilizacdo de cossolventes polares juntamente com o CO; no pré-
tratamento;

Avaliar o custo energético do pré-tratamento para temperaturas e pressoes
elevadas para verificar a viabilidade deste pré-tratamento;

Utilizar dois pré-tratamentos em série para verificar a eficiéncia deste na
conversiao em agucares;

Utilizar enzimas recombinantes, a fim de hidrolisar a hemicelulose;

Utilizar os agicares para fermentacio em etanol.
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ANEXO A

Distribuicao F — Tabela retirada de Calado e Montgomery (2003).

P(F s F) = P(F) = [ pF)aF

»F)
F)

P(F,) = 0.95

n
vz 1 2 3 4 S 6 7 3 9

1 161.45 199.50  215.71 22458  230.16 23399  236.77  238.88  240.54
2 18.513 19.000 19.164 19.247 19.296 19.330 19.353 19.371 19.385
3 10.128 9.5521 9.2766  9.1172  9.0135  8.9406 8.8868 8.8452 8.83123
4 7.7086  6.9443  6.5914 63883  6.2560  6.1631 6.0942  6.0410  5.9988
5 6.6079  5.7861 5.4095 51922  5.0503 49503  4.38759 48183 47725
6 5.9874  5.1433 47571 4.5337 43874 42839 42066  4.1468  4.0990
7 55914 47374 43468  4.1203 3.9715 3.8660  3.7870  3.7257  3.6767
8 53177 4.45%0 40662  3.8378  3.6875  3.5806  3.5005  3.4381 3.3881
9 51174 42565  3.8626  3.6331 3.4817 33738 32927 32296 31789
10 49646  4.1028  3.7083 34780  3.3258 32172 31355 3.0717  3.0204
11 48443  3.,9823 3.5874 33567  3.2039  3.0946  3.0123  2.9480  2.8962
12 47472  3.8853 3.4903 3.2592 3.1059 2,996l 29134 28486  2.7964
13 46672  3.8056 34105  3.1791 30254 29153 28321 27669 27144

14 4.6001 3.7389 33439 30122 29582 28477 27642  2.6987  2.6458

15 4.5431 3.6823 3.2874  3.0556 29013  2.7905  2.7066 26408  2.5876
16 4.4940  3.6337 3.2389 30069  2.8524  2.7413 26572 25911 253717
17 44513  3.5915 3.1968 2.9647  2.8100  2.6987 26143 25480  2.4943
13 44139  3.5546  3.1599 29277 27729 26613 25767 25102  2.4563
19 4.3808 3.5219 31274  2.8951 2.7401 26283  2.5435 24768 24227

20 4.3513 3.4928 3.0984  2.3661 2.7109 2.5990 25140 24471 2.3928
21 4.32438 3.4668 3.0725 2.8401 2.6848 2.5727 24876 24205  2.3661
4.3009 3.4434 3.0491 28167  2.6613 2.5491 24638 23965 23419
4.2793 3.4221 3.0280  2.7955 2.6400  2.5277 24422 23748 2.3201
4.2597 3.4028 3.0088 27763  2.6207 25082 24226  2.3551 23002

42417 33852 29912 27587 26030 24904 24047 23371 22821
4.2252 33690  2.9751 27426  2.5868  2.4741 23883 23205 22655
42100 3.2541 29604 27278 25719 24591 23732 23053 22601
4.1960 33404 29467 27141 2.5581 2.4453 23593 2.2913  2.2360
4.1830  3.3277 29340 27014  2.5454 24324 23463 22782 22229

4.1709 33158 29223  2.6896  2.5336  2.4205 23343 22662 22107
4.0848  3.2317 28387  2.6060 24495 23359 2249  2.1802  2.1240
40012  3.1504 27581 2.5252  2.3683  2.2540  2.1665  2.0970  2.0401
3.9201 30718 2.6802 24472 22900 21750  2.0867 20164 19588
38415 29957 26049 23719 22141 20986  2.0096 19384  1.83799

sE2A8 BRNEY REB

Figura A.1A — Distribuicao F para a = 0,95 (1 de 2).
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vy
vx 10 12 15 20 24 30 40 60 120 @

241.88 24391 245.95 248.01 249.05 25009 25114 25220  253.25 25432
19.3% 19.413 19.429 19.446 19.454 19.462 19.471 19.479 19.487 19.496
87855 87446  8.7029 86602  B8.6385 8.6166  8.5944 85720  8.5494  8.5265
59644 59117 58578 58025  5.7744 57459 57170 56878  5.6581 5.6281

4.7351 46777 46188  4.5581 45272 44957 44638 44314 43984 43650
40600 3.9999  3.9381 38742  3.8415 38082  3.7743 37398 37047  3.6688
3.6365 31.5747 3.5108  3.4445 3.4105 33758 3.3404 33043 32674 3.2298
3an 3.2840 32184 131503 31152 30794 3.0428  3.0053 29669 29276
31373 3.0729 3.0061 29365  2.9005 2.8637 28259 27872 27475 2.7067

10 29782 29130 28450 2.7740 27372 2.6996  2.6609  2.6211 2.5801 2.5379
1 28536 27876 27186  2.6464 26090  2.5705 25309 24901 24480  2.4045
12 27534  2.6866 26169  2.5436  2.5035 2.4663 24259 23842 23410  2.2962
i3 26710 26037 25331 24589 24202  2.3803 23392 22966 22524  2.2064
14 2.6021 25342 24630 23879 23487 23082 2.2664 22230 21778 21307

15 25437 24753 24035 23215 22878 2.2468 22043 2.1601 21141 2.0658
16 24935 24247 23522 22756 22354  2.1938  2.1507  2.1058 20589  2.0096
17 24499 23807 23077 22304 21898  2.1477  2.1040  2.0584  2.0107 1.9604
18 24117 2.3421 2.2686  2,1906 21497  2.1071 20629  2.0166 1.9681 1.9168
19 23719 23080  2.2341 2.1555 2.1141 20712 2.0264 1.9796 1.9302 1.8780

20 23479 22776  2.2033 21242 20825  2.0391 1.9938 1.9464 1.8963 1.8432
21 23210 22504 21757 20960  2.0540 20102 1.9645 1.9165 1.8657 1.8117
22967 22258  2.1508  2.0707 2,0283 1.9842 1.9380 1.8895 1.8380 1.7831
22747 22036  2.1282 20476  2.0050 1.9605 1.9139 1.8649 1.8128 1.7570
22547 21834 21077 2.0267 1.9838 1.93%0 1.8920 1.8424 1.7897 1.7331

22365 21649 20889  2.0073 1.9643 1.9192 1.8718 1.8217 1.7684 L7110
22197 21479 20716 1.9898 1.9464 1.9010 1.8533 1.8027 1.7488 1.6906
22043 21323 20558 1.9736 1.9299 1.8842 1.8361 1.7851 1.7307 1.67117
2,190 21179 20411 1.9586 1.9147 1.8687 1.8203 1.7689 1.7138 1.6541
2,1768 21045  2.0275 1.9446 1.9005 1.8543 1.8055 1.7537 1.6981 1.63717

2,1646 20921 2.0148 1.9317 1.8874 1.8409 1.7918 1.7396  1.6835 1.6223
20772 2.0035 1.9245 1.8389 1.7929 1.7444 1.6928 1.6373 1.5766  1.5089
1.9926 19174 1.8364 17480 L7001 1.6491 1.5943 1.5343 1.4673 1.3893
1.9105 1.8337 1.7505 1.6587 1.6084 1.5543 1.4952 1.4290 1.3519 1.2539
1.8307 1.7522 1.6664 1.5705 L5173 1.4591 1.3940 1.3180 1.2214  1.0000
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Figura A.2A — Distribuicao F para a = 0,95 (2 de 2).
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APENDICE A

Tabelas e graficos com os resultados da concentracio de acgiicares redutores totais.

Tabela A1 — Concentracio de ART da fracao fina apés hidrolise enzimatica.

Tempo de hidrolise enzimatica (h)

Ensaio 3 6 12 24 48 72
Concentracao de ART (g/L)
HIF 5,10 6,89 8,94 10,17 11,97 12,12
H2F 4,94 6,33 6.55 8,62 7,72 10,13
H3F 4,94 6,90 8,07 9.43 10,84 10,71
H4F 5,26 6,92 7.23 9,71 7.41 10,38
HSF 4,99 4,69 9,31 10,00 10,71 11,11
HG6F 4,02 4,27 5,69 6,47 7.25 7,49
H7F 4,63 4,64 9,11 9,28 12,14 12,19
H8F 4,56 5,26 6,15 6,93 7.93 8,73
HI9F 4,15 431 8,18 8,96 9,70 9,82
H10F 6,69 4,26 8,19 8,72 10,07 10,79
H11F 6,47 4,19 7.40 8,24 8,92 9,78
H12F 6,90 4,60 7,99 9,04 7.24 9,29
14
—>—HI1F
12 —#—H2F
5 H3F
£ 10 HA4F
<
= ——HS5F
g 8 H6F
]
E 6 H7F
g HKF
(=]
o 4 HOF
HI10F
2 HI11F
0 12 24 36 48 60 72
HI12F

Tempo (horas)

Figura A1 - Curva de concentracao de ART versus tempo da fracao fina.
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Tabela A2 — Concentracao de ART da fraciao P apés hidrolise enzimatica.

Tempo de hidrolise enzimatica (h)

Ensaio 3 6 12 24 48 72
Concentracao de ART (g/L)
H1P 6,71 7.28 9,02 9.40 10,54 11,96
H2P 4,43 4,82 6,09 6,98 5,27 8,20
H3P 6,80 7.96 8,72 9,36 10,82 11,10
H4P 6,87 7.90 8.83 10,21 10,50 8.99
H5P 6,33 7.55 8,64 8,11 7.46 11,34
H6P 6,63 7,35 8,88 9,38 9,39 9,71
H7P 6,54 6,91 8,85 9,37 10,16 10,61
H8P 6,42 7.36 8.60 8,78 8,40 10,86
HIP 5,03 5,68 6,70 7.83 8,74 8,04
H10P 4,89 5,30 6,52 7,22 8,92 7,95
H11P 5,00 5,51 6.59 7,57 8,91 7,95
H12P 7.49 7.98 8.26 10,40 10,40 7,62
14
—o—HI1P
~ 12 / —s—H2P
5 N 42 > | —a— H3P
E ' / - T
2, A —— T
S, % . / * —e—H6P
[+
% 6 —+—H7P
2 T— ——H8P
(=]
&) 4 HOP
—o—HI10P
2 —=—H11P
0 12 24 36 48 60 72 H12P

Tempo (horas)

Figura A2 - Curva de concentracio de ART versus tempo da fracao P.
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Tabelas com os resultados da concentracao de glicose e conversao da celulose em

glicose.

Tabela A3 — Concentracao de glicose da fracao fina ap6s hidrdlise enzimatica.

Ensaio

HI1F
H2F
H3F
H4F
HSF
H6F
H7F
HS8F
HIF
H10F
H11F
H12F

Tempo de hidrolise enzimatica (h)

3 6 12 24 48 72
Concentracao de glicose (g/L)
3,85 5,06 6,48 7,69 8,21 7,35
3,66 4,34 5,80 5,30 5,74 741
4,36 4,77 5,72 7,27 6,77 7,10
3,98 4,27 5,41 5,48 5,43 7,15
4,89 4,89 6,14 6,70 6,96 7,41
3,39 3,08 4,66 4,77 5,89 5,99
4,65 5,49 6,51 6,81 6,73 7,82
3,62 3,56 4,36 5,03 6,76 6,62
4,15 4,72 5,51 6,23 6,18 6,68
4,42 4,81 5,96 6,41 7,26 6,30
3,45 4,01 6,07 5,85 5,98 6,12
4,95 4,62 6,17 6,56 4,79 5,82
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Tabela A4 — Concentracao de glicose da fracao P apos hidroélise enzimatica.

Ensaio

H1P
H2P
H3P
H4P
HSP
HoP
H7P
H8P
H9P
H10P
H11P
H12P

Tempo de hidrolise enzimatica (h)

3 6 12 24 48 72
Concentracao de glicose (g/L)
4,58 5,26 6,05 6,24 6,50 6,70
3,79 4,22 4,60 5,21 4,44 5,98
4,92 5,52 5,76 6,12 7,22 6,70
4,71 4,96 5,92 6,75 8,16 6,19
4,56 4,53 5,93 5,26 4,90 6,87
4,75 4,72 6,01 6,51 7,65 6,55
4,95 5,52 6,05 6,12 6,87 4,24
5,02 4,98 6,33 6,58 6,10 7,78
3,72 4,38 4,57 5,25 6,33 5,66
3,73 4,12 5,15 5,21 6,50 5,36
3,86 4,26 4,91 5,57 6,65 5,60
5,19 4,26 5,98 6,69 7,00 5,80
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Tabela AS — Conversao em glicose da fracao fina apés hidrolise enzimatica.

Ensaio

HI1F
H2F
H3F
H4F
HSF
H6F
H7F
HS8F
H9F
H10F
H11F
H12F

Tempo de hidrolise enzimatica (h)

3 6 12 24 48 72
Conversao em glicose (%)
26,27 34,56 44,29 52,49 56,10 50,22
2497 29,63 39,64 36,17 39,22 50,61
29,80 32,59 39,10 49,64 46,25 48,49
27,17 29,17 36,98 37,46 37,10 48,83
33,39 33,41 41,93 45,78 47,56 50,61
23,17 21,02 31,78 32,61 40,22 40,93
31,78 37,51 44,47 46,54 45,95 53,42
24,75 24,34 29,78 34,34 46,17 45,25
28,32 32,22 37,63 42,56 42,22 45,66
30,17 32,88 40,71 43,76 49,59 43,05
23,56 27,39 41,44 39,98 40,85 41,78
33,80 31,58 42,15 45,05 32,68 39,76
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Tabela A6 — Conversao em glicose da fracao P apods hidroélise enzimatica.

Ensaio

H1P
H2P
H3P
H4P
HSP
HoP
H7P
H8P
H9P
H10P
H11P
H12P

Tempo de hidrolise enzimatica (h)

3 6 12 24 48 72
Conversao em glicose (%)
35,00 40,24 46,25 47,72 49,69 53,51
28,99 32,24 35,16 39,83 33,93 45,76
37,62 42,23 43,98 46,79 55,18 51,24
36,01 37,89 45,24 51,60 62,38 47,31
34,89 34,64 45,35 40,19 37,43 52,55
36,28 36,06 45,95 49,74 58,45 50,07
37,87 42,23 46,25 46,82 52,55 32,40
38,36 38,11 48,38 50,32 46,63 59,46
28,42 33,52 34,94 40,10 48,38 43,24
28,53 31,50 39,34 39,86 49,66 41,01
29,51 32,57 37,51 42,59 50,81 42,83
39,67 32,54 45,70 51,16 53,54 44,31

134



