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RESUMO

No presente trabalho o desempenho do pré-tratamento de bagaco de cana-de-acticar com alta
concentracdo de sélidos utilizando peréxido de hidrogénio alcalino foi avaliado. O objetivo foi
aumentar a concentrac¢do de sélidos no pré-tratamento em relagcdo a trabalhos anteriores (RABELO,
2007; GARCIA, 2009). Inicialmente um planejamento fatorial 2° foi realizado para avaliar a
influéncia da temperatura (°C) e concentracdo de peréxido de hidrogénio alcalino (% v/v) no pré-
tratamento, assim como da concentracdo de celulase (FPU/g bagaco) usada na hidrdlise, na
concentracdo de glicose obtida apds a hidrdlise enzimdtica. Este planejamento resultou em um
modelo linear, que foi usado para determinar o caminho de mdéxima inclinag¢do, seguindo o
procedimento descrito por BARROS NETO el al. (2001). Novos experimentos foram realizados,
determinando-se a vizinhanga do ponto 6timo e, finalmente, um planejamento em estrela foi
realizado em torno desta regido, determinando-se as condi¢des de pré-tratamento que resultam em
concentracdo maxima de glicose apds hidroélise (0,4014 g glicose/ g de bagago bruto) quando o pré-
tratamento foi realizado com 15% de sé6lidos e a hidrélise com 3% de sélidos. Este valor corresponde
ao rendimento de 95,38% em glicose, obtido realizando-se o pré-tratamento por 1 hora, a 65°C e
concentracdo de perdxido de 8% v/v em pH de 11,5 e a etapa de hidrdlise com concentragdo de
celulase de 15 FPU/g e de B-glicosidase de 25 CBU/g. Concentragao de glicose de 0,3846+0,0014 g
glicose/ g de bagaco bruto, correspondente a rendimento de 90,87+0,33% em glicose, foi obtida
realizando-se o pré-tratamento a 55°C e com 7% v/v de peréxido de hidrogénio alcalino, na mesma
concentracdo de sdlidos e tempo de pré-tratamento e considerando as mesmas condi¢des de
hidrdlise. Esta concentracao de peréxido corresponde a 0.47 mL de peréxido/ g de bagaco ou 0.69 g
de perdéxido/g bagaco, concentragdo bastante menor do que a usada nos trabalhos anteriores, que era

superior a 2g de peréxido/g bagaco.

Palavras-chave: pré-tratamento, bagaco de cana, hidrdlise enzimatica, planejamento de experimentos
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ABSTRACT

In this work the performance of the pretreatment of sugarcane bagasse with high solids
concentration using alkaline hydrogen peroxide was evaluated. The objective was to increase the
solids concentration in the pretreatment in relation to previous work (RABELO, 2007; GARCIA,
2009). Initially, a 2* factorial design was performed to evaluate the influence of temperature (°C) and
alkaline hydrogen peroxide concentration (% v / v) in the pretreatment, as well as of the cellulase
concentration (FPU / g pulp) used in the hydrolysis, in the concentration of glucose obtained after
enzymatic hydrolysis. This design resulted in a linear model that was used to determine the
maximum slope direction by following the procedure described in BARROS NETO el al. (2001).
Further experiments were performed to identify the optimal region and, finally, a central composite
design was performed around this region to determine the pretreatment conditions that result in
maximum concentration of glucose after hydrolysis (0.4014 g glucose / g of raw bagasse) when the
pre-treatment was conducted at 15% solids and the hydrolysis with 3% solids. This corresponds to a
95.38% glucose yield, obtained by performing pretreatment for 1 hour at 65 °C using 8% (v/v) of
hydrogen peroxide at pH 11.5. Hydrolysis was conducted using 15 FPU cellulase/g bagasse and 25
CBU pB-glucosidase/g bagasse. Glucose concentration of 0.3846 + 0.0014 g glucose/g of raw bagasse,
corresponding to a 90.87 + 0.33% glucose yield, was obtained by performing pretreatment at 55 °C
with 7% v/v of alkaline hydrogen peroxide at the same concentration of solids and pre-treatment
time and considering the same hydrolysis conditions. This concentration corresponds to 0.47 mL
peroxide/g bagasse or 0.69 g peroxide/g bagasse, much lower than the concentrations used in

previous studies, that were higher than 2 g peroxide/g bagasse.

Keywords: pretreatment, sugarcane bagasse, enzymatic hydrolysis, experimental design
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CAPITULO I

INTRODUCAO

Atualmente, o petréleo é uma das mais importantes fontes de energia do mundo. Cerca de
80% da energia primdria produzida no mundo sio provenientes de combustiveis fosseis, dos quais
58% s6 no setor de transportes (ESCOBAR et al, 2009). A expansdo do seu consumo foi causada
principalmente pela popularizagdo dos automdveis produzidos em série e da industrializagdo
(AGARWAL, 2007).

O petréleo é proveniente de limitadas reservas fosseis. A dependéncia da importacdo de
petréleo bruto leva paises que ndo detém essas reservas ficarem sujeitos a enfrentar crise cambial e
de energia (AGARWAL, 2007). A variacdo do pre¢o do barril no mercado internacional é capaz de
provocar crises econdmicas de grandes propor¢cdes. O aumento do preco do barril é proveniente,
principalmente, da produgdo e da crescente pressdo sobre a demanda exercida principalmente pelos
paises emergentes (CGEE, 2009)

A Crise do Petréleo na década de 70, motivada por disputas politicas e econdmicas que
elevaram o prego do barril a US$ 80,00, estimularam a producéo de biocombustiveis para uso no
setor de transportes em escala significativa (NIGAM E SINGH, 2011; GOLDENSTEIN E
AZEVEDO, 2006).

Em termos de bioenergia, no entanto, 0 maior crescimento nas pesquisas nos dltimos anos
tem sido na 4rea de producdo de biocombustiveis liquidos para transporte, principalmente biodiesel e

bioetanol (AGARWAL, 2007).



O etanol brasileiro é produzido a partir da cana-de-acgticar, o que permite que além da
sacarose da cana-de-acucar, também possa ser empregado o bagaco de cana. A utilizagdo do bagaco
tem como principal vantagem aumentar a producio de etanol sem aumentar a 4rea plantada.

O Brasil possui cerca de 9.000.000 ha de 4rea plantada com cana-de-acicar em 2010, e
colheita de 719.156.742 toneladas (fonte: IBGE, 2010). Pelo clima ideal do Brasil e pela vasta drea
plantada, o pais possui grande disponibilidade de matéria-prima para produgdo a baixo custo, o que
torna vidvel o desenvolvimento de tecnologias para aprimorar processos produtivos.
te da producao das préprias indistrias, ja estando disponivel no local.

Combustiveis liquidos ou gasosos produzidos a partir de biomassa sdo chamados de
“biocombustiveis” (FAO, 2008). Os combustiveis produzidos a partir de residuos de culturas
agricolas sdo chamados de “combustiveis de segunda geragdo” (NIGAM E SINGH, 2011).

O uso de biocombustiveis é associado com baixa emissao de gases do efeito estufa, além de
serem produzidos a partir de fontes renovaveis de energia, tornando-os uma opg¢do atrativa para
combater as mudancas climaticas (LUO et al, 2009). E relatado que o bioetanol tem o potencial de
reduzir a emissdo de gases do efeito estufa em 86% (WANG et al, 2007).

A biomassa celuldsica € resistente a ser quebrada em agtcares fermentesciveis devido,
principalmente, a resisténcia natural originada pela presenca da lignina e pela cristalinidade da
celulose. Conversao de celulose em etanol envolve basicamente a quebra da celulose e hemicelulose
em agucares menores para que, posteriormente, estes aguicares sejam fermentados para se obter
etanol. A quebra das moléculas envolve etapas de pré-tratamento, onde a resisténcia natural da
biomassa € reduzida, permitindo assim a realizacdo da hidrdlise, que pode ser 4cida ou enzimadtica.

A conversdo de material lignoceluldsico em acticares fermentesciveis é um desafio técnico,
pois o processo deve ser eficiente e com custo vidvel. A falta de viabilidade comercial dos processos

de produciao de etanol de segunda geracdo tem inibido sua producdo de forma significante.



1.1 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € otimizar a etapa de pré-tratamento de bagaco de cana de agucar
usando perdxido de hidrogénio alcalino. Os trabalhos de RABELO (2007), GARCIA (2009) e
RABELO (2010) avaliaram este pré-tratamento, que se mostrou muito eficaz. No presente trabalho
serd realizada a otimizacdo das condicdes de pré-tratamento para se trabalhar com concentragdo de
15% (p/v) de bagago no pré-tratamento, mais alta do que a usada em trabalhos anteriores, tentando

diminuir a quantidade de peréxido de hidrogé€nio usada por grama de bagaco.

1.2 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Para melhor entendimento do trabalho apresentado a seguir, sua estrutura foi dividida em 5
capitulos. O Capitulo 1 “Introducdo” apresenta os objetivos e estrutura do presente trabalho. No
Capitulo 2 “Revisdo Bibliografica”, os principais conceitos referentes a pesquisa sdo apresentados,
como exemplo, cana-de-agucar, bagaco, e suas respectivas composicdes. Trata também dos tipos de
pré-tratamentos atuais mais utilizados, enfatizando o peréxido de hidrogénio. A hidrdlise e suas
caracteristicas também sao abordadas neste capitulo.

No Capitulo 3 “Metodologia Experimental”, a parte experimental tem sua descri¢dao
detalhada. Expde todas as caracteristicas dos procedimentos utilizados para obtencdo dos resultados
posteriormente analisados.

O Capitulo 4 “Resultados e Discussoes” apresenta todos os resultados obtidos e suas
andlises, além das andlises estatisticas e suas observagdes pertinentes.

J& no Capitulo 5 “Conclusdes” esta presente a conclusdo do trabalho, além de sugestdes para

trabalhos futuros.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cana-de-acicar

A cana de acgicar € um exemplar do género Saccharum (LEME e BORGES, 1985);
pertencente 2 familia das gramineas, com mais de 5.000 espécies de plantas. E origindria da India, e
foi introduzida no Brasil na época colonial. A estrutura fisica da cana-de-acticar é composta
basicamente por cértex (ou casca), tecido parenquimatoso e hastes fibrovasculares. A presenca de
fibras altamente lignificadas no cortex confere a este o papel de protecdo e sustentacdo da planta,
conferindo a caracteristica da espessura da parede celular, a rigidez e o comprimento das fibras. A
parte interna estd dividida em: tecido parenquimatoso, o qual é caracterizado por um tecido nao
fibroso com a fung¢do de armazenar o suco adocicado produzido pela planta; e as hastes
fibrovasculares, que estdo mergulhadas no tecido parenquimatoso, atuando no sistema de condugéo e

sustentac@o dos alimentos e outros produtos ao longo da planta (PARTURAU, 1989).

A cana de agicar € composta por parte subterranea e aérea. A parte subterrdnea é
representada pelos rizomas e raizes. Ja a aérea € representada pelos colmos, folhas e flores. Os
colmos, caracterizados por nés bem marcados e entrends distintos, quase sempre fistulosos, sdo

espessos e repletos de suco agucarado.

Os colmos sdo caracterizados por possuir uma casca dura envolvida por cera (chamada de
epiderme) e coberta por um tecido mais macio (chamado de parénquima), sendo intercalada com
fibras (feixes vasculares). A camada de cera previne desidratacdo por evaporacdo e as fibras

promovem rigidez e forgca. A figura 2.1 mostra o colmo de cana-de-acticar.



Figura 2.1 Representacio da cana-de-agticar (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2011)

A composicdo da cana-de-acticar € varidvel entre as linhagens, mas mantém regularidade
quantitativa e qualitativamente. Essa composi¢do € determinada por fatores internos e externos,
incluindo variedade, idade da cana, condi¢des de crescimento da planta, tipo de solo, fertilizantes,
4gua, pestes e doencgas que a atingiram (CASTANEDA AYARZA, 2007). A maioria das variedades
da Saccharum officinarum contém mais dgua e relativamente menos fibra e sacarose em relagdo as

outras espécies do género Saccharum (Tabela 2.1) (CLARKE e GODSHALL, 1988).

Os dois principais agtcares da cana-de-acgucar sdo a celulose e a sacarose, presentes na fibra
e no caldo, respectivamente. A sacarose € um dissacarideo, composto pelos monossacarideos frutose
e glicose (CLARKE e GODSHALL, 1988). A tabela 2.1 representa os valores de cada composto da

cana-de-acucar.



Cana para moenda Cana (%)
Agua 73-76
Sélidos 24-27
Sélidos Soliveis 10-16
Fibra(base seca) 11-16
Constituintes do caldo Sélidos Soldveis (%)
Acucares 75-92
Sacarose 70-88
Glucose 2-4
Frutose 2-4
Acidos 3,0-4,5
Acidos Inorganicos 1,5-4,5
Acidos Orgénicos 1,0-3,0
Acidos Carboxilicos 1,1-3,0
Amino4cidos 0,5-2,5
Outros compostos
Proteinas 0,5-0,6
Amido 0,001-0,05
Gomas 0,3-0,6
Ceras, gorduras, fosfatos 0,05-0,15

Tabela 2. 1 - Composi¢do da cana-de-agucar (Saccharum officinarum) e dos sélidos do caldo
(CLARKE e GODSHALL, 1988).

2.2 Bagaco da cana-de-acicar

O bagacgo da cana de agicar é um dos subprodutos da inddstria da cana, assim como a
sacarose e a palha. Trata-se do residuo fibroso resultante da extracdo do caldo da cana de agucar,
caracterizado por diferentes tamanhos de particulas (PANDEY et al, 2000a). E composto
principalmente pela parte fibrosa que da resisténcia ao vegetal, como fibras exteriores do colmo ou
da casca, feixes fibrovasculares, e também pelas fragdes polissacaridicas, como hemicelulose,

celulose e lignina. A figura 2.2 mostra o bagago bruto.

Segundo CHESF (1987), a composicao média do bagaco é de 36% de celulose, 32% de
hemicelulose, 19% de lignina e 13% de ceras, proteinas e cinzas. J4 segundo FENGEL e WENEGER
(1989), o bagaco se distribui em 20-30% lignina, 38-50% celulose, 25-27% de hemicelulose e 5-20%
outros. Para PANDEY et al (2000a), a composi¢do média do bagago é de 50% de celulose e 25% de
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hemicelulose e 25% de lignina. Por possuir um baixo teor de cinzas, oferece maiores vantagens em
processos de bioconversdo se comparado com residuos de outras culturas, como palha de arroz e

palha de trigo (PANDEY et al, 2000b).

Para a maior parte dos paises tropicais, € um dos principais materiais lignocelulésicos

disponiveis para utilizagdo para a bioconversao em etanol (SANTOS E GOUVEIA, 2009).

Figura 2.2 Bagaco da cana-de-actcar (LENCO, 2010).

2.3 Materiais Lignoceluldsicos

Materiais lignoceluldsicos sdo os mais abundantes complexos organicos de carbono na forma
de biomassa de planta e consistem principalmente de trés componentes: celulose, hemicelulose e

lignina (BADHAN et al., 2007).

O citoplasma da maioria das células de plantas é protegido por uma membrana conhecida
como “parede celular”, que delimita também sua fungdo e tamanho. A estrutura quimica e fisica da
parede celular varia entre os grupos de plantas. Seus componentes quimicos podem ser divididos em

dois grupos: ligninas e polissacarideos da parede celular (GOODWIN E MERCER, 1974).

A parede celular tipica de plantas, anual ou perene, ¢ composta de trés camadas distintas
morfologicamente: a lamela média, a parede primaria, a parede secunddria e uma fina camada interna
algumas vezes chamada de parede tercidaria (FAN et al, 1982, TAIZ E ZEIGER, 2009). A lamela
média é uma camada amorfa, intermedidria entre as paredes primdrias das células adjacentes. Em

células maduras, é retratada como composta principalmente por substancias pécticas, com alta
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quantidade de lignina. Estudos mais recentes sugerem que a lamela média pode ser uma matriz de
polissacarideos, além da pectina. Pode-se acompanhar sua origem na placa celular formada durante a

divisdo celular (TAIZ E ZEIGER, 2009).

A parede primdria € a estrutura que estd presente enquanto a célula esta crescendo, e é capaz
de expandir para acomodar o novo tamanho da célula (TAIZ E ZEIGER, 2009). Durante o
crescimento, é composta largamente por celulose com algumas substancias pécticas. E a camada
mais fina da parede celular, e a primeira a ser depositada nas células. Quando o crescimento cessa, a
parede primdria torna-se espessa e consideravelmente lignificada (FAN et al, 1982; GOODWIN E
MERCER, 1974), dando origem a parede secunddria. Devido ao novo estado diferenciado da célula,
a parede secunddria pode tornar-se altamente especializada, tanto em estrutura quanto em

composicdo (TAIZ E SEIGER, 2009)

Do lado de dentro da parede primaria hd a parede secunddria, em uma seqiiéncia de trés
lamelas S1, S2 e S3. A camada central dessa parede, S2, é usualmente mais grossa que as outras. Sua

representacdo esquematica é dada na figura 2.3.
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Figura 2.3 Modelo da estrutura da parece celular (GOODWIN E MERCER, 1974).



Cada camada da parede primdria contém microfibrilas de celulose que se encontram mais ou
menos paralelas umas as outras, mas suas hélices se diferenciam no seu interior. As microfibrilas de
celulose da parede primdria estio embebidas em uma matriz altamente hidratada, composta
primariamente de hemicelulose, para sintese e deposi¢ao de substincias pécticas (TAIZ E ZEIGER,

2009). E possivel visualizar essa divisio na figura 2.4.

Parade calular

Microfibnla

Cédula vegetal Hemicelulose

Colulose

(j Glicose

Figura 2.4 Modelo da estrutura da parece celular e relacdo da lignina, hemicelulose e

celulose na parede secundaria (CANILHA et al, 2010).

2.3.1 Celulose

A celulose estd presente nas paredes celulares de plantas, e algumas bactérias, e é o polimero
natural mais abundante na Terra. E o componente principal das plantas, servindo como material
estrutural e de sustentacdo. Moléculas de celulose sdo homopolimeros de anidroglicose unidas por
ligacdes B-D (1-4) (FAN et al, 1982, NOBEL, 1999; TAIZ E ZEIGER, 2009). Elas variam muito no
peso, mas o nimero médio de unidades de glicose é de 3000 por molécula (GOODWIN E
MERCER, 1974). Segundo TAIZ E ZEIGER (2009), esse nimero pode ser entre 2.000 e 25.000
unidades. Contribuem para a resisténcia e disposicao estrutural da parece celular (TAIZ E ZEIGER,

2009).



A celulose tem uma estrutura linear e fibrosa, na qual se estabelecem miiltiplas ligacdes de
hidrogénio entre os grupos hidroxila das distintas cadeias de glicose, fazendo-as impenetraveis a
dgua e, portanto, insoldveis, originando fibras compactas que constituem a parede celular dos
vegetais e que sdo resistentes a ataques enzimadticos e, conseqiientemente, a degradacdo (TEERI,
1997; TAIZ E ZEIGER, 2009). O firme alinhamento e as ligacdes entre si das moléculas de glicose
determinam a linearidade e cristalinidade das moléculas de celulose (OKAMURA, 1990; TAIZ E
ZEIGER, 2009).

Em sua estrutura, duas unidades de glicose adjacente sdo ligadas pela eliminacdo de uma
molécula de dgua entre seus grupos hidroxilicos, no carbono um e no carbono quatro, dando origem
a molécula de celobiose, dissacarideo que é o mondmero da celulose (FENGEL E WENEGER,
1989; GOODWIN E MERCER, 1974). Estudos comprovaram que as ligacdes existentes entre todas
as unidades glicosidicas sdo uniformes (OKAMURA, 1990). Experimentos de raios-X e difracdo de
elétrons mostraram que a celulose forma agregados de estruturas laminares com as moléculas de

celulose em conformacao alongada (WINGER et al, 2009).

Muitas cadeias de celulose comecam juntas a formar uma rede cristalina, a qual é
estabilizada tanto por ligacdes de hidrogénio intramoleculares quanto intermoleculares. Ligacoes de
hidrogénio intramoleculares sdo formadas entre o oxigénio do anel de um residuo e o hidrogénio do
C3 de outro residuo vizinho. Ligacdes de hidrogé€nio intermoleculares ocorrem entre o grupo
hidroxila e dtomos de oxigénio em cadeias adjacentes. Estabilidade adicional é providenciada pela
forca de Van der Waal’s. Varias dezenas dessas cadeias posicionadas umas contra as outras sio
mantidas juntas para formar o que é conhecido como microfibrila de celulose. Muitos dos grupos
hidroxilas em uma cadeia de celulose sdo usados nessas ligacdes, resultando em uma macromolécula

linear de considerdvel forca.

As fibrilas de celulose s@o enroladas helicoidalmente com um angulo de microfibrilas na
camada dominante da parede celular. O angulo da microfibrila é em grande parte responsdvel pelas
propriedades da parede celular. De fato, o arranjo espiral das fibras de celulose permite um ajuste da
rigidez e da extensibilidade da célula vegetal. Quando as fibras rigidas de celulose sao paralelas na
direcdo da célula, a rigidez ¢ maior e a extensibilidade menor e principalmente dependente da
extensibilidade da celulose. Aumentando o angulo da microfibrila para acima de 40°, diminui-se a

rigidez, e aumenta-se a extensibilidade por aproximadamente o mesmo fator (FRATZEL, 2003).
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As microfibrilas constroem fibrilas e estas constroem as fibras celuldsicas. Como
conseqiiéncia dessa estrutura fibrosa a celulose possui alta resisténcia a tragdo e € insoldvel na
maioria dos solventes (FAN et al, 1982, TAIZ E ZEIGER, 2009), como se pode visualizar na figura
2.5.

Cadeia de $-D-(1-4)-glucano—microfibrila de celulose

Figura 2.5 Modelo da estrutura da microfibrila da celulose, a partir das cadeias de glucanos

(adaptado de TAIZ E ZEIGER, 2009).

Fibras de celulose t€ém tanto regides amorfas quanto regides cristalinas. Nas regiodes
cristalinas as cadeias individuais sdo precisamente arranjadas e nas regides amorfas ndo o sdo
(BOWES E MAUSETH, 2008). Estas possuem grupos hidroxilas mais disponiveis para reagir. As

ligacdes inter e intramoleculares da celulose podem ser visualizadas na figura 2.6.
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Figura 2.6 Ligacdes inter e intramolecular dentro das cadeias de celulose (adaptado de TAIZ

E SEIGER, 2009).

O carbono anomérico aloja a hidroxila, que pode estar na posi¢io a ou B. E esta posicio que
determina a diferenca entre celulose e amilose. Quando a hidroxila estd na posi¢do a forma a amilose
(a-D (1-4) glucopiranose), € quando a posi¢do € B, o composto formado é a celulose (B-D (1,4)
glucpioranose) (OKAMURA, 1990, FAN et al, 1982), conforme mostrado na figura 2.7. Essas
diferencas estruturais sao a razio porque a amilose e celulose t€ém diferentes propriedades fisicas e
bioldgicas. Amilose é pouco solivel em dgua, e forma suspensdes, nas quais sua forma helicoidal é

preservada. Fibras de celulose sdo insolidveis em dgua (WINGER et al, 2009).

[-o-glucopyranose o-0-glucopyranose

Figura 2.7 Moléculas de Celulose (B-glucopiranose) e Amilose (a-glucopiranose).
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2.3.2 Hemicelulose

Durante a sintese da parede celular, a hemicelulose é depositada como um constituinte
amorfo que ocupa espaco entre as fibrilas tanto na parede primdria quanto na secunddéria e entdo,
cada microfibrila pode ser considerada como uma rede de fibrilas elementares de celulose embebidas
em uma matriz de hemicelulose e lignina (WAN et al, 2010; TAIZ E ZEIGER, 2009). Hemicelulose
e pectina sdo heteropolissacarideos ramificados, ndo-celulésicos (considerado como nao-celuldsicos
e nao-pécticos) (GOODWIN E MERCER, 1974) e sdo compostos por mais de 20 diferentes
monossacarideos em diversas combinagdes. Em geral, hemicelulose e pectina formam também
ligacdes covalentes entre outros polimeros da parede celular, como a lignina.

Com o decréscimo da porcentagem de hemicelulose, hd aumento do tamanho médio do
agregado de fibrilas e mais estruturas fibrilares compactas sdo formadas (WAN et al, 2010).

A hemicelulose pode ser considerada como composta por trés grupos principais de
polissacarideos, as xilanas, mananas e glucomananas (manose e glicose), e as galactanas e
arabogalactanas (galactose e arabinose) (TAIZ E ZEIGER, 2009), sendo a xilana o maior
componente (BADHAN et al, 2007, GOODWIN E MERCER, 1974).

As mananas e as glucomananas sdo moléculas essencialmente lineares, compostas por
mistura de ligagdes B- 1,4 de unidades de glucopiranose ¢ ligagdes B- 1,4 de unidades de manopirose.
Ja as galactanas e arabogalactanas sdo moléculas altamente ramificadas. A unidade bésica aparece

como uma estrutura com liga¢des 1-3 e 1-6 de D-galactopiranose (GOODWIN E MERCER, 1974).

A hemicelulose é definida como substincia solivel em 4lcali, depois de removidas as
substancias pécticas, e tem um grau muito menor de polimerizacdo se comparada com a celulose
(TAIZ E ZEIGER, 2009). Aditivos alimentares e outros polimeros podem ser produzidos com
hemiceluloses solubilizadas. Depois da hidrdlise, a xilose (maior componente da hemicelulose) pode

ser convertida em produtos de alto valor agregado, como por exemplo, o xilitol (XIAO et al, 2001).

2.3.4 Lignina
A lignina é a segunda macromolécula mais abundante da Terra, depois da celulose.

Caracteriza-se pelo elevado nimero de grupos -CH3 e de grupos -OH. Sua estrutura quimica difere

dependendo da sua origem ser de madeira folhosa ou de coniferas. Constitui a fracdo ndo-
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carboidrato da madeira livre de extrativos, extremamente complexa e dificil de caracterizar.

Representa de 20 a 35% da massa total da biomassa lignoceluldsica (FAN et al, 1982).

E essencialmente uma macromolécula tridimensional de fenilpropano, amorfa, com as
unidades deste ligadas entre si por ligagdes pelo éter e ligacdes carbono-carbono (FAN et al, 1982),e
com propriedades hidrofébicas (BOWES E MAUSETH, 2008). As liga¢des entre as unidades
basicas de fenilpropano ndo ocorrem de forma regular e repetitiva, mas sim através de acoplamento
aleatério de radicais, a partir de trés alcodis precursores: alcodis p-cumadrico, coniferilico e sinapilico
(BURANOV E MAZZA, 2008). As férmulas quimicas destes alcodis estdo representadas na figura
2.8. A juncdo dos alcodis p-cumdrico, coniferilico e sinapilico tem como resultado unidades p-
hidroxibenzilicas, guaiacilicas e siringilicas. A figura 2.9 (SUN et al, 1997) retrata a complexidade

da estrutura de lignina, através da andlise de lignina de palha de trigo.

Alguns autores relatam perda de 4gua da parede celular a partir da ligacdo entre as
macromoléculas da matriz (hemicelulose, celulose e lignina), e que essa desidratacdo pode alterar a
estrutura das microfibrilas de celulose, e confere a parede secundaria cardter inapto para degradagio

por microrganismos (BOWES E MAUSETH, 2008).

A lignificagdo € a tdltima e importante etapa do desenvolvimento da parede celular, e ¢
caracterizada pelo aumento da for¢a mecénica e protecdo contra ataque patogé€nico. O propdsito da
lignificacdo é ser um dos refor¢os da parede celular pela cimentagdo das microfibrilas e protegé-las

de ataque quimico e fisico (GOODWIN E MERCER, 1974; TAIZ E ZEIGER, 2009).

A presenca de lignina afeta a produc@o de biocombustivel a medida que impede a penetracdo
de enzimas, atuando como um adsorvente nao-especifico, e pode dar origem a produtos de

degradacio, que sdo inibitérios para a sacarificacdo e fermentacdo (SUN E CHENG, 2002).
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Figura 2.8 Precursores da biossintese da lignina (I) dlcool p-cumarilico; (II) alcool
coniferilico; (IIT) dlcool sinapilico (FENGEL e WENEGER, 1989)
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Figura 2.9 Proposta para da estrutura quimica da lignina da palha de trigo (SUN et al, 1997)

2.3.5 Extrativos

Os extrativos sdo compostos intermedidrios do metabolismo vegetal. Sdo responsaveis por

determinadas caracteristicas da planta, como cor, cheiro, resisténcia natural ao apodrecimento, o

sabor e as propriedades abrasivas (DALMEIDA, 1998).
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Entretanto, possui efeito inibitério no processo de conversdo da biomassa (FENGEL E
WENEGER, 1989) A biomassa vegetal também contém uma pequena quantidade de espécies

inorgénicas, tais como potassio, sédio, célcio, etc. (YU; LOU; WU, 2008).

Referem-se a todos os componentes que nao estido presentes na parede celular. Consiste em
um grande nimero de compostos quimicos. Conforme sua solubilidade em 4gua ou solventes
organicos neutros, podem ser classificados em extrativos e nao-extrativos. Os extrativos, por sua vez,
podem ser divididos grosseiramente em terpenos, resinas e fendis. J4 os ndo-extrativos consistem

principalmente de substancias inorganicas como carbonatos e oxalatos (FAN et al, 1982).

Segundo FENGEL e WENEGER (1989), seu teor pode variar de 5 a 20%. J4 segundo
DALMEIDA (1998), para madeiras de folhosas esse teor pode ser na faixa de 3 a 10%, e para

coniferas entre 5 a 8%.

2.4 Pré-tratamento

A presenca da lignina nas lignoceluloses atua como uma barreira natural, que previne ataque
por fungos e bactérias na célula vegetal. Aliadas a isso, a cristalinidade da celulose e a presenca de
hemicelulose tornam a biomassa muito resistente a acdo enzimdtica (FAN et al, 1982, CHEN et al,
2009). A hidrdlise natural dos materiais lignoceluldsicos € lenta (PANDEY et AL, 2000a). Destruir
essa resisténcia tem sido o grande desafio para producdo de combustiveis a partir de materiais

lignocelulésicos.

Bioetanol de segunda geracdo pode ser produzido a partir de materiais lignocelulésicos
(residuos de cultura) usando pré-tratamento seguido de hidrdlise enzimatica e fermentacdo, como
mostra a figura 2.10. O objetivo do pré-tratamento é romper essa resisténcia natural, alterando a
matriz lignocelulésica da biomassa, através do aumento de porosidade do material, da quebra do elo
da lignina, do rompimento da estrutura cristalina da celulose, aumentando a facilidade de acesso das

enzimas a celulose (OHGREN et al, 2007, PANDEY et AL, 2000b).

O uso de residuos de culturas vegetais como matéria-prima para producdo de energia tem
como vantagem a possibilidade de uma matéria-prima sem custos altos, além de evitar competicao
direta e indireta com culturas destinadas a alimentagdo humana e animal (GNANSOUNOU E

DAURIAT, 2010).
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Figura 2.10 Fluxograma do processo de obtencdo de etanol a partir de materiais

lignocelulésicos (adaptado de HAHN-HAGERDAL et al., 2006 e BALLAT, 2011).

A velocidade e a extensdo pelas quais a celulose pode ser enzimaticamente sacarificada s@o
limitadas por dois fatores importantes: 1) o fechamento fisico e a associagdo quimica entre a lignina
e os polissacarideos da parece celular, 2) o grau de cristalinidade dentro do polimero de celulose.
Tentativas de melhorar a eficiéncia da producdo enzimdtica de glicose a partir de materiais
lignocelulésicos t€ém envolvido o uso de pré-tratamentos quimico, fisico ou biolégico, no esforco de
remover a lignina e/ou diminuir a cristalinidade da celulose. Muitos desses pré-tratamentos resultam
em aumento do rendimento de glicose (GOULD, 1984, CHEN et al, 2009). Entretanto, alguns pré-
tratamentos freqiilentemente utilizam reagentes toxicos e/ou geram inibidores que interferem no
crescimento microbiano durante as reagdes subseqiientes de fermentacdo (GOULD, 1984, HODGE

et al 2008, HU et al, 2008)

O pré-tratamento € uma das etapas mais caras do processo de conversdo de biomassa a
acucares fermentesciveis (WHEALS et al, 1999; HSU et al, 1980, SOUSA et al, 2009; MOSIER et
al, 2005). Pela sua importancia econémica, esta etapa apresenta um grande potencial para melhorar a
eficiéncia e baixar o custo no processo através de pesquisa e desenvolvimento (LEE et al, 1994;

LYND et al, 1996; ALVIRA et al, 2010).
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Um pré-tratamento adequado e eficaz possui como caracteristicas (NATIONAL

RESEARCH COUNCIL, 1999; SUN e CHENG, 2002; ALVIRA et al, 2010):
e Resultar em alta recuperagdo de todos os carboidratos;
e Tornar a biomassa facilmente hidrolisdvel com baixas cargas enzimadticas;
e  Ocasionar pouca ou nenhuma formagao de produtos de degradacao de actcares e lignina;

e Demandar pouca energia ou permitir que a energia empregada possa ser reutilizada em

outras etapas na forma de calor;
e Ser de custo minimo e ambientalmente compativel

A literatura registra varias técnicas de pré-tratamento quimicos, fisicos e bioldgicos, que
podem ser utilizados sozinhos ou em combinacdo (HSU, 1980). Todos os processos aumentam a
digestibilidade e a bioconversao da biomassa, mas a deslignificacdo varia conforme o pré-tratamento

escolhido (ALVIRA et al, 2010).

2.4.1 Pré-tratamento Fisico

O pré-tratamento fisico tem como objetivo a reducdo do tamanho da particula, reduzindo
também a cristalinidade e o grau de polimerizacao da celulose e aumentando a superficie de contato
(ALVIRA et al, 2010; CHANDRA et al, 2007). Isso torna a matriz lignocelulésica mais acessivel as

enzimas do complexo celulase.

Uma das vantagens do pré-tratamento fisico € o fato de este ser insensivel as caracteristicas
fisicas e quimicas da biomassa utilizada (CHANDRA et al, 2007). Entretanto, a energia consumida
para este processo depende do tamanho final da particula e das caracteristicas da biomassa utilizada,
e ndo hd remocdo de lignina (KUMAR et al, 2009; ALVIRA et al, 2010). Esta técnica de pré-

tratamento consome energia e tempo, podendo ser a parte de alto custo do processo (BALAT, 2011).

O pré-tratamento fisico pode ser classificado em duas categorias gerais: mecinicos e ndo-

mecanicos (FAN et al, 1982).
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O pré-tratamento mecénico tem como resultado a divisdo do material lignocelulésico em
finas particulas, que estdo suscetiveis a hidrdlise 4cida ou enzimitica (HENDRIKS e ZEEMAN,
2009). Neste processo, o material apresenta tamanho reduzido, apds combina¢do de moagem e
trituracdo, dependendo do tamanho desejado de particula (ALVIRA et AL, 2010; SUN e CHENG,
2002). A eficicia desse tipo de pré-tratamento depende do tamanho final da particula e das
caracteristicas da biomassa. Pequenas particulas tém uma grande superficie para contato, permitindo

maior facilidade para hidrdlise.

Os pré-tratamentos ndo-mecanicos causam decomposi¢do do material lignoceluldsico por

intensas forgas externas ndo-mecanicas, como irradiagdo, pirdlise e extrusao.

A pirdlise tem sido utilizada como pré-tratamento para materiais lignocelulésicos que
possam ser usados como substrato para pirdlise rdpida (que possuam alto teor de lignina e celulose),
convertendo termicamente celulose e hemicelulose em agicares fermentesciveis com bons
rendimentos (BALAT, 2008). Utiliza tratamento com temperaturas maiores que 300°C, onde a
celulose € rapidamente decomposta em produtos gasosos e residuos. A decomposi¢do € muito mais
lenta e menos produtos voldteis sdo formados em baixas temperaturas. Hidrdlise acida (4cido
sulftirico a 1N, por 2,5 horas a 97°C) de residuos provenientes de pré-tratamento por pirdlise resulta
em rendimentos de aproximadamente 80% de conversdo de celulose em agtcares redutores (SUNG e

CHENG, 2002).

A irradiacdo é feita através de raios gama, microondas e raios de elétrons. A combinagéo
entre irradiagdo e outros métodos (como o acido) pode acelerar as reagdes de hidrdlise enzimatica,

aumentando a conversdo de celulose em glicose.

Entretanto, os efeitos da irradiacdo estdo relacionados com a presenca de lignina e a

cristalinidade da celulose.

7

O método de irradiacio é caro e de grande dificuldade para aplicagdo industrial

(TAHERZADEH e KARIMI, 2008).

Ja a extrusio é um promissor pré-tratamento para biomassa lignoceluldsica. Neste processo,
0s materiais sao submetidos a aquecimento, mistura e corte, resultando em modifica¢des quimicas e
fisicas durante a passagem pelo extrusor. A velocidade de saida e a temperatura do cilindro do
extrusor causam alteragdes na estrutura lignocelulésica (como redugdo das fibras) aumentando a drea

de superficie (ALVIRA et al, 2010).
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2.4.2 Pré-tratamento Biologico

Microorganismos podem ser usados para pré-tratamento da biomassa lignoceluldésica no
intuito de aumentar a hidrélise enzimatica. Estes microorganismos degradam lignina e hemicelulose.
Podem atacar pequena parte da celulose, embora a celulose deva ser mais resistente a este tipo de
ataque (TAHERZADEH e KARIMI, 2008). O pré-tratamento bioldgico usa vérios tipos de fungos, o
que ndo afeta de maneira significativa o ambiente e ndo requer aplicacdo de produtos quimicos,
sendo considerado um método seguro, inclusive do ponto de vista ambiental (ALVIRA et AL, 2010).
E considerado um processo que ndo requer alta energia para remover lignina a partir da biomassa
celuldsica, nem para reduzir o grau de polimerizacdo da celulose e hemicelulose.

No pré-tratamento biolégico, microrganismos como fungos White-rot e Brown- rot sdo
usados para degradar a lignina e hemicelulose (KUMAR et al, 2009; SUNG e CHENG, 2002).
Fungos White-rot atacam mais efetivamente a lignina (CHANDRA et al, 2007). Ja a celulose é
atacada tanto pelos fungos Brown-rot quanto pelo White-rot (FAN et al, 1982; SUNG e CHENG,
2002). Entretanto, a principal desvantagem da utilizacdo de pré-tratamento bioldgico € ser um
processo que costuma ser demorado, podendo chegar a semanas (SUN E CHENG, 2002; ALVIRA et
AL, 2010, CHANDRA et al, 2007).

2.4.3 Pré-tratamento Quimico

O pré-tratamento quimico ocasiona deslignificacdo, diminui¢do de cristalinidade da celulose,
redu¢do do grau de polimerizacdo e aumento da porosidade (CHANDRA et al, 2007). Como

exemplos, t€ém-se métodos Organosolv, 4cido diluido, alcalino e ozondlise.

O método Organosolv se utiliza de mistura de solventes organicos ou misturas aquosas com
acidos inorgénicos catalisadores (como HCL ou H,SO,) para quebrar as ligacdes entre lignina e
hemicelulose (KUMAR et al, 2009). Quando comparado com outros pré-tratamentos, o organosolv
tem como vantagem a recuperacdo da lignina pura como subproduto (ALVIRA et al, 2010).
Remover os solventes do sistema € necessario, porque podem agir como inibidores das reacdes de
hidrélise e fermentacao (SUNG e CHENG, 2002).

Ja o principal objetivo do pré-tratamento acido € solubilizar a hemicelulose, deixando a
celulose disponivel para enzimas. Este tipo de pré-tratamento utiliza 4cidos como 4cido sulfirico e

4cido cloridrico, concentrados ou diluidos. O uso de 4cidos concentrados torna o processo mais caro,
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principalmente pelo fato de ser necessdrio uso de equipamentos anti-corrosivos € a recuperaciao dos

acidos utilizados no final do processo (KUMAR et al, 2009).

Dois tipos de pré-tratamento com éacidos diluidos sdo utilizados: altas temperaturas (>160°C),
processo de fluxo continuo para baixo teor de sélidos, e a baixas temperaturas (<160°C), com
processo em batelada e alto teor de sélidos (entre 10 a 40%).

E pouco atrativo devido & formagio de inibidores, e ao fato dos dcidos serem perigosos para

manuseio e corrosivos (ALVIRA et al, 2010, MOSIER et al, 2005; SUN e CHENG, 2002).

O pré-tratamento alcalino tem por fundamento o efeito que bases t€ém sobre a lignina, sendo
efetivas em sua solubilizacdo, aumentando assim a digestibilidade da celulose. Exibem baixa
solubilizacdo da celulose e hemicelulose se comparados com os pré-tratamentos &acidos ou
hidrotérmicos, sendo conduzidos em condi¢des ambientes, podendo levar de alguns segundos a dias
de duracdo (ALVIRA et al, 2010; MOSIER et al, 2005; KUMAR et al, 2009). No entanto, deve-se
levar em consideragdo a perda de actcares fermentesciveis e producdo de compostos inibidores neste
processo. A adi¢do de agente oxidante (como oxigénio ou per6xido de hidrogénio) pode favorecer a

remocao da lignina (ALVIRA et al, 2010).

O processo de ozonodlise utiliza 0zdnio, um poderoso oxidante, que degrada grande
quantidade de lignina e hemicelulose causando aumento no rendimento da hidrdlise enzimadtica. Este
pré-tratamento é conduzido usualmente em temperatura e pressdo ambiente, ndo gerando nenhum
composto inibidor. Entretanto, a quantidade de ozonio necessdria para conduzir o pré-tratamento é
muito alta (ALVIRA et al, 2010, SUN e CHENG, 2002). O pré-tratamento por ozondlise tem como
vantagens: 1) efetivamente remove lignina; 2) ndo produz residuos toxicos; 3) as reacdes sdo
realizadas em condi¢des ambiente de temperatura e pressido. Entretanto, € necessaria alta quantidade

de ozone, 0 que torna o processo caro.

2.4.4 Pré-tratamento Combinado (fisico-quimico)

O Pré-tratamento combinado (fisico-quimico) combina os fisicos e os quimicos (CHANDRA
et al, 2007). Os que merecem destaque s@o o de explosdo a vapor, dgua quente e 0 AFEX (Explosao

das fibras com emprego de amdnia).

O pré-tratamento com explosdo a vapor é o método mais comumente utilizado. A biomassa é

submetida a vapor (pressurizado) por um periodo de tempo, e entdo repentinamente despressurizada.
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E relatado que a hemicelulose € hidrolisada pelo 4cido acético (ou por outro 4cido) durante a
explosdo a vapor. J4 a lignina € rearranjada na superficie das fibras devido as reacdes de

polimerizagao e despolimerizacdo (KUMAR et al, 2009).

Este tipo de pré-tratamento requer pouco ou nenhum produto quimico, nao gerando grandes
problemas ao meio ambiente (KAAR et AL, 1997; ALVIRA et al, 2010). Tem como resultados a
degradacdo da hemicelulose e a transformacgao da lignina, aumentando assim o potencial de hidrélise
da celulose. Os mais importantes fatores que alteram o rendimento do pré-tratamento por explosao a
vapor sdo o tamanho da particula, temperatura, tempo de residéncia e a combinagdo entre

tempo/temperatura (ALVIRA et al, 2010).

As vantagens da explosdo a vapor sdo a baixa necessidade de energia quando comparadas
com o pré-tratamento mecanico, e a auséncia de necessidade de reciclo ou custos ambientais (SUNG

e CHENG, 2002).

A principal desvantagem deste método € o fato de que a degradacao parcial da hemicelulose
pode gerar produtos téxicos que poderdo afetar a hidrdlise e a fermentacio (KUMAR et al, 2009;

ALVIRA et al, 2010).

O pré-tratamento AFEX ¢ outro tipo de pré-tratamento combinado. Emprega amonia a alta
temperatura e pressdo e, em seguida, a pressdo € reduzida. A temperatura de 90°C e tempo de 10-60
minutos sdo empregados, utilizando-se de 1 a 2 kg de amdnia/kg de biomassa seca, sendo, por isso,
considerado um processo poluente. Para CHANDRA et al (2007), este processo pode efetivamente
reduzir o teor de lignina em culturas agricolas. Segundo SUN (2002), este processo ndo gera
inibidores que possam afetar processos bioldgicos. Para o pré-tratamento com dgua quente utiliza-se
dgua em altas temperaturas (160° a 240 °C), mantida liquida com uso de pressdo. Esse pré-tratamento
tem como principal objetivo a solubilizacdo da hemicelulose, causando também alteracdes na

estrutura da lignina (ALVIRA et al, 2010).

O pré-tratamento com uso de dgua quente € realizado submetendo-se a biomassa em 4gua
quente a alta pressdo durante um periodo determinado. Este processo normalmente utiliza
temperaturas entre 200 a 230°C por 15 minutos aproximadamente (BALAT, 2008). Este processo
tem como vantagem a solubiliza¢io da hemicelulose. E relatado que o pré-tratamento com uso de
dgua quente remove cerca de 80% da hemicelulose (ALVIRA et al, 2010). O risco de produgdo de
compostos inibitérios € reduzido (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).
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As vantagens e desvantagens de cada tipo de pré-tratamento estdo representadas na tabela

2.2
Pré-tratamento Vantagens Limitacoes e desvantagens
Cominui¢do T .
nule Reduz a cristalinidade da celulose Alto consumo de energia
mecanica

Destruicdo da fracdo de xilana;
rompimento incompleto da ligacao
de lignina na matriz;
geracdo de compostos inibidores
para a hidrdlise

Causa degradacdo da hemicelulose e

Explosa a igni
Xplosao a vapor transformagio da lignina

AFEX Aumenta a drea de superficie Nao ¢é eficiente para biomassa com
acessivel alto teor de lignina
Aumenta a drea de superficie
~ acessivel; Nao modifica os teores de lignina e
Explosao de CO, . - . .
possui boa relacdo custo/beneficio; hemicelulose
ndo forma compostos inibidores
Ozondlise Reduz o teor de lignina; Grande quantidade de ozdnio
ndo produz residuos téxicos necessdrio, tornando-se muito caro.
Hidrolisa hemicelulose a xilose e Alto custo; necessidade de
Hidrdlise 4cida outros actcares; equipamento resistente a corrosio;
altera a estrutura da lignina formacao de substancias téxicas
Remove hemicelulose e lignina; .. L ~
s . p . Produz sais irrecuperaveis que sdo
Hidrdlise alcalina aumenta a drea de superficie

. incorporados a biomassa
acessivel

Solventes precisam ser drenados do
Organosolv Hidrolisa lignina e hemicelulose reator, evaporados, condensados e
reciclados, ocasionando alto custo

Degrada lignina e hemicelulose,
baixo consumo de energia
Tabela 2. 2 - Vantagens e desvantagens de diversos tipos de pré-tratamento para materiais

lignocelulésicos (adaptado de BALAT, 2011).

Bioldgico Velocidade de reagdo é muito lenta

Dentro dos pré-tratamentos quimicos, o processo alcalino é um método mais vantajoso
comparado ao icido, pois hd menor degradacdo dos acticares (CHEN et al, 2009). A formacédo de
furfural e hidroximetilfurfural nesse processo pode ser evitada, além de permitir a recuperagcdo de
muitos sais causticos. Este tipo de pré-tratamento diminui a cristalinidade da biomassa e da lignina
de maneira mais eficiente do que em outros pré-tratamentos (KUMAR et al, 2009; TAHERZADEH
e KARIMI, 2008).

E sabido que o pré-tratamento alcalino permite a maior deslignificacio efetiva (CHEN et al,

2009) e remogdo da hemicelulose, deixando as fibras de celulose altamente suscetiveis a digestdo
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enzimdtica. A reacdo de deslignificagdo é fortemente dependente do pH da mistura, com um 6timo

entre 11,5 a 11,6 (XIAO et al, 2001, GOULD, 1984, GOULD, 1985).

Entretanto, HSU (1996) relata que o pré-tratamento alcalino € geralmente mais efetivo em
residuos da agricultura e culturas herbaceas do que em madeiras. Esses efeitos aumentam a

acessibilidade das enzimas e a digestdo da celulose.

Segundo KONG ET AL (1992) a tecnologia alcalina remove grupos acetila e,
principalmente, xilana da hemicelulose, reduzindo o impedimento estérico das enzimas hidroliticas e

a digestibilidade dos carboidratos € reforgcada.

GOULD (1984) relata que cerca de metade da lignina e grande quantidade de hemicelulose
de materiais lignocelulésicos, como palha e outros residuos de agricultura, foram solubilizados

quando aplicado pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino.

Os pré-tratamentos quimicos tém recebido uma maior atencdo, ja que os pré-tratamentos
fisicos sdo relativamente ineficientes no aumento da digestibilidade da biomassa (FAN et al, 1982;
BALAT, 2011) e os tratamentos combinados raramente t€m digestibilidade melhorada quando
comparados aos tratamentos simples (GHARPURAY et al, 1983). Com essas consideracdes, o pré-

tratamento quimico foi escolhido como objeto de estudo para esse trabalho.

2.5 Hidrolise

Quando a lignina é removida e a hemicelulose hidrolisada pelo pré-tratamento, a celulose
entdo deve ser hidrolisada a glicose. Essa reagao € catalisada por 4dcido diluido, 4cido concentrado ou
enzimas (celulases). As hidrélises sdo afetadas principalmente pela composicdo da matéria-prima e
uso de pré-tratamento anterior (CHANDRA et al, 2007). Sem pré-tratamento anterior rendem em
torno de < 20%, enquanto as que tiveram pré-tratamento anterior podem render acima de 90%

(HAMELINCK et al, 2005).

Na hidrélise com 4cido concentrado, a hemicelulose e celulose presentes na biomassa sao
quebradas, usando solugdes de 4acidos minerais fortes, tais como dcido sulfirico, cloridrico ou

fosférico, em baixas temperaturas (< 100°C).
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A principal desvantagem dessa técnica é que requer equipamentos altamente resistentes

(€N

corrosdo, aumentando assim o custo do produto. A recupera¢do do 4cido usado no processo
essencial por razdes econdmicas e devido a problemas ambientais (HAMELINCK et al, 2005,

BALLAT et al, 2008).

O processo com 4cido diluido é a mais antiga tecnologia para converter celulose de biomassa
em etanol. Em alguns processos, parte da hemicelulose e da celulose sao hidrolisadas separadamente.
Desta forma, as condicdes de hidrdlise tanto para a hemicelulose quanto para a celulose podem ser
otimizadas. O primeiro estagio € essencialmente a hidrdlise da hemicelulose. Se a reacdo continuar,
os agucares produzidos seriam convertidos em outros produtos quimicos, tipicamente furfural. A
degradacdo de acucares ndo somente reduz o rendimento de agicar, mas o furfural e outros co-
produtos podem inibir o processo de fermentacdo. Portanto, o primeiro estidgio € conduzido sobre
condi¢des de processo brandas para recuperar agucares de cinco carbonos, enquanto no segundo
estdgio somente os s6lidos restantes, com a celulose mais resistente, sofre condi¢des mais duras para
recuperar acgucares de seis carbonos. A solucdo de hidrolisado é recuperada em ambos os estdgios e
fermentada a dlcool (HAMELINCK et al, 2005). A grande vantagem do processo com 4cido diluido
¢ sua alta velocidade de reacdo, o que facilita processo continuo. Sua grande desvantagem € o baixo

rendimento de acticar e o uso de temperaturas maiores que 100°C (BALLAT et al, 2008).

Na hidrélise enzimdtica, o processo de quebra da celulose em agticares menores € realizado
por enzimas do complexo celulase (SUN e CHENG, 2002). As enzimas sdo utilizadas como
catalisadores para separar ou hidrolisar as cadeias de hemicelulose e celulose, formando seus

respectivos agtcares redutores, inclusive a glicose.

Ao contrério dos catalisadores comuns, as enzimas apresentam uma elevada especificidade
em relacdo ao substrato e sua utilizacdo reduz a obtencdo de subprodutos indesejiveis na reacgdo,

diminuindo assim os custos de separacdo (SEGEL, 1975, SUN e CHENG, 2002)

Esse tipo de hidrdlise tem muitas vantagens: as condi¢cdes de processo sdo suaves, resultando
em rendimentos potencialmente altos, e os custos de manuten¢do sdo pequenos se comparados com
acido ou hidrdlise alcalina (ndo ha problemas de corrosdo) (SUN E CHENG, 2002; BALAT et al,
2008).

Devido a condicdes mais suaves aplicadas durante o processo, uma menor quantidade de

subprodutos € liberada, resultando em um alto rendimento de aguicares fermentesciveis. Porém, para
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atingir uma alta conversao da celulose, sdo necessdrias altas concentra¢des da enzima, o que aumenta

o custo da producdo (EKLUND et al. 1990; DWIVEDI et al, 2009).

Enzimas podem ser recuperadas e recicladas, logo, a concentra¢do de enzima pode ser maior

contra menor custo, embora a qualidade da enzima decres¢a gradualmente.

O processo enzimdtico € compativel com muitos pré-tratamentos, embora métodos
puramente fisicos ndo sejam adequados. Muitos autores consideram a hidrdlise enzimdtica como a
chave de producdo de etanol vidvel economicamente, em longo prazo. Embora processos com édcidos
sejam tecnicamente maduros, o processo enzimédtico tem custos de projeto compardveis e reducdo de
custos com a melhoria da tecnologia. Na tabela 2.3 sdo mostradas as condi¢des de processo para

hidrélise com acido concentrado, acido diluido € a enzimatica.

Consumo Temperatura (°C) [ Tempo Rendlmento de
glicose
Acido diluido <1% H2S04 215 3 minutos 50-70%
.. 30 a70%
Acido concentrado H2S04 40 2-6 horas 90%
Enzimatica celulase 70 1,5 dia 75-95%

Tabela 2.3 - Comparacdo das condicdes e desempenho dos trés processos de hidrélise para anélise

da eficiéncia de conversio(HAMELINCK et al, 2005).

Diversos fatores devem ser considerados importantes para realizar a hidrdlise enzimatica, tais
como porosidade (area superficial acessivel), cristalinidade das fibras de celulose, contetido de
lignina e hemicelulose do material, entre outras (SEWALT et al, 1997; SUN E CHENG, 2002,.
NLEWEM AND TRASH JR, 2010). Quanto maior a area superficial acessivel, maior quantidade de

substrato estara disponivel para ser hidrolisado.

A cristalinidade atua como barreira proveniente da propria celulose. A celulose presente em
materiais lignoceluldsicos compde-se de duas regides: amorfa e cristalina. A regido amorfa é mais
acessivel ao ataque enzimdtico, dado sua pouca organizacdo entre as moléculas de celulose.
Entretanto, para a regido cristalina, as moléculas de celulose estdo precisamente arranjadas,
dificultando o acesso das celulases. Quanto maior a precisdo de arranjo, maior a dificuldade em

acessar as moléculas de celulose.
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A lignina atua como barreira fisica no acesso a celulose, além de atuar como atrativo das
enzimas, gerando ligacdes ndo-produtivas com estas e causando a perda do sinergismo do complexo
enzimdtico. Atuando como a lignina, a hemicelulose também atua como barreira, impedindo o

acesso a celulose pelas enzimas celulases (CHANDRA et al, 2007).

Enzimas celulase sdo, na verdade, uma complexa mistura de enzimas que trabalham juntas
sinergisticamente para atacar partes tipicas da fibra de celulose. Sdo produzidas por microrganismos
que vivem em materiais celulésicos, sendo uma ampla variedade de bactérias e fungos, aerébicos e
anaeré6bicos, mesdfilos e terméfilos (SUN e CHENG, 2002). Os fungos merecem mais atengdo para

pesquisa por suas condi¢des de crescimento aerdbicas e sua taxa de producdo.

Uma completa degradagdo da celulose exige a acdo sinérgica do complexo celulolitico, como
€ o caso do complexo produzido pelos fungos do género Trichoderma reesei, o qual € formado por
diversas enzimas endo- e exoglicanases (HENRISSAT et al, 1998), e dois tipos de P-glicosidase
(CHEN et al, 1992). A sinergia entre as enzimas ocorre quando a acdo combinada de duas ou mais
enzimas conduz a uma taxa de reacdo mais elevada do que a soma das duas agdes individuais

(MANSFIELD et al, 1999).

2.5.1. Enzimas celulase

As enzimas celuldsicas sdo produzidas por uma ampla variedade de bactérias e fungos,
aerébicos e anaerdbicos, mesdfilos e termofilos (SUN e CHENG, 2002). A classificacdo das
celulases pode ser feita de diferentes formas, mas os dois modos amplamente usados sdo os baseados
na especificidade do substrato e nas semelhancas estruturais da enzima. Com base na especificidade
do substrato (afinidade pela cadeia de glicose) se encontram as celobiohidrolases (CBHs), também
chamadas de exo-1,4-B-D-glicanases (E.C.3.2.1.91), e em endo-1,4-B-D-glicanases (EGs) (E.C.
3.2.1.4). E uma terceira classe de enzima que trabalha em conjunto e de forma sinérgica com as

CBHs e EGs, que sdo as B-glicosidases (BG) (E.C.3.2.1.21) (FUENTES, 2009).

2.5.5.1 Endoglicanases (EGs)

As endoglicanases sdo responsdveis por quebras aleatdrias nas regides amorfas internas da
cadeia de celulose, sendo responsdveis pela diminui¢do do grau de polimerizagdo das cadeias
celulésicas. Essa diminui¢dao produz novos lugares de ataques complementados pelas exoglicanases.
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O melhor substrato para a medi¢do da atividade das endoglicanases é um derivado solivel da

celulose tal como é a carboximetilcelulose (CMC) (KUBICEK, 1992).

2.5.1.2. Celobiohidrolases (CBHs)

As extremidades da celulose sdo atacadas pelas exoglicanases (ou CBHs) liberando
subunidades de celobiose (SUN e CHENG, 2002).

As EGs e as CBHs estdo sujeitas a inibicao pelo produto (celobiose e glicose). A celobiose
apresenta um efeito inibidor nas enzimas maior que a glicose (MANSFIELD et al, 1999). SUNG e
CHENG (2002) mencionam o possivel modo de acdo das exoglicanases como constituido dos
seguintes passos: 1) adsorcio e formagdo do complexo enzima-substrato, 2) formagdo do produto, 3)

dessorcao e readsorcdo da enzima ou movimento da enzima ao longo da molécula de celulose.

2.5.1.3. B-glicosidases (BGs)

As P-glicosidases hidrolisam a celobiose e celooligossacarideos soldveis a glicose
(MANSFIELD et al, 1999). A remocdo da celobiose ¢ importante para diminuir o efeito inibitdrio
desta nas exo e nas endoglicanases. A celobiose apresenta capacidade de inibicao da atividade da
celulase. Para evitar seu acimulo, € necessario que [-glicosidase seja adicionada ao meio reacional,
para que ocorra uma diminuicdo na concentracio de celobiose no meio reacional, € um aumento na

eficiéncia da hidrélise enzimatica (SUN e CHENG,2002).

O mecanismo de acdo das enzimas celulase inicia-se com o ataque das endoglicanases, que
sdo as encarregadas de atacar as regides amorfas das fibras de celulose e criam extremos para que
seguidamente as exoglicanases ataquem as regides cristalinas da fibra. Por ultimo as B-glicosidases
sdo encarregadas de impedir o acimulo de celobiose, realizando a degradagdo dela em glicose. As -
glicosidases diminuem o efeito inibitério que a celobiose exerce nas exoglicanases. Todo o processo

estd representado na Figura 2.11.
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*— Cristalina Amorfa Cristalina -+

Figura 2.11 Representacdo esquematica da hidrdlise da celulose e da acdo do CBHs, EGs e
BG de Trichoderma reesei. R= grupos terminais redutores, NR= grupos terminais nao-redutores.

CBH I e II: exoglicanases, EG: endoglicanases. (TEERI, 1997).

A hidrélise enzimdtica da celulose consiste de trés passos: adsor¢do da enzima celulase sobre
a superficie da celulose, biodegradacdo da celulose em agucares fermentesciveis, e dessor¢do da

celulase (SUN E CHENG, 2002).

A taxa de velocidade de uma reagdo enzimatica, quando colocada em gréfico, tipicamente
possui uma fase inicial com alta velocidade de producdo. A velocidade decresce com o passar do
tempo, até que se atinja um valor préximo do constante (SUN E CHENG, 2002, CHANDRA et al,
2007). Isso se deve a vdrios fatores, podendo-se considerar principalmente os relacionados ao
material lignocelulésico, como o teor de lignina e hemicelulose e o grau de polimerizacdo da
celulose, e também relacionados a enzima, tais como desativacdo térmica ou em ligacdes com o
préprio substrato originando ligacdes irreversiveis e perda no sinergismo do complexo enzimatico

(CHANDRA et al, 2007).
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CAPITULO 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e Reagentes

Os experimentos foram realizados com os seguintes reagentes:

Reagente, (Pureza)

- Acido Sulfiirico, (95-98%)

- Acido dinitro-3,5-salicilico, (99%)

- Acido Cloridrico, (37%)

- Acido citrico mono hidratado, (99,5%)
- Alcool Etilico (99,5%)

- Fenol, (99%)

- Hidréxido de Sédio, (95-100%)

- Hidréxido de Cilcio, (96%)

- Kit Glicose God-Pap

- Tartarato de sédio e potdssio tetrahidratado, (99%)

- D-(+)-glicose, (>=99%)

- D-(+)-celobiose, (>=99%)
- DL-xilose, (>= 99%)

- D-Manose, (>=99%)

- DL-arabinose, (>=99%)

Marca

Synth
Vetec
Merck
Dinamica
Synth
Vetec
Nuclear
Merck
Laborlab
Synth
Merck
Fluka
Fluka
Chem Service
Sigma
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-Perdxido de hidrogénio alcalino Chemco

Além dos reagentes, foram utilizados outros materiais para os experimentos deste trabalho:

- Membrana GS em éster de celulose com poro de 0,22 um ¢ 13 mm de didmetro da marca
Millipore;

- Membrana HA em ésteres de celulose com 0,45 um ¢ 47 mm de diametro da marca Millipore;

- Seringa descartdvel 10 mL;

- Seringa Hamilton 25 pL;

3.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados nos experimentos sdo:
e Agitador magnético com aquecimento modelo MA-085 Marconi;
e Aparato soxhlet modelo MA — 188 da marca Marconi;
e Autoclave vertical modelo AV 50 da marca Phoenix;
e Balanca analitica da marca Bel Engineering com precisao de + 0, 001 g;
e Balanca da marca Marte com precisio de + 0,01 g;
e Banho termostatizado modelo MA-184 da marca Marconi com precisao de + 0,01 g;

e Cromatdgrafo liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) da Waters, bomba de injecdo modelo 515,

com detector de indice de refracdo modelo 410 e software Empower 2;
e Destilador de 4gua da marca Quimis;
e Espectrofotometro UV mini-1240 Shimadzu com precisao na quarta casa decimal;
e Estufa de secagem especial modelo MA-035/2 da marca Marconi;

e Incubadora refrigerada com agitacao (shaker) modelo MA-832 Marconi;
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e Medidor de pH marca Marconi com precisdo de 0,01;

e Mufla modelo Q-318D24 da marca Quimis.

3.3. Matéria-prima

A matéria-prima para os experimentos foi o bagaco de cana-de-agtcar fornecido pelo
Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), qual foi colhido
mecanicamente, sem queima do bagaco, e posteriormente lavado e seco. Durante todo este trabalho

foi utilizado apenas um lote da matéria-prima, proveniente de uma mesma safra.

3.3.1. Armazenagem do Bagaco da cana

O bagaco fornecido pelo CTBE apresentava-se lavado e seco. O mesmo foi armazenado em
sacos plastico Zip-lock, em ambiente ausente de umidade. Para cada etapa do presente estudo a
umidade do bagaco utilizado foi determinada. O bagago permaneceu com sua estrutura original, sem

que houvesse moagem ou trituracdo em qualquer etapa deste estudo, exceto para caracterizacao.

3.3.2. Enzimas

Foram utilizadas as enzimas celulase de Tricoderma reesei (Sigma-Aldrich) e - glicosidase
de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich). As atividades enzimaticas, e o pH e temperatura 6timas, foram

determinados experimentalmente, como descritos no item 3.5.

3.4. Caracterizacao Quimica do Bagaco de Cana de aciicar

Para caracterizagdo do bagaco a ser estudado, primeiramente foi realizada a moagem e
trituracdo do bagago armazenado. Em seguida, foram realizadas analises do bagaco bruto, tais como:
teor de umidade, cinzas, extrativos, andlise de carboidratos, lignina solivel e insolivel. As
metodologias utilizadas sao descritas a seguir. Os mesmos procedimentos foram realizados para

caracterizacdo do bagaco em todas as etapas deste trabalho.
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3.4.1 Teor de umidade

A umidade foi determinada nas amostras para que os resultados possam ser expressos em
termos de biomassa seca. Essa andlise foi determinada segundo a norma NREL “Determination of

Total Solids in Biomass”, SLUITER (2005a).

Cadinhos foram pesados (M;), previamente secos em uma estufa a 105°C durante quatro
horas, no minimo, e inseridos em um dessecador até atingirem temperatura ambiente. Amostras de 2
g de bagaco foram pesadas nos cadinhos (M,), e levadas a estufa a 105°C para secagem até peso
constante com variagdo em + 0,1% na umidade atual ap6s 1 hora de reaquecimento da amostra. Apés
este periodo, as amostras foram retiradas da estufa, colocadas num dessecador e pesadas novamente

(M3).

Para calcular o teor de umidade das amostras, foi utilizada a equacdo 3.1:

% umidade= 1 —| M3-M, x100 3.1
M,-M,

Onde:
M= massa do cadinho vazio (g)
M,= massa da amostra imida com o cadinho (g)

M;= amostra absolutamente seca com cadinho (g).

3.4.2 Teor de cinzas

O teor de cinzas do bagaco de cana foi determinado RABELO (2010). Pesou-se amostras de
1,0 £ 0,1mg do material, com teor de umidade reconhecido e descontado, em cadinhos de porcelana
de 50mL previamente tarados. Em seguida, as amostras foram inicialmente calcinadas em uma mufla

a 800°C por 20 minutos. Apés esse tempo, esperou-se o resfriamento da mufla, e entdo os cadinhos
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foram retirados e colocados em dessecador. Apds resfriamento, a calcinagdo foi repetida por mais 15

minutos para se verificar massa constante. O teor de cinzas foi calculado pela equagéo 3.2:

% Teor de cinzas=| Mz — M. x100 3.2
Mcl - Mc

Onde:
M_= massa do cadinho vazio (g)
M. ;= massa do cadinho + massa do bagaco absolutamente seco (g)

M inzas= massa do cadinho+cinzas(g)

3.4.3 Determinacao de Extrativos

A determinacdo de extrativos foi baseada na norma NREL “Determination of Extractives in

Biomass” (SLUITER et al, 2005b) e adaptada por RABELO (2010).

Amostras de 4 g de bagaco de cana, moidos e secos, foram colocados em cartuchos feitos
com papel filtro de extragcdo e colocados para ser extraidos em um aparelho soxhlet. A extracdo foi
iniciada colocando-se 200mL de 4dgua destilada em cada baldo de extracdo juntamente com pérolas
de vidro. A dgua foi trocada por dgua fresca depois de 8 horas. A extracdo ocorreu até que o solvente

em torno do cartucho de extracdo se tornasse incolor.

Apds extragdo em 4gua, as amostras foram novamente submetidas a extragdo, utilizando
aproximadamente 200mL de dlcool etilico em cada baldo do extrator. A extracdo foi mantida até

desaparecimento total da coloragdo. O solvente foi trocado a cada ciclo de oito horas.

Ao término da extragdo, os sélidos foram transferidos para um funil de Buchner, lavados
com aproximadamente 100mL de etanol, filtrados a vicuo e secos em estufa a 105°C até massa

constante,
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% Extrativos = -M{ x100 3.3
M,

M= massa de bagaco seco descontado o teor de umidade(g)

Onde:

M= massa de bagaco livre de extrativos (g)

3.4.4 Determinacio de Carboidratos, Lignina Solivel e Insolivel

As andlises seguintes tiveram como objetivo a determinacdo de xilose, arabinose, glicose,
celobiose, lignina soldvel e insolivel foram baseadas nos procedimentos padrdes do NREL
“Determination of Acid Soluble Lignin Concentration Curve by UV-Vis-Spectroscopy (HYMAN et
al, 2007), “Determination of Acid-Insoluble Lignin in Biomass” (TEMPLETON e EHRMAN, 1995),
“Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass” (SLUITER, 2008),
“Determination of Sugars, Byproducts and Degradation Products in Liquid Fraction Process Samples
(SLUITER et al, 2005b), nas normas ASTM “Determination of Carbohydrates in Biomass by High
Performance Liquid Chromatography” (ASTM E1758, 1996) e “Test Method for the Determination
of Acid-Insoluble Residue in Biomass” (ASTM e1721, 1995).

3.4.4.1 Hidrélise Acida

Para a realizacdo dos experimentos segundo as normas citadas anteriormente € necessario

que o bagaco tenha umidade menor que 10% e esteja livre de extrativos.

Amostras de 0,3 g de bagaco moido (moidos a 20 mesh) foram pesadas (M) e colocadas em
tubo de ensaio. Os tubos foram colocados, em seguida, em banho maria a 30°C e foram adicionados
3 mL de H,SO, 72% (p/p) em cada tubo. Os tubos foram agitados a cada 10 minutos com bastdo de
vidro, no intervalo de 1 hora. Os tubos permaneceram no banho para permitir uma hidrélise
homogénea. Apds este tempo, interrompeu-se a reacdo utilizando um banho de gelo fundente. Em

seguida, foram adicionados 84 mL de &4gua destilada, e transferiu-se quantitativamente para
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erlenmeyers de 250 mL. As amostras foram entio fechadas, e autoclavadas a 121°C por 1 hora, com
a finalidade de hidrolisar totalmente os oligdmeros formados. No final de 1 hora, descompressou-se
a autoclave, os erlenmeyers foram retirados, resfriados antes de remover o papel aluminio que
tampava os erlenmeyers. Entdo, foram filtrados em funil, com papel de filtro previamente seco,
tarado e pesado. O hidrolisado, ap6s filtragem, foram neutralizados com carbonato de célcio até pH
entre 5 e 6 (o carbonato foi adicionado lentamente, evitando formagdo de espuma). O filtrado foi
entdo transferido para baldes de 100 mL, tiveram seu volume completado com dgua destilada e

foram analisados posteriormente quanto a lignina soldvel e carboidratos.

3.4.4.2 Determinacio de Lignina Klason (lignina insolivel)

Apoés a filtragem anteriormente citada, o material retido no filtro foi lavado com &4gua
destilada, até que o pH da 4gua resultante da lavagem fosse o mais préximo de 7. Quanto atingido
esse ponto, o material retido no filtro foi entdo colocado em uma estufa a 105°C até massa constante
(My,). O material insoldvel também é constituido de cinzas. Para que ndo ocorra superestimagao dos
valores de lignina insoldvel, a determinacdo das cinzas foi realizada conforme procedimento descrito
em 3.3.2, para que possa ser feita a corre¢do no cdlculo da lignina Klason. O teor de lignina Klason

foi entdo calculado segundo a equacgdo 3.4:

% Teor de lignina Klason 3 My, — M, | x100 - % cinzas 3.4
M,

Onde:
M,= massa do bagaco absolutamente seco (g)
M,= massa do papel filtro tarado (g)

M,y,= massa do papel filtro + lignina insolivel seca (g).
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3.4.4.3 Determinacio de Lignina Soltvel

Aliquotas de 10 mL do hidrolisado 4cido foram transferidas para baldes volumétricos de 25
mL, e o volume foi completado com dgua destilada. As leituras foram realizadas antes de completar
6 horas de hidrdlise, em espectrofotdometro UV-visivel a 205 nm. O cdlculo para determinacao da

concentracao de lignina soldvel é descrito pela equagdo 3.5:

% Lignina Soluvel= x100 3.5

Onde,

Abs= absorbancia da amostra a 205 nm

V¢= volume final do hidrolisado 0,087 L

Dg= fato de dilui¢do

B= caminho 6ptico, 1 cm

€j,= absortividade da lignina soltivel a 205 nm, 105 L/g.cm (FERRAZ, 2000)

M,= massa do bagaco absolutamente seco (g)

3.4.4.4 Determinacio de Carboidratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os acucares celobiose, xilose, glicose e arabinose presentes no filtrado da hidrélise do
material lignocelulésico (com 4cido sulfiirico a 72%, descrito no item 3.3.4.1) tiveram seus teores
determinados por CLAE. Amostras de 2 mL foram filtradas em um cartucho de extracdo seringa de
poros 0,45 um da marca Whatman. Em seguida, as amostras filtradas foram injetadas em uma coluna
Sugar Parks (Waters) utilizando como fase mdvel dgua filtrada e desgaseificada, com fluxo de 0,5
ml/min, 2 temperatura de 75°C. O Detector de Indice de Refracio (IR) modelo 410 da Waters
monitorou a 40°C, a separacdo dos compostos na fase estaciondria. As concentracdes dos agticares
estudados foram obtidas pela correlagdo entre as dreas dos cromatogramas e suas respectivas curvas-
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padrdo. As curvas-padrio foram previamente determinadas com amostras de concentragdes

conhecidas de D-(+) celobiose, D-glicose, D-xilose, D-arabinose.

Para converter celobiose e glicose em celulose, usa-se o fator de conversido de 0,95 e 0,90

respectivamente. Ja para a conversao de xilose e arabinose em hemicelulose, usa-se 0,88.

Para os célculos, foi utilizada a equagio 3.6:

>l<Ft*vt‘iltrado x100 3.6
M,

% acucares= C e

Onde
C..e= concentracdo do agticar quantificado por CLAE (g/L)

F= Fator de correcdo para calcular a concentragdo polimérica dos agucares dada a concentragdo

monomérica dos agucares (celobiose=0,95; glicose=0,90; xilose=0,88)
Viirado= Volume do hidrolisado filtrado (0,087 L)

M,= massa do bagaco seco (g).

As condi¢des cromatogréficas utilizadas neste trabalho foram:
Volume de injecdo: 10uLL

Fase mével: agua deionizada e degaseificada

Taxa de fluxo: 0,5mL/min

Temperatura do forno: 90°C

Temperatura do detector: 40°C

Detector: indice de refracdo

Tempo de corrida: 15 minutos.
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3.5 Determinacao de Atividade Enzimatica

3.5.1 Preparo da solucao tampao

A metodologia descrita por RABELO (2010) foi seguida para o preparo do tampao citrato,
0,05 mol/L pH 4,8, com 0,07g de azida, sendo este meio utilizado com o fim de evitar a proliferacao
de microrganismos.

Para isso, foram pesados 10,5 g de 4cido citrico monohidratado e dissolvidos em 37,5 mL de
4gua destilada. Em seguida, adicionou-se hidréxido de sédio até que a solucdo atingisse o pH de 4,3.
O volume da solucdo foi completado para 50 mL e, em seguida, mediu-se o pH. Quando necessério,
mais hidréxido de sédio foi adicionado a solucdo, para que o pH atingisse 4,5 e assim, fosse obtida
uma solucdo tampao de citrato pH 4,5 a 1 mol/L. Para obter a concentragido de 0,05 mol/L, a solug¢do
de 50 mL foi transferida para um balao volumétrico de 1 L, que teve seu volume aferido com agua

destilada. Neste momento o pH subiu para 4,8.

3.6 Determinacao da atividade da enzima celulase

A atividade foi determinada em “Unidades de Papel Filtro” (FPU) por volume de enzima
original, segundo a IUPAC (GHOSE, 1987) e seguindo a descricdo feita por FUENTES (2009) e
RABELO (2010). A quantificacdo dos agucares liberados no meio reacional foi determinada de

acordo com o método DNS descrito por MILLER (1959) e modificado por BAZAN (1993).

Juntamente com as amostras foram preparados tubos controle das dilui¢des das enzimas sem
o substrato, e do substrato sem enzimas, que também passaram pelo procedimento citado a seguir.
Isso foi feito para diminuir qualquer tipo de interferéncia tanto do substrato quanto da enzima na
medicdo da atividade enzimadtica. Os valores das absorbancias obtidos para os tubos controle foram
descontados dos valores obtidos das amostras, para que ndo ocorresse superestimacdo dos valores

obtidos.

Para se determinar a atividade enzimatica da celulase, inicialmente foi feita uma solugio de

celulase (da marca Sigma-Aldrich), com diluicdo de 1:20 e 5 novas diluicdes foram feitas a partir
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desta. Para cada tubo de ensaio, foram adicionados 50 mg de papel de filtro picado (para facilitar o
contato com a solugdo tampao), e em seguida 1,0 mL da solucdo tampao citrato. Os tubos de ensaio
foram colocados em um banho a 50°C durante 10 minutos, para que ocorra equilibrio de temperatura.
Com os tubos imersos ainda no banho, foram colocados em cada um 0,5 mL da enzima diluida, e
deixados reagir por 60 minutos. Para interromper a reagdo, ao final desse periodo, foram adicionados
3 mL de DNS misturado. Os tubos foram fervidos durante 5 minutos a 95°C e posteriormente
transferidos para um banho de gelo fundente. Quando a polpa de papel restante foi assentada, a

amostra foi lida no espectrofotometro, a 540 nm.

Para o preparo dos tubos controle da enzima, foram adicionados 1,0 mL do tampao citrato e
0,5 mL de cada dilui¢do da enzima. J4 o tubo controle do substrato foi feito adicionando-se 50 mg de

papel de filtro em 1,5 mL de solucdo tampao.

O reagente DNS foi preparado segundo BAZAN (1993) descrito por RABELO (2010).
Dissolveu-se 10,6 g de acido dinitro-3,5-salicilico e 19,8 g de hidréxido de sédio em 1000 mL de
dgua. Adicionou-se a esta mistura 7,6 mL de fenol fundido a 50°C e 8,3 g de meta-bissulfito de
sodio. O reagente foi guardado em um frasco ambar para proteger da luz e nomeado como solucgio
mae de DNS.

Para a quantificacido dos Acucares Redutores Totais (ARTs), foram transferidos 1000 mL da
solugc@o mae para um béquer, sendo adicionados 30,6 g de tartarato de sédio e potassio e submetendo
a aquecimento até total dissolug@o dos sélidos. Apés dissolucdo, o volume foi aferido para 1416 mL,
estando assim a solug@o pronta para uso.

Segundo GHOSE (1987), o célculo da atividade enzimética é baseado em que uma unidade
da atividade enzimitica (FPU) ¢é baseada na liberacdo de exatamente 2,0 mg de glicose equivalente
em mols (2,0/0,18016 umol) do volume de enzima adicionada a cada ensaio (0,5mL), e no tempo de
incubacdo requerido (60 minutos) para geracdo do equivalente (enzima diluida). Este conceito é
mostrado na equacio descrita por FUENTES (2009) e RABELO (2010), representada pela equacio
3.8

FPU = 2,0 mol*min-1*ml-1 3.8
mL 0,1816*0,5*60(enzima diluida)
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3.6.1 Determinacio da atividade da enzima B-glicosidase

A enzima utilizada para determinacdo da atividade da B-glicosidase foi uma solucdo de
celobiose (marca Novozymes) 15mmol/L, e expressa em unidades de celobiose (CBU), como
recomendado pela IUPAC, e a metodologia foi seguida segundo Wood e Bhat (1988) descrita por
FUENTES (2009).

Para determinar a atividade enzimdtica, partiu-se de uma solucdo de [-glicosidase, na
dilui¢@o 1:1000. Foram realizadas 5 novas dilui¢des em tampao citrato 0,05 mol/L pH 4,8 a partir da

solugdo inicial.

Em cada tubo de ensaio, foram adicionados 1,0 mL de cada diluicdo da enzima, e estes
foram colocados em banho termostatico a 50°C durante 10 minutos, para que a temperatura se
equilibrasse. Em cada tubo, ainda dentro do banho, foram adicionados 0,5 mL de cada dilui¢do da
enzima, e deixados reagir por 30 minutos. Ao final desse tempo, os tubos foram entdo imersos em
banho de 4gua fervente por 5 minutos, para posteriormente serem transferidos para um banho de

gelo.

Para determinar a glicose que foi liberada, foram colocados 20uL de solugéo final com 2 mL
de mono-reagente do kit glicose GOD-PAP. Os tubos foram entdo colocados em banho a 37°C, por
10 minutos. Findo este tempo, adicionou-se 0,2 mL de H,SO4 72% em cada tubo, realizando-se a

leitura em espectrofotdmetro a 540nm.

O conceito de unidade da atividade de B-glicosidase € a base para se calcular a sua atividade.
Nele, 1,0 mg de glicose, isto é, 0,5/0,18016 umol de celobiose convertida por 1,0 mL de enzima

diluida em 30 minutos de reacdo. O cdlculo da atividade é representado pela equacdo 3.9:

CBU = r 0.5 umol*min-1*ml-1 39
mL LO, 1816*1,0*30(enzima diluida)
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3.7 Reacao de pré-tratamento

O pré-tratamento foi feito adicionando-se amostras de aproximadamente 15,0 g de bagaco
seco em erlemeyers de S00mL, onde se adicionou 100 mL da solu¢do contendo H,0, alcalino, com
concentracdes determinadas pelo planejamento experimental. Os erlenmeyers foram mantidos em
shaker com rotac¢do de 150 rpm e temperatura também determinada pelo planejamento experimental.
Ao término de cada uma das rea¢des o liquido reacional foi descartado e os residuos restantes
lavados com agua destilada até que toda a coloragdo e a sensacdo escorregadia desaparecessem. As
amostras foram espremidas com a mao para tirar o excesso de dgua, pesadas em uma balanca
analitica e armazenadas na geladeira em sacolas plasticas identificadas, estando assim prontas para

etapa de hidrélise enzimatica.

3.8 Hidrdlise do bagaco pré-tratado

Apds a determinacido da umidade de cada uma das amostras de bagagco submetidas ao pré-
tratamento em cada uma das condicdes de estudo, aproximadamente 3,0 g (massa seca) de cada
material pré-tratado foram pesados em erlenmeyers e 100 mL de tampao citrato foram adicionados
(descontando do tampao a 4gua contida no bagacgo pré-tratado). O pH das amostras foi ajustado para
o valor de pH 6timo da enzima, de 4,8. Para o planejamento experimental 2°, variou-se a
concentracdo de enzima celulase, estando o valor de B-glicosidase fixo em 25 CBU/g bagaco, de
acordo com RABELO (2007) e RABELO (2010). Para o planejamento posterior, o valor de celulase
foi fixado em 15 FPU/g bagaco e o valor de B-glicosidase permaneceu 25 CBU/g bagago .Os
erlenmeyers foram entdo fechados para que ndao houvesse uma alteracao considerdvel dos volumes
reacionais e encubados em um shaker com rotacdo mantida a 100 rpm durante toda a hidrélise. A
temperatura utilizada durante a hidrélise corresponde ao valor encontrado para a temperatura étima
da enzima (50°C), onde sua atividade € maxima (RABELO 2007; RABELO, 2010).

Para investigar as condicdes de pré-tratamento e verificar quais varidveis do processo
influenciam esta etapa, amostras do liquido reacional da hidrélise enzimatica (aproximadamente 2
mL) foram coletas em periodos de tempo pré-determinados, isto &, 1, 2, 3, 6, 10, 12, 24, 36, 48, 60 e
72h, e entdo, colocadas sob ebulicdo por 15 minutos, em tubos identificados, para inativacdo das
enzimas.

Ao final das 72 h de hidrdlise e ap6s coleta do liquido reacional nos diferentes tempos, a
reacdo foi paralisada com adicdo de agua destilada fria nos erlenmeyers. Em seguida, os residuos
restantes foram lavados com 4gua destilada. As amostras foram levadas para a estufa, secas a uma
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temperatura de 100°C, pesadas em uma balanca analitica e armazenadas na geladeira em sacolas

plasticas previamente identificadas.
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CAPITULO 4

RESULTADO E DISCUSSOES

4.1 Analise de Composicao Quimica do Bagaco de Cana de Acticar

Para caracterizacdo quimica do bagaco utilizado neste trabalho, foram previamente
determinados os conteidos de umidade e cinzas, conforme procedimentos descritos nos itens 3.3.2 ¢
3.3.3. Os valores encontrados foram de 6,53% para umidade e 2,43% para cinzas.

Para determinar o teor de seus constituintes, o bagaco foi entdo submetido a hidrélise 4cida,
relatada no item 3.3.4.1. Os resultados obtidos para a composi¢do quimica do bagagco de cana de

acucar estao descritos na tabela 4.1

Componentes Porcentagem(%) Desvio Padrao
Umidade 6,97 +0,0245
Cinzas 2,32 +0,2274
Celulose 38,09 +0,1003
Hemicelulose 18,91 +0,3128
Lignina total 23,02 +0,8929
Extrativos 9,64 +0,0112

Total 91,98

Tabela 4. 1 - Composicdo do bagago de cana-de-agtcar

Pela andlise da tabela, é possivel confirmar que os compostos presentes em maiores
quantidades no bagaco de cana foram a celulose, a lignina e a hemicelulose, respectivamente, em
ordem decrescente de teores. E em menores quantidades estdo os extrativos e cinzas.

O teor de lignina calculado na tabela 4.1 é composto por lignina soltvel e insoldvel. A
parte solivel de lignina estd presente na fracdo que sofre degradacdo durante a hidrdlise 4cida,
permanecendo assim no liquido filtrado. J4 a porcao insolivel encontra-se na parte retida no papel de

filtro, ap6s a hidrdlise 4cida. Esta é definida como um residuo nio-solubilizado em 4cido.
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Os valores obtidos na andlise estdo, de um modo geral, dentro de uma faixa de valores
encontrados na literatura. Para celulose, BOUSSARSAR et al (2009) encontrou valor de 45%,
enquanto que RABELO et al (2008) encontrou o valor de 39,6%, GARCIA (2009) obteve o valor de
37,35% ¢ RABELO (2010) encontrou o valor de 40,5%. Para a porcentagem de hemicelulose,
BOUSSARSAR et al (2009) obteve o valor de 26%, RABELO et al (2008), o valor de 19,7%,
GARCIA (2009) obteve 23,66% ¢ RABELO (2010) obteve o valor de 24,5%. Tais varia¢des sdo
comumente encontradas na literatura, pois a composicdo quimica de cada espécie de cana de agicar
sofre vdrios tipos de influéncia como, por exemplo, temperatura, umidade, constituicdo do solo,
época de colheita, entre outros.

Para tratamento de dados deste estudo foram utilizados os softwares Statistica 7.0 para

andlise estatistica e Microsoft Excel 2007 para tratamento de dados.

4.2 Planejamento fatorial 2’ das condicoes de pré-tratamento com Peroxido de Hidrogénio

Baseado em RABELO (2007), GARCIA (2009) e RABELO (2010), as varidveis do processo
de pré-tratamento estudadas foram: temperatura e concentracdo de peréxido no pré-tratamento.
RABELO (2007) determinou que, realizando o pré-tratamento com 4% de sélidos, tempos de pré-
tratamento de mais de 1 h ndo aumentavam o rendimento da hidrélise. GARCIA (2009) chegou a
mesma conclusdo para concentragao de sélidos de 8% no pré-tratamento. No presente trabalho, como
foi usada concentracio de sdlidos maior, os experimentos foram realizados para tempos reacionais
de 60 e 90 minutos com o objetivo de determinar se o tempo de pré-tratamento influenciava a
hidrélise enzimatica de forma distinta do trabalho de RABELO (2007) e GARCIA (2009).

Como no trabalho de RABELO (2010) a concentragdo 6tima de celulase foi determinada
como 3,5 FPU/g bagaco e no trabalho de GARCIA (2009) como 15 FPU/g bagaco, a concentragdo
de celulase usada na hidrélise também foi variada neste primeiro planejamento de experimentos, que
teve como objetivo fazer uma avaliagdo inicial do pré-tratamento com peréxido de hidrogénio
alcalino realizado com 15% de sélidos. Como nos trabalhos anteriores a concentracdo de [-
glicosidase determinada como 6tima foi de 25 CBU/ g de bagaco, esta permaneceu fixa nesta etapa
do estudo, assim como as demais varidveis: pH de 11,5 no pré-tratamento, temperatura de 50°C e pH
de 4,8 na hidrolise enzimatica, realizada com 3% de solidos.

Foi realizado um planejamento fatorial 2° com trés repeticdes no ponto central considerando
como fatores a temperatura e concentracdo de peréxido no pré-tratamento, assim como a
concentracdo de celulase na hidrélise enzimdtica. A resposta considerada foi a concentragdo de

45



glicose obtida ao final da hidrélise enzimadtica. As tabelas 4.2 e 4.3 mostram as varidveis e seus
respectivos valores, codificados e decodificados, e a concentragcdo de glicose e o rendimento obtidos

para o tempo reacional de 60 e 90 minutos, respectivamente. O rendimento € calculado por:

Rendimento Global = g glicose/g bagacgo bruto * fator * 100
Teor de celulose no bagacgo bruto

onde fator =0,9.

Ensaio Temperatura Peroxido Celulase g glicose/g Rendimento

(%ov/v) (FPU/ g bagaco)  bagaco bruto (%)

1 25 (-1) 3,0(-1) 3,5(-1) 0,14 33,27
2 65 (+1) 3,0(-1) 3,51 0,133 31,51
3 25 (-1) 7,0 (+1) 3,51 0,191 45,22
4 65 (+1) 7,0 (+1) 3,51 0,349 82,35
5 25 (-1) 3,0(-1) 15,5 (+1) 0,144 33,98
6 65 (+1) 3,0(-1) 15,5 (+1) 0,202 47,80
7 25 (-1) 7,0 (+1) 15,5 (+1) 0,273 64,41
8 65 (+1) 7,0 (+1) 15,5 (+1) 0,327 77,56
9A 45 (0) 5,0 (0) 9,5 (0) 0,262 62,22
9B 45 (0) 5,0 (0) 9,5 (0) 0,297 70,33
9C 45 (0) 5,0 (0) 9,5 (0) 0,313 74,07

Tabela 4. 2 - Matriz de planejamento 2’ com trés pontos centrais para pré-tratamento com peréxido
de hidrogénio e tempo reacional de 60 minutos, e suas respectivas respostas.

Ensaio Temperatura Peroxido Celulase g glicose/ g Rendimento

°C) % (vIv) (FPU/ g bagaco) bagaco bruto (%)

1 25(-1) 3(-1) 3,5(-1) 0,058 13,80
2 65(+1) 3(-1) 3,5(-1) 0,168 39,63
3 25(-1) 7(+1) 3,5(-1) 0,101 23,81
4 65(+1) 7(+1) 3,5(-1) 0,235 55,43
5 25(-1) 3(-1) 15,5(+1) 0,103 24,34
6 65(+1) 3(-1) 15,5(+1) 0,133 31,41
7 25(-1) 7(+1) 15,5(+1) 0,098 23,22
8 65(+1) 7(+1) 15,5(+1) 0,259 61,50
9A 45(0) 5(0) 9,5(0) 0,261 61,55
9B 45(0) 5(0) 9,5(0) 0,205 48,34
9C 45(0) 5(0) 9,5(0) 0,258 61,05

Tabela 4. 3 - Matriz de planejamento 2° com trés pontos centrais para pré-tratamento com peréxido
de hidrogénio e tempo reacional de 90 minutos, e suas respectivas respostas.
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No apéndice A s@o mostradas as concentragdes de glicose em g/L. obtidas em todos os
ensaios das tabelas 4.2 e 4.3, assim como o rendimento do pré-tratamento (massa de bagago pré-

tratado/massa inicial de bagaco).

Na tabela 4.2, observa-se que a maior quantidade de glicose liberada para o tempo de 60
minutos foi para os ensaios 4 e 8, onde foram produzidos 0,349 g glicose/g bagaco bruto e 0,327 g
glicose/g bagaco bruto, respectivamente. Estes ensaios demonstram que a quantidade de celulase
utilizada ndo teve influéncia muito grande no rendimento de glicose na faixa estudada. Esse fato
pode ser confirmado pela andlise dos ensaios 1 e 5, onde também foi variada apenas a quantidade de
celulase, e o aumento do rendimento foi de apenas 0, 0039 g/g bagaco bruto. O mesmo se verifica
para os ensaios 2 e 6, 3 e 7, onde o aumento dos rendimentos foi muito pequeno. Este resultado é o
mesmo encontrado no trabalho de RABELO (2010), que mostrou que concentracdes de celulase
acima de 3,5 FPU/g de bagaco ndo aumentavam o rendimento de glicose. Isto corrobora aquele
resultado mesmo quando trabalhamos com bagaco de safra diferente e submetido a tratamentos
anteriores diferentes e realizamos o pré-tratamento com concentracdo de sélidos 3.75 vezes maior.

Os valores de concentracdo de glicose obtidos para tempo reacional de 90 minutos foram
inferiores aos obtidos para tempo de 60 minutos, como pode ser visto ao comparamos as Tabelas 4.2
e 4.3. Isso se deve principalmente ao fato de que maior tempo de exposicdo da matriz lignocelulésica
aos agentes de pré-tratamento ocasiona perda de celulose, gerando assim baixo rendimento na
hidrélise final. Novamente este resultado € o mesmo obtido nos trabalho de RABELO (2007) e
GARCIA (2009), que mostraram que o tempo de pré-tratamento 6timo quando se usa perdxido de
hidrogénio alcalino é de 1 hora. Este resultado parece independer da safra do bagaco e do tipo de
tratamento anterior a que foi submetido, ja que RABELO (2007, 2010) e GARCIA (2009)
trabalharam com bagacos diferentes entre si e diferentes do usado neste trabalho. O aumento do
tempo de pré-tratamento causa solubilizacdo da celulose, que sai no licor de pré-tratamento, com
consequente diminuic¢io do teor de celulose no sélido pré-tratado (GARCIA, 2009), o que diminui o
rendimento em glicose na etapa de hidrdlise enzimdtica. Assim, os ensaios posteriores de pré-
tratamento serdo realizados por 60 minutos.

Os dados foram analisados pelo software Statistica 7.0. Os resultados obtidos para os
efeitos principais e de interacdo de tempo, temperatura e concentragdo de celulase na concentracio

de glicose constam na tabela 4.4.
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Efeito Erro Puro t(2) P
Média 0,239 0,008 30,583 *0,0011
(1)Temperatura 0,066 0,018 3,587 *,0697
(2) Peroéxido 0,130 0,018 7,095 *(,0193
(3) Celulase 0,033 0,018 1,804 0,2130
1*2 0,041 0,018 2,214 0,1573
1%3 -0,010 0,018 -0,525 0,6520
243 -0,003 0,018 -0,182 0,8726

Tabela 4. 4 - Andlise dos efeitos principais e de interacdes do planejamento 2° + pontos centrais,
utilizando o erro puro para a concentracdo de glicose (g/g) produzida. Os efeitos significativos a 90%

de confiang¢a sdo marcados com asterisco.

O grafico de Pareto é apresentado na figura 4.1.
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Figura 4. 1 Grifico de Pareto, para as condi¢des de trabalho citadas, com intervalo de

confianga de 90%.

Pela tabela 4.4 e pela anélise do grafico de Pareto (Figura 4.1) pode-se observar que os

efeitos principais significativos, a 90% de confianga, sdo a temperatura e a concentragcao de perdxido.

E possivel também confirmar que a quantidade de celulase ndo tem influéncia significativa na

concentracdo de glicose obtida apds hidrélise. Todos os efeitos de interacdo das varidveis nao

apresentaram significancia, sendo, entdo, eliminados do modelo, assim como o efeito da celulase.

Este resultado apresenta diferenca do trabalho de Rabelo (2007), que concluiu que o aumento da
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temperatura nio tinha influéncia no rendimento de glicose. Esta diferenga pode ser devida ao uso de

bagaco diferente ou ao uso de maior concentracdo de sélidos na etapa de pré-tratamento.

A tabela 4.4 mostra a tabela ANOVA para o modelo apenas com os efeitos significativos,

obtida usando o software Statistica 7.0.

De acordo com a tabela 4.5, de Andlise de Varidncia (ANOVA), pode-se observar que o

valor do F calculado de 7,8981 € superior ao tabelado F,g(Tab.)=3,11, demonstrando que o modelo

apresenta significancia estatistica. O valor de 5,0030, calculado para Fg,, € menor que o Fg, (tab.)=

9,32, comprovando que o modelo ndo apresenta evidéncia de falta de ajuste.

Os dados obtidos pelo software Statistica 7.0 para coeficientes de regressdo do modelo

estdo na tabela 4.6.

Fonte de
Variacao

Regressao
Residuo
Falta de Ajuste

Erro Puro

Total

Soma Graus de Média Teste F
Quadratica liberdade Quadritica

0,0426 2 0,0213 7,8981"

0,0216 8 0,0027 5,0030°

0,0202 6 0,0034

0,0013 2 0,0007

0,0641 10

Tabela 4. 5 - Anélise da Variancia para pré-tratamento com peréxido de hidrogénio

1: Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*F(tab.)2,8 = 3,11 no nivel de 90% para a regressao

*F(tab.)6,2 = 9,32 no nivel de 90% para a falta de ajuste

Coeficiente Erro
de t(2) P
- Puro
Regressao
Média 0,002512 0,031833 0,078909 0,944289
(1)Temperatura 0,001645 0,000459 3,586953 0,069695
(2) Peroxido 0,032543 0,004587 7,094586 0,019294

Tabela 4. 6 - Valores de coeficiente de regressdo para o modelo utilizado



Portanto, pode-se escrever o modelo para cédlculo da quantidade de glicose(g/g bagaco
bruto):

Concentragdo de glicose (g/g bagago bruto)= 0,002512+0,032543%P + 0,001645*T

Onde T= temperatura e P= Concentrag¢do de Perdxido

A superficie de resposta estd na figura 4.2, constando apenas os efeitos significativos.
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Figura 4.2 Superficie de resposta para a concentragdo de glicose (g/g bagaco bruto) em

func¢do da temperatura (°C) e concentragao de peréxido (% v/v) no pré-tratamento.

Analisando a figura 4.2, observa-se que a maior quantidade de glicose produzida ocorre
quando h4 aumento na temperatura e na concentracio de peréxido. E possivel observar também que
a varidavel concentracdo de per6xido apresenta uma maior influéncia se comparada com a
temperatura, pois maiores valores de glicose produzida sdo encontrados em uma ampla faixa de
temperatura. Concentracdes altas de peréxido, a baixas temperaturas, ja levam a concentracdes de

glicose relativamente altas. Para altas temperaturas, encontra-se maior quantidade de glicose

produzida também a concentra¢des de peroxido intermedidrias.
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A maior quantidade de glicose foi obtida na temperatura de 65°C e com 7% v/v de
perdxido de hidrogénio, sendo de 0.35 g/g bagago bruto, correspondente a um rendimento global de

glicose de 82,83%.

4.3 Experimento de maxima inclinacao

Pelo planejamento fatorial anterior, pode-se observar que ainda ndo atingimos o maximo, ja
que os maiores valores encontrados se encontram na extremidade da superficie. Para encontri-lo
foram realizados novos experimentos no caminho de méxima inclina¢do. Para calcular o caminho de
maéxima inclinag@o segue-se o procedimento descrito por BARROS NETO et al., (2001).

Primeiro escreve-se o modelo codificado:

Concentragdo de glicose (g/g bagaco bruto)= 0,239+0.033 x;+ 0,065x,

Onde x,; € a temperatura codificada, definida como x,=(T-45)/20 e x, é a concentracdo de peréxido
codificada, definida como x,=(P-5)/2, sendo T a temperatura em °C e P a concentracdo de peréxido
em % (v/v)

Escolhemos como varidvel de referéncia a varidvel com maior coeficiente em mddulo no
modelo (a concentra¢do de peréxido) e modificamos seu nivel em Ax,=+1 na escala codificada, a
partir do ponto central. A mudanga é positiva porque o coeficiente & positivo e queremos maximizar

aresposta. A mudanca no nivel da temperatura € calculada de acordo com a equagdo abaixo:

Ax; = (by/ b,) *Ax,=(0.033/0.065)*(+1)

Assim, para cada mudanca de nivel de +1 para a concentracdo de peréxido temos uma
mudanca de +0.51 para a temperatura. Decodificando, chegamos aos valores de temperatura e
concentracdo de perdxido usados para realizacdo dos novos ensaios experimentais. Estes ensaios
foram realizados e os resultados em termos de concentragdo de glicose e rendimento obtidos estdo
mostrados nas tabelas 4.7 e 4.8. Nos ensaios das tabelas 4.7 e 4.8 a concentracdo de celulase usada
foi de 15 FPU/g. Embora nos primeiros ensaios a concentracao de celulase ndo tenha se mostrado
significativa, aquela andlise é vdlida somente para a faixa estudada. Como nos novos ensaios a faixa
de temperatura e concentracdo de peréxido é ampliada, resolveu-se usar uma concentragdo de 15

FPU/g bagaco para evitar que a concentrag@o de celulase pudesse vir a ser um fator limitante.
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Nos primeiros planejamentos (Tabelas 4.2 e 4.3), a hidrdlise foi realizada com o bagaco pré-
tratado seco (seco em estufa a 80 °C por 24 horas, logo apds a etapa de pré-tratamento), conforme
estudos anteriores (RABELO, 2007; GARCIA, 2009). A secagem era feita para ser possivel
determinar o rendimento do pré-tratamento (massa de bagaco pré-tratado/massa de bagaco bruto).
Juntamente com os experimentos de maxima inclinacao foram realizados ensaios para determinacio
da influéncia da umidade no bagago pré-tratado a ser hidrolisado. Assim, os pré-tratamentos foram
realizados duas vezes com os valores determinados pelo caminho de médxima inclinacio. Para obter
os resultados apresentados na Tabela 4.7, a hidrélise foi realizada com o bagaco pré-tratado seco e
para obter os resultados apresentados na Tabela 4.8 a hidrélise foi realizada com bagaco pré-tratado
umido (guardado em geladeira apds etapa de pré-tratamento, sem a etapa de secagem). Para a etapa

de hidrélise de bagago pré-tratado imido foi descontada a umidade do material pesado.

g glicose/ g
Temperatura (°C) Peroxido (%) bagaco  Rendimento (%)
bruto
Ponto central+ 55,12 7 0,29 68,52
Ponto central+2 65,22 9 0,23 54,34
Ponto central+3 75,34 11 0,20 47,26
Ponto central+4 85,45 13 0,18 42,53
Ponto central+5 95,56 15 0,13 30,72

Tabela 4. 7 - Matriz de planejamento para pré-tratamento com perdxido de hidrogé€nio, com
hidrélise de bagaco pré-tratado seco.

O maior valor obtido para hidrélise com bagaco pré-tratado seco foi no primeiro ensaio do
caminho de méxima inclinagdo com producio de 0, 29 g glicose/g bagaco bruto, como € possivel

analisar na tabela 4.6, com 68,70% de rendimento.

Temperatura Peroxido g glicose/ g  Rendimento (%)
°C) (%) bagaco bruto
Ponto central+A 55,12 7 0,400 94,51
Ponto central+2A 65,22 9 0,244 57,56
Ponto central+3A 75,34 11 0,243 57,37
Ponto central+4A 85,45 13 0,170 40,17
Ponto central+5A 95,56 15 0,210 49,62

Tabela 4. 8 - Matriz de planejamento para pré-tratamento com perdxido de hidrogénio, com
hidrélise de bagaco pré-tratado imido
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Na tabela 4.8, observa-se que a maior quantidade de glicose liberada também foi no
primeiro ensaio, onde foram produzidos 0,40 g glicose/g bagaco bruto com rendimento obtido de
94,51%.

Pelos valores obtidos para os experimentos com hidrélise de bagaco pré-tratado seco e
bagaco pré-tratado imido, pode-se avaliar que os melhores resultados foram obtidos utilizando-se o
bagaco imido na hidrélise. O bagaco provavelmente niao volta a se hidratar da mesma forma apds
secagem, o que justifica a diferenca dos rendimentos na hidrélise. Os préximos experimentos serao
realizados utilizando bagaco pré-tratado imido na hidrélise.

Para andlise do experimento de méxima inclina¢do, foram considerados os resultados
utilizando bagaco pré-tratado imido. Estes ensaios demonstram que a regido onde se encontra o
6timo foi identificada. Esse fato pode ser confirmado pela anélise da seqiiéncia dos ensaios, ja que
quando a temperatura ¢ a concentracdo de peréxido aumentam, o rendimento atinge seu ponto

maximo e a partir do segundo ensaio comeca a decrescer.

4.4 Experimento com planejamento estrela

De posse destes dados, foi realizado um novo planejamento, agora um planejamento
composto central (estrela), com ponto central de 55°C e concentragdo de peréxido de 7%, que, de
acordo com os ensaios da tabela 4.8, parece ser a regido de 6timo. O planejamento em estrela é
mostrado na tabela 4.9. Nestes ensaios a concentragcdo de celulase usada na hidrdlise foi de 15 FPU/g

de bagaco e a concentragdo de B-glicosidase foi de 25 CBU/g bagaco.
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Ensaio Teml()oecl‘;ltura Peroxido (%) g gllcoz(i{ugt(:)agago Rendimento (%)
1 45 6 0,2311 54,6
2 45 8 0,2994 70,74
3 55 5,59 0,2411 56,97
4 55 8,41 0,327 77,26

5A 55 7 0,383 90,5

5B 55 7 0,3851 90,99

5C 55 7 0,3857 91,13
6 65 6 0,3074 72,63
7 65 8 0,4014 94,84
8 40,857 7 0,1998 47,21
9 69,142 7 0,3558 84,07

Tabela 4. 9 - Matriz de planejamento estrela para pré-tratamento com peréxido de hidrogénio.

Na tabela 4.9, observa-se que a maior quantidade de glicose liberada foi quando o pré-

tratamento foi realizado a 65°C e com 8% de per6xido de hidrogé€nio, sendo produzidos 0,4014 g

glicose/g bagaco bruto, correspondente a um rendimento de 94.84%. Alta concentragdo de glicose

também foi obtida nos ensaios realizados no ponto central, a 55°C com 7% de perdxido, sendo de

0.3846+0.0014 g glicose/g bagaco bruto, correspondendo a rendimento de 90.87+0.33%.

Os perfis da hidrdlise em cada ensaio estdo representados nas figuras 4.3 (1-9), em termos de

concentracdo em g glicose /g bagaco bruto, com o objetivo de avaliar a etapa do pré-tratamento.

Pode ser observada a conversdo de glicose em cada um dos testes, onde ap6s 48 h de hidrdlise, a

liberacdo de glicose tornou-se praticamente constante. No apéndice B sdo mostrados os dados de

concentracio de glicose em g/L em todos os tempos medidos para os ensaios da tabela 4.9.
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Figuras 4. 3: Perfis de hidrdlise dos ensaios do planejamento estrela

Os dados do planejamento foram analisados pelo software Statistica 7.0. Os resultados

obtidos constam na tabela 4.10.

Efeito Erro Puro t(2) p
Média 0,384604 0,000823 467,3022  0,000005
(1) Concentracao de Peroxido (L) 0,070948 0,001008 70,3791 0,000202
(2) Concentracio de Peroxido (Q) -0,086121 0,001200 -71,7659  0,000194
(3) Temperatura (L) 0,099726 0,001008 98,9339  0,000102
(4) Temperatura (Q) -0,092351 0,001200 -76,9752  0,000169
1(L)*2(L) 0,012843 0,001426 9,0089 0,012098

Tabela 4. 10 - Anélise dos efeitos principais e de interacdes do planejamento estrela, utilizando o
erro puro para a concentracdo de glicose (g/g bagaco bruto) produzida. Todos os efeitos sdo
significativos a 90% de confianga

O gréfico de Pareto € apresentado na figura 4.4.
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Figura 4. 4 Grafico de Pareto para os efeitos dos fatores na concentracao de glicose em g

glicose/g bagago bruto considerando nivel de confianca de 90%. Efeito padronizado (efeito dividido

pelo erro padrio).

A andlise da tabela 4.10 e do grafico de Pareto (figura 4.4) permite afirmar que todos os

efeitos principais sdo significativos a 90% de confianga, assim como a inter:

acdo.

A tabela 4.11 mostra a tabela ANOVA para o modelo, obtida usando o software Statistica

7.0.

Total

0,049639

10

Soma Graus d Média
Fonte de Variacao Quadratica liberdad Quadratica Teste F
Regressao 0,047531 5 0,009506 22,55
Residuo 0,002108 5 0,000422 350,67
Falta de Ajuste 0,002104 3 0,000701
Erro Puro 0,000004 2 0,000002

Tabela 4. 11 - Andlise da Variancia para o modelo de concentragdo de glicose em g gl

bruto.

1: Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo

2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo

*F(tab.)5,5 = 3,45 no nivel de confianca de 90% para a regressao

*F(tab.)3,2 = 9,16 no nive

1 de confianca de 90% para a falta de ajuste

icose/g bagaco
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De acordo com a tabela 4.11, de Anélise de Varidncia (ANOVA), pode-se observar que o
valor do teste F calculado de 22,55 € superior ao tabelado Fss(Tab.)=3,45, demonstrando que o
modelo apresenta significancia estatistica. O valor de 350,67, calculado para F;,, no entanto, € maior
do que o Fs, (tab.)= 9,16, e logo o modelo apresenta evidéncia de falta de ajuste, ndo podendo ser
usado para fins de otimizacdo. Pode, no entanto, ser usado para uma avaliacdo qualitativa do

comportamento da resposta com os fatores, como pode ser visto na superficie de resposta tracada na
Figura 4.5.

o chEER BRI £

o

Loy}

o T T s
o

s b R e s

Figura 4.5 - Superficie de resposta da concentracdo de glicose (g/g bagago bruto) em funcdo da
temperatura (°C e da concentragdo de perdxido (%v/v).

Como ndo podemos usar o modelo estatistico para fins de otimizacdo, ja que este mostrou
evidéncia de falta de ajuste, consideramos como ponto 6timo o ensaio 7 da matriz de planejamento
(Tabela 4.8), quando o pré-tratamento foi realizado a 65°C e com concentracio de peréxido de 8%,
que levou a um rendimento global de 94.84% apds a hidrdlise. Outro ponto de interesse sdo 0s
ensaios do ponto central (SA-C), quando o pré-tratamento foi feito a 55°C e com 7% de perdxido,
obtendo-se rendimento global de 90.87+0.33%.

Foi realizada a anélise da composi¢do do bagaco pré-tratado em todos os ensaios da matriz

de planejamento (Tabela 4.9) e os balangcos de massa estdo mostrados nas Tabelas 4.12; 4.13; e 4.14.
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Antes do pré- Depois do pré-tratamento
tratamento Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4

Massa 100g 61,19g 64,05g 61,49g 61,22g
Cinzas 2,32 - - - -
Celulose 38,09 37,58 38,05 38,05 37,55
Hemicelulose 18,91 12,05 13,00 11,89 14,07
Lignina 23,02 10,52 12,01 11,07 8,85
Extrativos 9,64 - - - -
Outros 8,02 1,04 0,99 0,48 0,75

Tabela 4. 12 - Balanco de massa para os ensaios 1, 2, 3 e 4 do planejamento estrela.

Antes do pré- Depois do pré-tratamento
tratamento Ensaio 5A Ensaio 5B Ensaio 5C
Massa 100g 61,38g 61,39g 61,58g
Cinzas 2,32 - - -
Celulose 38,09 38,06 38,05 38,02
Hemicelulose 18,91 12,31 12,45 12,57
Lignina 23,02 9,63 9,32 9,53
Extrativos 9,64 - - -
Outros 8,02 1,38 1,57 1,46
Tabela 4. 13 - Balanco de massa para os ensaios 5A, 5B e 5C do ponto central, do planejamento
estrela.
Antes do pré- Depois do pré-tratamento
tratamento Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9
Massa 100g 62,44g 59,51g 63,3g 62,71g
Cinzas 2,32 - - - -
Celulose 38,09 37,92 38,02 37,82 38,02
Hemicelulose 18,91 12,2 11,82 12,58 12,00
Lignina 23,02 11,85 8,49 11,41 11,09
Extrativos 9,64 - - - -
Outros 8,02 0,47 1,18 1,49 1,60

Tabela 4. 14 - Balan¢o de massa para os ensaios 6, 7, 8 ¢ 9 do planejamento estrela.
As Tabelas 4.15. 4.16, 4.17 foram montadas a partir das Tabelas 4.11 a 4.13 e mostram as

perdas de massa, celulose, hemicelulose e lignina, em porcentagem, para cada um dos ensaios da

matriz de planejamento.
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Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
Massa (%) 38,81 35,95 38,51 38,78
Celulose(%) 1,34 0,11 0,11 1,42
Hemicelulose (%) 36,28 31,25 37,12 25,59
Lignina (%) 54,30 47,83 51,91 61,56

Tabela 4. 15 - Perdas de massa, celulose, hemicelulose e lignina para os ensaios 1, 2, 3 e 4 do
planejamento estrela.

Ensaio 5A Ensaio 5B Ensaio 5C
Massa (%) 38,62 38,61 38,42
Celulose(%) 0,08 0,11 0,18
Hemicelulose (%) 34,90 34,16 33,53
58,17 59,51 58,60

Lignina (%)
Tabela 4. 16 - Perdas de massa, celulose, hemicelulose e lignina para os ensaios 5A, 5B e 5C

(pontos centrais) do planejamento estrela.

Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9
Massa (%) 37,56 40,49 36,70 37,29
Celulose(%) 0,45 0,18 0,71 0,18
Hemicelulose (%) 35,48 37,49 33,47 36,54
Lignina (%) 48,52 03,12 50,43 51,82

Tabela 4. 17 - Perdas de massa, celulose, hemicelulose e lignina para os ensaios 6, 7, 8 e 9 do
planejamento estrela.

Pode-se notar que a maior perda de massa se deu no ensaio 7, sendo de 40,49%, o que
significa que apds o pré-tratamento de 100g de bagago bruto, recupera-se apenas 59,51g de bagago
pré-tratado. A maior perda de celulose aconteceu no ensaio 4, sendo de 1,42%, bastante baixa. As
menores perdas foram nos ensaios 2 e 3, sendo de 0.11% para os dois ensaios, seguidas pela perda
nos ensaios do ponto central, que foi de 0.12+0.05%. As maiores perdas de hemicelulose e lignina
foram no ensaio 7, sendo de 37,49 e 63,12%, respectivamente, seguidas, no caso da hemicelulose,
pela perda no ensaio 3, que é de 37.12% e, no caso da lignina, do ensaio 4, com perda de 61.56% ¢

dos ensaios do ponto central, com perda de 58,76+£0.69% de lignina.
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As tabelas 4.18 a 4.20 mostram a composicao do bagaco pré-tratado nos diferentes ensaios

do planejamento.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
% Celulose 61,42 59,41 61,88 61,34
% Hemicelulose 19,69 20,30 19,34 22,98
%Lignina 17,19 18,75 18,00 14,46
Hemicelulose + Lignina 36,88 39,05 37,34 37,44

Tabela 4. 18 Composi¢do do bagaco pré-tratado para os ensaios 1, 2, 3 e 4 da matriz de
planejamento.

Ensaio 5A Ensaio 5B Ensaio 5C
% Celulose 62,01 61,98 61,74
% Hemicelulose 20,06 20,28 20,41
9Lignina 15,69 15,18 15,48
Hemicelulose + Lignina 35,75 35,46 35,89

Tabela 4. 19 - Composi¢io do bagago pré-tratado para os ensaios SA, 5B e 5C (pontos centrais) da
matriz de planejamento.

Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9
% Celulose 60,73 63,89 59,75 60,63
% Hemicelulose 19,54 19,86 19,87 19,14
YLignina 18,98 14,27 18,03 17,68
Hemicelulose + Lignina 38,52 34,13 37,90 36,82

Tabela 4. 20 - Composicao do bagaco pré-tratado para os ensaios 6, 7, 8 ¢ 9 da matriz de
planejamento.

Observando-se as tabelas 4.18, 4.19 e 4.20 pode-se notar que o bagaco pré-tratado com
maior porcentagem de celulose e com menor porcentagem de lignina € o resultante do ensaio 7, que
teve o maior rendimento global de glicose apds a hidrdlise. A porcentagem de hemicelulose no
bagaco obtido neste ensaio também estd entre os valores mais baixos e a porcentagem de
hemicelulose+lignina é a mais baixa. O bagaco pré-tratado resultante dos ensaios de ponto central (5
A-C) foi o que levou ao segundo maior rendimento global de glicose apds a hidrdlise, sendo o que
tem a segunda maior porcentagem de celulose, mas ndo o que tem as segundas menores

porcentagens de hemicelulose ou lignina separadamente. Mas, pode-se observar na tabela 4.18 que
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os ensaios de ponto central sdo os que apresentam a segunda menor porcentagem da soma de

hemicelulose e lignina.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

Com a utilizagdo das técnicas de planejamento de experimentos (planejamento linear,
determinacdo do caminho de madxima inclinagdo e da regido do 6timo e planejamento em estrela em
torno do 6timo) foi possivel determinar as condi¢des Stimas para pré-tratamento de bagaco de cana-
de-acticar com peréxido de hidrogénio alcalino com 15% de sdlidos para hidrélise realizada com 3%

de sdlidos e carga enzimdtica de 15 FPU/g bagaco de celulose e 25 CBU/g bagaco de -glicosidase.

O peréxido se mostrou um agente de pré-tratamento eficiente, possibilitando altos
rendimentos com baixo tempo de pré-tratamento e baixas temperaturas, embora a concentragdo de
perdxido ainda seja alta. RABELO (2007) trabalhou com concentracdo de peréxido de 7% e 4% de
solidos no pré-tratamento, obtendo 0,3740 g glicose/g bagaco bruto, correspondentes a um
rendimento de 84,07% quando a hidrélise foi realizada com 0.33% de sélidos e carga enzimdtica de
3,47 FPU/g bagaco de celulase e 1,01 CBU/g bagaco de B-glicosidase. Os resultados obtidos neste
trabalho foram satisfatérios para experimentos com 7% de perdxido utilizando 15% de sélidos no
pré-tratamento, com aumento de temperatura de 25 para 55°C, obtendo-se assim 0,38461+0.0014 g
glicose/ g bagaco bruto, correspondendo a rendimento de 90.874+.33%. Em um trabalho posterior
Rabelo (2010) melhorou o rendimento obtido para as mesmas condicdes de pré-tratamento
aumentando a concentracdo de -glicosidase na etapa de hidrélise e chegou a praticamente 100% de
rendimento trabalhando com 1% de sélidos na hidrélise, 3.5 FPU/g de bagaco de celulase e 25
CBU/g de B-glicosidase. Embora Rabelo (2010) tenha realizado ensaios com o pré-tratamento
realizado até 15% de sdélidos, usou as condicdes que foram otimizadas para 4% de sélidos e obteve
rendimento de 64.7%.

A concentragdo de perdxido no pré-tratamento nos trabalhos de Rabelo (2007 e 2011)
corresponde a 1.84 mL de per6xido/g bagaco ou 2.71g perdxido/g bagaco.

No trabalho de GARCIA (2009), as condi¢des de pré-tratamento com maior rendimento
foram 8% de sdlidos a 25°C com 11% v/v de per6xido, com rendimento de 0,36 g glicose/g bagaco

bruto. A concentracio de perdxido no pré-tratamento para o trabalho de Garcia (2009) corresponde a
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2,03g peroxido/g bagaco ou 1,375 mL perdxido/g bagaco. No presente trabalho, para o pré-
tratamento a 55°C com 7% v/v de peréxido de hidrogénio alcalino foram usados 0.47 mL de
peroxido/ g de bagago ou 0.69 g de perdxido/g bagaco, o que diminui bastante a quantidade de

perdéxido necessdria para o pré-tratamento de uma determinada quantidade de bagaco.

A tabela C.1, no Apéndice C, representa a comparacio entre os melhores resultados obtidos

pelos trabalhos anteriores e o presente trabalho.
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Sugestoes de trabalhos futuros

Como sugestdo de trabalhos futuros, sugere-se o desenvolvimento e aprofundamento do

aprendizado desenvolvido nesta dissertacdo de mestrado, como explicitado a seguir:
-Anélise de viabilidade econdmica do pré-tratamento nestas condi¢des
-Estudo da influéncia das concentracdes de celulase e beta no processo de hidrdlise

-Determinacdo das condigdes Otimas de pré-tratamento para hidrélise em altas

concentracdes de sélidos (entre 10 e 15% de sélidos)
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APENDICE A

Ensaio Glicose Rendimento
g/l g bagaco pré/ g bagaco cru
1 5,523 0,765
2 6,174 0,648
3 8,382 0,685
4 18,153 0,576
5 7,788 0,554
6 9,252 0,656
7 12,317 0,664
8 11,640 0,846
9A 11,500 0,687
9B 12,117 0,737
9C 11,830 0,795

Tabela A. 1: Dados obtidos para o planejamento fatorial 2° para o tempo de 60 minutos.

Ensaio Glicose Rendimento
g/L. g bagaco pré/ g bagaco cru
1 2,193 0,799
2 5,857 0,859
3 4,624 0,654
4 11,749 0,599
5 4,785 0,646
6 5,953 0,670
7 4,147 0,711
8 14,649 0,533
9A 9,206 0,849
9B 7,616 0,806
oC 10,518 0,737

Tabela A. 2: Dados obtidos para o planejamento fatorial 2° para o tempo de 90 minutos.



APENDICE B

Concentragao(g/L)

Ensaio Tempor: Tempo: | Tempo: | Tempo: | Tempo: | Tempo: | Tempo: | Tempo: | Tempo: | Tempo:

0 "| Thora | 3 horas | 6 horas | 12 horas | 24 horas | 36 horas | 48 horas | 60 horas | 72 horas

1 1,762 5,4 8,59 9,814 10,099 10,273 10,641 | 11,173 | 11,243 | 11,329
2 2,108 | 4,321 | 6,658 | 8,739 11,336 12,165 13,359 | 13,799 | 13,824 | 14,023
3 2,014 | 3,833 | 5,572 | 7,421 8,392 9,896 10,952 | 11,222 11,44 11,763
4 2,01 4,513 | 6,869 | 10,069 12,709 13,836 14,766 15,772 15,796 16,024
5A 1,91 5,051 | 11,047 | 13,056 15,392 16,51 17,613 18,262 18,44 18,718
5B 1,908 | 5,058 | 11,046 | 13,055 | 15,386 16,507 17,279 | 18,444 | 18,445 | 18,819
5C 1,909 | 5,061 | 11,04 | 13,055 | 15,382 16,516 17,674 | 18,149 [ 18,462 18,79
6 1,783 | 4,663 [ 8,703 11,11 12,031 12,895 13,822 14,432 14,636 14,769
7 2,307 | 4,745 11,43 | 15,835 17,536 18,601 19,401 20,071 20,094 | 20,235
8 1,984 | 3,858 | 5,048 [ 5,955 7,066 7,873 8,445 9,33 9,363 9,469
9 1,757 | 5,599 | 9,032 | 10,626 12,661 14,461 15,394 16,508 16,751 17,021

Tabela B. 1: Dados obtidos para Concentracdo de glicose (g/L) e rendimento do pré-tratamento para

o Planejamento estrela
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APENDICE C

Pré-tratamento

Rendimento g glicose/g bagaco bruto

Rabelo, 2007 4% de sélidos, 7,36% de peréxido de hidrogénio 0,374
Garcia, 2009 8% de sdlidos, 11% de perdxido de hidrogénio 0,36
Presente trabalho 15% de sdlidos, 7% de perdxido de hidrogénio 0,4014

Tabela C.2: Tabela comparativa entre os melhores resultados dos trabalhos anteriores e o presente

trabalho.
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