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Resumo

RESUMO

A palha da cana-de-agucar é um residuo lignoceluldsico que pode ser usado na producao
de etanol através da hidrdlise deste material e da fermentacao dos aclcares resultantes. Neste
trabalho, dois tipos de pré-tratamento, peroxido de hidrogénio alcalino e hidroxido de calcio
(cal), foram avaliados para aumentar a susceptibilidade da palha a hidrdlise enzimatica. Um
planejamento experimental 2° + configuracdo estrela com triplicata no ponto central para cada
um dos pré-tratamentos foi elaborado considerando as varidveis tempo, temperatura e
concentracdo do reagente no pré-tratamento como fatores e a concentracao de glicose obtida
apods a hidrolise, em g/g de palha de cana, como resposta. As condigbes Otimas encontradas
para o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino foram 1 h de pré-tratamento a 60°C,
usando 0,44 mL de peroxido de hidrogénio/g de palha, em pH 11,5. A solubilizacdo da
hemicelulose e lignina foi de 83,10% e 71,85%, respectivamente. A hidrdlise enzimatica da
palha pré-tratada nessas condicdes levou a um rendimento de glicose de 333 mg/g de palha
bruta, equivalente a um rendimento global de 86,97% e a uma conversao na hidrolise de
90,35% quando a hidrdlise enzimatica foi realizada a 50°C, pH 4,8 e em 48 h com 3% (m/m) de
sdlidos, empregando uma carga enzimatica de 15 FPU de celulase/g de palha seca pré-tratada e
25 CBU de B-glicosidase/g de palha seca pré-tratada. O resultado obtido apds a hidrdlise da
palha pré-tratada com hidréxido de calcio nas condigdes escolhidas como as melhores de pré-
tratamento (53h, 90°C e 0,4 g cal/g palha seca) foi de 206 mg glicose/g de palha bruta,
correspondendo a um rendimento de glicose global de 53,90% e conversao na hidrolise de
56,58%, quando a hidrdlise foi realizada nas mesmas condicOes usadas para a palha pré-tratada
com perdxido de hidrogénio alcalino. O pré-tratamento com perdxido de hidrogénio se mostrou
mais efetivo em relacdo a liberacdo dos agUcares fermentesciveis, além de se trabalhar com
uma maior concentracao de sdlidos quando comparado com o pré-tratamento com hidréxido de

calcio (15% (m/m) e 4% (m/m), respectivamente).

Palavras-chave: palha de cana-de-agUcar, pré-tratamento, perdxido de hidrogénio,

hidréxido de calcio, hidrdlise enzimatica, etanol de segunda geracao.
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Abstract

ABSTRACT

The sugarcane straw is a lignocellulosic waste that can be used to increase the
production of ethanol through hydrolysis of this material and fermentation of the sugars
produced. In this work, the conditions of two pretreatments, alkaline hydrogen peroxide and
calcium hydroxide (lime), were evaluated to enhance the susceptibility of sugarcane straw to
enzymatic hydrolysis. A 2°+ central composite design was performed considering pretreatment
time, temperature and reagent concentration in the pretreatment as factors and glucose
concentration after hydrolysis, in g/g bagasse, as the response. The optimal conditions for the
pretreatment with alkaline hydrogen peroxide were 1 h of pretreatment at 60 °C using 0.44 mL
(0.65 g) hydrogen peroxide/g straw, at pH 11.5. At these conditions the solubilization of
hemicellulose and lignin were of 83.10% and 71.85%, respectively. The enzymatic hydrolysis of
the pretreated straw led to a glucose global yield of 86.97% and to hydrolysis conversion of
90.35% when enzymatic hydrolysis was performed at 50 °C, pH 4.8 and 48 hours with 3%
(w/w) solids and 15 FPU cellulase / g pretreated straw and 25 CBU B-glucosidase/g pretreated
straw. The best results after hydrolysis of straw pretreated with lime in the chosen pretreatment
conditions (53.07 h, 90 °C and lime concentration of 0 4 (g/g) dry straw) was of 206 mg
glucose/g of raw straw, corresponding to an overall yield of 53.9% and hydrolysis conversion
56,58% when hydrolysis was performed in the same conditions used for peroxide pretreated
straw. The alkaline hydrogen peroxide pretreatment was more effective in the release of
fermentable sugars, besides working with higher solids concentration as compared with lime

pretreatment (15% (w/w) and 4% (w/w), respectively).

Key-words: sugarcane straw, pretreatment, hydrogen peroxide, lime, enzymatic

hydrolysis, second generation bioethanol.
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ESTRUTURA DA DISSERTAGAO

A estrutura da dissertacao foi organizada da seguinte forma:

No capitulo I é apresentada a estrutura da dissertacdo, descrevendo cada um dos

capitulos que serdo encontrados ao longo da dissertagao.

No capitulo II é apresentada uma introducdo sobre o assunto, mostrando a importancia

e a justificativa da escolha do tema da dissertagao.

No capitulo III é apresentado o objetivo geral do projeto junto com os objetivos

especificos.

No capitulo IV é apresentada uma revisao da literatura, tratando conceitos sobre a cana-
de-aclcar e a importancia da utilizacdo da palha de cana para a producdo de etanol de segunda
geracao. Também sdo descritos os diferentes tipos de pré-tratamentos, os mais utilizados e os
escolhidos para esta pesquisa, bem como a etapa de conversao da glicose e etapa de hidrdlise

enzimatica.

No «capitulo V ¢é apresentada a metodologia experimental utilizada para o

desenvolvimento da dissertagao.

No capitulo VI sdo apresentado os resultados obtidos do pré-tratamento da palha de

cana de agucar com perdxido de hidrogénio alcalino junto com a discussdao dos mesmos.

No capitulo VII sdo apresentados os resultados obtidos do pré-tratamento da palha de

cana de agucar com hidréxido de calcio junto com a discussdao dos mesmos.

No Capitulo VIII é apresentada a comparacao dos dois pré-tratamentos avaliados

(peroxido de hidrogénio alcalino e hidréxido de calcio).
No capitulo IX é apresentada a conclusdo do trabalho.

No capitulo X sao apresentados os trabalhos publicados e/ou submetidos, que surgiram

ao longo da dissertacao.

No capitulo XI sdo apresentadas as sugestdes para trabalhos futuros.
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E finalmente no capitulo XII s3o apresentadas as referéncias bibliograficas.
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INTRODUCAO

A crescente industrializagdo e o aumento massivo de meios de transporte a nivel mundial
tém proporcionado grande aumento na demanda de combustiveis derivados do petréleo.
Atualmente, os combustiveis fosseis ocupam 80% da energia primaria consumida no mundo,
dos quais aproximadamente 58% sao consumidos somente pelo setor de transporte (NIGAM e
SINGH, 2011). Estes combustiveis permitem o desenvolvimento da indUstria de transporte, com
meios cada vez mais rapidos e eficientes. No entanto, as reservas de petrdleo, por ndo serem

fontes renovaveis, podem se tornar escassas (ROSA, 2009).

A Agéncia Internacional de Energia (AIE) estimou as emissoes de CO, durante o ano
2010 como as mais altas da histéria, com cerca de 30,6 giga toneladas (Gt). O aumento foi de
5% em relacdo as emissoes de 2008 (29,3 Gt), maior quantidade conhecida anteriormente. Em
2009, as emissOes foram reduzidas devido a crise econ6mica mundial. Calcula-se que 44% do
CO, emitido é proveniente do carvdo, 36% do petrdleo e 20% do gas natural (MINISTERIO DE
RELACOES EXTERIORES, 2011). Como resposta a preocupacao pelo possivel esgotamento do
petrdleo somado aos problemas causados pelas emissdoes dos gases de efeito estufa, ha um

crescente aumento no interesse pelo uso de fontes alternativas de energia nos ultimos tempos.

Dentro deste contexto, o etanol tem-se destacado como uma alternativa viavel para
substituir os combustiveis fosseis. Este biocombustivel destaca-se dos demais devido as suas
vantagens econdmicas, sua capacidade de renovacao, biodegradabilidade e a geracdo de gases
com qualidade aceitavel (NIGAM e SINGH, 2011). O etanol pode ser obtido a partir da
fermentacao direta do caldo de cana (conhecido como etanol de primeira geragao) ou a partir
da hidrdlise de biomassa lignoceluldsica, com obtencdo de glicose, a qual pode ser fermentada
produzindo o etanol (etanol de segunda geragao ou etanol celuldsico) (OGEDA, 2010). O etanol
de segunda geracao pode ser obtido a partir de diversos residuos agricolas, com destaque, no
Brasil, para o bagaco e a palha da cana (FREITAS, 2011). A biomassa, até agora, é o Unico
material adequado e principal fonte de energia renovavel para produzir combustiveis

alternativos para uso em transporte (etanol ou biodiesel) em curto prazo (ALVIRA, 2010).

Até o ano de 2020, o Brasil tem previsto o aumento da producao de etanol dos atuais 28
bilhdes para 65 bilhdes de litros por ano (CONAB, 2011; UNICA, 2010). Para atingir este nivel de

producdo, pretende-se realizar aumentos na area de plantio, aprimoramento do processo de
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producao ja existente, melhoramento genético da cana-de-aglcar e dos microrganismos
fermentadores, e por Ultimo, o desenvolvimento de tecnologias de conversao dos residuos
agroindustriais celuldsicos em fontes de aclcares fermentesciveis (ZHAO, 2007; OLIVEIRA,
2010). De acordo com SOARES E ROSSELL (2006), os custos de producao de biomassa no Brasil
sao os menores do mundo, portanto, a possibilidade de obter resultados viaveis é elevada. Além
desse fator, a produgao de etanol celuldsico (segunda geracao) tem como perspectiva aumentar
até 50%, o que evitaria a necessidade de expandir a area de plantio (SILVA et al., 2010).

Uma pratica comum no setor sucroalcooleiro, realizada ha muito tempo, é a queima do
canavial antes do corte da cana para a retirada da palha. Este procedimento facilita o corte
manual da cana e o traslado da mesma até as usinas. Além dos problemas ambientais e de
saude publica que este processo ocasiona, pode-se considerar que, energeticamente, o processo
é ineficiente, visto que a palha da cana pode ser aproveitada para a geracdao de energia
(MOUTTA, 2009). Com a implementagao da colheita mecanizada pode-se gerar cerca de 140 kg
de palha por tonelada de cana colhida (GONCALVES et al., 2005). Destes, estima-se que 50%
deste material devem ser mantidos no campo (SILVA et al, 2010; CHRISTOFFOLETI et al,
2004; CAVENAGHI et al, 2002; GUIMARAES et al., 2002; CAMPOS et al., 2009) e a outra
metade possa ser aproveitada para queima em caldeiras ou producao de etanol de segunda

geragao.

Um dos grandes desafios para a obtencao do etanol a partir de materiais lignoceluldsicos
¢ o fracionamento dos principais constituintes quimicos da biomassa: celulose, hemicelulose e
lignina. Devido a uma estreita associacdo entre estes constituintes, o material se torna
resistente a conversao, dificultando a hidrdlise da celulose e hemicelulose em acucares
fermentesciveis. Por isso, para aumentar a acessibilidade da celulose pelas enzimas é preciso
realizar um pré-tratamento na biomassa. O objetivo principal do pré-tratamento é romper o
complexo celulose-hemicelulose-lignina, tornando, assim, a celulose mais acessivel e
aumentando a digestibilidade enzimatica. Os pré-tratamentos podem ser fisicos, quimicos,
bioldgicos ou uma combinacao entre eles. O tipo de pré-tratamento a ser escolhido vai
depender do grau de separacao requerido e da finalidade para o qual se destina o processo
(ALVIRA, 2010).

Este trabalho de dissertacao situa-se no ambito do aproveitamento de residuos
lignoceluldsicos da industria sucroalcooleira, tendo-se como objetivo geral o estudo do pré-
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tratamento da palha da cana-de-agucar, visando a obtencao de etanol mediante a sacarificagao
de sua fracdo celuldsica. Para tanto, foram empregados os pré-tratamentos com perdxido de
hidrogénio alcalino e hidroxido de calcio, uma vez que estes pré-tratamentos apresentaram
resultados expressivos quando usados para pré-tratar bagaco de cana-de-aclicar no grupo de
pesquisa em que este trabalho se insere.
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3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto foi avaliar dois pré-tratamentos (peroxido de hidrogénio
alcalino e hidréxido de calcio) na palha de cana-de-aclcar para a posterior hidrdlise enzimatica,

visando a producao de etanol de segunda geracao.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a influéncia das variaveis tempo, temperatura e concentracao de reagente nos
dois pré-tratamentos a serem estudados, realizando planejamentos fatoriais 2>+ configuracdo

estrela com triplicata no ponto central.

Determinar a eficiéncia na hidrolise enzimatica mediante a conversdo de acucares

fermentesciveis.

Determinar as condicbes oOtimas dos pré-tratamentos, em funcdo da conversdao da

hidrolise.

Comparar os dois tipos de pré-tratamentos para avaliar a eficiéncia do processo
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4.1. BIOMASSA

Na atualidade, o termo de biomassa é aceito para denominar o grupo de produtos
energéticos e matérias primas (tipo renovavel) originadas a partir de matéria organica animal ou
vegetal. J& a biomassa lignoceluldsica é aquela constituida de celulose, hemicelulose e lignina,
ou seja, é toda biomassa de origem vegetal, sendo que as trés fragdes constituem mais de 90%
da massa seca total. A disponibilidade de biomassa lignoceluldsica despertou o interesse para
seu uso como matéria prima para producdao de alcool de segunda geracdo desde o final do
século XIX. Entretanto, somente nos Ultimos vinte anos a biomassa comegou a ser considerada
como uma potencial fonte de energia (MACHADO, 2010; CARVALHO, 2009).

Em geral, a biomassa pode ser processada para obter formas bioenergéticas de maior
valor agregado, mais elaboradas e adequadas para o uso final (SILVA, 2010). No contexto da
bioenergia, a producao de bicombustiveis liquidos a partir de biomassa tem sido considerada
para atender as necessidades geradas no setor de transporte veicular (ZHANG, 2004 e SMITH,
2007).

A biomassa é a forma mais antiga de energia renovavel e vem sendo utilizada ha
milhares de anos. Contudo, a sua taxa de utilizagao relativa diminuiu com o aumento da
utilizacdo de combustiveis fosseis. Atualmente, aproximadamente 13% do abastecimento
mundial de energia primaria é garantido pela biomassa, mas existem grandes diferencas
regionais, sendo que em paises desenvolvidos, apenas cerca de 3% das suas necessidades
energéticas sao garantidas pela biomassa. No Brasil, o total de biomassa usada alcanca cerca de
31,5% e os resultados que envolvem a cana-de-agucar envolvem tanto a producdo de etanol
como a geragao de eletricidade (LEITE et a/., 2003; WBCSD, 2011)

4.2. A CANA-DE-AGUCAR

A cana-de-agUcar (saccharum officinarum) tem sua origem genética na Nova Guiné,
pertence a familia das graminaceas (pastos) e possui elevada eficiéncia fotossintética (a
quantidade oscila entre 150% e 200% em relacdo as outras plantas). E um cultivo duradouro
onde, de acordo com as condicdes locais, a cana pode ter entre 4 e 12 colmos, crescer entre 3 e
5 metros de altura e o contelido de aglcar (sacarose) oscilar entre 11 e 16% (AUGSTBURGER,
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F. et al; 2000). A cana-de-aclcar é constituida por folhas secas, colmo, folhas verdes e
ponteiro (MUSEO MTC, 2011), como mostram a Figura 4.1.

A cana-de-acUcar constitui o cultivo sacarifero mais importante do mundo, responsavel
por 70% da producdo total de aclcar. Este cultivo se estende ao longo dos trépicos e sub-
tropicos entre 36,59 de latitude Norte (Espanha) até 31° de latitude Sul (Uruguai e Australia),
sendo que sua capacidade produtiva é diferente entre as zonas canavieiras tropicais e
subtropicais, variando de 40 a 150 toneladas por hectare e de 3,5 a 15 toneladas por hectare de
acucar (ROMERO, 2008).

Considerando 100 toneladas de cana-de-aclicar no campo, cerca de 20 toneladas sdo
formadas por folhas e ponteiros e 80 toneladas por colmos industrializaveis. Essa relagao é
bastante varidvel no decorrer da safra em funcdo da variedade, estagio de desenvolvimento
vegetativo e clima. Os colmos e as folhas verdes da cana-de-aglcar apresentam, na época de
colheita, umidade de aproximadamente 70% e 60 — 80%, respectivamente. A umidade das
folhas secas pode variar entre menos de 10% até 30%, dependendo das condicbes climaticas

na ocasiao da amostragem (CTC, 2011).

Ponteiro

I
|

~— Folhas Verdes

Folhas Secas

Figura 4. 1: Partes principais da cana-de-agucar (CTC, 2011).

4.2.1. A PALHA DE CANA-DE-AGUCAR

A palha de cana-de-aclcar, representada basicamente por folhas verdes, folhas secas e
ponteiros, € um residuo fibroso encontrado nos canaviais em quantidade regular, gerada a partir
do desfolhamento da cana durante o processo de colheita mecanizada. Em uma pratica comum
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no Brasil, a palha é destruida durante a queima dos canaviais, onde, além de perder este
subproduto que pode ter uma utilizagdo econdmica, provoca-se elevacao dos niveis de poluicao
atmosférica (AZZINI et al., 1996). Segundo FERREIRA (2004), além dos problemas ambientais,
a sustentabilidade da agricultura também fica comprometida, visto que o fogo altera as
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo, prejudica a obtencdo dos nutrientes e
diminui a quantidade de acucares redutores totais (ART) contidos na cana (OLIVEIRA, 2010).

Em 2002, foi regulamentada a Lei 11.241-02, que dispde da eliminacdo gradativa da
queima da palha de cana no Estado de Sao Paulo. Como resultado desta lei, se difundida aos
demais estados produtores, uma grande quantidade de palha estara disponivel nos campos,
deixando o solo coberto com uma espessa camada, que pode superar 20 ton/ha, considerando
uma producdo de cana-de-agucar de 81 ton/ha (CONAB, 2010; OLIVEIRA, 2010). Por isso, é de
grande importancia aproveitar este residuo na producao de novos produtos com maior valor

agregado, como é o caso de obtencdo de etanol de segunda geragao.

A germinacao é um processo chave para as espécies vegetais, sendo muito sensivel a
cobertura do solo. Residuos de palha na superficie do solo alteram a umidade, luminosidade e
temperatura, podendo prejudicar as plantas novas, devido a barreira fisica e auséncia de luz,
tornando-as suscetiveis aos danos mecanicos (CORREIA e DURIGAN, 2004). No entanto, a
retirada completa da palha de cana pode ser prejudicial, visto que a fertilidade do solo ficaria
comprometida, alteraria a retencdo de agua no solo e causaria processos erosivos. Por isto,
pesquisas sobre o aproveitamento da palha (ponteiras, folhas verdes e secas da cana) para
obtencao de energia estao sendo desenvolvidas considerando a retirada de apenas cerca de
50% da camada disposta no campo, sem comprometer as caracteristicas do solo (PROTEC,
2010; OLIVEIRA, 2010).

4.3. COMPOSICAO QUIMICA DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A Figura 4.2 apresenta um modelo estrutural dos principais componentes dos materiais
lignoceluldsicos (ARAUJO, 2008; MOHAN, 2006). A composicdo destes materiais depende da
fonte, mas de maneira geral, pode-se dizer que a maior parte corresponde a celulose (40 —
50%), seguida pelas hemiceluloses (20 — 30%) e lignina (10 — 30%). O conteldo de cinzas se
altera de maneira significativa, entre 1 a 13%, de acordo com a espécie (HON, 2001). Além da
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celulose, hemiceluloses e lignina, as fibras lignoceluldsicas tém alguns produtos minoritarios
como os extraiveis pelos solventes organicos e aquosos, proteinas e outros produtos

inorganicos.

Celulose

Hemicelulose

Figura 4. 2: Modelo da estrutura molecular dos principais constituintes do material
lignoceluldsico (PEREIRA Jr, 2010).

4.3.1. CELULOSE

A celulose esta presente em todas as plantas, desde arvores altamente desenvolvidas até
em organismos mais primitivos, variando o contetdo de 20 a 99% (RABELO, 2007). A Figura 4.3

apresenta a estrutura da celulose na parede vegetal.

A celulose é um polimero constituido por unidades de anidroglicopiranose, organizadas
em dimeros de celobiose, dispostas linearmente. Duas moléculas adjacentes de glicose sdo
unidas pela eliminacdo de uma molécula de dgua entre seus grupos hidroxilas dos carbonos 1 e

4, formando o tipo de ligacao B (1—4) glicosidica (Figura 4.4).
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Microscopia cletronica (MEV)
de uma fibra vegetal
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Parede Secundaria
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Parede Secundiria
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celulose cristalina
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lignina ¢ hemicclulose . i
E Rede de microfibrilas
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«
o
du o O
n

Figura 4. 3: Estrutura da celulose na parede vegetal. (RUBIRA et al., 2009)

Lignina

A celobiose € definida como unidade conformacional minima da celulose, enquanto que a

glicose representa tdao somente a unidade fundamental das cadeias do homopolimero (ZHANG,

2008; PITARELO, 2007).

fCH, OH

S = Glicose
Celobiose

Figura 4. 4: Representacao da cadeia linear de celulose (Adaptado de Fuentes, 2009).

A celulose é encontrada em plantas sob a forma de microfibrilas de 2 a 20 nm de
didmetro e entre 100 a 40.000 nm de comprimento, tendo entre 2.000 — 25.000 unidades de
glicose (OLIVEIRA, 2010). Estas fibrilas elementares sdo insollveis em agua e apresentam
regides cristalinas e amorfas (FENGEL e WEGENER, 1989).
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As ligacoes glicosidicas do tipo B-(1—4) presentes na molécula de celulose sao de dificil
hidrélise, sendo que apenas alguns fungos e bactérias sdo capazes de tal funcdo. Além destas
ligacOes, sdao encontradas forcas de Van der Waal's (ZHANG & LYND, 2004) e ligacdes de
hidrogénio intra e inter cadeias, as quais permitem a combinacao de cadeias de celulose para
formar os cristalitos (SHULER, 1992). A Figura 4.5 representa as cadeias de celulose e suas

ligages intra e intercadeia.

Figura 4. 5: Ligacoes de hidrogénio entre cadeias continuas de celulose (NUNEZ, 2011).

4.3.2. HEMICELULOSES OU POLIOSES

As hemiceluloses sdao uma classe heterogénea de polimeros que representam, em geral,
15 — 35% da biomassa vegetal, como apresentado na Figura 4.6. As hemiceluloses sao
compostas de diferentes aclcares, formando cadeias mais curtas e com ramificagdes. Os
aclcares que formam as polioses podem se dividir em diferentes grupos como pentoses (xilose
e arabinose), hexoses (glucoses, manoses e galactoses) e acidos urdnicos (4-O-metil-
Dglucoronico, acido D-galacturbnico, e acido D-glucuronico (Figura 4.7). A cadeia principal de
uma poliose pode ser constituida de apenas um tipo de polimero (homopolimero), como os
xilanos, ou de dois ou mais tipos de polimeros (heteropolimero), como os glucomananos. O
conteudo de hemicelulose, tanto por quantidade como por variedade, difere consideravelmente
dependendo da espécie (FENGEL e WEGENER, 1989; VERDECIA, 2008; GIRIO, 2008).
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Figura 4. 6: estrutura da hemicelulose (MUSSATO, 2002)

42 Olga Lucia Bayona Ayala



AW,
o

Capitulo 1V: Revisdo da Literatura
UNICAMP
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Figura 4. 7: MonOomeros precursores das hemiceluloses (FENGEL e WEGENER, 1989).
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As xilanas s3ao a familia de hemiceluloses mais importantes. S3o polissacarideos
formados por unidades de xilose, que frequentemente carrega substituintes como acetil,
arabinosil e glucoranosil (SINGH, 1993), e sdo constituidas por uma cadeia principal de unidades
de B-D-xilopiranose unidas por ligacoes B-(1—4), com ramificacdes de acido 4-O-
metilglucur6nico unidos a cadeia principal por ligacdes o-(1—2). Alguns grupos OH dos
carbonos C, e C; sdo substituidos por grupos O-acetil (Figura 4.8). Além destes aclcares, estas
hemiceluloses apresentam pequenas quantidades de ramnose e acido galacturonico (MOUTTA,
2009).

COOH
o]
co il
H o
CH

OH
o] o] o]
OH OAc
OAc oH oH
o) 0
H H OAc
Figura 4. 8: Estrutura da O-acetil-4-O-metilglucuronoxilana (MOUTTA, 2009).

As hemiceluloses ndao sao cristalinas, de forma que as ligacdes quimicas e 0s grupos
funcionais estdo mais acessiveis ao ataque quimico. Os grupos hidroxila s3ao os mais
abundantes, seguidos das ligacoes acetil nos anéis dos aclcares e das ligagoes éster aos grupos
acetil. Os principais processos degradativos sao a hidrolise em meio acido e a oxidacdao. A
hidrélise ataca principalmente as ligagOes acetil e éster, o que em meio acido leva a formacao

de acido acético, aumentando a acidez do meio e conduzindo ao ataque de novos grupos.

Outros reagentes oxidantes como cloro, bromo ou iodo convertem os grupos aldeido em
acidos aldonicos. As hemiceluloses sdo soliveis em bases e algumas, tais como as
glucomananas com alto teor em galactose, sao solUveis em agua. As hemiceluloses sdo mais

susceptiveis a biodegradacdo que a celulose, pois sao mais facilmente atacadas pelas enzimas.
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4.3.3. LIGNINA

A palavra lignina vem do latim “lignum” que significa madeira. Trata-se de um dos
principais componentes dos tecidos de gimnospermas e angiospermas, presentes em vegetais e
tecidos vasculares. Sabe-se que a lignina esta presente na parede celular primaria e tem um
importante papel no transporte de agua, nutrientes e metabdlitos, sendo responsavel pela
resisténcia mecanica de vegetais, além de proteger os tecidos contra o ataque de
microrganismos (FENGEL e WEGENER, 1989; PEREZ, 2002; HARMSEN, 2010).

A lignina é um componente da parede celular dos vegetais, normalmente considerada
indigestivel e também inibidora da digestibilidade da parede celular das plantas forrageiras,

acentuando a sua acao a medida que o vegetal amadurece (FUKUSHIMA, 2000).

Peter Klason, em 1917, propds que a lignina poderia ser classificada como uma
substancia macromolecular constituida de unidades do alcool coniferilico, mantidas juntas
através de ligagbes do tipo éter Em 1954, Lange propde que as principais unidades aromaticas
presentes na estrutura da lignina eram a p-hidroxifenila, guaiacila e seringila apresentados na
Figura 4.9 Em palhas e gramineas, além de unidades guaiacilicas e siringilicas, encontram-se
subestruturas do tipo p-hidroxifenilpropano proveniente da polimerizacao do alcool p-cumarilico,
em quantidades relevantes. A propor¢ao molar dessas subestruturas na planta depende
principalmente da espécie (CHEN, 1991; MORAIS, 1992). Na figura 4.10 é apresentada a

estrutra da lignina.
@ @ HsCO :t OCH3

p—h.ldm.ufemla sirngila

Figura 4. 9: os trés mondmeros principais da molécula da lignina (CAMARGO, 2003).
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Em 1940, estudos baseados em reagOes classicas da quimica organica levaram a concluir
que, de uma forma geral, a lignina era constituida de unidades fenilpropandides, na Figura 4.11
sao apresentadas as principais ligacdes inter monoméricas da molécula (CAMARGO, 2003).
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Figura 4. 10: Estrutura esquematica da lignina (FREUDENBERG, 1968).
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Figura 4. 11: Principais tipos de ligacdes entre unidades fenilpropanoides presentes na
molécula de lignina (CAMARGO, 2003).

46

Olga Lucia Bayona Ayala



A
v’

-
Y Capitulo 1V: Revisdo da Literatura
UNICAMP

Os solventes mais empregados para dissolver significativamente a lignina incluem alcoois
de baixo peso molecular, dioxano, acetona, piridina, dimetilsulfoxido. Além disso, em
temperaturas elevadas, ocorre o abrandamento térmico da lignina, permitindo acelerar as

reacoes de polimerizacao em meios acidos ou alcalinos (O'CONNOR et al., 2007).

O principal tipo de ligacdo existente na lignina é do aril-aril do tipo éter. Contudo,
existem outros diferentes tipos de ligagao presentes na estrutura da lignina. A lignina parece ser
particularmente associada com polissacarideos e hemicelulose; sendo esta, um amplo grupo de
polissacarideos estabelecidos na parede celular das plantas (SUN, 2001).

4.3.4. EXTRATIVOS

Além dos compostos estruturais formados pela lignina, celulose e hemiceluloses, na
matéria vegetal sdo encontradas outras substancias em quantidades reduzidas, variando de 2 a
8%. Estas substancias estdo constituidas principalmente por compostos lipofilicos (acidos
graxos, glicerideos, ceras, terpenos e esterdides) e fendlicos de baixo peso molecular (Figura
4.12), sendo geralmente extraidos por solventes especificos (FENGEL e WEGENER, 1989).

Uma das principais funcdes dos compostos extraiveis é a protecdo da planta contra
agentes patdgenos. A baixa degradabilidade de muitos destes compostos dificulta o
aproveitamento industrial da biomassa vegetal (HILLIS e SUMIMOTO, 1989; BACK e ALLEN,
2000). Os contelidos de substancias extraiveis apresentam variacoes de acordo com a idade da

planta, altura, espécie, condicOes climaticas, entre outros fatores.
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Figura 4. 12: Principais grupos de compostos lipidicos presentes no material lignocelulésico.
(Adaptado de DEL RIO, 2011).

4.4. POTENCIAL DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR PARA PRODUGAO DE ETANOL

O crescimento da industria canavieira, principalmente na producdo de etanol
combustivel, é um grande incentivo ao aproveitamento da palha de cana de aclcar, que
atualmente comeca a fazer parte do processo de colheita. Dentro dos préximos anos havera um
aumento na disponibilidade de palha de cana para ser utilizada como nova fonte de biomassa
para a producdo de etanol celuldsico. A produtividade média de cana-de-aclicar no Brasil é de
85 toneladas por hectare, sendo que para cada tonelada de cana processada sao gerados cerca
de 140 kg de palha e 140 kg de bagaco em base seca. Na figura 4.13 é apresentando um
esquema ideal do aproveitamento integral da cana de aclcar para obtencao de etanol, embora

saiba-se que com a tecnologia atual este valor maximo nao é atingido.
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1 tonelada de palha
(40% celulose)

Hidrolise
—_— Rendimento
H.0 tedrico 1,11 g/g

444 kg de glicose

Fermentagio )
Rendimento

teorico 0,51 g/g

226,4 kg de etanol

Densidade do
etanol: 0,79

287 L de etanol
ftonelada de palha

Figura 4. 13: Rendimento tedrico (ideal) da producao de etanol por hectare. (SANTOS, 2012)

Considerando que toda glicose vai ser convertida em etanol, o aproveitamento integral
da cana-de-aclcar (colmo, palha e bagaco) podera aumentar significativamente a producao de
etanol por hectare, passando dos atuais 7.000 L para aproximadamente 14.000 L, sem
necessidade de expansdo da area cultivada. Em termos energéticos a palha representa 1/3 da

energia potencial da cana-de-agucar que, atualmente, é subaproveitada (SANTOS, 2012).

4.5. PRE-TRATAMENTO

O pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica pode ser considerado a etapa crucial na
producao de bioetanol, por promover grande impacto sobre todas as outras etapas do processo,

49 Olga Lucia Bayona Ayala



A
S

Capitulo 1V: Revisdo da Literatura
UNICAMP

tendo influéncia sobre a fermentagdo, recuperacdo de produto, tratamento do efluente e
demanda energética ao longo da linha de processamento (MOUTTA, 2009). De acordo com
GALBE e ZACCHI (2007), para que um pré-tratamento seja considerado efetivo, deve apresentar

algumas caracteristicas, como:

e Permitir alta digestibilidade da celulose;

e Produzir quantidades insignificantes de produtos de degradagao derivados dos
acucares ou lignina;

e Ter baixa demanda energética ou ser realizado em uma via que possibilite o
reuso da energia em outras etapas do processo como calor secundario;

e Ter baixos custos.

Os aclcares contidos na fracdo celuldsica (glicose) e hemiceluldsica (xilose, arabinose,
glicose, manose e galactose) representam os precursores que podem ser utilizados para a
obtencao de etanol de segunda geragao usando a via fermentativa. Entretanto, conforme
ilustrado na Figura 4.14, a intima associacdo entre as trés fracdes principais (celulose,
hemiceluloses e lignina) é tal que impde dificuldades para a recuperacao dos aclcares
constituintes na forma monomérica com elevado grau de pureza (CARVALHO, 2009). Por
conseguinte, tém sido testadas diversas estratégias para a conversao de materiais celuldsicos

em agucares fermentesciveis, demonstradas em escala laboratorial e piloto.

Para que a sacarificacdo enzimatica da celulose seja eficiente, € necessario que as
enzimas celuloliticas tenham acesso as fibras. Por outro lado, a parede da célula vegetal é
impermeavel a grandes moléculas, incluindo proteinas como as celulases (GOULD, 1984;
SCHELL, 1991). O conceito geral envolve pré-tratar a matéria bruta para, em seguida, submeté-
la a hidrolise enzimatica (JORGENSEN, 2007). Embora o pré-tratamento possa ser conduzido por
principios bastante variados, tem por finalidade alterar ou remover as hemiceluloses e/ou
lignina, aumentar a area superficial e diminuir o grau de polimerizacao e a cristalinidade da
celulose, promovendo um aumento na digestibilidade enzimatica e, conseglientemente,
influenciando na conversdo de celulose em aclcares fermentesciveis (ZHANG, 2004; MOSIER,
2005).
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Parede Celular
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Figura 4. 14: Arquitetura da parede celular vegetal (JORGENSEN, 2007).

Normalmente, a hidrdlise enzimatica de um material lignoceluldsico bruto leva a
rendimento em aglcar menor que 20%. Por outro lado, se for utilizada uma etapa de pré-
tratamento, o rendimento pode ficar acima de 90%. Atualmente existe uma grande quantidade
de processos de pré-tratamento disponiveis, podendo ser fisicos, quimicos, biolégicos ou uma
combinagao entre eles (PETRI, 2010)

Para a remocao das hemiceluloses podem ser usadas solugdes acidas que solubilizam as
hemiceluloses, ou mesmo a agua em temperaturas acima de 180°C, auto catalisado pelos

acidos organicos contidos nas hemiceluloses, em especial o acido acético (FONTECHA, 2011).

Durante o pré-tratamento tem que se avaliar suas vantagens junto com os custos da
aplicacdo e suas consequéncias em etapas posteriores do processo levando em consideracao o
tipo de biomassa que é utilizada (MOSIER, 2005).

E dificl uma comparacdo direta dos diferentes tipos de pré-tratamentos visando
conhecer os rendimentos resultantes de acucar convertido apds hidrdlise, devido as variages de

como os rendimentos sao relatados e quais aclicares estao incluidos.
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4.5.1. PRE-TRATAMENTO FISICO

Os pré-tratamentos fisicos sdo aqueles caracterizados pela fragmentacdao do material
através de uma acdo mecanica, sendo que essa fragmentagdao ndo altera sua composicao
quimica (SZCZODRAK e FIEUDUREC, 1996).

SILVA et al. (2010) comparou a eficacia de dois diferentes tipos de moagem, moinho de
faca e moinho criogénico, na eficiéncia do pré-tratamento do bagaco de cana-de-aclcar e da
palha. Os materiais pré-tratados foram caracterizados por difracdo de raios X, granulometria e
microscopia eletronica de varredura, além da avaliagdo através da hidrélise enzimatica e
fermentacdo. Os rendimentos de glicose e xilose do bagaco pré-tratado pela moagem
convencional foi 78,7% e 72,1%, respectivamente, e para palha os rendimentos foram de
77,6% e 56,8%, respectivamente. Usando a moagem umida (moinho criogénico), o rendimento
de glicose e xilose foram de 49,3% e 36,7% para bagago e 68,0% e 44,9% para palha. Foi
verificado que a moagem melhorou a hidrdlise enzimatica através da diminuicdo da

cristalinidade da celulose.

4.5.2. PRE-TRATAMENTO BIOLOGICO

Neste tipo de pré-tratamento, o material lignoceluldsico é submetido a acdo de
determinadas enzimas ou microrganismos. O objetivo é degradar a lignina e hemicelulose,
eliminando as barreiras que protegem a celulose, tornando-a mais accessivel para posterior

ataque enzimatico (FAN et al., 1987).

4.5.3. PRE-TRATAMENTO FiSICO-QUIMICOS

Nesta categoria incluem-se misturas de pré-tratamentos tais como a explosao a vapor
com reagentes quimicos. Um tipo de pré-tratamento fisico-quimico é o processo de explosdo de
fibora com amoénia (AFEX-Ammonia fiber expansion), o qual normalmente se realiza com
concentracdoes de amoOnia na proporcdo 1:1(g amonia/g de biomassa seca) em temperaturas
que podem ser desde ambiente com tempos de pré-tratamentos de 10 a 60 dias, a
temperaturas de até 120°C, com uma duracdo de alguns minutos (ALIZADEH et al., 2005).
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Segundo ALIZADEH et al. (2005), é possivel observar um aumento de até seis vezes na

conversao da hidrolise enzimatica.

Outro pré-tratamento fisico-quimico é a explosao a vapor com CO,, o qual é feito em
altas pressoes e temperaturas (até 200°C), durante alguns minutos. Este tipo de pré-tratamento
produz liquidos que podem ser acidos, os quais hidrolisam facilmente a hemicelulose. O CO,
também pode ser aplicado como CO, supercritico (35°C, 73 bars), podendo incrementar o
rendimento de glicose em 50 — 70%, quando se trabalha com o bagaco (ZHENG et al.,, 1998),
fato este causado provavelmente pelo aumento do tamanho dos poros.

Entre as vantagens do pré-tratamento com explosdo a vapor estdo o tamanho de
particula do material requerido (15 — 30 mm), que é consideravelmente superior a os utilizados
em outros tipos de pré-tratamentos, reduzindo assim os custos de moagem do material
(BALLESTEROQS, 2002). Além de nao empregar catalisadores acidos, o que reduz os efeitos

ambientais.

Entre suas limitacdes se encontram a destruicao de uma parte das xilanas da
hemicelulose, a incompleta ruptura da matriz lignina-carboidratos e a geracao de compostos que
podem ser toxicos para os microrganismos empregados no processo de fermentacdo apds a
hidrélise enzimatica. Quando os compostos toxicos sao formados, o material pré-tratado deve

ser lavado com agua para eliminagao os produtos inibidores (McMILLAN, 1994).

4.5.4. PRE-TRATAMENTO QUIMICO

Os pré-tratamentos quimicos podem ser definidos como técnicas que envolvem agentes
quimicos tais como acidos, bases e solventes organicos. Estes pré-tratamentos tém como
objetivo aumentar a superficie do substrato por inchamento das fibras e a remogdo da
hemicelulose e lignina, tornando a celulose mais acessivel para a hidrdlise enzimatica (MOISER
et al., 2005).

Um pré-tratamento quimico bastante utilizado é o com &acido diluido (GALBE e ZACCHI,
2002). Este tipo de pré-tratamento utiliza diferentes classes de acidos: sulfurico, cloridrico,

fosférico, nitrico e formico (GALBE e ZACCHI, 2002), sendo os mais utilizados industrialmente o
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acido cloridrico e o sulfurico. A principal reagdo que ocorre no pré-tratamento acido € a hidrdlise
das hemiceluloses. As hemiceluloses podem ser submetidas a reacdes hidroliticas, produzindo
inibidores como furfural e hidroximetilfurfural (HMF), além de outros produtos (FENGEL e
WEGENER, 1989). Durante o pré-tratamento acido, a lignina pode ser rapidamente precipitada
(LIU e WYMAN, 2003).

Outro pré-tratamento quimico que vem sendo bastante explorado é a oxidacao Umida.
Um pré-tratamento oxidativo consiste na adicao de compostos oxidantes, como o perdxido de
hidrogénio (H,0,), sobre a biomassa, que esta submergida em agua. Durante o pré-tratamento
oxidativo podem ocorrer reagbes como rompimentos de ligacdes alquil e aril-éteres ou de
nlcleos aromaticos (HON e SHIRAISHI, 2001). O emprego de alcalis diluido, como o hidrdxido
de sédio (NaOH), também é bastante estudado. Normalmente sdao empregadas solucdes de
soda diluida, onde o material lignoceluldsico é submergido a 60°C, por 24 horas, produzindo um
inchamento da biomassa e ocasionando reacdes como solvatacdo e saponificacdo. Este pré-
tratamento promove a remocdo das hemiceluloses e lignina, tornando o material mais acessivel
para as enzimas. Neste pré-tratamento, a perda de polissacarideos é causada principalmente

pelo rompimento dos radicais finais e pelas reagdes hidroliticas (FENGEL e WEGENER, 1989).

4.5.4.1. PRE-TRATAMENTO ALCALINO

Sao pré-tratamentos que melhoram a digestibilidade da celulose. Dependendo do tipo de
catalisador utilizado, os pré-tratamentos alcalinos podem ser divididos em dois grupos: os que
utilizam solugdes alcalinas como hidréxido de sddio (NaOH) ou hidréxido de calcio (Ca(OH),) e
aqueles que usam amonia (NHs) para fazer a remocao da lignina e parte das hemiceluloses
(WYMAN, 2005; HAMELINCK, 2005; SUN, 2002). Este tipo de pré-tratamento aumenta a
acessibilidade das enzimas celulases no momento da hidrdlise enzimatica, promovendo menor
degradacdo dos aclcares, podendo ser feito a baixas temperaturas, tempos relativamente
longos e elevada concentracdo de base (SILVA et al,, 2010). Segundo KUMAR et al. (2009), pré-
tratamentos com solucdo diluida de NaOH promoveram efeitos sobre o material lignoceluldsico,
como por exemplo, aumento na superficie interna, diminuicdo no grau de cristalinidade e

polimerizacdo, além de uma separacao estrutural das ligacdes entre a lignina e celulose.
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ZHAO et al. (2007) observaram que os pré-tratamentos alcalinos foram o método mais
eficaz para romper as ligacdes entre a lignina, hemiceluloses e celulose, evitando a
fragmentacao dos polimeros de hemicelulose. Encontraram que o pré-tratamento com NaOH
obteve uma proporcdo mais elevada na conversdo enzimatica da celulose em comparagao com

0s pré-tratamentos acidos.

Segundo TAHERZADEH e KARIMI (2008), quando a palha de soja foi pré-tratada com
solugdo amoniacal de 10% durante 24 horas a temperatura ambiente, as hemiceluloses e a
lignina diminuiram de 45% para 41% e de 30% para 16%, respectivamente. Os autores ainda
afirmaram que os pré-tratamentos alcalinos demonstram ser mais eficientes quando

empregados em residuos agricolas ao invés de residuos da madeira.

4.5.4.1.1. PRE - TRATAMENTO COM HIDROXIDO DE CALCIO (CA(OH),) OU CAL

O hidréxido de célcio (Ca(OH),) ou cal é usado como reagente no pré-tratamento de
residuos lignocelulésicos como a palha e o bagaco de cana-de-acucar, entre outros, tornando
mais eficiente a conversao enzimatica (CHANG et a/,, 1997 e 1998; KAAR et al., 2000).Trata-se
de um reagente de baixo custo que pode ser recuperado no sistema de reagao mediante a

formacao de carbonato de calcio por precipitacdo no meio reacional (KUMAR, 2009).

4.5.4.1.1.1. MODO DE ACAO DA CAL

A estrutura da lignina é modificada pela presenca de um alcali. A modificacdao se da, em
um primeiro momento, pela degradacao da lignina em unidades menores e logo os grupos
hidrofilicos (OH-) sdo introduzidos na macromolécula. A deslignificacdo alcalina é acompanhada

da degradagao de diversos carboidratos (celulose e hemiceluloses).

A funcao do oxigénio nas reacdes de deslignificacdo esta dirigida a degradacao da
lignina. A Figura 4.15mostra que, as reacoes de deslignificacdo com a presenca de oxigénio nao
sao suficientemente seletivas para preservar os carboidratos da biomassa (RAMIREZ, 2005).
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Segundo LOPEZ (2000), no pré-tratamento com hidréxido de célcio o cation Ca* se
deposita na matriz da celulose na forma de carbonato de calcio, podendo ser observado através
das técnicas de microscopia eletronica de varredura (MEV), difragdo de raios X (DRX),
espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier (FTIR) e andlises

termogravimétricas.
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Figura 4. 15: As unidades quimicas estruturais associadas com a lignina no tecido lenhoso
(LOPEZ, 200).

PLAYNE (1984) realizou um pré-tratamento de bagaco de cana com cal a temperatura
ambiente e com tempos de até 192 h para melhorar a digestibilidade enzimatica da celulose,
obtendo um aumento no rendimento de hidrolise de 20 para 72% apds o pré-tratamento.
Também foi demonstrado que em temperaturas mais elevadas e menores tempo de reacao,

houve maior eficiéncia no pré-tratamento com cal.

CHANG et al., (1997) utilizaram cal no pré-tratamento da switchgrass onde as melhores
condigBes foram: 2h de pré-tratamento, a 100-120°C, com uma carga de cal de 0,1 g Ca(OH),/g
de biomassa seca, e uma proporcao de agua de 9 mL/g de biomassa seca. Em outros estudos
desenvolvidos pelos mesmos autores, foi identificado que os tamanhos das particulas
influenciaram no pré-tratamento. O rendimento de acglcares redutores foi cinco vezes maior do
que da biomassa switchgrass nao pré-tratada, enquanto que para a xilose e glicose os
rendimentos foram sete vezes maiores. O balanco de massa demonstrou que cerca de 10% de
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glucana foi solubilizada quando realizado o pré-tratamento com cal, enquanto que 26% e 29%

de xilana e lignina, respectivamente, foram solubilizadas.

Em trabalhos realizados por CHANG et a/. (1998), a cal foi usada como reagente no pré-
tratamento para melhorar a digestibilidade na hidrélise enzimatica de dois residuos: bagaco de
cana-de-agucar e palha de trigo. Os estudos sugeriram que para os tempos de pré-tratamento
curtos (1-3 horas), altas temperaturas (85-135°C) foram necessarias para obter elevados
rendimentos de aclcar. Para tempos de pré-tratamento de 24 horas, baixas temperaturas (50-
65°C) foram eficazes. A carga de cal recomendada foi de 0,1g Ca(OH),/g de biomassa seca,
sendo que a quantidade de agua ndo influenciou significativamente a digestibilidade. O
rendimento em glicose aumentou de 153 para 659 mg glicose/g biomassa seca e para o pré-
tratamento da palha de trigo aumentou de 65 para 650 mg glicose/g biomassa. Os autores

conseguiram remover 86% da cal presente no bagaco pré-tratado através de lavagens.

KIM e HOLTZAPPLE (2005) pré-trataram palha de milho com hidréxido de calcio na
condicao de 0,5 g Ca(OH),/g de biomassa bruta, mantendo-se em 55°C, durante quatro
semanas, com aeracao do material pré-tratado. Foram observadaa conversdes de glucana e
xilana em glicose e xilose de 91,3% e 51,8%, respectivamente, quando a hidrélise enzimatica
foi realizada com 15FPU/g de material seco pré-tratado. Durante a etapa de pré-tratamento,
somente 0,073g Ca(OH),/g de palha de milho bruta foram consumidas. Quase todos os grupos
acetil da biomassa foram retirados, com uma solubilizacao de aproximadamente 87,5% da
lignina. O rendimento global de glicose e xilose foram de 93,2% e 79,5%, respectivamente, na
hidrélise com 15FPU/g de biomassa seca pré-tratada. A fracdo liquida do pré-tratamento com

hidréxido de calcio ndo teve efeito inibidor no etanol durante a etapa de fermentacao.

Segundo SAHA e COTTA (2007), a concentragao obtida de glicose para a palha de trigo
pré-tratada com cal (100 mg de cal/g palha, 121°C, 1h) foi de 8,6% (m/v), quando submetida
as condicoes de hidrdlise de 45°C, pH 5,0, durante 120 h, com uma mistura enzimatica de
celulase, B-glicosidase e xilanase. A concentracdo de etanol obtida do material pré-tratado com
cal foi 20,6 £ 0.4 g/L com um rendimento de 0,26 g/g palha de trigo, empregando
sacarificacao e fermentacao simultaneas, a partir da utilizacdo de £. Coli nas condicdes de pH
6,0 e 35°C durante 72 horas.
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RABELO et al. (2009) estudaram o pré-tratamento de bagaco de cana com hidrdxido de
calcio utilizando um planejamento composto central, considerando o tempo de pré-tratamento,
temperatura e quantidade de cal como variaveis. A resposta avaliada foi o rendimento de glicose
a partir do bagaco pré-tratado apds a hidrdlise enzimatica. Experimentos foram realizados
utilizando bagago integral e com uma granulometria de 0,248-1,397 mm (12-60 mesh). Foi
observado que o tamanho das particulas apresentou influéncia na liberagdo de agucares
fermentaveis apds hidrdlise enzimatica utilizando baixa carga de celulase e B-glicosidase, 3,5
FPU/g de biomassa seca pré-tratada e 1,0 UI/g de seca biomassa pré-tratados,

respectivamente.

No trabalho de FUENTES (2009), o pré-tratamento do bagaco de cana-de-agicar com
hidréxido de célcio foi realizado de acordo com um planejamento composto central 2°, com o
objetivo de avaliar a influéncia do tempo de pré-tratamento (h), temperatura (°C) e
concentracao de hidréxido de calcio (m/m) na liberacao de aglcares apds a hidrdlise. A maxima
producdo de glicose com o pré-tratamento realizado a 90°C, durante 90 h e com uma carga de
cal de 0,4 g/g biomassa seca foi de 228,45 mg/g biomassa seca, correspondente a 409,9 mg/g
de biomassa seca de aclcares redutores totais (ART). O rendimento de glicose nas condicoes
otimas de pré-tratamento e hidrolisadas com 5 FPU de celulase/g biomassa bruta e 1 CBU de B-

glicosidase/g biomassa bruta, foi de 59,64%.

RABELO (2010), ao comparar dois pré-tratamentos (hidroxido de célcio e perdxido de
hidrogénio alcalino), avaliando varidveis como tempo, temperatura e concentracdo de Ca(OH),,
verificou que todas as varidveis foram significativas com 90% de confianca, quando o pré-
tratamento foi feito com Ca(OH),. As condicOes 6timas operacionais de pré-tratamento foram de
90 h, 90°C e 0,47 g/g de cal, obtendo-se rendimento global de 51,78%. Em relagdo a etapa de
otimizagao enzimatica, foi possivel converter 90,8% da celulose presente no material pré-
tratado com carga enzimatica de 50,0 FPU/g de biomassa seca pré-tratada de celulase, e 25,0
CBU/g biomassa seca pré-tratada de B-glicosidase. Os hidrolisados obtidos para cada pré-
tratamento ndo apresentaram qualquer problema em relacao a fermentabilidade, obtendo-se

rendimentos em etanol prédximos ao estequiométrico.

Segundo XU et al, (2010), a cal foi usada no pré-tratamento da switchgrass para
melhorar a digestibilidade enzimatica a baixas temperaturas (21 e 50°C) e comparada com o
pré-tratamento com a de 121°C. Os efeitos do tempo de pré-tratamento, carga de cal,
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concentracdo da biomassa e lavagem do material pré-tratado em relacao a eficiéncia da
liberacdo dos acgucares fermentesciveis apds hidrélise enzimatica foram investigados. Nas
melhores condicdes de pré-tratamento (50°C, 24 h, 0,10 g cal/g biomassa bruta e 100 mL de
agua/g de biomassa bruta), os rendimentos de glicose, xilose e aclcares redutores totais
atingiram 239,6; 127,2 e 433,4 mg/g de biomassa, que foram, respectivamente, de 3,15; 5,78 e
3,61 vezes maiores que os valores observados para a biomassa nao tratada.

4.5.1.2. PRE-TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO ALCALINO

O perdxido de hidrogénio alcalino pode ser usado no pré-tratamento da biomassa. Neste
tipo de pré-tratamento, a biomassa é submergida em uma solucdo de perdxido de hidrogénio
com pH ajustado (11-12, utilizando NaOH) a temperatura ambiente por um determinado periodo
de tempo (6 — 24h) (TAHERZADEH e KARIMI, 2008).

Segundo CARDOSO et al. (2011), o mecanismo de reacdo é semelhante ao da hidrdlise
alcalina, mas é complementado com efeito oxidante direto sobre a lignina. A adicao da base
hidréxido de sddio ao perdxido de hidrogénio faz com que a solucao se torne um agente efetivo
na deslignificacdo e solubilizacdo das hemiceluloses. Isto é devido a formacdao do anion
hidroperdxido (HOO™), formado em pH alcalino, que se apresenta como a principal espécie ativa
no peroxido. Em contraste, perdxido de hidrogénio é instavel nas condicdes alcalinas e
decomp0e em radicais hidroxila ("OH) e superdxido (O;). Estes radicais sdo responsaveis pela
oxidacdo da estrutura da lignina, na qual ataca os grupos hidrofilicos, quebrando algumas
ligacOes e, eventualmente, levando a dissolugao da lignina e das hemiceluloses (SUN, 2002;
TAHERZADEH M, 2008)

Segundo AZZAM (1989), as condicdes mais importantes de estudo para o pré-tratamento
com H,0, incluem o tempo de reacdo, a concentracdo do perdxido de hidrogénio e a
temperatura do pré-tratamento. O perdxido de hidrogénio reage com a lignina sob certas
condicoes, e tem sido largamente usado por varios anos como branqueador em polpas de
madeira altamente lignificadas para a producao de papel (BAILEY, 1975).

O pré-tratamento alcalino com perdéxido de hidrogénio em residuos lignoceluldsicos,
como o bagaco de cana-de-aglcar, aumenta significativamente a susceptibilidade a hidrdlise
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enzimatica e, consequentemente, a producao de etanol (TAHERZADEH, 2008). Segundo KUMAR
(2009),0s inibidores furfural e hidroximetilfurfural (HMF) nao foram detectados no processo, o
que favoreceu a fermentacdo. Nao ha emprego de altas temperatura e pressao neste processo.
0 H,0, em relacdo ao ar/oxigénio nao requer equipamentos caros de alta pressdao com excecao
de algumas questdes de seguranca (TAHERZADEH, 2008).

CURRELI et al. (1997) sugeriram duas etapas para o pré-tratamento alcalino/oxidativo
brando, baixas temperaturas (25-40°C) e concentracdo de produtos quimicos. Na primeira
etapa, o pré-tratamento alcalino foi realizado com uma concentracdo de NaOH de 1% por 24 h.
Nessa etapa, foi observada uma grande solubilizacao das hemiceluloses. Na segunda etapa foi
realizada a etapa de oxidagao alcalina com 1% de NaOH e 0,3% H,0, por 24 h, afim de

solubilizar e oxidar a lignina.

SUN et al. (2005) estudaram a palha de trigo usando pré-tratamentos com base na
explosdo a vapor seguido de um ataque com perdxido de hidrogénio alcalino. O rendimento de
celulose obtido foi de 40% nas condicOes 6timas de pré-tratamento de explosao a vapor a
220°C, 22 bar e 3 min. O pré-tratamento provocou uma solubilizagdo significativa de
hemiceluloses. Apds a utilizacdo do perdxido alcalino (2% de H,0, a 50°C durante 5 horas e pH

11,5) houve uma dissolucao substancial de lignina e aumento da cristalinidade da celulose.

SAHA e COTTA (2006) avaliaram o pré-tratamento com H,0, e sua posterior hidrdlise
enzimatica, empregando a palha de trigo. A melhor condicao de pré-tratamento foi obtida
quando se empregou uma solucao de 2,15% de H,0, a pH=11,5, temperatura de 35°C e tempo
de 24 horas, com condicoes na hidrdlise enzimatica de 45°C, pH 5 e tempo de 120 horas. O
rendimento de acglcares foi de 672 mg/g de biomassa, dando um rendimento de 96,7%. Em
outro estudo SAHA e COTTA (2007) demonstraram que o pré-tratamento com peroxido alcalino
foi um método eficiente para a casca de arroz, resultando em uma conversdo da celulose de
96%, apds a hidrolise enzimatica. As condicdes Otimas de pré-tratamento foram obtidas
empregando 7,5% de H,0, (v/v) a pH 11,5, com uma temperatura de 35°C e tempo de 24
horas,

MISHIMA et al. (2006) estudaram a hidrdlise enzimatica de duas plantas aquaticas:
alface d’agua e aguapé. Foram realizados 20 tipos de pré-tratamentos quimicos para a obtencao

de aclcares e estes foram comparados a fim de melhorar a eficiéncia da hidrdlise enzimatica.
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Os resultados mostraram que os pré-tratamentos alcalino/oxidativo em que o NaOH e H,0,
foram utilizados, tornaram-se os mais eficazes em termos de rendimentos de acucares

fermentesciveis apds a etapa de hidrdlise enzimatica.

RABELO et al. (2008) avaliaram as interacOes das varidveis que influenciam os pré-
tratamentos do bagaco de cana-de-agucar realizados com perodxido de hidrogénio alcalino e com
hidroxido de calcio. Para o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio, o melhor resultado foi
com obtido empregando 7,36% de perdxido, a 25°C durante 1 h. Os autores concluiram que os

dois processos promoveram elevados rendimentos de glicose e agucares redutores totais (ART).

GARCIA (2009) obteve dados experimentais da cinética de pré-tratamento com perdxido
de hidrogénio alcalino e cinética de hidrdlise enzimatica posterior do bagaco de cana-de-agucar.
O pré-tratamento foi realizado nas condigbes determinadas como étimas para este processo
com concentragdes de 8% (m/m) de bagaco, 11% (v/v) de peroxido de hidrogénio a pH 11,5.
Os dados experimentais para o pré-tratamento foram obtidos nas temperaturas de 25, 45 e
65°C, analisando-se os teores de lignina, celulose e hemiceluloses em funcdo do tempo de pré-
tratamento. A 25°C houve menor deslignificagao em relacao a 65°C, mas nao houve degradacao
da celulose. Foram realizadas hidrélises enzimaticas fixando-se a massa de bagaco em 3%
(m/m) e variando-se as concentracoes de celulase e B-glicosidase de acordo com um
planejamento fatorial completo 2°. Os melhores resultados foram obtidos com cargas
enzimaticas de celulase 500 FPU/L e B-glicosidase 500 CBU/L.

BANERIJEE et al,, (2011) estudaram os efeitos de concentragao de biomassa (palha de
milho), concentracdo de perdxido de hidrogénio, tempo de residéncia e controle de pH com
mistura enzimatica otimizadas de quatro enzimas comerciais. O pré-tratamento foi realizado a
temperatura de 23°C a pressao atmosférica. Apds o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio
alcalino, a biomassa foi neutralizada com HClI mas sem efetuar a lavagem do material. Apds
hidrélise enzimatica, rendimentos de 77% em glicose foram obtidos utilizando quando o material
foi pré-tratado com uma concentracdo de solidos de 15%, empregando 0,125 g H,0,/g
biomassa com ajuste de pH, com 48 horas de hidrdlise enzimatica, utilizando uma mistura de

enzimas comerciais.
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4.6. FORMAGCAO DE INIBIDORES NA ETAPA DE PRE-TRATAMENTO

Os produtos de degradacdo, que sao potenciais inibidores da fermentagao, sao
agrupados em trés categorias (DOMINGUEZ, 2003): Derivados de furano; Acidos alifaticos de

baixa massa molecular;Derivados fendlicos.

Em consequéncia das altas temperaturas empregadas nos pré-tratamentos, os agucares
originados desta hidrdlise, principalmente das hemiceluloses, se degradam originando os
compostos derivados do furano: o furfural formado a partir da degradacao das pentoses (xilose
e arabinose) e o 5-hidroximetilfurfural (HMF) formado como consequéncia da degradagao das
hexoses (glicose, manose e galactose). Dentro dos compostos alifaticos podem ser encontrados
0 acido formico, resultante da degradacao do furfural, e o acido levulinico, resultante da
degradacdo do HMF. Adicionalmente pode se encontrar acido acético procedente da hidrdlise
dos grupos acetil presentes nas hemiceluloses, como pode ser observar na Figura 4.16
(PALMQVIST, 2000).

A lignina também sofre degradacdo durante o pré-tratamento, originando uma grande
variedade de compostos fendlicos. MUSSATTO (2004) relacionou a presenca de aldeidos
provenientes da degradacdo da lignina como principal fator de inibicdo da fermentacao. Além da
producdo de compostos tdxicos, € preciso que o pH do hidrolisado seja neutralizado para que o
meio seja propicio para a fermentagao (TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

Dentre os compostos inibidores, o acido acético formado a partir da degradacdo das
hemiceluloses tem sido apontado como um dos principais inibidores do metabolismo microbiano.
O efeito inibidor do acido acético estd diretamente relacionado a acidez do meio e,

principalmente, a concentragao deste no meio de fermentacdo (FERRARI et a/., 1992).

Os extrativos, que sdo diferentes tipos de resinas (acidos graxos, terpendides, e ceras) e
compostos fendlicos (flavondides, taninos, etc.), mesmo em baixa concentracao na biomassa /in
natura, também podem agir como inibidores dos microrganismos empregados na fermentacao
dos hidrolisados (ROSSELL, 2006).
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Figura 4. 16: Modelo de formacdo de compostos inibidores da fermentacdo, adaptado (DOMINGUEZ, 2003; PALMQVIST, 2000).
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4.7. HIDROLISE ENZIMATICA

Devido a protecao da celulose pelos outros componentes da biomassa, a quebra deste
polimero se torna bastante dificil (ROSA, 2009; GARCIA, 2009).

O processo enzimatico é conduzido em condicdes brandas de temperatura e pH
(temperatura entre 45°C e 50°C e pH entre 4,8-5,0), sendo que a hidrdlise completa da celulose
requer a acdo combinada de mdltiplas enzimas (celulases) com especificidades diferentes sobre
0 substrato (KOVACS et al, 2009). As enzimas celulases sdo produzidas por varios
microrganismos, geralmente por bactérias e fungos, os quais podem ser aerdbios ou

anaerobios, mesofilos ou termofilicos (BALAT, 2011).

As enzimas celuloliticas sdo caracterizadas por realizar a hidrélise das ligagdes O-
glicosidicas da celulose, estdo divididas em trés grandes grupos, com base no modo de catalise

sobre a fibra de celulose:

Endo-1,4-B-D-glucanases ou endoglucanases, que quebram as ligacdes glicosidicas das

cadeias de celulose criando novos terminais;

Exo-1,4-B-D-glucanases ou celobio-hidrolases, responsaveis pela acdo nas cadeias

terminais levando a formacdo de celobiose;
1,4-B-D-glicosidases, que hidrolisam a celobiose a glicose (PETRI, 2010).

A Figura 4.17 é uma representacao simplificada da acdo enzimatica de cada uma das
classes de enzimas As endoglucanases iniciam a hidrolise da celulose através da clivagem
randomicamente das ligagdes internas nas microfibrilas que se encontram nas regides amorfas,
hidrolisando ligacdes B-(1,4) glicosidicas, diminuindo o comprimento gerando novas
extremidades livres. Estas enzimas sdo responsaveis pela reducdo do grau de polimerizacao que
ocorre através solubilizacdo do polimero celulésico, devido a sua hidrdlise em oligossacarideos
(CASTRO, 2006).

As exoglucanases (exo-1,4-B-D-glucanases) As glucano hidrolases, sao capazes de liberar
glicose diretamente da fibra celuldsica, atuam nos terminais redutores das cadeias de celulose,
liberando D-celobiose, que pode ser detectada pelas técnicas de cromatografia (LIU, 2003).

64 Olga Lucia Bayona Ayala



AW
-

UNICAMP

Capitulo 1V. Revisdo da Literatura

Essas enzimas geralmente sofrem inibicao pelo seu préprio produto de hidrélise (celobiose),
(FERREIRA, 2010)

As enzimas B-D-glicosidases ou B-D-glucosideglucohidrolases catalisam a liberacdao de
unidades monoméricas de D-glicose a partir da celobiose. A agao das B-glucosidases é
caracterizada pela quebra na ligacdo B-1,4 quando o grupo carboxil do residuo conservado de
acido glutdmico do sitio ativo doa um préton para a ligacdo e o ion carbbnio formado é
estabilizado pelo residuo de acido aspartico. A atividade catalitica pode ser medida através da
andlise dos produtos por cromatografia ou mesmo por espectrofotometria (WYMAN, 2005;
FERREIRA, 2010).
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Figura 4. 17: Representacao esquematica de um sistema celuldsico, observando os sitios de

maiores atividades das enzimas celulésicas (adaptado de ARO et al., 2005).

4.7.1. MELHORIA NA HIDROLISE ENZIMATICA

A cristalinidade da celulose, area superficial, presenca da lignina e das hemiceluloses,
assim como o grau de polimerizagdo da celulose sdao os principais fatores que afetam a

degradacao dos materiais lignoceluldsicos pelas enzimas (WYMAN, 1996).
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4.7.1.1. CRISTALINIDADE DA CELULOSE

As microfibras da celulose tém duas regides, sendo uma cristalina e outra amorfa. A
cristalinidade delas é dada pelas quantidades relativas destas duas regides. A maior parte da
celulose (cerca de 2/3 do total) encontra-se na forma cristalina (CHUM et al., 1985). Assim,
materiais com alta cristalinidade sdao mais resistentes ao ataque enzimatico e a diminuicao da
cristalinidade aumenta a digestibilidade do material lignocelulésico (FAN e BEARDMORE, 1980).

4.7.1.2. EFEITO DA LIGNINA

A celulose e as hemiceluloses estdo conectadas entre si pela lignina, que é o composto
responsavel pela rigidez estrutural e inchamento do material lignoceluldsico. Sendo assim, o
conteudo da lignina e sua distribuicao, constituem o fator mais importante do impedimento dos
materiais lignoceluldsicos ao ataque enzimatico, sendo de extrema importancia os processos de
deslignificacao para melhorar, especialmente, a taxa da hidrdlise enzimatica (TAHERZADEH;
KARIMI, 2008).

4.7.1.3 EFEITO DAS HEMICELULOSES

As hemiceluloses s3o uma barreira fisica que envolve as fibras de celulose, protegendo-
as no momento do ataque enzimatico. Muitos métodos de pré-tratamento tém demonstrado que
as hemiceluloses podem ser solubilizadas, tendo como consequéncia uma melhora no
rendimento da hidrdlise enzimatica. A maioria destes pré-tratamentos também solubiliza parte

da lignina, aumentando consideravelmente a eficiéncia da hidrélise (WYMAN, 1996).

As hemiceluloses podem ser hidrolisadas faciimente pelas enzimas hemiceluloliticas.
Além disso, um pré-tratamento adequado com acido diluido pode solubilizar as hemiceluloses,
reduzindo a necessidade de usar misturas de enzimas no momento da hidrélise para a
degradacao de biomassa (SAHA et al., 2005).

Outros fatores que afetam a hidrolise enzimatica da celulose sao a atividade da celulase

e as condicOes reacionais, especialmente a temperatura e o pH. Para melhorar o rendimento e a
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taxa da hidrdlise enzimatica, as pesquisas se concentram na otimizacao do processo de hidrdlise
e no aumento da atividade enzimatica (CANTWELL et a/., 1988; DURAND et al., 1988).

4.7.1.4. SUBSTRATOS

A concentragdo de substrato é um dos principais fatores que afetam o rendimento na
etapa inicial da hidrdlise enzimatica de celulose. Em niveis baixos de substrato, um aumento de
sua concentracao normalmente resulta em um aumento do rendimento e taxa de reagao da
hidrélise (CHEUNG e ANDERSON, 1997). Entretanto, alta concentragao de substrato pode causar
inibicao, reduzindo substancialmente a eficiéncia na hidrélise (HUANG,1991; PENNER e LIAW,
1994).

4.7.1.5. ATIVIDADE DA CELULASE

Aumentando a carga de celulase no processo, é possivel melhorar o rendimento da etapa
de hidrolise, mas também aumenta-se significativamente o custo do processo. Cargas de
celulase em torno de 10FPU/g celulose sdo normalmente utilizadas em estudos de laboratorio, ja
que fornecem um perfil de hidrélise com altos niveis de rendimento de glicose em um tempo de
48-72h (GREGG e SADDLER, 1996).

4.7.1.6. INIBICAO PELO PRODUTO FINAL

A atividade enzimatica da celulase é inibida pela presenca da celobiose e em menor grau
pela glicose. Varios métodos tém sido usados para reduzira taxa de inibicdo, como por exemplo,
0 uso de altas concentragdes de B-glicosidase durante a hidrdlise, a remogao de aglcar durante
a hidrolise por ultra filtracdo ou o uso simultaneo de sacarificacdo e fermentacdo simultédneas
(SSF) (SUN e CHENG, 2002).
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5.1. MATERIAIS
5.1.1. REAGENTES E OUTROS MATERIAIS DE CONSUMO

Para o desenvolvimento desta pesquisa e dos experimentos de cada uma das etapas do
trabalho foram utilizados diferentes reagentes, enzimas e alguns equipamentos para alcancgar os
objetivos propostos. Os reagentes estao apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5. 1: Reagentes utilizados no desenvolvimento da pesquisa.

Reagente, (Pureza) Marca
Acido Sulfdrico, (95-98%) Synth

Acido cloridrico, (37%) Synth

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

Alcool Etilico,( 99,5%) Synth

Fenol, (99%) Nuclear
Hidroxido de sddio, (95-100%) Synth
Hidroxido de calcio, (96%) Ecibra
Tartarato de sddio e potassio tetrahidratado, (99%) Vitec
D-(+)-glicose, (=99%) Synth
D-(+)-celobiose, (=99%) Fluka
DL-xiloseFluka, (=99%) Fluka
D-manose, (=99%) ChemService
DL-arabinose, (=99%) Fluka

HMF (hidroximetilfurfural) ChemService
Perdxido de hidrogénio alcalino Chemco

Além dos reagentes, outros materiais de consumo foram necessarios para a realizacao

dos experimentos:

a. Membrana GS em éster de celulose com poro de 0,22 um e 13 mm de diametro da

marca Millipore;

b. Membrana HA em ésteres de celulose com 0,45 pm e 47 mm de didmetro da marca

Millipore;

c.Seringa descartavel Injex 10 mL;
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d. Seringa Hamilton 25 pL;

e. Suporte para filtracdo swinnex em polipropileno com 13 mm de didmetro,

autoclavavel, da marca Millipore.

5.2. EQUIPAMENTOS
Os equipamentos utilizados para a execugao dos experimentos foram:
* Analisador de umidade por infravermelho IV 2000 da marca Gehaka
* Aparato soxhlet modelo MA — 188 da marca Marconi;
* Autoclave vertical modelo AV 50 da marca Phoenix;
* Balanca analitica da marca Bel Engineering com precisao de + 0,001 g;
* Balanca da marca Marte com precisao de + 0,01 g;
* Banho termostatizado modelo MA-184 da marca Marconi com precisao de + 0,01°C;

* Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC) (HPLC - High Performance Liquid
Chromatographic) da Waters, com injetor manual, bomba de injecao modelo 515, detector de
indice de refracdo modelo 410 e UV/Visivel modelo 2489, com software de integracdo Em power
2;

* Destilador de dgua da marca Quimis;

* EspectrofotOmetro UV Mini-1240da marca Shimadzu;

* Estufa com circulacao e renovacao de ar modelo MA-035 da marca Marconi;
* Medidor de pH modelo D 22 da marca Digimed, com precisao de 0,01;

* Mufla da marca Quimis;

* Espectrofotometro visivel marca FEMTO modelo 600S;
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* Incubadora refrigerada modelo MA 836 marca Marconi;

* Agitador mecanico modelo MA 259 marca Marconi;

* Reator de 1L de capacidade;

* Evaporador rotativo modelo MA 120 marca Marconi;

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

* Moinho de bancada modelo MA 630 marcara Marconi;

* Centrifuga modelo NT 810 marca Novatécnica;

*Peneira para analise e controle granulométrico malha 150TY marca Abronzinox;
* Peneira para analise e controle granulométrico malha 80TY marca Abronzinox.

*Microscopio Eletronico de Varredura com Detector de Energia Dispersiva de raios X.
Modelo MEV: Leo 440i

*Espectrofotdmetro NICOLET IR 100 FT-IR da marca THERMO

*Um difratdbmetro de raios X, com um tubo de cobre gerador de raios X com filamento de
tungsténio (A = 1,5418 R)e monocromador de grafite no intervalo angular de 5° a 80° (4ngulo
de Bragg - 26),

5.3. BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Foi utilizada como substrato palha de cana-de-aclUcar proveniente da usina Cerradinho

Acucar, Etanol e Energia S/A (Regido de Catanduva-SP), coletada em marco de 2009.

5.4. ENZIMAS

Foram utilizadas as enzimas celulase de 7ricoderma reesei ATCC 26921 (Sigma-Aldrich) e
B- glicosidase de Aspergillus niger C6105 (Sigma-Aldrich). O pH e temperatura étimas foram
determinados experimentalmente por RABELO (2010).
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5.5. PREPARAGCAO E ANALISE DA BIOMASSA
5.5.1. SECAGEM DA BIOMASSA

A palha de cana-de-agucar foi seca ao sol por 2 dias, sendo posteriormente moida em
moinho de martelete simplesmente para diminuicdo do tamanho e armazenada em sacolas

plasticas hermeticamente fechadas.

5.5.2. DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO DO TAMANHO DE PARTICULA NA
BIOMASSA

Foi utilizada como referéncia para determinacao da distribuicdo do tamanho de particula
na biomassa a metodologia descrita em RABELO (2010). O objetivo foi determinar a

granulométrica da palha de cana-de-agucar apdés moagem.

Para tanto, foram utilizadas séries de Taylor de 12,16,20,24,28,35,48 e 60 mesh para a
separacao do material. Inicialmente, as peneiras foram pesadas e empilhadas em ordem
crescente (de cima para baixo). Cerca de 60 gramas da palha de cana-de-agUcar foram
colocados na parte superior da série, sendo peneirados durante 15 minutos. Apds este periodo,
cada uma das peneiras foi novamente pesada para determinar a quantidade de material retido
em cada uma delas. O procedimento foi feito em triplicata. O calculo foi determinado segundo a
Equacdo 5.1 descrita por RABELO (2010).

M,
Fragdo,; % =| —————| x 100

[ZMI.]JFM_n
Equacéo 5. 1
Onde:

M.i: massa das particulas retidas na peneira de i mesh, em g;
M. . massa das particulas que nao foram retidas na peneira de n Mesh, em g.

n corresponde as peneiras de 16, 20, 24, 28, 35, 48 e 60 mesh
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5.6. CARACTERIZACAO QUIMICA DA PALHA DA CANA-DE-ACUCAR

Foram realizadas analises da composicdo quimica para a palha da cana antes e apos
cada etapa de pré-tratamento. Foram analisados o teor de umidade, cinzas, extrativos,

carboidratos, lignina soltvel e insolavel.

5.6.1. TEOR DE UMIDADE

O teor de umidade foi calculado utilizando o analisador de umidade por infravermelho IV
2000 da marca Gehaka. Foram colocadas 5,0 g do material Umido no prato de aluminio e
determinada a porcentagem de umidade no final do tempo, com uma precisao de 0,05g. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

O calculo da quantidade de material Umido a ser usado nos ensaios experimentais foi

determinado pela seguinte Equacao 5.2:

g MS * 100
100 — umidade

Equacéo 5. 2
Onde:

g MU = grama do material Umido.

g MS= grama do material seco.

5.6.2. DETERMINACAO DE CINZAS

Para determinacgao do teor de cinzas na biomassa, o estudo foi baseado no procedimento
descrito por SILVA (2009).

Inicialmente, foi determinado o teor de umidade das amostras usando o procedimento
descrito no item anterior. Esta umidade foi descontada da massa da amostra pesada para

realizagao do experimento.
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Cadinhos de porcelana de 50,0 mL foram calcinados e tarados, numerados e pesados em
uma balanca analitica com precisao de 0,01g, tendo suas massas anotadas (M,). Foram pesados
aproximadamente 2 g de material lignoceluldsico (base seca) em cada cadinho (My), tendo sido
estes cadinhos pré-calcinados a temperatura de 400°C, por aproximadamente 1 h. O material

foi, entdo, calcinado por 2h a 800°C.

Apds este periodo, a mufla foi desligada e esperou-se até que o material resfriasse.
Posteriormente, os cadinhos foram transferidos para um dessecador e efetuados a pesagem do
material. A calcinagao foi repetida por mais 15 min para verificar a constancia do peso (M.). As

analises foram realizadas em triplicata.

O teor de cinzas foi calculado a partir da Equacao 5.3:

) -M
% cinza=——< x 100
-M

M
M,

a

Equacéo 5. 3

Onde:
M,: massa do cadinho calcinado vazio, em g.
M,: massa do cadinho + massa da palha seca, em g.

M.: massa do cadinho com cinzas, em g.

5.6.3 DETERMINACAO DO TEOR DE EXTRATIVOS

A determinagao do teor de extrativos foi baseada na metodologia descrita por FUENTES
(2009). Foram pesados em cartuchos de extracao feitos de papel 4 g de palha, previamente
moida (20 mesh) e seca, e colocados para serem extraidos em um aparelho soxhlet. A cada
baldo do extrator foram adicionados 190 mL de alcool etilico (99% de pureza) e uma
quantidade de pérolas de vidro para controlar a ebulicdo. A extracdo foi considerada finalizada
quando o solvente que se encontrava em volta do cartucho de extragao tornava-se incolor,

sendo o solvente trocado por solvente fresco apds cada 12h de extragdo (até o final da extracado
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com alcool trocou-se o solvente 3 vezes). Em seguida, o solvente foi trocado por agua quente
para continuar a extracdo até retirar o restante de extrativos e o excesso de solvente da palha.
A agua foi trocada por agua fresca a cada 8h (3 trocas até o final da extracao). Apos esta etapa,
os cartuchos foram retirados e secos em estufa a 105°C até massa constante. As analises foram
realizadas em triplicata. O calculo do teor de extrativos foi baseado em FUENTES (2009), pela

Equacao 5.4

M, —Mf
% extrativos = T x 100
i Equacdo 5. 4

M= massa inicial de palha seca (g)

M¢= massa final da palha livre de extrativos (g)

5.7. DETERMINAGAO DE LIGNINA INSOLUVEL, SOLUVEL E ACUCARES.

A caracterizagdo quimica das amostras de palha bruta e palha pré-tratada foi realizada
empregando-se a metodologia analitica para biomassa de cana-de-agUcar descrita por SILVA
(2009).

Amostras de 1 g (massa seca) de palha de cana-de-agicar(moida a 20 mesh) foram
pesadas com precisao de 0,01g e transferidas para um tubo de ensaio de 70mL para serem
tratadas com 10 mL de H,SO, 72%, mantendo-se sob vigorosa agitacdo continua em um banho
termostatizado a 45,0 £ 0,5°C por 7 min.

A reacdo foi interrompida com a adicao de 50 mL de agua destilada, sendo a amostra
transferida quantitativamente para um frasco erlenmeyer de 500 mL, elevando-se o volume de
agua a 275 mL. Para uma hidrélise completa dos oligdbmeros restantes, o erlenmeyer foi fechado

com papel aluminio e autoclavado por 30 min a uma temperatura de 121 °C.

Apods a descompressao da autoclave, o erlenmeyer foi retirado, e resfriado a temperatura
ambiente e a mistura reacional filtrada e transferida para um baldo volumétrico de 500 mL, que
foi completado com a agua de lavagem do material retido no filtro. O baldao volumétrico que
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contém o hidrolisado foi armazenado para posterior analise de carboidratos e lignina soltvel. A
leitura da lignina soltvel tem que ser feita até 6 horas apds coleta do hidrolisado.

5.7.1. DETERMINAGAO DE LIGNINA KLASON (INSOLUVEL)

O material insoltvel retido no papel de filtro proveniente da etapa de hidrdlise acida para
caracterizacao quimica foi lavado com aproximadamente 4 L de agua destilada, para remogao
de acido residual (até pH proximo de 7), e seco em estufa a temperatura de 80°C até massa
constante. A porcentagem de lignina insoltivel em meio acido foi calculada em relagdao a massa
de material lignoceluldsico seco descontando-se a massa de cinzas presente na lignina, ja que

parte deste material é constituida pelas cinzas que sao insollveis em acido.

Os materiais resultantes da etapa de determinagdo de lignina insoltvel foram colocados
em cadinho de porcelana previamente calcinado e tarado. Posteriormente, estes materiais foram
pré-calcinados a temperatura de 400°C, por aproximadamente 1 h, e em seguida calcinou-se o
material por 2 h a 800°C. Apds a calcinacdo, o cadinho foi resfriado em dessecador e a massa
de cinzas determinada. A massa obtida foi utilizada para subtrair do teor de lignina descrito no

item 5.6.2 e entdo se obter a massa real de lignina insollvel.

O teor de lignina Klason foi calculado segundo a Equacao apresentada por FUENTES
(2009) pela Equacao 5.5.

- M
%% Teor de Lignina Klason =% x 100 — %cinzas

b Equacédo 5. 5
M,= massa da palha absolutamente seco, (g).
M,= massa do papel filtro tarado, (g).

Mya= massa do papel filtro + lignina insollvel seca, (g).
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5.7.2. DETERMINAGAO DE LIGNINA SOLUVEL

O teor de lignina soltvel foi determinado conforme o método Klason avaliado por
GOUVEIA et al. (2009).

A parte liquida do hidrolisado foi transferida para um baldao volumétrico de 500 mL, o
qual logo apods a transferéncia teve seu volume aferido com agua destilada. A quantidade de
lignina soltvel foi determinada pela medida de absorbancia a 280 nm em um espectrofotémetro
UV-visivel mini Shimadzu modelo 1240. Foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL
uma aliquota de 5mL do hidrolisado obtido da etapa de hidrdlise acida para caracterizacao
quimica dos materiais lignoceluldsicos, juntamente com 50 mL de agua destilada e 2 mL de
NaOH 6,5 mol/L (pH final préximo a 12) (SILVA, 2009).

Apos agitacao, o volume foi completado com agua destilada e essa mistura resultante foi
analisada no espectrofotometro. A Equacdo 5.6 corresponde a curva analitica da lignina

proveniente da palha no comprimento de onda de 280 nm.

_ )
Clig - (A280"’" 19??62*10 )

Equagdo 5. 6

Onde:
Ciiy: Concentragao de lignina soltvel no hidrolisado (g/L).
Assonm: Absorbancia do hidrolisado em 280 nm.

Em seguida, foi obtida a Equacdo 5.7 para determinacdo de lignina sollvel para a
palha(SILVA, 2009). A equacao considera a presenca de HMF e furfural, pois assim como a

ligni

na,

esse ¢ - (A’ZSOnm —(Ear * Crnr + Epury * Crupy) = 3,27 1072)
ig

. 19,6

dois compostos tém maxima absorbancia em 280 nm (OLIVEIRA, 2010).
Equacédo 5. 7

Cg: concentragdo de lignina solivel, em g/L.
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Ayiq: absorbancia da amostra de hidrolisado em 280 nm.

Chmr: concentracdao de HMF determinada por HPLC, em (g/L).
Crurr.: concentragao de furfural determinada por HPLC, em (g/L).
envr: absortividade do hidroximetilfurfural (114 L.g-1.cm-1).

€.+ absortividade do furfural (146,85 L.g-1.cm-1).

5.7.3. DETERMINAGAO DE CARBOIDRATOS POR CROMATOGRAFIA

As concentracdes de celobiose, glicose, xilose e arabinose presentes no filtrado da
hidrélise com acido sulflrico 72% do material lignoceluldsico foram analisados por HPLC. Foram
injetadas no cromatdgrafo liquido solucdes contendo celobiose, glicose, xilose e arabinose para
a construcdo das curvas de calibracdo, necessdrias para a quantificacdo dos carboidratos e
produtos de decomposicao. A curva foi realizada utilizando solugbes de concentragdes
conhecidas correlacionadas com suas respectivas areas obtidas apds injecao no cromatografo.
Os resultados foram utilizados para calcular uma concentracdo desconhecida de agUcares em

relagdo a uma area determinada e conhecida.

Aliquotas de aproximadamente 2mL de cada hidrolisado, obtido apds a etapa de filtracao
da hidrdlise acida, foram neutralizadas com carbonato de cdlcio a pH entre 5-6 (este
procedimento ndo foi feito para as amostras provenientes da hidrolise enzimatica). O carbonato
deve ser adicionado lentamente para evitar a formacdao de espuma. Os hidrolisados
neutralizados foram filtrados diretamente em vials utilizando filtros de membrana GS em éster
de celulose com poros de 0,22um (Milipore) e injetados com uma valvula Rheodyne (injecao
manual) equipada com alca de injecao de 20 yL em uma coluna Sugar Paks (Waters), utilizando
como fase mdvel agua deionizada filtrada e desgaseificada com fluxo de 0,5 mL/min.A
temperatura do forno foi de 75 °C. A deteccao de compostos separados foi feita com um
detector de indice de refracao (IR) modelo 410 da Waters com temperatura de detector de 40
°C. As concentracdoes de cada componente foram obtidas pela correlacdo entre as areas dos

cromatogramas e as curvas de calibragao.

As massas de celobiose e glicose foram convertidas em celulose, com os fatores de 0,95

e 0,90, respectivamente, como também as massas de xilose e arabinose foram convertidas para
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hemiceluloses empregando-se o fator de correcdo de 0,88. O calculo do teor de carboidratos foi

realizado com a Equagao 5.8 descrita por RABELO (2010).

C CAxV,
upeLc X X letrado] + 100

% aciicares =
Mb

Equacao 5. 8

Chpc = concentragao do agucar quantificado por HPLC, (g/L).

CA = Fator de correcdo para calcular a concentracdo polimérica dos aclcares dada a
concentracdo monomeérica dos acUcares (celobiose= 0,95, glicose= 0,9, xilose= 0,88, arabinose
= 0,88).

Viirado= Volume do hidrolisado filtrado, (0,285 L).

My = massa da palha seca, (g).

5.7.4. DETERMINAGCAO DE FURFURAL E HIDROXIMETILFURFURAL (HMF)

Furfural e hidroximetilfurfural foram quantificados por HPLC conforme metodologia
descrita por ZAUTSEN (2008). Foram utilizadas uma coluna delta pak C18 (15cm X
3,9mm)*5um 300A Waters, com pré-coluna, temperatura do forno de 25°C, fluxo de 0,5ml/min,
volume de injegcao de 10uL. A deteccao foi feita com detector de UV-VIS no comprimento de

onda de 280nm, com fase movel de acetonitrila 2,5% em acido fosforico 2mM.

O hidrolisado obtido na etapa de hidrdlise acida para caracterizagdo quimica dos
materiais lignoceluldsicos foi previamente diluido com agua na razdo de 1:5 sendo
posteriormente filtrado em membrana GS de celulose de diametro de poro de 0,22 um (Milipore)
para remocao de particulas solidas das amostras, e injetado com uma valvula Rheodyne
equipada com alca de injecao de 20 pL. Os compostos foram detectados em 276 nm por um
detector UV-visivel Waters. As concentragdes de furfural e hidroximetilfurfural foram

determinadas a partir das curvas de calibracao obtidas com os compostos puros.
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5.7.5. TEOR DE ACIDO ACETICO

O acido acético foi determinado por HPLC, em uma coluna sugar AS 101 (18,0mm ID
x300mm) (Shodex) e pré-coluna sugar SH-G (Shodex), utilizando-se como fase mdvel uma
solucdo de 0,01 mol/L de H,SO, com fluxo de 1mL/min, a temperatura de 30°C do detector IR e
50°C no forno.

O hidrolisado foi previamente filtrado em membrana GS de celulose de diametro de poro
0,22 pum (Milipore) injetado com uma valvula Rheodyne equipada com alca de injegao de 20 pL.
Os compostos foram detectados por indice de refracdo IR Waters. As concentracdes de acido

acético foram determinadas a partir das curvas de calibracao obtidas com o composto puro.

5.8. ANALISE DOS MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As amostras de palha de cana-de-agUcar foram fixadas com fita carbono em suporte de
aluminio (stubs) e submetidas ao recobrimento metalico de 10 nm de ouro em um metalizador
Sputter Coater POLARON Modelo SC7620 da Marca VG Microtech (Uckfield, Inglaterra). O
equipamento se encontra no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibragao (LRAC) pertence
a Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP.

As micrografias e/ou microandlises elementares de MEV foram obtidas em um
Microscdpio Eletronico de Varredura com Detector de Energia Dispersiva de raios X. Modelo
MEV: Leo 440i; Modelo EDS: 6070; Marca MEV/EDS: LEO Electron Microscopy/Oxford
(Cambridge, Inglaterra), utilizando-se tensao de aceleragao igual a 15 kV. As amostras foram
dispostas de forma que fosse possivel observar as modificacdes superficiais das fibras da palha

apods a etapa de pré-tratamento.

5.9. ANALISE DOS MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS POR DIFRATOMETRIA DE RAIOS
X (DRX)

Esta analise foi feita com o propdsito de se avaliar a mudanca de cristalinidade da palha
de cana-de-aclcar ap0s a etapa de pré-tratamento. Amostras moidas e devidamente secas do
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material foram preparadas para a andlise de difratometria de raios X, utilizando um difratdbmetro
de raios X, com um tubo de cobre gerador de raios X com filamento de tungsténio (A = 1,5418
R) e monocromador de grafite no intervalo angular de 5° a 80° (angulo de Bragg - 26), passo
angular de 0,05° e tempo de contagem de 1s. O equipamento se encontra no Laboratério de
Recursos Analiticos e de Calibragdo (LRAC) pertence a Faculdade de Engenharia Quimica da
UNICAMP.

O indice de cristalinidade dos materiais lignocelulésicos foi calculado conforme Equacao
5.9 descrita por SILVA (2009).

I. = LM] %100

002

Equacéo 5. 9
Onde

I. = indice de cristalinidade (%).

Iyo2 = intensidade do pico no plano cristalino 002 (26 = 22,6°).

I.m= intensidade do pico na fase amorfa (26 = 19,0°).

5.10. ANALISE DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Esta andlise foi realizada com o objetivo de avaliar mudancas na estrutura quimica da
palha de cana provocadas pelas etapas de pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino
ou hidréxido de calcio. As analises de FTIR foram baseadas na metodologia descrita por SILVA
(2009).

Amostras de palha de cana-de-agUcar foram previamente secas em estufa a 60°C
juntamente com KBr, sendo posteriormente resfriadas por 30 min em dessecador. Pastilhas de
KBr foram preparadas contendo 250 mg de KBr e 1,5 mg de amostra e compactadas
manualmente para formacdo da pastilha. O mesmo foi feito para a referéncia, contendo apenas
KBr. Em seguida, foram medidos os espectros na regido de 4000 a 400 cm™ em um
espectrofotdbmetro NICOLET IR 100 FT-IR da marca THERMO. Foi feita uma comparacao dos

espectros obtidos entre as amostras pré-tratadas com perdxido de hidrogénio alcalino ou com
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hidréxido de célcio e a amostra de palha bruta. O equipamento pertence a Faculdade de
Engenharia Mecanica da UNICAMP.

5.11. DETERMINAGAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

Para determinacao da atividade das enzimas foram preparadas solucdes com varias

concentragdes de enzimas em tampao citrato 0,05 mol/L e pH 4,8.

5.12. PREPARACAO DO TAMPAO CITRATO

O preparo do tampao citrato (0,05 mol/L pH 4,8, com 0,07g de azida) foi feito seguindo
a metodologia descrita por RABELO (2010), sendo este meio utilizado com o objetivo de evitar a

proliferagao de microrganismos.

Foram dissolvidas 10,5 g de acido citrico monohidratado em 37,5 mL de agua destilada.
Em seguida, foi adicionado hidréxido de sddio até que a solucdo atingisse o pH de 4,3, para
depois ser completado o volume de 50mL. Para que o pH atingisse o valor de 4,5, a solucao de
50 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L que foi completado com agua destilada

e assim, obter uma solugao tampao de citrato pH 4,8 a 1 mol/L.

5.12.1. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA CELULASE

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada partindo de uma solucdo de
celulase de diluicao 1:20. A partir dessa solugao, foram preparadas 5 novas diluicao em tampao

citrato.

O preparo do reagente DNS foi realizado segundo BAZAN (1993) e descrito por Rabelo
(2010). Para isto foram dissolvidos 10,6 g de acido dinitro-3,5-salicilico e 19,8 g de hidrdxido de
sédio em 1000 mL de agua. A esta mistura adicionou-se 7,6 mL de fenol fundido a 50°C e 8,3 g
de meta-bissulfito de sddio. O reagente foi guardado em um frasco ambar para proteger da

luz e nomeado como solucao mae de DNS.
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Em cada tubo foi adicionado 1,00 mL de tampdo citrato 0,05 mol/mL pH 4,8, e
posteriormente adicionado 50 mg de papel de filtro cortado em pequenas tiras (2mm*2mm
aproximadamente) tomando o cuidado que o papel ficasse no fundo do tubo imerso de tampao.

Os tubos foram incubados em um banho termostatizado a 50°C por 10 minutos. Depois
deste periodo, foi adicionado 0,5mL de cada uma das enzimas previamente diluidas em tampao
citrato, e os tubos foram deixados no banho por mais 60 minutos. Ao final deste periodo, a
reacao foi parada pela adicao de 1,5 mL do reagente DNS. Os tubos foram fervidos por 5
minutos a 95°C e logo em seguida colocados em um banho de gelo fundente. Para leitura da
absorbancia foi deixado precipitar o papel e logo foi feita a leitura no espectrofotometro a
540nm

De acordo com GHOSE (1987), uma unidade da atividade enzimatica (FPU) é baseada na
liberacao de exatamente 2,0 mg de glicose equivalente em moles (2,0/0,18016 pmol) do volume
de enzima adicionada a cada ensaio (0,5 mL), e no tempo de incubacgao requerido (1 hora) para
a geracao dos equivalentes (enzima diluida). Este conceito é mostrado na Equacdo 5.10 descrita
por FUENTES (2009) e RABELO (2010).

1

FPU _( 2.0 oL

B 0,1816 x 0,5 x 60 (ezima diluida)

ol x min~
mL J Hm

FPU _( 0,37 j

mL enzima diluida

Equagéo 5. 10

5.12.2. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA B-GLICOSIDASE

A atividade da B-glicosidase foi determinada através de uma solucdo de celobiose 15
mmol/L e expressa em unidades de celobiose (CBU). A metodologia foi baseada em trabalhos de
WOOD e BHAT (1988) e descrita por FUENTES (2009).
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Para a determinacdo da atividade enzimatica, partiu-se de uma solucao de celulase de
diluicdo 1:1000, sendo feita 5 novas diluicOes a partir desta em tampao citrato 0,05 mol/L pH
4,8.

Para cada tubo de ensaio, adicionou-se 1,0 mL de cada uma das diluicdes da enzima e
estes foram incubados em um banho termostatico a 50°C durante 10 minutos. Apds este
periodo, sem retirar os tubos do banho, foi adicionado 0,5 mL da enzima diluida a cada tubo e
deixados reagir durante 30 min. Ao término da reacgdo, os tubos foram imersos em um banho de

agua fervente por 5 minutos e posteriormente transferidos para um banho de gelo.

Para a determinacdao da concentracdo de glicose liberada, 20 pL de solugao final foi
adicionada a 2mL do mono-reagente glicose GOD PAP. Os tubos foram incubados em um banho
a 37°C durante 10 minutos. Ao final deste periodo, efetuou-se a leitura a 540 nm em um

espectrofotémetro.

O calculo da atividade enzimatica da B-glicosidase (CBU) baseia-sena liberacao de
exatamente 1,0 mg de glicose, isto €, 0,5/0,18016 pmol de celobiose convertida por 1,0 mL de
enzima diluida em 30 minutos de reacao. Na Equagao 5.11 é apresentada a férmula utilizada
para o calculo da atividade segundo FUENTES (2009).

CBU _( 2,0

a 0,1816 x 10 x30(enzima diluida)

j,umol x min" x mL"
mL

CBU_( 0,0926 j
mL

enzima diluida Equacéo 5. 11

5.13. REACOES DO PRE-TRATAMENTO

5.13.1. PRE-TRATEMENTO DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR COM PEROXIDO
DE HIDROGENIO ALCALINO

Amostras de aproximadamente 15,0 £ 0,01g de palha seca foram tratadas com 100 mL
da solucdo contendo H,0, alcalino a uma concentracao pré-determinada pelo planejamento
experimental. e imediatamente levadas para um reator de um litro de capacidade, com agitacao
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de 150 rpm através de um agitador tipo hélice conforme Figura 5.1.. A temperatura foi
controlada por um banho termostatico circulando agua pela camisa do reator e as demais
condigGes operacionais como temperatura e o tempo reacional foram pré-determinados pelo

planejamento experimental.

Mizeon; -

Figura 5. 1: Reator utilizado no pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino.

Ao término de cada uma das reagdes, o liquido reacional foi descartado e os residuos
restantes lavados com agua até que toda a coloracdo desaparecesse e o pH ficasse neutro. As
amostras foram espremidas manualmente para retirar o excesso de agua, pesadas em uma
balanca analitica e armazenadas sob refrigeracdo em sacolas plasticas identificadas, estando
assim proprias para utilizagdo na etapa de hidrélise enzimatica.

Os valores decodificados dos niveis de cada uma das varidveis nos experimentos estdo

apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5. 2: Faixa de valores estudados no planejamento fatorial completo
do pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino.

Variaveis Independentes Niveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Tempo (min) 26,40 40 60 80 93,60
Temperatura (°C) 11,40 25 45 65 78,60
Concentragao de H,0,(%) 1,64 3 5 7 8,63
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A Tabela 5.3 apresenta as combinacdes dos niveis de cada um dos ensaios realizados
para as amostras de palha, sendo os ensaios 2, 5 e 11 as repeticdes do ponto central.

Tabela 5. 3: Valores decodificados das variaveis tempo, temperatura e
concentragao de H,0,.

Tempo Temperatura Concentracao de H;0,

Ensaio (min) (°C) (%)
1 80,00 65,00 3,00
2% 60,00 45,00 5,00
3 40,00 65,00 7,00
4 80,00 25,00 7,00
5 60,00 45,00 5,00
6 40,00 25,00 7,00
7 40,00 65,00 3,00
8 80,00 25,00 3,00
9 80,00 65,00 7,00
10 40,00 25,00 3,00
11 60,00 45,00 5,00
12 26,40 45,00 5,00
13 93,60 45,00 5,00
14 60,00 11,40 5,00
15 60,00 78,60 5,00
16 60,00 45,00 1,64
17 60,00 45,00 8,63

* Pontos centrais.

5.13.2. PRE-TRATAMENTO DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR COM HIDROXIDO DE
CALCIO (CAL)

O planejamento experimental foi realizado para avaliar a influéncia de trés variaveis
independentes no pré-tratamento com hidréxido de calcio sobre a palha de cana-de-acgUcar:
tempo de reagdo (h), temperatura (°C) e concentracao do reagente (g/g). Amostras de 12,0 g
de palha de cana seca foram pesadas em erlenmeyers de 500 mL, sendo adicionados 300 mL de
agua destilada a cada amostra juntamente com quantidades de cal pré-determinadas pelo

planejamento experimental. Estas amostras foram colocadas em incubadora refrigerada a uma
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temperatura e tempo previamente determinados pelo planejamento experimental. As amostras
foram fechadas e mantidas sob rotacdo de 150 rpm. O pré-tratamento foi realizado em shaker e

apresentado na Figura 5.2

Figura 5. 2: Palha de cana pré-tratada com hidroxido de caicio.

Os valores decodificados dos niveis de cada uma das variaveis nos experimentos estdo

apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5. 4: Faixa de valores estudados no planejamento fatorial
completo do pré-tratamento com cal.

Variaveis Independentes Niveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Tempo de contato (h) 53,1 65 82,5 100 111,9
Temperatura (°C) 83,3 86 90 94 96,7

Concentracgao de Cal (g/g) 0,15 0,25 0,4 0,55 0,65

A Tabela 5.5 apresenta as combinacdes dos niveis de cada um dos ensaios realizados
para as amostras de palha de cana-de-acucar, sendo os ensaios 15.1, 15.2 e15.3 as repeticoes

no ponto central.
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Tabela 5. 5: Valores decodificados das variaveis tempo, temperatura e
concentracao do hidroxido de calcio.

] Concentracao Tempo Temperatura
Ensaios de cal

(9/9) (h) (°O)

1 0,25 65,00 86,00

2 0,55 65,00 86,00

3 0,25 65,00 94,00

4 0,55 65,00 94,00

5 0,25 100,00 86,00

6 0,55 100,00 86,00

7 0,25 100,00 94,00

8 0,55 100,00 94,00

9 0,40 53,07 90,00
10 0,40 111,93 90,00
11 0,40 82,50 83,27
12 0,40 82,50 96,73
13 0,15 82,50 90,00
14 0,65 82,50 90,00
15.1%* 0,40 82,50 90,00
15.2%* 0,40 82,50 90,00
15.3%* 0,40 82,50 90,00

* Pontos centrais.

Ao final de cada reacao, os erlenmeyers foram submergidos em um banho de gelo
fundente para interromper a reacao. Apos este processo, o pH foi ajustado a 7.0 para calcular o
excesso de cal remanescente no pré-tratamento. Posteriormente, a palha foi lavada, espremida
manualmente para retirar o excesso de agua, pesada em uma balanca analitica e armazenada
sob refrigeracao em sacolas plasticas identificadas, estando assim prdprias para utilizacao da

etapa de hidrdlise enzimatica.
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5.13.2.1. QUANTIFICACAO DO EXCEDENTE DE CAL APOS O PRE-TRATAMENTO

Excesso de cal foi usado para manter um pH alcalino (= 12.0), requerido para o pré-
tratamento. Para a quantificacdo do excedente de cal apds o pré-tratamento foi seguida a
metodologia descrita por RABELO (2010).

As amostras foram transferidas para um erlenmeyer de 1L, sendo o volume final
ajustado para cerca de 750mL. O erlenmeyer contendo a palha foi colocado sobre um agitador
magnético. Um sistema de titulacdo foi montado e a bureta preenchida com uma solucao de 5
mol/L de acido cloridrico para neutralizar 0 excesso de cal. A medida em que o &cido era
adicionado, a suspensdo permanecia por um periodo de descanso por aproximadamente uma
hora para que toda a cal pudesse se desprender da biomassa e para assegurar que o pH
estivesse estabilizado. Caso houvesse alteracao no pH, uma nova quantidade de éacido era
adicionado, e novamente deixado em descanso por mais uma hora até que o pH se tornasse
estavel. O excedente de cal foi calculado com a Equacao 5.12 (RABELO, 2010):

Imol - Ca(OH), " Cocr * Ve *MMCa(OH)
2

m =
Ca(OH), NR 2molHCl 1000

Mcaomy,R = Mcaory,i — Mcacom), NR

Equacdo 5. 12
Onde:
Mca(om), vz =QUantidade de cal ndo reagida, g.
Mca(on), , = Quantidade de cal que reagiu, g.
Mca(on),; = Quantidade de cal inicial definida pelo planejamento, g.
MMCa(OH),=massa molar de hidréxido de calcio, 74,092 g/mol.
Cyc= concentragao da solugao de HCl padronizada, mol/L.

Vici= volume de HCI utilizado na titulagao, mL.
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5.8. HIDROLISE DA PALHA PRE-TRATADA

Para verificar a influéncia de cada um dos parémetros estudados na etapa do pré-
tratamento, hidrdlises foram realizadas para cada uma das amostras nas condicdes étimas de

temperatura e pH da enzima e realizada a quantificagao da glicose por HPLC.

Apds a determinacdo da umidade de cada um dos ensaios, aproximadamente 3,0 g
(massa seca) do material pré-tratado foi pesado em erlenmeyers e aproximadamente 100 mL de
tampao citrato foram adicionados (descontando do tampao a agua contida na palha pré-tratada
calculada). O pH das amostras foi ajustado para 4,8 caso houvesse alguma alteragao no valor.
Os erlenmeyers foram fechados para que nao houvesse uma alteracao consideravel dos volumes
reacionais e encubados em shaker com rotagao mantida a 100 rpm durante toda a hidrdlise. A
temperatura utilizada durante a hidrdlise corresponde ao valor encontrado para a temperatura
otima da enzima (50°C), onde sua atividade é maxima (RABELO, 2010).

Para investigar as condicbes de pré-tratamento e verificar quais variaveis do processo
influenciavam esta etapa, amostras do liquido reacional da hidrdlise enzimatica
(aproximadamente 1mL) foram coletas em periodos de tempo pré-determinados, isto é, 1, 4, 8,
12, 24, 36, 48, 60 e 72h, e, entdo, fervidas por 15 minutos, em tubos identificados, para

inativagao das enzimas.

Para a avaliacdo de cada pré-tratamento, utilizaram-se concentracdes de celulase e B-

glicosidase de 15 FPU/g de biomassa seca e 25 CBU/g de biomassa seca, respectivamente.

Ao final das 72 h de hidrdlise e apds a coleta do liquido reacional nos diferentes tempos,
os residuos restantes foram lavados com agua destilada até que todo o agucar fosse retirado do
residuo (aproximadamente 6 litros). As amostras foram colocadas em estufa, secas a uma
temperatura de 100°C, pesadas em uma balanca analitica e armazenadas na geladeira em

sacolas plasticas previamente identificadas.
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CAPITULO VI

RESULTADOS E DISCUSSOES
DO PRE-TRATAMENTO COM PEROXIDO
DE HIDROGENIO ALCALINO
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6.1. ANALISE DE TAMANHO DE PARTICULAS DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR

A analise granulométrica foi utilizada como referéncia para determinagao da distribuicao
do tamanho de particula da palha de cana-de-acglcar utilizada nos experimentos de pré-
tratamento e hidrolise. Na Figura 6.1 é apresentada uma amostra da palha “bruta” utilizada nos

dos experimentos.

Figura 6. 1: Palha de cana-de-acucar.

Apds a separagao e analise granulométrica da palha, a fragdo massica retida foi
calculada e os valores médios destes resultados foram dispostos na Tabela 6.1.

Tabela 6. 1: Fracao massica da palha de cana-de-acglcar bruta.

Peneiras Abertura Diametro Medida da Fracao em massa
(mm) médio da massa de palha retida
particula retida (%)
(mm) (9)

+16 >1,00 1,090 4,45 £ 0,21 7,68 £ 2,54E-03
-16 +20 0,850 0,925 3,80 £ 0,28 6,56 + 3,92E-03
-20 +24 0,710 0,780 3,65 £ 0,07 6,30 + 2,97E-04
-24 +28 0,600 0,655 7,75 £ 0,07 13,39 + 7,40E-04
-28 +35 0,425 0,513 7,45 £ 0,21 12,87 + 1,78E-03
-35 +48 0,300 0,363 5,65 £ 0,49 9,75 + 7,12E-03
-48 +60 0,250 0,275 5,85 + 0,49 10,11 + 1,00E-02

-60 < 0,250 0,250 19,30 £ 0,00 33,34 + 4,89E-03

Pode-se observar, analisando a Tabela 6.1, que a maior parte da palha de cana utilizada
nos experimentos, cerca de 33,34%, apresenta um didmetro médio inferior a 0,25 mm. A palha
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neste trabalho ndo foi separada granulometricamente, simplesmente foi feita uma moenda

prévia para diminuicao do tamanho.

6.2. CARACTERIZAGAO DA PALHA DE CANA-DE-AGUCAR

A palha bruta foi inicialmente caracterizada com a finalidade de conhecer a sua

composicao quimica.

Para a caracterizacdo da palha, determinou-se o conteldo de umidade e cinzas, os quais
foram de 7,87% e 9,61%, respectivamente. Apods esta determinacdo, a palha foi submetida a
hidrélise acida, com o objetivo de obter o teor de seus constituintes: celulose, hemicelulose e
lignina e também foi feita a determinacdo dos extrativos. Os resultados da composicao sao

apresentados na Tabela 6.2.

Tabela 6. 2: Composicao quimica da palha de cana-de-aglcar em base seca.

Componentes Porcentagem

(%)

Celulose 34,43+ 0,44

Hemiceluloses 23,61+ 0,18

Lignina 24,09+ 0,08

Extrativos 7,67+ 0,04

Cinzas 9,61+ 0,50
Outros 0,60

Em relacdo a quantidade de cinzas, é preciso considerar que ha diferentes concentracdes
de cinzas dependendo da forma de colheita da palha, ou seja, a que esta localizada proxima ao
solo apresenta concentragao de cinzas em torno de 7 a 10%. No entanto, a palha proveniente
da regiao central e folhas verdes da cana apresenta quantidade de cinzas consideravelmente
menor, em torno de 2 a 3%, ICIDCA (1999)
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6.3. PRE-TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO ALCALINO:
PLANEJAMENTO FATORIAL 23+ CONFIGURACAO ESTRELA COM TRIPLICATA
NO PONTO CENTRAL

O planejamento experimental foi realizado para avaliar a influéncia de trés variaveis
independentes no pré-tratamento com perdxido de hidrogénio da palha: tempo de reagdo (min),
temperatura (°C) e concentragao de H,0, (%). A matriz de planejamento é mostrada na Tabela
6.3, sao apresentadas as condigdes experimentais em cada um dos ensaios onde os ensaios 2, 5
e 11 sdo triplicatas no ponto central. Os testes foram realizados com alta concentracao de

sdlidos foi trabalhado com 15% de palha de cana “bruta”.

Tabela 6. 3: Condicdes de cada um dos ensaios no pré-tratamento com
peroxido de hidrogénio alcalino.

t T C
Ensaio  (min) (°C) (v/v)
1 80,00 65,00 3,00

2% 60,00 45,00 5,00
3 40,00 65,00 7,00
4 80,00 25,00 7,00

5% 60,00 45,00 5,00

6 40,00 25,00 7,00
7 40,00 65,00 3,00
8 80,00 25,00 3,00
9 80,00 65,00 7,00

10 40,00 25,00 3,00
11%* 60,00 45,00 5,00
12 26,36 45,00 5,00
13 93,64 45,00 5,00
14 60,00 11,36 5,00
15 60,00 78,64 5,00
16 60,00 45,00 1,64
17 60,00 45,00 8,36

Onde t = tempo, T = temperatura, C = concentragao.
* Pontos centrais.
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Na Figura 6.2 é apresentada a porcentagem de palha solubilizada apds cada ensaio do
pré-tratamento, partindo-se de 15 g de palha bruta, e também a porcentagem de palha
hidrolisada apds a hidrdlise enzimatica, partindo-se de 3g de palha pré-tratada, onde os ensaio
2, 5 e 11 sdo triplicata no ponto central.

%0 1 75 77 75 76 78
33 | 68 71 71 72 66 72 oo

60 - 52 >7 54 .
50 1. M 44 4 4 44

40 | ) O O

30 -
20 -
10 -
0 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17

® % palha solubilizada no pré-tratamento ® % Palha Hidrolisada

Figura 6. 2: Porcentagem de palha solubilizada no pré-tratamento partindo de 15 g de palha
bruta e a porcentagem de palha hidrolisada partindo de 3 g de palha pré-tratada.

Pode se observar na Figura 6.2 que aproximadamente 50% de biomassa foi solubilizada
durante a etapa do pré-tratamento e que mais de 60% foi hidrolisada. Além disso, observa-se
que a maior quantidade de material solubilizado ocorreu nos ensaios 9, 15 e 17. O ensaio 15 foi
o de maior temperatura, o ensaio 17 foi o de maior concentracdo e o ensaio 9 teve
concentracdo e temperatura no nivel +1, ou seja, tem condicdes de temperatura e concentragao

relativamente altas.

Segundo GOULD (1984), em trabalhos desenvolvidos com residuos agroindustriais como
palha de milho e trigo, o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino solubilizou
aproximadamente a metade da lignina e hemicelulose. Os autores encontraram que a
hemicelulose e a lignina foram solubilizadas quando os residuos foram pré-tratados nas
condigBes de 25 °C, e com uma solugao de perdxido de hidrogénio alcalino de pelo menos uma
proporgao 0,25 (m/m) e pH de 11,5.
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6.3.1. CARACTERIZACAO DA PALHA PRE-TRATADA COM PEROXIDO DE

HIDROGENIO ALCALINO

Apés a etapa de pré-tratamento, o material foi caracterizado, para determinar a

quantidade de celulose, hemicelulose e lignina e determinar como o pré-tratamento modifica a

estrutura quimica da palha de cana durante esta etapa. Os resultados da caracterizagdo apos a

etapa do pré-tratamento sdo apresentados na Tabela 6.4 e na Tabela 6.5 é apresentada a

caracterizacdo quimica do material pré-tratado corrigido pelo rendimento na etapa do pré-

tratamento.

Tabela 6. 4: Caracterizagao quimica do material pré-tratado com peréxido

de hidrogénio alcalino.

t T C Celulose Hemicelulose Lignina

Ensaio (min) (°C) (v/v) (%) (%) (%)
1 80,00 65,00 3,00 52,78 16,78 17,68
2% 60,00 45,00 5,00 57,88 19,68 15,37
3 40,00 65,00 7,00 54,74 15,83 21,12
4 80,00 25,00 7,00 51,11 20,97 17,60
5% 60,00 45,00 5,00 56,76 19,19 15,90
6 40,00 25,00 7,00 50,30 19,90 19,74
7 40,00 65,00 3,00 50,52 21,37 18,50
8 80,00 25,00 3,00 52,62 19,95 22,35
9 80,00 65,00 7,00 61,51 12,32 17,48
10 40,00 25,00 3,00 49,20 21,11 22,41
11%* 60,00 45,00 5,00 57,93 18,45 14,76
12 26,36 45,00 5,00 51,91 18,91 19,18
13 93,64 45,00 5,00 60,56 22,34 9,95
14 60,00 11,36 5,00 45,25 20,82 23,48
15 60,00 78,64 5,00 67,82 16,83 11,52
16 60,00 45,00 1,64 45,07 20,33 25,78
17 60,00 45,00 8,36 66,87 14,63 7,51

Onde t = tempo, T = temperatura, C = concentragao.
* Pontos centrais.
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Tabela 6. 5: Valores de caracterizacdo quimica da palha pré-tratada com
peroxido de hidrogénio alcalino corrigidos pelos respectivos rendimentos.

Rendimento no

t T C pré-tratamento Celulose Hemicelulose Lignina
Ensaio (min) (°C) (v/v) (%) (%) (%) (%)
1 80,00 65,00 3,00 62% 33,09 10,90 11,03
2* 60,00 4500 5,00 56% 32,79 11,44 8,67
3 40,00 65,00 7,00 57% 32,74 9,40 12,13
4 80,00 25,00 7,00 65% 33,52 14,20 11,47
5 60,00 45,00 5,00 57% 32,51 11,31 9,08
6 40,00 25,00 7,00 64% 32,21 13,16 12,58
7 40,00 65,00 3,00 65% 33,08 14,47 12,05
8 80,00 25,00 3,00 63% 33,38 13,26 14,11
9 80,00 65,00 7,00 53% 32,51 6,81 9,20
10 40,00 25,00 3,00 67% 33,10 14,89 15,01
11* 60,00 45,00 5,00 56% 32,70 10,85 8,30
12 26,36 45,00 5,00 64% 33,27 12,75 12,24
13 93,64 45,00 5,00 53% 32,23 12,19 5,28
14 60,00 11,36 5,00 72% 32,54 15,58 16,86
15 60,00 78,64 5,00 46% 31,50 8,10 5,30
16 60,00 4500 1,64 74% 33,42 15,51 19,08
17 60,00 4500 8,36 48% 32,19 7,31 3,61

Onde t = tempo, T = temperatura, C = concentragao.
* Pontos centrais.

Analisando a Tabela 6.5 pode-se observar uma alta remocao de hemiceluloses e lignina.
Na Tabela 6.6, sao apresentadas a porcentagem de solubilizacao de celulose, hemicelulose e

lignina durante o pré-tratamento com peroéxido de hidrogénio alcalino.

Tabela 6. 6: Solubilizagao de celulose, hemicelulose e lignina do material
pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino.

Solubilizacao de Solubilizacao de Solubilizacao de

celulose no hemicelulose no lignina no
t T C pré-tratamento pré-tratamento pré-tratamento
Ensaio (min) (°C) (V/V) (%) (%) (%)
1 80,00 65,00 3,00 3,90 53,83 54,20
2* 60,00 45,00 5,00 4,75 51,54 64,00
3 40,00 65,00 7,00 4,90 60,17 49,66
4 80,00 25,00 7,00 2,63 39,88 52,37
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5% 60,00 45,00 5,00 5,57 52,11 62,32
6 40,00 25,00 7,00 6,45 44,27 47,76
7 40,00 65,00 3,00 3,92 38,71 49,97
8 80,00 25,00 3,00 3,06 43,84 41,41
9 80,00 65,00 7,00 5,58 71,18 61,82
10 40,00 25,00 3,00 3,87 36,92 37,67
11* 60,00 45,00 5,00 5,02 54,02 65,55
12 26,36 45,00 5,00 3,37 46,00 49,20
13 93,64 45,00 5,00 6,38 48,36 78,09
14 60,00 11,36 5,00 5,49 33,99 29,99
15 60,00 78,64 5,00 8,50 65,71 78,01
16 60,00 45,00 1,64 2,94 34,30 20,78
17 60,00 45,00 8,36 6,51 69,04 85,02

Onde t = tempo, T = temperatura, C = concentragao.
* Pontos centrais.

Pode-se observar na Tabela 6.6 que no ensaio 17 (60 min, 45°C e 8,36 (v/v)), onde a
concentracdo de perodxido foi a maior estudada no planejamento, houve uma maior solubilizacdo
de lignina (85,02%) com uma remogao de hemiceluloses de 69,04% e com uma solubilizacao de
celulose de 6,51. No ensaio 16 (60min, 45°C, 1,64(v/v)), onde a concentracao de perodxido foi a
menor estudada no planejamento, foram observadas as menores solubilizacdes de celulose,
hemicelulose e lignina (2,94%, 34,33% e 20,78%), respectivamente. Portanto, podemos
esperar que a concentracdao de peroxido de hidrogénio seja uma variavel significativa para

aumentar a solubilizacdao dos constituintes da biomassa.

Também pode se observar que no ensaio 15 (60min, 78,64°C, 5 (v/v)) onde a
temperatura foi a maior do planejamento houve a maior solubilizacao de celulose (8,50%) com
solubilizacao de hemiceluloses e lignina de 65,71% e 78,01%, respectivamente. No entanto no
ensaio 14 (60min, 11,36°C, 5 (v/v)), onde a temperatura foi a menor estudada em nosso
planejamento, observou-se uma solubilizacao de 5,49% de celulose, 33,99% de hemiceluloses e
29,99% de lignina, podendo-se observar que um aumento na temperatura vai promover grande
aumento na solubilizagdao das hemiceluloses e da lignina com aumento na solubilizacao de
celulose. Por isso podemos esperar que a temperatura também seja uma variavel significativa

em nosso estudo.

No ensaio 13 (93,64 min, 45°C, 5 (v/v)), onde o tempo do pré-tratamento foi o maior

estudado no planejamento, foi observada uma solubilizacao de 6,38% de celulose, 48,36% de
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hemiceluloses e 78,09% de lignina. No ensaio 12 (26,63 min, 45°C, 5 (v/v)), onde o tempo do
pré-tratamento foi o0 menor estudado em nosso planejamento, foarm solubilizadas 3,37% de
celulose, 46% de hemiceluloses e 49,20% de lignina, podendo-se notar que maiores tempos de
reacao promovem maior solubilizacdo de lignina e celulose, mas ndao promove muito alta

solubilizagao de hemiceluloses.

Os ensaios 2, 5, e 11, realizados no ponto central (60 min, 45°C, 5 (v/v)), tiveram
solubilizagbes de aproximadamente 5,4% de celulose, 54% de hemiceluloses e

aproximadamente 64% de lignina.

6.3.2. HIDROLISE ENZIMATICA DA PALHA PRE-TRATADA COM PEROXIDO DE
HIDROGENIO ALCALINO.

Para a liberacdo de glicose e demais acucares redutores efetuaram-se as hidrdlises com
as seguintes condicdes reacionais fixas: 3 g de palha seca pré-tratada e volume reacional de
100 mL de tampao citrato. Como nesta etapa o importante era a obtengao de glicose, as
atividades enzimaticas foram mantidas fixas em 15 FPU/g de biomassa seca pré-tratada, para a
celulase, e 25 CBU/g de biomassa seca pré-tratada, para a B-glicosidase. O pH da hidrdlise foi

4,8, a temperatura de 50°C e agitagao de 100 rpm.

Na Tabela 6.7 é apresentada a matriz de planejamento experimental com triplicata no
ponto central, contendo as combinagOes dos niveis para cada um dos ensaios e sua respectiva
resposta de glicose (g/g de palha bruta) e rendimento global (%) calculado pela Equacao 6.1, e

rendimento na conversao (%) na etapa da hidrolise enzimatica.

g de glicose hidrolisada * fator

Rendimento Global = ( ) * 100

g de glucana na palha bruta

g glicose

Rendimento Global = [
g glucana

* 0,90] *100

162,2
180,2

glucana = glicose x

Equacéo 6.1
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Tabela 6. 7: Rendimento de glicose, rendimento global e conversao na
hidrolise enzimatica.

Ensaio t T C Glicose Rendimento Conversao

(min) (°C) (v/v) (g/9) Global na hidrolise

Palha (%) enzimatica
bruta (%)
1 80,00 65,00 3,00 0,293 76,83 80,32
2% 60,00 45,00 5,00 0,273 71,53 75,44
3 40,00 65,00 7,00 0,335 87,79 92,80
4 80,00 25,00 7,00 0,308 80,65 83,32
5% 60,00 45,00 5,00 0,28 73,54 78,16
6 40,00 25,00 7,00 0,249 65,17 69,99
7 40,00 65,00 3,00 0,254 66,69 69,77
8 80,00 25,00 3,00 0,166 43,45 45,03
9 80,00 65,00 7,00 0,288 75,54 80,38
10 40,00 25,00 3,00 0,236 61,90 64,65
11% 60,00 45,00 5,00 0,294 77,12 81,55
12 26,36 45,00 5,00 0,246 64,62 67,17
13 93,64 45,00 5,00 0,28 73,39 78,52
14 60,00 11,36 5,00 0,203 53,28 56,47
15 60,00 78,64 5,00 0,239 62,55 68,44
16 60,00 45,00 1,64 0,138 36,29 37,46
17 60,00 45,00 8,36 0,263 68,99 73,90

Onde t = tempo, T = temperatura, C = concentragao.
* Pontos centrais.

Na Tabela 6.7, observa-se que a maior liberacao de glicose ocorreu no ensaio 3 (40min,

60°C, e 7 (v/v)),onde os fatores estudados estdo no nivel +1 para a temperatura e

concentracdo de perodxido, e no nivel -1 para o tempo, com um teor de glicose de 0,335 (g/g

palha bruta). O rendimento total foi de 87,79% e a conversao da hidrdlise foi de 92,80%.

O menor rendimento de glicose foi observado no ensaio 16 (60min, 45°C, 1,64 (v/v))

onde os fatores estudados estdo no nivel -1,68, para a concentracdo de perdxido, e no ponto

central para tempo e temperatura, sendo obtido um teor de glicose de 0,138 (g/g palha bruta).

O rendimento global foi de 36,29% e a conversao de hidrdlise foi de 37,46%.
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Os graficos apresentados na Figura 6.3 (a — 0) representam os perfis da conversao de

glicose na hidrdlise da palha de cana-de-acucar pré-tratada ao longo das 72 horas de hidrdlise

enzimatica.
Ensaio 1 Ensaio 6
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Figura 6. 3: (a — 0). Perfis de hidrdlise do planejamento estatistico para o pré-tratamento com

peroxido de hidrogénio alcalino.

Pode ser observada na Figura 6.3 (a — 0), que a conversao de glicose em cada um dos
testes realizados que apds 48 horas de hidrdlise, a liberacdao de glicose tornou-se praticamente

constante.

6.3.3. ANALISE ESTATISTICA DE PRODUCAO DE GLICOSE (g/g) DE PALHA
BRUTA UTILIZANDO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO

A Tabela 6.8 apresenta a analise estatistica, mostrando os efeitos principais e de
interagdo das variaveis considerando o erro puro através do software STATISTICA 7.0. O nivel

de confianga para essas analises foi de 95,0%.

Observa-se analisando a Tabela 6.8 que o efeito linear e quadratico do tempo e os
efeitos das interacdes ndo apresentaram influéncia estatisticamente significativa a 95% de
confianga, dentro da faixa estudada. Os efeitos lineares e quadraticos da concentracao de
peroxido e o efeito linear da temperatura apresentaram efeito significativo na concentragdo de

glicose a 95% de confianca, visto que apresentaram valores de p < 0,05 na faixa estudada. Na
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Figura 6.4 é apresentado o gréfico de Pareto, onde pode-se observar que o maior efeito é o
linear da concentracdo de peroxido, seguido do linear de temperatura e quadratico da
concentracao de perodxido.

Tabela 6. 8: Coeficientes de regressao para a concentragao de glicose
liberada apods hidrélise enzimatica da palha de cana-de-aglcar para o pré-
tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino.

Fator Efeito Erro t(2) P Coeficiente
Padrao

Media. 2,79E-01 6,16E-03 4,53E+01 4,85E-04 2,79E-01

Tempo (L)  5,59E-03 5,78E-03 9,66E-01 4,35E-01 2,79E-03

Tempo (Q)  4,64E-03 6,36E-03 7,28E-01 5,41E-01 2,32E-03
Temperatura (L) 3,97E-02 5,78E-03 6,87E+00 2,05E-02 1,98E-02
Temperatura (Q)  -2,50E-02 6,36E-03 -3,93E+00 5,89E-02 -1,25E-02
[H0.](L) 6,46E-02 5,78E-03 1,11E+01 7,92E-03 3,23E-02
[H0.]( (Q) -3,95E-02 6,36E-03 -6,21E+00 2,49E-02 -1,97E-02
iL*2L  7,50E-04 7,56E-03 9,92E-02 9,30E-01 3,75E-04

iL*3L  1,07E-02 7,56E-03 1,42E+00 2,91E-01 5,37E-03

2L*3L -1,97E-02 7,56E-03 -2,61E+00 1,20E-01 -9,87E-03

(3)Concentragao de peroxido(L) 111,166
(2)Temperatura (°C)(L)

Concentracéo de peroxido(Q)

Temperatura (°C)(Q)

2Lby3L

1Lby3L

(1tempo (min)(L)

tempo (min)(Q)

1Lby2L B 0

.. . 8209

-3,933
1,421

p=0,05

Figura 6. 4: Grafico de Pareto.

Nota-se na Figura 6.4 que as varidveis com maior efeito foram a temperatura e a
concentracdao de perdxido. Os testes realizados na temperatura no nivel +1 (65°C) e com a
concentragdo no nivel +1 (7%) apresentaram as maiores solubilizacdes de hemiceluloses e

lignina, pelo qual a hidrélise enzimatica poderia ver-se favorecida para a conversao de glicose.

O efeito quadratico da temperatura, a principio, nao tem significancia estatistica na faixa

estudada considerando 95% de confianca. No entanto, pode-se observar que o valor de p =

106 Olga Lucia Bayona Ayala



AW,
S

Capitulo VI: Resultados pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino
UNICAMP

0,058 esta proximo ao limite e ao se observar o grafico normal de probabilidades (Figura 6.5),
nota-se que ele ndo se encontra na reta que passa em torno da origem, o que indica que o

efeito quadratico da temperatura pode ser significativo.

DV: gr Glicose /gr de Palha bruta
30

2,5 .99

2,0

15 (S)Concentra(;ag de peroxid] 95

3 40 (2)Temperatura (*C)(L)

g 1Ll‘13%3L 75
Tg 0,5 (‘I)term::c:ls_'}1 in)(L)

E tempo (Min)(Q) 55
=z 00 1Lt:|1_¥;ﬁ ’
E 05 2Lt|!jv3L 35
2 Temperatura (*C)(Q)

L% 10 @ 15

tra:;éoge peroxido{Q)
05
2,0

01
25 :

30

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14

O -lInteractions < - Main effects and other effects
Standardized Effects (t-values)

Figura 6. 5: Grafico normal dos efeitos na producdo de glicose.

Devido a duvida quanto a significancia ou nao do efeito quadratico da temperatura,
foram calculados os valores 6timos usando o modelo sem e com a temperatura quadratica,

como mostrado nas equagoes 6.2 e 6.3, respectivamente.

Glicose (g palha seca) = 0.280 + 0.0199 X, + 0.032X; — 0.0198X3

Equacao 6. 1
Glicose (g/g palha seca) = 0.280 + 0.0199X, — 0.0125X3 + 0.032X3 — 0.0198X3
Equacao 6. 2

Onde x, e x; sao os valores codificados da temperatura e concentracao de perdxido,

respectivamente.
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As Tabelas 6.9 e 6.10 apresentam as Tabelas ANOVA para os modelos das equagoes 6.2
e 6.3, respectivamente. Pode-se notar que os dois modelos sao estatisticamente significativos a
95% de confianca, ja que o valor F da regressdao é maior que o F Tabelado e que o valor F da
falta de ajuste é menor que o Tabelado.

Tabela 6. 9: Analise da variancia (ANOVA) para o ajuste do modelo aos
dados do planejamento fatorial 2°, para anélise da concentracdo de glicose da
palha de cana-de-aglcar pré-tratada com perdxido de hidrogénio. Onde a
temperatura quadratica nao foi considerada uma variavel significativa.

Fonte de Variacao Soma Graus de Média F
quadratica liberdade Quadratica calculado
Regressiao (R) 2,362E-02 3 7,87E-03 16,27
Residuos (r) 1,632E-02 13 1,26E-03
Falta de ajuste (faj) 1,61E-02 11 1,46E-03 212,80
Erro puro (ep) 2,29E-04 2 1,14E-04
Total(T) 3,99E-02 16
1F3,13 6.27 > 3.41 Tabelado
2F11,2 12.80 < 19.40 Tabelado

Tabela 6. 10: Analise da variancia (ANOVA) para o ajuste do modelo aos
dados do planejamento fatorial 23, para andlise da concentracdo de glicose da
palha de cana-de-aglcar pré-tratada com perdxido de hidrogénio. Onde a
temperatura quadratica foi considerada uma variavel significativa.

Fonte de Variacao Soma Graus de Media F calculado
quadratica liberdade quadratica
Regressido (R) 2,578E-02 4 6,444E-03 15,46
Residuos (r) 1,417E-02 12 1,181E-03
Falta de ajuste (faj) 1,394E-02 10 1,394E-03 12,19
Erro puro (ep) 2,287E-04 2 1,143E-04
Total(T) 3,994E-02 16
1F 4,12 5,46 >>>>>> 3,26 Tabelado

2F 10,2 12,19 <<<<<< 19,40 Tabelado

1 F da regresséo calculado
2 F da falta de ajuste calculado
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Os pontos 6timos calculados com os dois modelos podem ser observados na Tabela
6.11. Os testes foram realizados em triplicata para determinar se a temperatura quadratica é
uma varidvel significativa no processo e determinar a concentracdo de glicose 6tima
experimental obtida para as duas condicdes. Nota-se que considerando a temperatura
quadratica como nao significativa, o pré-tratamento foi realizado em condicbes mais severas,
com maior temperatura e concentracdo de peroxido de hidrogénio alcalino ligeiramente maior,
fatores que segundo a caracterizagdo do pré-tratamento promovem a solubilizagdo de

hemiceluloses e lignina.

Tabela 6. 11: CondicOes 6timas dos testes considerando a temperatura
quadratica como variavel significativa e nao significativa.

Ensaio Temperatura Tempo [H20:]
°C min (v/v)
iN 78,6 60 6,8
2S 60 60 6,6

1 N: Temperatura quadratica considerada ndo significativa.
2 S: Temperatura quadratica considerada significativa.

A palha bruta foi submetida a cada um dos pré-tratamentos nas condicdes da Tabela
6.11. Apos o pré-tratamento, o material foi hidrolisado com uma carga enzimatica previamente
estabelecida. Além da hidrélise, o material pré-tratado foi submetido as analises de MEV, FTIR e
difracdo de raios X. O material pré-tratado foi caracterizado para determinar a eficiéncia no pré-

tratamento.

6.3.4. ANALISES MORFOLOGICAS DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Os pré-tratamentos aplicados na palha bruta provocam a remocdo de hemiceluloses e
lignina, favorecendo o acesso a celulose, através do ataque das enzimas celuloliticas na etapa
de hidrdlise enzimatica. As micrografias da palha bruta e pré-tratada com perdxido de
hidrogénio alcalino sdo apresentadas na Figura 6.6. A partir de uma andlise comparativa das
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imagens, observou-se uma mudanca significativa da estrutura morfoldgica da palha de cana-de-
acucar quando submetida aos processos de pré-tratamento.

Quando a palha é submetida ao processo de pré-tratamento, grande parte das células
vegetais, que corresponde as células de parénquima (células de formato achatado e floculoso
formando uma camada sobre as fibras celuldsicas), é removida, além de elementos de vasos
(células alongadas com diversas perfuracdoes) (RAVEN et al, 2001). Estas modificacoes
demonstram que a etapa de pré-tratamento com perdxido de hidrogénio pode proporcionar
melhor disponibilidade das fibras celuldsicas para processos subsequentes (conversao

enzimatica).

< .
29-Jul-2011 |38 —if Hag- 108 K X 25-Tul-2011
Sy 30 Ak camp

(b) (c)

Figura 6. 6: Fotomicrofibrinas da palha de cana-de-agucar bruta e pré-tratada com perdxido de

[ — Hag= 1.88 K X

hidrogénio: (a) Palha bruta; (b) Palha pré-tratada condicdes 1N; (c) Palha pré-tratada nas
condigOes 2S.
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6.3.5. ANALISES DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A Figura 6.7 apresenta os espectros da palha pré-tratada com perdxido de hidrogénio
alcalino e da palha bruta. Podem-se notar na Tabela 6.12 as principais bandas vibracionais
tipicas de compostos celuldsicos.

Tabela 6. 12: Banda das vibracdes dos compostos celulésicos (WANG,
2010).

cm’ Descricao

898 C-0O—C vibrag0Oes das ligacdes B-glicosidicas
em hemicelulose e celulose.
1094 C-0, C—C alongamento ou flexao C — OH

em hemicelulose

1127 E celulose.

1172 C—0O—C alongamento [3- glicosidico em
celulose

1200 hemicelulose

1253 Aromaticos C-O alongamento de lignina

1325 C—C e C-0 vibragoes

1374 C-H vibragdes alifaticas

1429 C = C do anel aromatico

1465 C-H vibragbes aromaticas

1514 C= C vibracdo aromatica do anel da lignina

1605 VibragOes aromaticas dentro do esqueleto

1630 Banda da agua residual

1734 C= O alongamento da cetona do grupo
carboxila.

2850 C-H alongamento de metileno, metilo ou
metano.

3436 O-H Alongamento
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1253

1514

1734

893

Falha bruta

§ palha pré-tratada condicdo 1
=
T T T T T T T T T T
3500 2000 2500 2000 1500 1000
cm’
Figura 6. 7: Espectro de FTIR para a palha de cana bruta (---------- ), palha pré-tratada nas
condigoes 1N (--------- ) palha pré-tratada nas condigdes 2S ( ). Os espectros foram

deslocados na vertical para ficarem mais visiveis, por isso o eixo de absorbancias foi retirado.

Analisando a Figura 6.7 pode-se observar que, apos o pré-tratamento, a intensidade dos
picos da lignina (1253 e 1514 cm™) foram reduzidas, provavelmente devido a uma remocdo
parcial da lignina. Foi observado o desaparecimento do pico de 1734 cm™, que representa o
fracionamento das ligacdes complexas entre a hemicelulose e a lignina. Apds o pré-tratamento,
os picos dos polissacarideos (898, 1094, 1127, 1200, 1325 e 1374 cm™) tornaram-se mais
nitidos devido a remocdo da lignina no material (WANG, 2010), sendo notaveis essas mudancas

nas duas condigdes détimas do pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino.

6.3.6. ANALISES DO INDICE DE CRISTALINIDADE

Na figura 6.8 é apresentada a analise de indice de cristalinidade. As analises de difragao

de raios X foram feitas para determinar o indice de cristalinidade, ja que propriedades fisicas e a
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microestrutura de celulose estdo entre os principais fatores que influenciam a hidrdlise

enzimatica.

O indice de cristalinidade mede a quantidade relativa da celulose cristalina no solido
total. A medida que a proporcao da fragao amorfa presente na biomassa é solubilizada, observa-
se um aumento do indice de cristalinidade da biomassa. Assim, para efetuar uma corregao
destes indices calculados, foi levado em consideracado o rendimento da etapa de pré-tratamento,
obtendo assim o novo indice de cristalinidade corrigido.

300

200 1

INTENSIDADE

o 10 20 30 40 50 B0 70 80
20

Palha bruta

25 comrigido pelo pré-tretamenta —— 1N corrigide pelo pré-tratamento

Figura 6. 8: Difratograma da palha de cana bruta e da palha de cana pré-tratada com perdxido
de hidrogénio nas condicdes 1N e 2S.

A Tabela 6.13 apresenta os valores do indice de cristalinidade antes e apds a correcado
pelo rendimento da etapa de pré-tratamento com hidréxido de calcio e perdxido de hidrogénio

alcalino.
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Tabela 6. 13: Indices de cristalinidade (Crl) para o a palha bruta e a palha
pré-tratada com peroxido de hidrogénio alcalino nas condicdes 1N e 2S.

Palha de cana de Indice de Rendimento Corrigido pelo
acucar cristalinidade no pré- pré-
(%) tratamento tratamento
(%) (%)
Bruta 49,01 - -
Pré-tratada 1N 67,84 40 27,14
Pré-tratada 2S 69,14 46 31,80

A andlise de DRX (Difracdo de raios X) (Figura 6.8) demonstra a reducdo do indice de
cristalinidade no caso da palha pré-tratada nas duas condicdes estudadas passando de 49,01%
da palha bruta para 27,14% da palha pré-tratada (corrigido pelo rendimento da etapa do pré-
tratamento na condicao 1N), e 31,80% para a palha pré-tratada com peroxido de hidrogénio

(corrigido pelo rendimento da etapa do pré-tratamento na condicado 2S).

6.3.7. HIDROLISE ENZIMATICA NAS CONDICOES 1N E 2S

Na Tabela 6.14 pode-se observar o rendimento na etapa do pré-tratamento em cada
uma das duas condicdes Otimas encontradas anteriormente. A Tabela 6.15 apresenta a

composicao quimica do material pré-tratado.

Tabela 6. 14: Rendimento no pré-tratamento nas duas condicdes 6timas
encontradas.

Ensaio Temperatura tempo Concentracao de peréxido Rendimento no

°C min de hidrogénio alcalino pré-tratamento
(v/v)
iN 78,6 60 6,8 40%
2S 60 60 6,6 46%
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Tabela 6. 15: Composicdo quimica do material pré-tratado nas duas
condigdes Otimas encontradas.

Composicao da Palha de Palha Pré-Tratada Palha Pré-Tratada
Biomassa Cana "Bruta” iN 2S
(%) (%) (%)
Celulose 34,43+ 0,44 80,95+0,35 72,35+0,34
Hemicelulose 23,61+ 0,18 14,79 £0,33 8,67+0,02
Lignina 24,09 £ 0,13 7,28 £ 0,12 16,95 +0,41
Cinzas 9,61+ 004 = - e
Extrativos 767£050 e e

A Tabela 6.16 apresenta os valores de solubilizagao da celulose, hemiceluloses e lignina
apds o pré-tratamento corrigida pelo rendimento da etapa do pré-tratamento. Na Tabela 6.17
sao apresentadas a solubilizacao de celulose, hemicelulose e lignina ocasionadas pela etapa do
pré-tratamento.

Tabela 6. 16: Caracterizagdo do material pré-tratado corrigido pelo
rendimento na etapa do pré-tratamento.

Composicao da Palha de iN 2S

Biomassa Cana "Bruta” Corrigida Corrigida

(1009) (409) (469)
Celulose 34,43 32,38+0,14 33,28+0,15
Hemicelulose 23,61 5,92+0,13 3,99+0,10
Lignina 24,09 £ 0,13 3,35+ 0,05 6,78 £ 0,16

Cinzas 961 = s e

Extrativos 767  emmeeeeee mmmeeeee-

Tabela 6. 17: Solubilizacao dos componentes da palha de cana-de-agucar
apos a etapa de pré-tratamento.

Componentes Solubilizacao no pré- Solubilizacao no

Da Biomassa tratamento pré-tratamento
(%) 1N (%) 2S
Celulose 5,95 3,33
Hemicelulose 74,94 83,11
Lignina 86,10 71,85
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Pode-se observar na Tabela 6.17 que nas duas condi¢des encontradas de pré-tratamento
houve grande solubilizagao de hemiceluloses e lignina, e baixa solubilizagdo de celulose, o que é
uma caracteristica desejavel. Verificou-se que no pré-tratamento realizado em maior
temperatura e concentracao ligeiramente mais elevada de perdxido (condicdo 1N) houve maior
solubilizagao de celulose e lignina, mas menor solubilizacdo de hemiceluloses.

Na Tabela 6.18 sdo apresentadas as solubilizacdo de celulose, hemiceluloses e lignina da
palha submetida a varios tipos de pré-tratamentos. Pode-se observar que as solubilizacdes de
celulose estao na faixa de 20 a 37%, muito superiores as solubilizacdes causadas pelo pré-

tratamento com perodxido de hidrogénio alcalino.

Tabela 6. 18: Solubilizagao de celulose, hemicelulose e lignina na palha de
cana-de-acuUcar submetida a diferentes pré-tratamentos.

Pesquisa Condicoes Solubilizacao Solubilizacao Solubilizacao
de celulose de de Lignina
% hemiceluloses %
%
SILVA H,S04 1,0% (m/v), 30,2 88,8 77,9

(2009) 120°C/10 min, Relagao
solido: liquido 1:10

Deslignificacao NaOH

1,0% (m/v), 100°C/1h

OLIVEIRA Explosao a vapor 180 37,4 88,6 86,6
(2010) °C, 15 min, seguida de
Deslignificacao NaOH

OLIVEIRA H,S04 1,0% (m/v), 32,0 89,6 55,3
(2010) 180°C/10 min, seguida
de Deslignificagao NaOH

MORIYA Polpacdo acetosolv 20,17 77,09 69,91
(2007) relagao palha/solvente
1/20 (m/v), 0,4% de HCI
como catalisador por 3
horas
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Também pode se observar na Tabela 6.18 que a solubilizacdo de hemicelulose e da

lignina estd em faixas ndo muito distantes das obtidas no presente trabalho, demonstrando o

bom desempenho do pré-tratamento com peroéxido de hidrogénio alcalino.

A palha pré-tratada nas duas condigbes foi submetida a hidrdlise com uma carga

enzimatica igual a do planejamento para obter a concentracao de glicose e o rendimento global,

também foi feito o cdlculo da conversao na hidrdlise. Nas figuras 6.9 e 6.10 podem ser

observados os perfis nas hidrolises (feitas em triplicata).

glicose (g/g palha bruta)

0,4 -

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Pré-tratamento nas condicoes otimas considerando T (Q)

significativa : t=60min T=60°C peroxido=6,6(v/v)

20 30 40 50 60 70 80
tempo (h)

Figura 6. 9: Cinética da hidrdlise enzimatica considerando a T(Q) como uma variavel

glicose (g/g palha bruta)

’

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15

0,1 -

0,05

significativa.

Pré-tratamento nas condicoes otimas considerando T (Q) ndo

significativa : t=60min T=78,6°C peroxido=6,8 (v/V)

20 30 40 50 60 70 80
tempo

Figura 6. 10: Cinética da hidrdlise enzimatica considerando a T(Q) como uma variavel nao

significativa.
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Na Tabela 6.19 estdao consolidados os resultados obtidos experimentalmente para

rendimentos globais e o rendimento na conversdo na etapa da hidrdlise enzimatica.

Tabela 6. 19: Conversao na hidrolise enzimatica e rendimento global de

glicose.
Ensaio Temperatura Tempo [H,0,] Glicose Conversao Rendimento
°C min (v/v) g/gpalha (%) global (%)
bruta
iN 78,6 60 6,8 0,34 95,27 89,89
2S 60 60 6,6 0,33 90,35 86,97

As concentragOes de glicose obtidas pelas equagdes 6.2 e 6.3 do modelo foram de 0.30
g/g de palha bruta quando a temperatura ndo foi considerada significativa (condigao 1N) e de
0.32 g/g de palha quando a temperatura quadratica foi considerada significativa (condigao 2S).
Comparando estes valores com os obtidos experimentalmente, dados na Tabela 6.19, notam-se
erros de 9,% para o teste 1N e 5,9% para o teste 2S para os dois modelos, mostrando que o
segundo modelo, considerando a temperatura quadratica como significativa, apresenta mais

precisao.

De acordo com os resultados obtidos, a temperatura quadratica foi mantida como
variavel significativa no planejamento, trabalhando assim com as condigdes 2S, visto que além
de obterem bons rendimentos na producao de glicose também utilizaram condicGes operacionais

mais brandas.

Neste trabalho foi considerada uma alta carga de solidos (15%) fator importante para
diminuir o gasto de reagente. Neste estudo foram usados 0,44 mL de perdxido/g palha ou 0.65
g perdxido/g palha, e foi possivel otimizar o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino

encontrando o ponto 6timo nas condigcdes 60 (°C), 60 (min), 6,6 (v/v)
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6.3.8. ANALISE DA SUPERFICIE DE RESPOSTA DE GLICOSE DO

PLANEJAMENTO 23+ CONFIGURAGAO ESTRELA COM TRIPLICATA NO PONTO
CENTRAL

A Figura 6.11 (a-b) mostra a superficie de resposta e a curva de nivel para concentracao

de glicose liberada apds hidrdlise da palha em funcdao da concentracdo de perdxido de

hidrogénio e da temperatura, mantendo o tempo do pré-tratamento em 60 minutos.

Ipran R a0 T 2D

16,00 2400 3200 4000 48,00 5600 6400 72,00
Temperatura (°C)

(a) (b)
Figura 6. 11: Superficie de resposta para a producao de glicose em funcao da concentragao de

perdxido de hidrogénio e da temperatura mantendo o tempo em 60 min.

Pode se observar na Figura 6.11 (a — b), uma regiao em torno do ponto 6timo (60 min;
60°C; 6,6 (v/v)) onde as concentracoes de glicose foram elevadas e também pode se observar

que nessa regido o sistema é mais sensivel a concentracdo de peroxido de hidrogénio quando
comparado com a temperatura.

No trabalho de Garcia (2009), utilizando o bagaco de colheita mecanizada sem queima,
as condicOes de pré-tratamento usadas foram 60 minutos de reagao, temperatura de 25°C e
concentracdo de peroxido de hidrogénio de 11%, considerando 8% de sdlidos no pré-
tratamento. Esta concentracdao de perdxido corresponde a 1.375 mL de perdxido/g bagaco ou
2.03 g perdxido/g bagaco. Foram necessarios 15 FPU/g bagaco de celulase e 25 CBU/g de B-
glicosidase para obter uma conversao de 99% na hidrolise, realizada com 3% de sélidos.
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6.3.9. ESTUDO DA CARGA ENZIMATICA NO PONTO OTIMO ENCONTRADO NO
PLANEJAMENTO 23+ CONFIGURAGAO ESTRELA.

A influéncia da carga enzimatica foi avaliada nas condigdes 6timas encontradas no
planejamento anterior (60min, 60°C e 6,6 (v/v)). Para isto, foram feitos testes na condigao
6tima alterando a carga enzimatica de FPU na faixa de 5, 10 e 20 FPU/g de palha pré-tratada,
mantendo fixa a carga de CBU em 25 CBU/g de palha pré-tratada. Os testes foram feitos em

duplicata.

Na Tabela 6.20 sdao apresentadas as condicdes de cada um dos ensaios com suas
respectivas respostas em glicose (g/g de palha bruta), conversdo na etapa da hidrélise e

rendimento global do processo.

Tabela 6. 20: Rendimentos de glicose, conversao e rendimento global.

Ens T t C FPU Glicose Conversao Rendimento
aio °C min (v/v) /g (g/9g) palha (%) Global (%)
bruta

1 60,00 6000 6,60 5,00 0,30 £0,001° 80,48 +0,31 78,15+ 0,30
2 60,00 6000 6,60 10,00 0,32+0,01° 86,02+0,24 83,53+ 0,23
3 6000 6000 660 1500 0,33£0,006° 9035+1,67 86,97 +£0,47
4 60,00 60,00 6,60 20,00 0,34+ 0,002¢ 91,32 +0,35 88,67+ 0,34

Onde t = tempo, T = temperatura, C = concentragao.
a,b,c,d; sdo estatisticamente diferentes a 95% de confiancga pelo teste de Tukey.

Pode-se observar que o aumento da carga enzimatica na hidrdlise contribuiu para o
rendimento e conversao de glicose. Entretanto, o aumento de 5FPU/g para 20 de FPU/g
resultou em aumento de apenas 13% em rendimento e conversao. Quando se aumenta a carga
enzimatica tem-se um aumento nos custos do processo sendo importante avaliar a relacdo

custo-beneficio para futuros estudos, trabalhando com menores cargas enzimaticas.

Na Figura 6.12 s3ao apresentados os perfis da hidrdlise enzimatica em cada um dos
ensaios realizados no ponto 6timo (60°C, 60min, 6,6 (v/v)), aumentado a carga de celulase na

etapa de hidrdlise enzimatica.
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Glicose g/g palha bruta

04
0,35
0,3
0,25
0.2
0,15
0,1

0,05

10 20 30 40 50 60 70
tempo (h)
——5 FPU —=—10 FPU 20 FPU

Figura 6. 12: Cinética da hidrdlise enzimatica variando a quantidade de enzima celulase.
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RESULTADOS E DISCUSSOES
DO PRE-TRATAMENTO COM HIDROXIDO DE CALCIO
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7.1. PRE-TRATAMENTO COM HIDROXIDO DE CALCIO: PLANEJAMENTO
FATORIAL 23+ CONFIGURACAO ESTRELA COM TRIPLICATA NO PONTO

CENTRAL

O planejamento experimental foi realizado para avaliar a influéncia de trés variaveis

independentes no pré-tratamento com hidréxido de célcio da palha: tempo de reagao (h),

temperatura (°C) e concentracao de hidroxido de calcio (g/g). A matriz de planejamento é

mostrada na Tabela 7.1, sao apresentadas as condigdes experimentais em cada um dos ensaios

onde os ensaios 15.1, 15.2 e 15.3 sao triplicatas no ponto central.

Tabela 7. 1: Matriz do planejamento.

Ensaio C t T

(9/9) (h) (°C)

1 0,25 65,00 86,00

2 0,55 65,00 86,00

3 0,25 65,00 94,00

4 0,55 65,00 94,00

5 0,25 100,00 86,00

6 0,55 100,00 86,00

7 0,25 100,00 94,00

8 0,55 100,00 94,00

9 0,40 53,07 90,00
10 0,40 111,93 90,00
11 0,40 82,50 83,27
12 0,40 82,50 96,73
13 0,15 82,50 90,00
14 0,65 82,50 90,00
15.1%* 0,40 82,50 90,00
15.2%* 0,40 82,50 90,00
15.3* 0,40 82,50 90,00

Onde t = tempo, T = temperatura, C = concentracao.

*Ensaios no ponto central.

Na Figura 7.1 e apresentada a aparéncia do material pré-tratado com hidréxido de calcio.

Pode se observar que a palha apresenta um escurecimento em comparacao com a palha bruta,
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SANTOS no ano 2012 considero que este escurecimento pode estar associado a formacdo de
produtos de degradacao de carboidratos.

Figura 7. 1: Palha pré-tratada com hidréxido de célcio

Na Figura 7.2 é apresentada a porcentagem de palha solubilizada apds cada ensaio do
pré-tratamento, partindo-se de 12 g de palha bruta, e a porcentagem de palha hidrolisada
partindo de 3 g de palha pré-tratada.

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 A
20 -
10 -
0_

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

m % Palha solubilizada no pré-tratamento ® % Palha hidrolizada 72horas

Figura 7. 2: Porcentagem de palha solubilizada e hidrolisada.

Pode-se observar na Figura 7.2 que a maior quantidade de palha solubilizada durante a
etapa do pré-tratamento foi no ensaio 4, apds 65 h de pré-tratamento, 94°C e empregando 0,55
g cal/g biomassa. A maior quantidade de palha hidrolisada foi observada no ensaio 9, apos
53,07 h de pré-tratamento, 90°C e concentragdo de cal de 0,4 g/g biomassa bruta. Nota-se
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também que ndao ha muita variacdo na quantidade de palha solubilizada no pré-tratamento ou

hidrolisada nas condicdes de planejamento.

7.1.1. QUANTIDADE DE CAL CONSUMIDA NO PRE-TRATAMENTO

A figura 7.3 apresenta o consumo de cal em cada um dos ensaios. O consumo de cal
mostra uma forte dependéncia do tempo de pré-tratamento e temperatura. Em geral, maior
quantidade de cal foi consumida em temperaturas mais elevadas e tempo de pré-tratamento
mais longos. O consumo mais elevado de cal observado na Figura 7.3 foi de 36,46%, para o
ensaio 7, onde as condigdes foram (100h, 94°C, 0,25g cal/qg).

40 -+
34,6 36,5

tratamento (%)

cal consumida duranteo o pré-

ENSAIOS

Figura 7. 3: Cal consumida no pré-tratamento com hidréxido de calcio.

A estruturada lignina é modificada pela presenca de um alcali, tornando-a mais soluvel.
Esta modificacdo ocorre porque a lignina é degradada em unidades menores pela quebra das
ligacOes das cadeias e, em seguida, os grupos hidrofilicos OH™ sdo introduzidos no polimero e
fragmentos quebrados (LOPEZ, 2000).

RAMIREZ (2005) concluiu também que consumo de cal apresentou uma forte
dependéncia, e diretamente proporcional ao tempo de pré-tratamento e a temperatura. A

relacdo entre o consumo de cal e a deslignificacdo nao foi claramente observada.
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7.1.2. CARACTERIZACAO DA PALHA PRE-TRATADA COM HIDROXIDO DE
CALCIO

Apds o pré-tratamento com hidréxido de calcio o material foi caracterizado, visando
obter a quantidade de celulose, hemiceluloses e lignina e determinar a porcentagem de
solubilizacdo durante o pré-tratamento. A tabela 7.2 apresenta a caracterizacdo quimica da
palha de cana de aclcar pré-tratada com hidréxido de cdlcio e a Tabela 7.3 apresenta a
composicao de celulose, hemicelulose e lignina corrigida pelo rendimento na etapa do pré-

tratamento.

Tabela 7. 2: Composicao quimica da palha de cana-de-aglcar pré-tratada
com hidroxido de calcio.

Ensaio C t T Celulose Hemicelulose Lignina

(a/9) (h) (°C) (%) (%) (%)

1 0,25 65,00 86,00 41,11 28,03 15,33

2 0,55 65,00 86,00 45,50 29,28 14,54

3 0,25 65,00 94,00 43,17 28,86 16,15

4 0,55 65,00 94,00 49,10 27,42 16,45

5 0,25 100,00 86,00 43,84 28,40 16,30

6 0,55 100,00 86,00 44,08 29,79 15,44

7 0,25 100,00 94,00 41,26 28,72 17,23

8 0,55 100,00 94,00 41,97 29,43 17,48

9 0,40 53,07 90,00 45,43 29,41 19,77
10 0,40 111,93 90,00 44,17 30,26 17,13
11 0,40 82,50 83,27 42,84 26,87 21,70
12 0,40 82,50 96,73 46,61 26,49 19,43
13 0,15 82,50 90,00 42,16 28,62 19,89
14 0,65 82,50 90,00 43,27 29,94 15,77
15.1%* 0,40 82,50 90,00 42,54 31,04 17,20
15.2%* 0,40 82,50 90,00 42,28 30,74 18,91
15.3* 0,40 82,50 90,00 42,85 31,22 19,40

Onde t = tempo, T = temperatura, C = concentragao.
*Ensaios no ponto central
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Os resultados da Tabela 7.2 mostram que nao ha muita variagdo na composicdao do

material pré-tratado em cada um dos ensaios. A porcentagem de celulose fica em torno de

40%, sendo préxima a 50% apenas no ensaio 4, que tem concentracdo de cal, tempo e

temperatura nos niveis +1. A porcentagem de hemiceluloses dos materiais pré-tratados fica

entre 25% e 30% para todos os ensaios e a porcentagem de lignina é a que mais varia, embora

a esta variacao ainda seja pequena, entre 14% e 21%, quando comparada com a composicao

da palha pré-tratada com peroxido de hidrogénio alcalino.

Tabela 7. 3: Caracterizacao quimica da palha pré-tratada com hidréxido de
calcio corrigida pelos respectivos rendimentos.

Rendimento

Ensaio C t T no pré- Celulose Hemicelulose Lignina
(g/g) (h) (°C) tratamento (%) (%) (%)
(%)

1 0,25 65,00 86,00 83% 34,26 23,36 12,73

2 0,55 65,00 86,00 74% 33,52 21,57 10,76

3 0,25 65,00 94,00 78% 33,67 22,51 12,60

4 0,55 65,00 94,00 68% 33,39 18,64 11,19

5 0,25 100,00 86,00 78% 34,31 22,22 12,71

6 0,55 100,00 86,00 74% 32,76 22,15 11,43

7 0,25 100,00 94,00 79% 32,77 22,81 13,61

8 0,55 100,00 94,00 78% 32,60 22,86 13,64

9 0,40 53,07 90,00 74% 33,43 21,64 14,63
10 0,40 111,93 90,00 76% 33,43 22,89 13,02
11 0,40 82,50 83,27 80% 34,24 21,47 17,36
12 0,40 82,50 96,73 73% 33,87 19,25 14,18
13 0,15 82,50 90,00 80% 33,69 22,88 15,91
14 0,65 82,50 90,00 74% 32,13 22,23 11,67
15.1%* 0,40 82,50 90,00 75% 31,73 23,15 12,90
15.2%* 0,40 82,50 90,00 76% 31,99 23,26 14,37
15.3* 0,40 82,50 90,00 74% 31,81 23,18 14,36

Onde t = tempo, T = temperatura, C = concentracao.
*Ensaios no ponto central.
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Pode-se observar na tabela 7.3 que o pré-tratamento como hidréxido de calcio nao
promove altas solubilizagdes de celulose e hemiceluloses, apresentando remogao de lignina

consideravel.

Segundo CHANG (1998), o pré-tratamento com hidréxido de calcio é um pré-tratamento
lento que requer tempos longos e temperaturas moderadas para obter uma maior liberacao de

acucares.

A Tabela 7.4 apresenta as solubilizacdes de celulose, hemiceluloses e lignina promovidas
pela etapa do pré-tratamento com hidrdéxido de calcio.

Tabela 7. 4: Solubilizacdo de celulose hemicelulose e lignina apds o pré-
tratamento com hidréxido de calcio.

Ensaio C t T Solubilizacao  Solubilizacdao Solubilizacao
(g/g) (h) (°C) de celulose no de de lignina no
pré- hemicelulose pré-
tratamento no pré- tratamento
(%) tratamento (%)
(%)

1 0,25 65,00 86,00 0,49 1,06 47,17

2 0,55 65,00 86,00 2,66 8,66 55,33

3 0,25 65,00 94,00 2,20 4,67 47,69

4 0,55 65,00 94,00 3,03 21,04 53,56

5 0,25 100,00 86,00 0,36 5,88 47,22

6 0,55 100,00 86,00 4,84 6,20 52,57

7 0,25 100,00 94,00 4,82 3,41 43,48

8 0,55 100,00 94,00 5,32 3,20 43,40

9 0,40 53,07 90,00 2,91 8,33 39,27
10 0,40 111,93 90,00 2,92 3,03 45,95
11 0,40 82,50 83,27 0,55 9,05 27,95
12 0,40 82,50 96,73 1,62 18,46 41,13
13 0,15 82,50 90,00 2,14 3,11 33,96
14 0,65 82,50 90,00 6,68 5,85 51,55
15.1* 0,40 82,50 90,00 7,84 1,96 46,45
15.2* 0,40 82,50 90,00 7,09 1,48 40,34
15.3* 0,40 82,50 90,00 7,60 1,80 40,40

Onde t = tempo, T = temperatura, C = concentracao.
*Ensaios no ponto central.

129 Olga Lucia Bayona Ayala



A
S

Capitulo VII: Resultados pré-tratamento com hidroxido de calcio
UNICAMP

Na tabela 7.4, comparando-se os ensaios 1 com 2, 3 com 4, 5 com 6, 7 com 8, nota-se
que aumentando a concentracao de cal e mantendo os outros fatores fixos, a solubilizacdo de

celulose, hemiceluloses e lignina aumenta.

A relacao entre aumento de temperatura e a solubilizacdo do material é mais
complicada. Comparando-se os ensaios 1 com 3 e 2 com 4, nota-se que, nestas condicoes,
aumentar a temperatura mantendo os outros fatores fixos aumentou a solubilizacdo de celulose
e hemiceluloses e praticamente ndo influencia a solubilizagcdo da lignina. Comparando os ensaios
5 e 7, nota-se que aumentando a temperatura, a solubilizacao da celulose aumenta e diminui a
solubilizacao das hemiceluloses e lignina. Nas condi¢cdes dos ensaios 6 e 8, observa-se que o
aumento da temperatura influencia na solubilizacao da celulose e diminui a solubilizacao das
hemiceluloses e lignina. Comparando-se os ensaios 11 e 12 nota-se que o aumento da
temperatura influenciou pouco na solubilizacao da celulose, mas aumentou a solubilizacao de
hemiceluloses e lignina. A maior solubilizagdo de lignina foi no ensaio 2, realizado a 86°C, a
segunda menor temperatura do planejamento, o que mostra que o aumento da temperatura

nao é importante para a deslignificacdo para este pré-tratamento

A relacao do tempo de pré-tratamento com a solubilizacdo de celulose, hemiceluloses e
lignina varia muito dependendo dos niveis da temperatura e concentracdo de cal. Comparando
os ensaios 9 e 10, onde a temperatura e a concentracdao de cal estdo no ponto central e o
tempo de pré-tratamento é variado do menor valor para o maior valor, nota-se que a
solubilizagdo de todos os componentes aumentam. Quando os fatores estdo em outros niveis,
no entanto, respostas diferentes sao obtidas (comparagao dos ensaios 1 com 5; 2 com 6; 3 com
7 e 4 com 8).

KIM (2004) encontrou que para o pré-tratamento de palha de milho pré-tratada por 4
semanas em condicdes oxidativas com hidréxido de calcio a 55°C obteve-se uma solubilizagao

de lignina de 70%, com um tempo de pré-tratamento de 672 horas.

Pesquisadores como WALSETH (1952), SULLIVAN (1959), MANSFIELD et al (1998),
CHANG e HOLTZAPPLE (2000); KONG et al. (1992), LEE e FAN (1982), O'DWYER (2005) e ZHU
(2005) encontraram resultados contraditdrios sobre a relacdo entre a composicdo quimica da

biomassa pré-tratada e o rendimento na hidrolise enzimatica, razao pela qual a eficiéncia do
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pré-tratamento é avaliada pela hidrolise enzimatica em vez de em termos de composicdo

quimica e caracteristicas fisicas da biomassa apds o pré-tratamento (RAMIREZ, 2005)

7.1.3. HIDROLISE ENZIMATICA DA PALHA PRE-TRATADA COM HIDROXIDO
DE CALCIO

Para a liberacdo de glicose efetuou-se a hidrolise com as seguintes condicdes reacionais
fixas: 3 g de biomassa seca pré-tratada e volume reacional de 100 mL de tampao citrato. Como
nesta etapa o importante € a obtencao de glicose, as atividades foram mantidas fixas em 15
FPU de celulase/g de biomassa seca pré-tratada e 25 CBU de B-glicosidase/g de biomassa seca
pré-tratada. O pH da hidrdlise foi 4,8, a temperatura de 50°C e 100 rpm.

Na Tabela 7.5 é apresentada a matriz de planejamento experimental contendo as
combinagdes dos niveis para cada um dos ensaios e suas respectivas respostas de concentragao
de glicose (g/g de palha bruta), e o rendimento global (%) calculado pela Equacdo 7.1. E

apresentada também a porcentagem de conversao na hidrdlise enzimatica.

g de glicose hidrolisada * fator
) * 100

Rendi =
endimento Global ( g de glucana na palha bruta

) g glicose
Rendimento Global = | —— *0,90 [*100
g glucana
lucana = glicose x 162,2
8 8 80,2

Equacgao 7.1
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Tabela 7. 5: Matriz de planejamento composto central para o pré-
tratamento com cal com as respostes de produgao de glicose e rendimento global.

Conversao na

Glicose  Rendimento  hidrolise
C t T (g/g palha Global enzimatica
Ensaios (g/q) (h) (°C) bruta) (%) (%)
1 0,25 65,00 86,00 0,199 52,10 53,44
2 0,55 65,00 86,00 0,200 52,30 54,93
3 0,25 65,00 94,00 0,191 50,00 52,37
4 0,55 65,00 94,00 0,199 52,10 54,64
5 0,25 100,00 86,00 0,217 56,80 58,04
6 0,55 100,00 86,00 0,108 28,30 30,31
7 0,25 100,00 94,00 0,219 57,30 60,67
8 0,55 100,00 94,00 0,170 44,50 48,33
9 0,40 53,07 90,00 0,206 53,90 56,58
10 0,40 111,93 90,00 0,171 44,80 47,17
11 0,40 82,50 83,27 0,121 31,70 38,36
12 0,40 82,50 96,73 0,194 50,80 52,73
13 0,15 82,50 90,00 0,179 46,80 49,25
14 0,65 82,50 90,00 0,141 36,90 40,03
15.1* 0,40 82,50 90,00 0,170 44,50 49,15
15.2%* 0,40 82,50 90,00 0,162 42,40 46,72
15.3* 0,40 82,50 90,00 0,163 42,70 47,20

Onde t = tempo, T = temperatura, C = concentragao.
*triplicata no ponto central.

Pode-se observar na Tabela 7.5 que a maior liberagao de glicose foi a obtida no ensaio 7

(0,219 g/g palha bruta), onde as condigdes foram 0,25 g/g, 100 h, 94°C, para concentragao de

cal tempo e temperatura, respectivamente, com um rendimento global de 57,30% e uma

conversao na etapa de hidrdlise de 60,67%. Enquanto que a menor liberagao ocorreu no ensaio

6 (0,108 g/g palha bruta), onde as condigoes foram (0,55 g/g, 100 h, 86°C) para concentragao

de cal tempo e temperatura, respectivamente, com um rendimento global de 28,30% e

conversao na etapa de hidrdlise de 31,31%.

CHANG et a/ (2001) mostraram que o pré-tratamento oxidativo utilizando hidroxido de

calcio na polpa de madeira a 150°C durante 6 h removeu 77,5% da lignina e aumentou o

rendimento de glicose na hidrdlise enzimatica de 7% (nao tratada) para 77% (tratada).
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Na Tabela 7.6 sao comparados os estudos feitos por KIM (2004), RAMIREZ (2005) e os
resultados obtidos neste trabalho, quando diferentes fontes de biomassa foram pré-tratadas

com hidroxido de calcio.

Tabela 7. 6: Comparacdo do pré-tratamento com hidroxido de calcio em
diferentes fontes de biomassa.

RAMIREZ, 2005 KIM, 2004 Presente
Madeira Palha de trabalho
672 horas Milho, Palha de
65°C; 2g/gde 672 horas, 2 cana
hidroxido de g/g de 100 horas
calcio. hidroxidode  94°C; 0,25
calcio. g/g de
55 °C hidroxido de
calcio.
Rendimento no pré- 71 70 79
tratamento (%)
% de lignina solubilizada no 45 70 43
pré-tratamento
% de celulose solubilizada no 14 7 5
pré-tratamento
% de hemiceluloses 20 25 3
solubilizada no pré-
tratamento
Conversao de glicose na 94 97 61
hidrolise (%)
Rendimento global (%) 81 91 57

RAMIREZ (2005) usou 15 FPU/g e 60 CBU/g de biomassa pré-tratada.
KIM (2004) usou 15 FPU/g e 60 CBU/g de biomassa pré-tratada ,

Os autores ndo especificaram a concentragdo da biomassa inicial na hidrdlise enzimatica. Neste trabalho na hidrolise
foi usada uma carga de 15 FPU/g e 25 CBU/g de biomassa pré-tratada com 3% de palha pré-tratada na hidrolise

enzimatica.

Pode-se observar na Tabela 7.6 quando comparados os pré-tratamentos com hidréxido
de cdlcio de RAMIREZ (2005) e KIM (2004), onde as condicdes de tempo foram as mesmas (672
horas), que para madeira a deslignificacdo foi mais dificil fazer deslignificacao, razao pela qual
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RAMIREZ (2005) aumentou a temperatura para 65°C. No presente trabalho usou-se
temperatura mais alta (94°C), mas com um tempo muito mais curto (100 h) e ndo se obteve
uma grande deslignificacao da palha de cana-de-aglcar. Analise dos dados da Tabela 7.4, feita
usando o software Statistica (Figura 7.4) mostrou que apenas a concentracdo de cal é
significativa para o aumento da solubilizacdo de lignina a 90% de confianga. No entanto,
aumentar muito a concentracdo de cal também aumenta a solubilizacdo de celulose, que ndo é

desejavel.

DV: Solubilizacédo de Lignina

(1)Concentracdo(L) 3,767
Concentracdo(Q)
tempo(Q)
2Lby3L

1Lby2L

_____________}%0;3

1,087

wby3dLy 7 - 777
temperatura(Q) ¥ |-743
(3)temperatura(L) E 615
(2)tempo(L) 7,451

p=0,1

Figura 7. 4: Grafico de Pareto para a solubilizacdo de lignina

Os gréficos apresentados na Figura 7.5 (a — 0) representam os perfis da conversao de
glicose na hidrdlise da palha pré-tratada em termos de concentracdo, com o objetivo de avaliar

a etapa do pré-tratamento com hidréxido de calcio.

© Ensaio 1: s Ensaio 2:
S t(h)=65; T(°C) = 86; [Ca(OH)2] (g/g)= 0,25 2 t(h)=65; T(°C) = 86; [Ca(OH)2] (g/g) = 0,55
< 0,3 - P 0.3

< R ’

5 0251 B 025

S 0,2 - p 0,2

S 015 S 0,15

g 0,1 - \\; 0,1

= 005 - o 005

3 @ 0

S 0 8 :

=) )

0 1I2 2I4 3I6 4Ig 6Io 7I2 0 12 24 36 48 60 72
Tempo (horas) Tempo (horas)

(a) (b)
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Ensaio 3:
t (h) = 65; T(°C) = 94; [Ca(OH)2] (g/g)= 0,25
0,3
0,25
0,2 -
0,15
0,1
0,05
0 T T T T T T 1

glicose (g/g) de palha bruta

Tempo (horas)

()
Ensaio 4:
t “3 §6§; T(°C) = 94; [Ca(OH)2] (g/g)= 0,55

0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

0 T T T T T !

0 12 24 36 48 60 72
Tempo (horas)

glicose (g/g) de palha bruta

(d)
© Ensaio 5:
£ t(h)=100; T(°C) = 86; [Ca(OH)2] (g/g)= 0,25
-: 0,3
£ 0,25
& 02
s 015
Eo 0,1
X 0,05
[
§ 0 T T T T T T 1
= 0 12 24 36 48 60 72

Tempo (horas)

(e)

Ensaio 6:
m 0,
£ t(h)=100; T(°C) = 86; [Ca(OH)2] (g/g)= 0,55
S 0,3 -
2 025
s 0,2 -
4 015 -
I 0,1 - —
~ 7 g
o0
w005 iyl
8 O T T T T T 1
= 0 12 24 36 48 60 72

Tempo (horas)

(f)

glicose (g/g) de palha bruta glicose (g/g) de palha bruta

glicose (g/g) de palha bruta

glicose (g/g) de palha bruta

Ensaio 7:
t (h) =100; T(°C) = 94; [Ca(OH)2] (g/g)= 0,25

’

0,2

0,1

O T T T T T T 1

12 24 36 48 60 72
Tempo (horas)
(8)
Ensaio 8:

t (h) =100; T(°C) = 94; [Ca(OH)2] (g/g)= 0,55
0,3 -
0,25 A
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

O T T T T T 1

0 12 24 36 48 60 72

Tempo (horas)

(h)

Ensaio 9:
t (IB 353,07 T(°C) = 90; [Ca(OH)2] (g/g)= 0,4

0,2 -
o1 _/
O T T T T T 1

0 12 24 36 48 60 72
Tempo (horas)

(i)
Ensaio 10:
t (h) =111,93; T(°C) = 90; [Ca(OH)2] (g/g)=0,4
0,3

)

o
N}

o
-

o

24 36 48 60 72
Tempo (horas)
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Ensaio 13:
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Ensaio 14:
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60 72
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Figura 7. 5:Perfis de hidrolise para os ensaios do planejamento estatistico para o pré-

tratamento com hidroxido de calcio.

Nota-se na Figura 7.5 que ap0s as 48 h o aumento na concentracao de glicose foi quase

constante. A presenca de grandes quantidades de hemiceluloses e lignina interferiram na

acessibilidade das enzimas celulases na etapa da hidrolise enzimatica.
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7.1.4. ANALISE DA PRODUCAO DE GLICOSE (g/g) DE PALHA BRUTA
UTILIZANDO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO

Na tabela 7.7 sdo apresentadas as analises dos efeitos do planejamento experimental de

palha pré-tratada com hidroxido de calcio.

Tabela 7. 7: Analise dos efeitos e interacdes do planejamento experimental
para o da massa de glicose (g de glicose/g de palha bruta) produzida.

Fator Efeito P:;:%o t(2) P Coeficiente

Media 1,64E-01 2,51E-03 6,52E+01 2,35E-04 1,64E-01

(1)Concentracao (g/g) (L) -3,12E-02 2,36E-03 -1,32E+01 5,67E-03 -1,56E-02
Concentracao(Q) 4,93E-03 2,60E-03 1,89E+00  1,99E-01 2,46E-03
(2)Tempo (h) (L) -1,96E-02 2,36E-03 -8,31E+00 1,42E-02 -9,81E-03
Tempo (Q) 2,51E-02 2,60E-03 9,66E+00 1,05E-02 1,26E-02
(3)Temperatura (°C) (L) 2,60E-02 2,36E-03 1,10E+01 8,12E-03 1,30E-02
Temperatura(Q) 3,15E-03 2,60E-03 1,21E+00  3,49E-01 1,58E-03

1*2 -4,18E-02 3,08E-03 -1,35E+01 5,41E-03 -2,09E-02

1*3 1,68E-02 3,08E-03 5,43E+00 3,22E-02 8,38E-03

2*3  1,83E-02 3,08E-03 5,92E+00 2,74E-02 9,12E-03

Na analise estatistica apresentada na Tabela 7.7, observa-se que os efeitos quadraticos

da temperatura e da concentracdo de cal ndao apresentaram influéncia estatisticamente

significativa a 95% de confianga dentro da faixa estudada. Os efeitos linear e quadratico do

tempo e o feito linear da temperatura e da concentragao de cal junto com todas as interagoes

entre as trés variaveis apresentaram efeito significativo na concentracdo de glicose a 95% de

confianga, visto que apresentaram valores de p < 0,05 na faixa estudada. Nota-se que o maior

efeito € a interacdo entre o tempo e concentracdo de cal seguido do efeito linear do tempo,

como pode ser visto no grafico de Pareto (Figura 7.6) e no grafico normal de probabilidades

(Figura 7.7).
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(1)Concentracao (g/g) (L)
(3)Temperatura (°C) (L) |
tempo (h) (Q) f

(2)tempo (h) (L) |

Concentracéo (9/9)(Q) |/
Temperatura (°C) (Q )

172 F

2*3
1"3 |

5,921
5,434

7 ]1.894
1213

-8,309

_|-13,545 1
-13.218 1
11,032

9,661

p=0,05

Figura 7. 6: Grafico de Pareto da analise do pré-tratamento com hidréxido de clcio.
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Figura 7. 7: Grafico normal de probabilidades da analise do pré-tratamento com hidréxido de

calcio.

Um modelo estatistico foi escrito em fungao das varidveis significativas, sendo, entdo,

calculada a Tabela ANOVA (Tabela 7.8) para identificar se o modelo era estatisticamente

significativo a 95% de confianca, dentro da faixa estudada. Os testes F também foram

calculados para este fim.
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Tabela 7. 8:Andlise da variancia (ANOVA) para o ajuste do modelo aos
dados do planejamento fatorial 2° para analise da concentracdo de glicose da palha
pré-tratada com hidréxido de calcio.

Fonte de Variagao Soma Graus de Media F
quadratica liberdade quadratica calculado
Regressao R 1,34E-02 7 1,91E-03 6,84
Residuos (r) 2,52E-03 9 2,80E-04
Falta de ajuste (faj) 2,48E-03 7 3,55E-04 18,67
Erro puro (ep) 3,80E-05 2 1,90E-05
Total (T) 1,59E-02 16
' F Tabelado 7,9 3,29 < F calculado
2F Tabelado 7,2 19,35 > F calculado

O valor do teste para a regressao F,o) calcuiado = 6,84 foi maior que 0 F(7,9) tabelado = 3,29 € 0
valor do teste F para a falta de ajuste foi F (7,2) caiculado = 18,67, menor que 0 F (7,2) tabelado= 19,35,
indicando que o modelo é estatisticamente significativo a 95% de confianga.

Embora o maior rendimento apds hidrdlise tenha sido obtido para o ensaio 7 (57,3%), o
ensaio 9 apresentou rendimento similar (53,9%), empregando um tempo de pré-tratamento
inferior (53.07 h), quase metade do tempo usado no ensaio 7 (100 h). Como o tempo de pré-
tratamento é um fator importante, diretamente relacionado ao tamanho do reator a ser utilizado
em um processo industrial, escolheu-se trabalhar com o pré-tratamento nas condicdes do ensaio

9 (0,4 g/g; 90°C; 53,07 h), que resultou em liberagao de 0,206 g glicose/g palha bruta.

7.1.5. ANALISE DA SUPERFICIE DE RESPOSTA DE GLICOSE A PARTIR DO
PLANEJAMENTO 23+ CONFIGURAGAO ESTRELA COM TRIPLICATA NO PONTO
CENTRAL

A Figura 7.8 mostra a superficie de resposta para concentracdo de glicose liberada apds
hidrélise da palha de cana-de-acuicar em funcdo da concentracdo de cal e da temperatura,

variando o tempo de pré-tratamento nos pontos estudados no planejamento.

139 Olga Lucia Bayona Ayala



N
o

UNICAMP

Capitulo VII: Resultados pré-tratamento com hidroxido de célcio

B e SRR

(B ) D CURIRNET

024 T

Le0oe
s aaa
M oDy

B CHRMERNTS

0%
0,20
0z I
0,20

alg

10 o “v"‘""“"
o sieiatierie’
o6 ““"’
.09 "“ "‘
<

(c)

Figura 7. 8: Superficie de resposta para a concentracao de glicose liberada ap6s hidrélise da

palha de cana-de-agucar em funcao da temperatura e da concentracdo de cal mantendo o

tempo no ponto minimo -1,68 (a) no ponto central (b) e no ponto maximo +1,68 (c).

Quando analisamos a superficie da Figura 7.8 (a, b, c) podemos perceber na figura 8.8a

que com tempos curtos € preciso uma maior quantidade de hidréxido de calcio e temperaturas

elevadas para atingir a maior liberacao de glicose. Na Figura 7.8 (b — ) pode se observar que

sao necessarias altas temperaturas e longos tempos e a concentracdo de hidréxido de calcio
menor para atingir a maior formagao de glicose.
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7.1.6. ANALISE DE FTIR DO MATERIAL PRE-TRATADO COM HIDROXIDO DE
CALCIO

O material pré-tratado nas condicdes do ensaio 9 foi analisado pela técnica de
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) (Figura 7.9) e pela

técnica de difracao de raios-X (DRX) (Figura 7.10).

Palha Bruta

Absorbancia

pre-tratamento Ca(OH), = 0, 4g/y T=80°C t=53 07h

4[]'00 I 35IOO I SOIOO I 25I00 I QOIOO I ‘ISIOO I WOIOO
cm-1
Figura 7. 9: Espectro de FTIR para a palha de cana bruta (------- ) e espectro de FTIR da palha
pré-tratada nas condicdes do ensaio 9 (------ ). Os espectros foram deslocados na vertical para

melhor visualizacdo, logo a escala de absorbancia ndao foi mostrada.

Analisando a Figura 7.9 pode-se observar que, apos o pré-tratamento, a intensidade dos
picos da lignina (1253 e 1514 cm™) foram reduzidas, provavelmente devido a uma remocdo
parcial deste componente. Foi observado o desaparecimento do pico de 1734 cm™ que
representa o fracionamento das ligacdes complexas entre as hemiceluloses e a lignina. Apds o
pré-tratamento, os picos dos polissacarideos (898, 1094, 1127, 1200, 1325 e 1374 cm™)

tornaram-se mais nitidos devido a remocao da lignina no material (WANG, 2010).
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6.4.7. ANALISE DE DRX DO MATERIAL PRE-TRATADO COM HIDROXIDO DE
CALCIO

Como explicado anteriormente para pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino,
o indice de cristalinidade mede a quantidade relativa da celulose cristalina no sélido total. A
medida que a proporcao da fragdo amorfa presente na biomassa é solubilizada, observa-se um
aumento do indice de cristalinidade da biomassa. Assim, para efetuar uma corregao destes
indices calculados, foi levado em consideracdo o rendimento da etapa de pré-tratamento,

obtendo assim o novo indice de cristalinidade corrigido.

A anadlise de DRX (Figura 7.10) demonstra a redugao do indice de cristalinidade no caso
da palha pré-tratada, passando de 49,01% da palha bruta para 32,82% da palha pré-tratada

(corrigido pelo rendimento da etapa do pré-tratamento), nas condi¢des do ensaio 9.

500 -
400 -
300 -

200 -

Intersidade

100 -

5 10 15 20 25 30 35 40

20 graus
e (13N pré-tratada hidroxido de Calcio Palha bruta

Figura 7. 10: Difratograma da palha de cana bruta e da palha pré-tratada nas condigdes do

ensaio 9, corrigido pelo rendimento na etapa do pré-tratamento.
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6.4.8. ESTUDO DA CARGA ENZIMATICA NO PONTO ESCOLHIDO NO
PLANEJAMENTO 23+ CONFIGURAGAO ESTRELA.

Nas condigdes do ensaio 9 (53,07h, 90°C, 0,4g/g cal), escolhido como o ponto mais
favoravel para a maior obtencao de glicose, foi avaliada a influéncia da carga enzimatica. Para
isso, foram realizados testes nesta condigao pré-estabelecida variando a carga enzimatica de
celulase na faixa de 30-50 FPU g/g de palha pré-tratada e mantendo fixa a carga de B-
glicosidase em 25 CBU/g de palha seca pré-tratada. Os testes foram realizados em duplicata.

Na Tabela 7.9 sao apresentadas as condicdes de cada um dos ensaios com cada uma
das suas respostas em g de glicose/g de palha bruta, conversao na etapa da hidrdlise e
rendimento global do processo.

Tabela 7. 9: Rendimentos de glicose, conversao e rendimento global.

Ensaio T t C FPU Glicose(g/g Conversao Rendimento
(°C) (h) (g9/g9) (g9/g) palhabruta) (%) Global
(%)
1 90 53,07 0,4 15 0,206 56,58 53,90
2° 90 53,07 0,4 30 0,339+0,002  92,88+0,494 88,69+0,471
3¢ 90 53,07 04 50 0,354+0.002 96,92+0,195 92,54+0,187

b, ¢, sdo estatisticamente diferentes a 95% de confianga pelo teste de Tukey.

Pode se observar que o aumento da carga enzimatica na hidrdlise contribuiu para o
aumento do rendimento global de glicose. Nota-se que um aumento de 15 FPU/g para 30 FPU/g
melhorou o rendimento de glicose em mais de 60% e de 30 para 50 FPU/g, houve um menor
ganho no rendimento, aproximadamente 4%. Entretanto, um aumento na carga enzimatica

também vai ocasionar elevacao dos custos do processo.

Na Figura 7.11 sdo apresentados os perfis de hidrdlise enzimatica em cada um dos
ensaios (90°C, 53,07 h, 0,4 g/g) aumentado a carga de celulase na etapa de hidrdlise

enzimatica.

143 Olga Lucia Bayona Ayala



N
o

UNICAMP

Capitulo VII: Resultados pré-tratamento com hidroxido de célcio

Glicose g/g palha bruta

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

——30FPU

20

tempo (h)
—s—50 FPU

40

60

15 FPU

Figura 7. 11: Perfis na hidrdlise enzimatica aumentando a carga enzimatica nas condicdes do

ensaio 9.
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8.1. COMPARACAO DO EFEITO DOS PRE-TRATAMENTOS AVALIADOS SOBRE A
PALHA DE CANA BRUTA

A comparagdo entre os dois pré-tratamentos avaliados foi realizada. Na Tabela 8.1 é
apresentada a composicao quimica da palha de cana submetida a cada um dos pré-tratamentos

avaliados.

Tabela 8. 1:Composicao quimica da palha de cana-de-aglcar bruta e da
palha de cana pré-tratada com perdxido de hidrogénio alcalino e hidréxido de

calcio.
Caracterizacao Celulose Hemiceluloses Lignina
(9) (9) (9)
PB (100 g /100g palha bruta) 34,43 23,61 34,09
P. PPHA (46 g /100 g palha bruta) 33,28 3,99 6,78
P. PHC (74 g /100 g palha bruta) 33,43 21,64 14,63

PB = Palha bruta
P. PPHA = Palha pré-tratada com perodxido de hidrogénio alcalino.
P. PHC = Palha pré-tratada com hidréxido de Calcio.

Pode-se observar na Tabela 8.1 que o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio
promoveu maiores mudangas na composicao quimica da palha quando comparado com o pré-
tratamento da palha com hidréxido de calcio. Pode-se observar também que os dois pré-
tratamentos estudados promoveram pouca solubilizagdo de celulose, fator desejavel na etapa do
pré-tratamento, ja que é nesta fracdo celuldsica onde a glicose sera convertia apos a etapa da
hidrolise enzimatica, e € a glicose 0 mondmero que entrara na fermentagao na rota de obtengao

de etanol de segunda geracao.

8.2. SOLUBILIZAGAO DE CELULOSE, HEMICELULOSE E LIGNINA

Na Figura 8.1 é apresentado o grafico da solubilizacdo de celulose, hemicelulose e lignina

obtidas para os dois pré-tratamentos.
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Figura 8. 1: Solubilizacdo de celulose, hemicelulose e lignina de cada um dos pré-tratamentos
com perdxido de hidrogénio alcalino (P.PPHA) e hidréxido de célcio (P.PHC).

Pode-se observar na Figura 8.1 que o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio
alcalino promoveu as maiores solubilizacao das hemiceluloses e da lignina, quando comparado

com o pré-tratamento realizado com hidréxido de calcio.

8.3. RENDIMENTO DE GLICOSE

Na Tabela 8.2 sdao apresentados os rendimentos de glicose, rendimento global e
conversao na etapa da hidrdlise enzimatica realizada 15 FPU/g de celulase e 25 CBU/g de B-

glicosidase.
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Tabela 8. 2:Comparacao do rendimento na producao de glicose, na
conversao e o rendimento global, da palha pré-tratada com perdxido de hidrogénio
alcalino e pré-tratada com hidréxido de calcio.

Ensaio T t C Glicose Conversao Rendimento
(°C) (h) (%) Global
(g9/9 (%)
palha
bruta)
PB NA NA NA 0,080 21,00 21,00
P.PPHA 60 1 6,6% 0,332 90,35 86,97
P. PHC 90 53,07 0,4 4g/g 0,206 56,58 53,90

T= temperatura; t = tempo; C = concentragdo.

PB = Palha bruta

NA = ndo avaliado

P. PPHA = palha pré-tratada com perodxido de hidrogénio alcalino.
P. PHC = Palha pré-tratada com hidrdxido de Calcio.

Pode se observar na Tabela 8.2 que o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio
proporcionou um rendimento global de glicose na hidrélise de, 86,97%), maior que o rendimento

quando o pré-tratamento foi realizado com hidréxido de calcio, 53,90%.

8.4. COMPARAGAO DO FTIR

Na Figura 8.3 sdo apresentados os FTIR da palha bruta e da palha pré-tratada com
peroxido de hidrogénio e com hidréxido de calcio. Pode-se observar que os dois tipos de pré-
tratamento tiveram uma reducdo dos picos da lignina (1253 e 1514 cm™). Foi observado o
desaparecimento do pico de 1734 cm™ que representa o fracionamento das ligagdes complexas
entre a hemicelulose e a lignina. Apds o pré-tratamento, os picos dos polissacarideos (898,
1094, 1127, 1200, 1325 e 1374 cm™) tornaram-se mais nitidos devido a remocdo da lignina no
material (WANG, 2010).
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Figura 8. 2: Espectros de FTIR da palha bruta (-------- ) palha pré-tratada com perdxido de
hidrogénio alcalino ( ) palha pré-tratada com Hidréxido de Calcio (------- ). Os espectros
foram deslocados na vertical para melhor visualizacdo, por isso nao é mostrado o eixo de

absorbancia.

8.5. COMPARAGAO DO INDICE DE CRISTALINIDADE

Na figura 8.3 sao apresentados os difratogramas da palha de cana bruta e da palha de
cana pré-tratada com perdxido de hidrogénio alcalino e com hidroxido de calcio. Observando-se
uma diminuicdo do indice de cristalinidade com os dois tipos de pré-tratamento quando
comparada como a palha bruta. E na Tabela 8.3 é apresentada a porcentagem de reducdo do

indice de cristalinidade provocada por cada um dos pré-tratamentos avaliados.
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Figura 8. 3: Difratograma para a palha de cana bruta e pré-tratada com peroéxido de

hidrogénio e com hidrdxido de calcio.

Tabela 8. 3: Indices de cristalinidade (Crl) para a palha bruta e para a
palha pré-tratada com perdxido de hidrogénio e com hidréxido de calcio.

Palha de cana de aclicar Corrigido pelo crisR;(IIil:ﬁggddeado
< pré-tratamento -
material
% %
Palha bruta 49,01

Palha pré-tratada com peroéxido de 31,80 35,11
hidrogénio alcalino

Palha pré-tratada com Hidroxido de 32,82 33,03
Calcio

Pode se observar na Tabela 8.3 que o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio
apresentou uma diminuicdo do indice de cristalinidade um pouco maior quando comparado
como o indice de cristalinidade da palha pré-tratada com hidréxido de clcio. E importante
destacar que os dois tipos de pré-tratamento avaliados promoveram uma reducao do indice de

cristalinidade acima de 30%.
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A palha de cana-de-agUcar se mostra uma biomassa lignocelulésica promissora para a
obtencao de etanol celuldsico por conter um alto teor de celulose (34,43%) e por apresentar
bons rendimentos na liberacdo de glicose apds hidrdlise enzimatica, quando a palha de cana foi
previamente pré-tratada com perdxido de hidrogénio alcalino ou com hidrdxido de calcio.

O tempo de pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino nao apresentou
significancia estatistica a 95% de confianca na faixa estudada, tendo sido fixado em 1 h (mesmo
tempo determinado com étimo por RABELO, 2010). As condigles obtidas como étimas para o
pré-tratamento foram 60 min de reacao a 60°C, utilizando uma concentracao de perdxido de
6,6%. Nestas condigOes foi obtida uma concentragao de glicose de 0,33 g/g de palha bruta, que
corresponde a um rendimento global de reacdo de 86,97% e conversao de hidrdlise de 90,35%.
Estes resultados foram obtidos quando a hidrdlise foi realizada com 3% de sdlidos e carga

enzimatica de 15 FPU/g palha de celulase e 25 CBU/g palha de B-glicosidase.

O pré-tratamento com perdxido de hidrogénio promoveu solubilizacao de celulose em
menor escala quando comparado a outros tipos de pré-tratamentos encontrados na literatura,
realizados para a palha. A solubilizacdo da celulose foi de 3,3% e das hemiceluloses e lignina
foram de 83,11% e 71,85%, respectivamente.

Neste estudo, foi considerada uma maior concentracdo de solidos no pré-tratamento
(15%) com perdxido de hidrogénio alcalino quando comparado com os trabalhos anteriores de
Rabelo (2007) que trabalhou com 4% de sdlidos. O aumento na carga de solido é importante
para diminuir o gasto de reagente, utilizando-se neste trabalho aproximadamente 0,44 mL de

peroxido/g palha ou 0,65 g peroxido/g palha.

O pré-tratamento da palha com hidroxido de calcio também melhorou a susceptibilidade
do material a hidrdlise enzimatica, mas nas condiges avaliadas nao foi possivel obter conversao
em glicose apos a hidrolise superior a 0,21 g/g de palha bruta correspondente a um rendimento
de conversao de 56,58% com uma carga enzimatica de 15 FPU/g palha seca pré-tratada. Na
condicao escolhida (0,4 g cal/g palha; 90°C; 53,07h) foi obtido um rendimento global de
53,90%. Nestas condicOes, a solubilizacdo da celulose, hemiceluloses e lignina foram 2,91%,
8,33% e 39,27%, respectivamente.
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No pré-tratamento da palha de cana com hidréxido de calcio para se aumentar a
conversao e o rendimento foi necessario dobrar a carga de celulase para 30 FPU/g, resultando
em conversao de 0,34 g/g de glicose e uma porcentagem de conversao enzimatica 92,88% e
rendimento total de 88,69%.

Quando comparados os dois pré-tratamentos, o pré-tratamento com perdéxido de
hidrogénio apresentou os melhores rendimentos e conversdao de glicose, o qual também foi
observado mediante analises fisicas (MEV, FTIR, DRX), as quais evidenciaram as mudancas da
palha apos a etapa do pré-tratamento. Por tal motivo vale a pena continuar com novos estudos
para sua implementacao a nivel industrial, aproveitando mais um residuo lignonceluldsico na

produgao de etanol de segunda geragao.
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O. L. BAYONA AYALA', S. C. RABELO? e A. C. COSTA!. ALKALINE HYDROGEN PEROXIDE
PRETREATMENT OF SUGARCANE STRAW. 34th Symposium on Biotechnology for Fuels and
Chemicals, 30 abril — 3 maio 2012, New Orleans, EUA.
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Calcular a relacao custo-beneficio de cada um dos pré-tratamentos visando sua aplicacdo

industrial. Podem do ser comparados com outros tipos de pré-tratamento;

Aumentar a porcentagem de massa de palha bruta na etapa do pré-tratamento e a

porcentagem de palha pré-tratada na etapa da hidrdlise enzimatica;

Estudar a influéncia do contetdo de cinzas nos rendimentos de processo empregando-se

diferentes palhas de cana-de-agUcar;

Fazer estudos como a fracao hemiceluldsica utilizando enzimas xilanases na hidrdlise

enzimatica com a finalidade de aumentar os agUcares fermentesciveis na etapa da fermentacao;

Caracterizar fisicamente a palha de cana-de-aglicar apds o pré-tratamento em relacdo a
propriedades como porosidade, grau de polimerizacdo e area superficial; para avaliar a

influéncia destas propriedades na etapa da hidrolise enzimatica;
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