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RESUMO

A complexa estrutura da parede celular da biomassa lignoceluldsica torna o pré-tratamento uma das etapas
operacionais do processo de produgdo do etanol 2G mais relevantes, devido tanto a dificuldade de se
hidrolisar lignocelulose a aglcares fermentesciveis quanto ao custo do processo como um todo. A
otimizacao das condi¢des de pré-tratamento hidrotérmico e hidrolise enziméatica € crucial, para atingir altos
rendimentos que tornem o processo de producao de etanol 2G vidvel. Assim, o objetivo deste trabalho foi
estudar as etapas de pré-tratamento hidrotérmico e hidrolise enzimatica da fracdo celulésica da palha de
cana-de-acucar. Todas as amostras foram caracterizadas quimicamente antes e apos o pré-tratamento.
Neste estudo foram avaliadas quatro condigdes de pré-tratamento: 170°C/5 min., 170°C/15 min., 220°C/5
min, 220°C/15 min e 195°C/10 min. A amostra proveniente do tratamento a 195°C/10 min. foi a que
obteve maior remogao de hemicelulose, 85,58%, sendo essa condigdo de tratamento empregada como
referéncia. Os experimentos de hidrolise enzimatica foram realizados em frascos de Erlenmeyer a 50°C,
250 rpm e pH 4,8 (volume reacional de 50 mL). Foram avaliados o efeito da carga de solidos (5, 10, 15 ¢
20% m/v) mantendo a carga enzimatica em 13 FPU/ghiomasse. Em 72h de hidrélise as conversdes de
celulose obtidas foram: 72% (5% de solidos), 84% (10% de solidos), 72 % (15% de sélidos) e 59% (20%
de solidos). Em seguida foram avaliados o efeito da carga de enzima (3, 7, 10, 13, 16, € 40 FPU/gpiomasssa)
mantendo a carga de solidos em 15%. Nos experimentos realizados com 15% de solidos as conversoes
obtidas foram: 48% (3 FPU/gviomasssa), 58% (7 FPU/gbiomasssa), 66% (10 FPU/gbiomasssa), 72% (13
FPU/gbiomasssa), 71% (16 FPU/gpiomasssa) € 74% (40 FPU/gpiomasssa). Considerou-se como melhor resultado o
ensaio com 15% de solidos e 13 FPU/gceiuiose, que resultou em 72,4% de conversao de celulose em glicose.
Em seguida foi estudado o efeito de inibi¢ao dos produtos durante a hidrdlise obtendo-se um maior efeito
inibidor para a glicose e celobiose (10 e 30g.L™!). A xilose ndo apresentou efeito inibidor significativo sobre
a [-glicosidase, porém a glicose e a celobiose apresentaram efeitos inibitdrios significativos tanto nas
endoglucanase e exoglucanase quanto na [3-glicosidase. Foram realizados experimentos de hidrolises em
reator de bancada (3 L) com 10% de solidos para comparar o desempenho com as hidrolises realizadas
em frascos de Erlenmeyer. Em 72h de hidrolise as conversoes de celulose a glicose obtidas foram de
84,8% (em frasco de Erlenmeyer) e de 80,2% (em reator), os perfis de hidrolises obtidos foram similares
em ambas as condi¢des avaliadas. Diante do que foi colocado, optou-se pela realizagdo de experimentos
em reator (50 mL) nas cargas de solidos de (15 e 20%) que entdo apresentaram melhores conversoes de
celulose a glicose quando comparados com os resultados de experimentos realizados em frascos de

Erlenmeyer nas mesmas cargas de solidos.

Palavras-chave: Palha de cana-de-agucar; pré-tratamento hidrotérmico; hidrolise enzimatica; bioetanol.
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ABSTRACT

The complex cell wall structure of lignocellulosic biomass makes pretreatment one of the most
relevant 2G ethanol production process steps due to the difficulty of hydrolyzing lignocellulose
to fermentable sugars and the cost of the process as a whole. The optimization of enzymatic
hydrolysis conditions is crucial for reaching high yields that make the process feasible. In this
way, the aim of this work is to assess the stages of pretreatment and enzymatic hydrolysis of
the cellulosic fraction of straw sugarcane. All samples were chemically characterized before
and after the pretreatment step. Hydrothermally pretreatment was evaluated in four conditions:
170°C / 5 min, 170°C / 15 min, 220°C / 5 min, 220°C / 5 min, and 195°C / 10 min. Higher
hemicellulose removal (85.58%) was found at 195°C / 10 min. This operational condition was
set as a reference. Hydrolysis experiments were carried out in Erlenmeyer flasks at 50°C, 250
rpm and pH 4.8, with a reaction volume of 50 mL. Two sets of experiments were performed.
In the first, the effect of substrate concentration was evaluated varying solid load (5; 10; 15;
20% misolid/Vsolution) With enzyme load constant in 13 FPU.gpiomass. At 72h of enzymatic reaction,
cellulose conversions were: 72% (5% of solids), 84% (10% of solids), 72% (15% of solids),
and 59% (20% solids). In the second set, the enzyme (Cellic®CTec2) load effect (3; 7; 10; 13;
16; 40 FPU/gpiomass) With solid load settled at 15% (msolid/Vsolution), Was assessed. For assays with
15% of'solid load, cellulose conversions were: 48% (3 FPU/gpiomass), 58% (7 FPU/gbiomass), 66%
(10 FPU/gbiomass), 72% (13 FPU/gbiomass), 71% (16 FPU/gbiomass), and 74% (40 FPU/gpiomass). A
trade-off between solid load and enzyme dosage was found (15% m/v and 13 FPU/gpiomass)
which results in 72,4% of cellulose to glucose conversion. After that it was studied the products
inhibition effect on hydrolysis was assessed. glucose and cellobiose (10 and 30g.L™!) caused a
higher inhibitory effect. Xylose did not show the significant inhibitory effect on B-glucosidase.
However, glucose and cellobiose had significant inhibitory effects on endoglucanase and
exoglucanase as well as on B-glucosidase. Hydrolysis experiments were conducted in the batch
reactor (3 L) with 10% solids to compare the performance with the hydrolysis conducted in
Erlenmeyer flasks. At 72h hydrolysis cellulose to glucose, conversion was obtained in 84.8%
(Erlenmeyer flask) and 80.2% (in the reactor); hydrolysis profiles obtained were similar in both
conditions evaluated. In face of this, it was opted by conduct experiments in bioreactor (50 mL)
using solid loads of 15 and 20% showed the best cellulose to glucose conversions when

compared to those carried out in shake flasks in the same conditions.

Key-words: Sugarcane straw; hydrothermal pretreatment; enzymatic hydrolysis; bioethanol.
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1- INTRODUCAO

O aumento das adversidades climaticas, como as mudangas no clima mundial tem sido
as principais causas da crescente preocupacdo com a redug¢do das emissdes de CO2 e
consequente diminuicdo do efeito estufa. Em dezembro de 2015 na Conferéncia das Nagdes
Unidas sobre mudancas climéaticas os 195 paises membros da Convengdo do Clima da ONU e
a Unido Europeia aprovaram o acordo que tem como objetivo manter o aumento da temperatura
média global abaixo de 2°C em relacdo aos niveis pré-industriais e garantir esfor¢os para limitar
o aumento da temperatura a 1,5°C. O aumento da temperatura média global acima de 2°C em
razao do acimulo dos gases do efeito estufa (GEE) na atmosfera acarretard com alto grau de
certeza cientifica, severos prejuizos e danos aos sistemas naturais e socioecondmicos como:
elevagdo das temperaturas e ondas de calor, derretimento das calotas polares, elevagcdo do nivel
do mar, fortes tempestades entre outros. Os GEE sdo principalmente derivados da queima de
combustiveis fosseis o que tem intensificado o interesse em busca por fontes de energia limpas
e renovaveis (HEIDARI; PEARCE, 2016). Neste contexto, surge o conceito de biorrefinaria,
que sdo instalagdes similares a uma refinaria de petréleo, porém que visam a produgdo
biocombustiveis e produtos de valor agregado a partir de um melhor aproveitamento da
biomassa e da energia nela contida (RODRIGUES, 2011).

O etanol pode ser produzido a partir de qualquer biomassa que contenha quantidades
significativas de amido (como trigo, milho e outros graos), agucares (como cana-de-agucar e
beterraba), celulose e/ou hemicelulose (residuos agroindustriais, palha e bagaco de cana, palha
de milho, por exemplo). A Figura 1.1 apresenta as rotas tecnoldgicas para a obtencao do
bioetanol a partir de diferentes matérias-primas de interesse (BNDES; CGEE, 2012).

Os materiais lignoceluldsicos sdo a maior fonte de carboidratos naturais do mundo.
Desta forma, a bioconversdo desses materiais em combustiveis apresenta-se como uma
alternativa atraente e promissora, uma vez que além de reduzir as emissoes de gases de efeito
estufa e reduzir a dependéncia de combustiveis fosseis ndo competem com a producdo de
alimentos e ndo levam a um aumento na area cultivada (POPP et al, 2014; VIIKARI et al, 2012).

O Brasil ¢ o maior produtor de cana-de-agucar do mundo, com produg¢do estimada para
2015/16 colheita de 655,16 milhdes de toneladas cultivadas em 8,95 milhdes de hectares de
terra, com uma produtividade média de 73,16 toneladas/ha (CONAB, 2015). O processamento
da cana para produ¢do de etanol gera grandes quantidades de residuos lignoceluldsicos, como

a palha e o bagago. Para cada tonelada de cana processada sdo gerados cerca de 280 kg de



residuos, divididos em, aproximadamente, 140 kg de bagago e 140 kg de palha (em base seca)
(SANTOS et al., 2012). A partir do Decreto Federal n® 2.661/98, que estabeleceu a redugdo
gradual da queima dos canaviais, a quantidade de palha disposta no campo vem aumentando.
Quando transportada a usina seu destino ¢ a mistura com o bagaco para queima nas caldeiras,
contudo, os excedentes desses residuos poderiam estar sendo utilizados para aumentar a

producao de etanol.

Figura 1.1 — Rotas tecnologicas para a obtencao do bioetanol a partir de diferentes matérias-
primas de interesse (adaptado BNDES; CGEE, 2012).

Biomassa agucarada Biomassa amildcea Biomassa celuldsica
(Cana e Beterraba) (Milho, Trigo, Mandioca) (Palha e Bagago de cana)
y A4 v
Extragdo por .
( Presehto o DHtcEe J { Separacao, Limpeza e Moagem J ( Moagem J

R . Hidrdlise enzimatica ou
Hidrélise enzimatica scida

l l

[ Solugdo Fermentavel ]

l

[ Fermentacao J

A4
[ Destilacao ETANOL J

A palha de cana, bem como outros materiais lignocelulésicos, apresenta uma estrutura
heterogénea constituida por trés componentes principais: celulose, hemicelulose e lignina. A
complexidade de sua estrutura torna dificil a conversdo de seus polissacarideos em aglcares
fermentesciveis (FERREIRA-LEITAO et al., 2010). A tecnologia de conversdo de biomassa

lignocelulésica em agucares fermentesciveis para a producdo de etanol, apesar de ser



considerada uma alternativa promissora e de ja existirem tecnologias disponiveis para o
processamento da celulose, ainda esbarra em dificuldades técnicas e economicas. Em geral, a
rota bioquimica para a produgao de etanol 2G a partir de biomassa lignoceluldsica, envolve,
principalmente, seis operagdes principais: pré-condicionamento da biomassa, pré-tratamento
(diminuicdo da cristalinidade e separagdo das trés fragdes), hidrélise (obtengdo de agucares
fermentesciveis), fermentacdo (conversao do agucar em ctanol), destilagao (concentragdo do
etanol) e, finalmente, tratamento dos residuos (CANILHA et al., 2012; SANTOS et al., 2013;
RAMOS et al., 2015).

Dentre essas etapas, o pré-tratamento destaca-se como uma etapa importante na
conversdo da biomassa em bioetanol, uma vez que essa etapa ¢ responsavel por
aproximadamente um ter¢o dos custos do processo, além de apresentar grande influéncia nos
custos e eficiéncias das etapas anteriores e posteriores do processo (hidrolise e fermentagao)
(CRUZ et al., 2012; PIETROBON, 2008). As principais finalidades do pré-tratamento do
material lignoceluldsico ¢ a remogao total ou parcial da lignina e hemicelulose, diminuigdo da
cristalinidade da celulose, aumento da porosidade e das areas superficiais do material para que
o coquetel enzimatico empregado possa acessar e hidrolisar a celulose aumentando assim o
rendimento da conversdo em glicose. Nesta etapa, contudo, deseja-se obter a minima
quantidade de compostos toxicos para a etapa de fermentacdo e menor consumo de energia e
custo (RUIZ et al., 2011; PHITSUWAN et al., 2013).

Outro passo crucial para a obtencao de uma conversao eficiente da biomassa em etanol
¢ a etapa de hidrolise. A conversdo de materiais lignoceluldsicos em actcares fermentesciveis
pode ser feita tanto por via dcida como por via enzimatica. Na hidrdlise enzimatica, o processo
¢ catalisado por enzimas chamadas genericamente de celulases; trata-se de um complexo
enzimatico que trabalha em sinergia para atacar partes caracteristicas da fibra de celulose
(HAMELINCK et al., 2005). O uso de enzimas apresenta varias vantagens quando comparado
a rota quimica. Citam-se menores custos de equipamento (pelo fato da reagdo ser realizada em
condi¢des mais amenas) e menor formagao de subprodutos os quais podem trazer prejuizos na
etapa de fermentagdao (CARA et al., 2007). No entanto, muitos fatores t€ém contribuido para o
elevado custo da hidrolise enzimatica, como os efeitos de inibicdo da enzima, a acessibilidade
da enzima ao substrato e ligagdes nao produtivas, exigindo o uso de altas concentragdes de
enzima e consequentemente tornando a carga de enzima uma importante variavel do processo.

Outra varidvel importante na hidrdlise enzimatica € a carga de sélidos. A manutencgao
de uma elevada carga de solidos durante as etapas de pré-tratamento e hidrdlise ¢ desejavel

tanto do ponto de vista ambiental como econdémico (BINOD et al., 2011). Economias



significativas no processo sdo obtidas com a minimizagdo do gasto de energia, dgua e
suprimentos de enzimas (IOELOVICH; MORAG, 2012; RAMOS et al., 2015). Por outro lado,
a utilizacao de concentragdes elevadas de substrato pode diminuir o rendimento devido a efeitos
de resisténcia a transferéncia de massa. Além disso, uma alta carga de solidos tem um grande
impacto sobre os custos de operagdo do processo (CORREA et al., 2016). A eficiéncia da
hidroélise enzimatica esté relacionada com a taxa de formagdo do produto, que ¢ regulada por
trés eventos: 1) a taxa de transferéncia de massa externa da enzima a superficie do substrato; 2)
a taxa de adsor¢ao da enzima a superficie do substrato; 3) da taxa de catalise celulase (GAN et
al., 2003).

Uma das formas de melhorar o processo de sacarificagdo enzimdtica ¢ minimizar os
efeitos de resisténcia a transferéncia de massa externa, garantindo que o processo nao seja
limitado por este efeito. O aumento da concentracdo de substrato, a reducao do tempo de
residéncia e da carga de enzima, além da melhoria na atividade do complexo enziméatico sao
fatores que contribuem para a viabilidade da via enzimatica (OUYANG et al., 2013). A
otimizagdo das condi¢des de hidrolise € necessaria para que o processo seja realizado com
elevada eficiéncia.

O aumento da carga de substrato ¢ importante para que se possa obter concentragdes
mais elevadas de agucar no hidrolisado (WANG et al., 2012; PURI et al., 2013) o que permite
obter na etapa de fermentagdo vinhos com maior teor de etanol, o que reduz o consumo de

energia na etapa de destilagio (MODENBACH; NOKES, 2013).

1.1 Objetivos

Diante do que foi apresentado e considerando-se a importancia da utilizagdo de
materiais lignoceluldsicos para a producao de etanol, essa tese propde-se a estudar as etapas de
pré-tratamento e hidrolise enzimatica da fragdo celuldsica da palha de cana-de-agucar.

Para alcancar esse objetivo foram realizadas as seguintes etapas:

v' Caracteriza¢do quimica e estrutural (por microscopia de varredura — MEV) da

biomassa avaliada antes e ap0s a etapa de pré-tratamento;

v’ Submissdo das amostras a tratamento hidrotérmico em diferentes temperaturas,

tempo de reacdo e granulometrias, com o objetivo de selecionar condi¢des
operacionais que resultem em boa remocao da hemicelulose com pequena perda de

celulose;



v Experimentos de hidrolise das biomassas pré-tratadas empregando diferentes
cargas de solidos e de enzima;
v’ Realizagdo de experimentos em frascos agitados e em biorreator para avaliar o

escalonamento do processo.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biorrefinaria

O termo biorrefinaria refere-se ao um processo continuo e diversificado, em que a
biomassa lignoceluldsica ¢ convertida em uma gama de produtos rentdveis como combustiveis,
produtos quimicos, energia e outros materiais de interesse (de forma semelhante as atuais
refinarias de petroquimicas, que produzem uma variedade de combustiveis e produtos quimicos
a partir do petrdleo), através de uma combinagdo de tecnologias (PEREIRA Jr. et al., 2008;
FITZPATRICK et al., 2010; ELMEKAWY et al., 2013).

Dependendo da matéria-prima, processos utilizados e produtos obtidos, a biorrefinaria
¢ classificada em plataformas, denominadas: bioquimica (baseadas em acgutcar), plataforma
termoquimica (também conhecida como plataforma de gés de sintese, syngas), biogas e em
cadeias ricas em carbono (6leos e gorduras), das quais as plataformas mais promissoras s3o as
plataformas bioquimica e termoquimica (WRIGHT et al., 2007; CARVALHEIRO et al., 2008).
Na Tabela 2.1 sdo apresentadas as plataformas mais comuns em uma biorrefinaria e suas

caracteristicas principais.

Tabela 2.1 — Plataformas mais comuns em uma biorrefinaria e suas caracteristicas principais,
adaptado de Carvalheiro et al. (2008).

Plataforma Matéria-prima Processos principais Produtos

- Hidrolise quimica e enzimatica, Produtos quimicos de valor
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- Processos quimicos e da lignina)
cataliticos. gn
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. Bio-6leo (pirdlise da
Biomassa i~ .
. . - Processos termoquimicos: biomassa),
Termoquimica lignocelulosica, . ~ o
. - Gaseificagdo, - Produtos quimicos de valor
(Syngas) plasticos, borracha, 1
- Pirolise. agregado,
etc. AR
- Combustiveis liquidos ou
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- Metano e dioxido de
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- Quimicos de valor
agregado.
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- Transesterificagdo graxos (biodiesel),
- Glicerina e acidos graxos.

Cadeias ricas em

) )| tai
carbono (6leos) Oleos vegetais e

gordura animal.




2.2. Biocombustivel

A produgdo total de petréleo do Brasil em 2014 cresceu 11% em relagdo ao ano
anterior, atingindo a média de 2,25 milhdes de barris didrios. A produgdao de derivados de
petréleo nas refinarias nacionais apresentou um aumento de 2,4% em 2014 em relagdo a 2013,
atingindo o valor de 110,4 milhdes de tep (toneladas equivalentes de petroleo) com destaque
para o 6leo diesel e a gasolina. Foi registrado um crescimento no consumo de 3,5% de 6leo
diesel e de 5,3% de gasolina automotiva (BRASIL, 2015).

Se, por um lado, o uso do petréleo contribui para o desenvolvimento como um todo da
sociedade, por outro, apresenta limites (limites de suas reservas mundiais), questionamentos e
desafio na medida em que gera impactos sobre o meio ambiente, em funcdo das emissdes de
CO», como uma das causas apontadas para o aquecimento global; e os desastres ecologicos a
partir da perfuracao de pocos de petroleo (SCHUTZ; MASSUQUETTI; ALVEZ, 2013). Nesse
contexto, a busca por energias renovaveis como os biocombustiveis ocupam o centro das
atengdes nacionais e internacionais.

O etanol tem se destacado pela possibilidade de ser misturado com a gasolina ou usado
puro, como combustivel automotivo, apresentando vantagens como elevados indices de
octanagem e maior calor de vaporizagdo. O bioetanol também se caracteriza por melhorar a
combustdo de combustiveis em motores, reduzindo as emissdes de monoxido de carbono,
hidrocarbonetos e outros gases cancerigenos (SUBHEDAR; GOGATE, 2013). Dependendo da
matéria-prima utilizada para a produgdo do bioetanol este pode reduzir a emissao de gases do
efeito estufa em cerca de 30 a 85% em relacdo a gasolina (SAINI; SAINI; TEWARI, 2015).
Santos e Peixoto (2008), mostra que a mistura de etanol 10% em volume (2 % de oxigénio em
peso) na gasolina reduz as emissdes de CO em 13% e benzeno em 11%.

O Brasil ¢ referéncia mundial em producao sustentavel e eficiente de etanol. Segundo
a Unido da Industria de Cana-de-Acucar (UNICA, 2015) o Brasil ¢ o segundo maior produtor
de etanol com uma produ¢do de aproximadamente 28,4 bilhdes de litros de etanol na safra de
2014/2015, ficando atras apenas dos Estados Unidos. E o maior produtor de cana-de-agticar do
mundo produzindo mais de 632 milhdes de toneladas (safra de 2014/2015) (UNICA, 2015). A
industria da cana-de-agucar gera dois residuos principais o bagago (fragdo fibrosa resultante da
extragdo do suco) e a palha (residuo da colheita, folhas e partes superiores deixadas no campo).
Cerca de 280 milhdes de toneladas desses residuos sao produzidos por ano, segundo Del Rio et

al., (2015).



Diante do que foi apresentado, a biomassa residual surge como uma alternativa ideal
e promissora para a producdo de biocombustiveis e outros produtos de valor agregado, inimeras
pesquisas tém sido desenvolvidas a fim de se obter uma maior viabilidade técnico-econdmica

da producao de etanol a partir de biomassas residual.

2.3 Materiais lignocelulosicos

Materiais lignoceluldsicos sdao biomassas vegetais (termo utilizado para designar
matéria organica produzida, tanto pelas espécies vegetais, como por seus residuos), constituidas
basicamente de celulose, hemicelulose e lignina, tais como residuos agricolas (palha e bagago
de cana-de-agucar, palha de trigo e residuos de milho), residuos florestais (pd e resto de
madeira) e residuos industriais (industria de papel) (RUIZ et al, 2011). A composi¢dao quimica
da biomassa lignoceluldsica em geral ¢ constituida basicamente de 35-50% de celulose, 23-
35% de hemicelulose e 14-20% de lignina. Essas composi¢des variam substancialmente em
fun¢do da variedade da biomassa, condi¢des de crescimento, idade de colheita e parte da planta
escolhida (GAN et al., 2003; OGEDA; PETRI, 2010; PARAJULI et al., 2015). Na Tabela 2.2
sdo apresentadas as composigdes quimicas de algumas biomassas com potencial para producao

de bioetanol reportados na literatura.

Tabela 2.2 — Composicao quimica (em base seca) de biomassas lignocelulosicas com
potencial para producdo de bioetanol.

Material Lignocelulésico Celulose Hemicelulose Lignina  Referéncia

Bagago de cana-de-agucar 40,0 30,0 25,0 Cruz et al. (2012)

Palha de cana-de-agucar 33,5 27,1 25,8 Costa et al. (2013)
Palha de milho 37,0 31,3 17,8 Saha et al. (2013)

Palha de trigo 35,2 22,2 22,1 Toquero; Bolado (2014)
Bagaco de sorgo doce 49,8 27,7 10,8 Cao et al. (2012)

Palha de colza 36,6 24,1 17,13 Diaz et al.(2010)

Talo de algodao 36,6 18,1 26,4 Haykir; Bakir (2013)
Bambo 43,4 29,6 27,5 Lietal. (2014)
Residuos de algodao 57,4 7,9 17,0 Fockink et al. (2015)
Residuo de papel de jornal 49,3 12,2 19,18 Guerfali et al. (2015)

Os materiais lignocelulosicos apresentam uma complexa estrutura morfoldgica. A
Figura 2.1 apresenta uma ilustragdo da estrutura recalcitrante da biomassa lignoceluldsica

(SANTOS, 2012).



Figura 2.1 — Estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulosica (Adaptado de US
Department of Energy Genome Programs e SANTOS et al. (2012)).
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Essas estruturas sdo responsaveis por criar uma barreira natural contra a a¢ao de
microrganismos. Suas caracteristicas quimicas e morfologicas sdo uma das dificuldades de se
converter matérias lignoceluldésicos em biocombustiveis ou outros produtos de interesse. Os
materiais lignoceluldsicos sao recalcitrantes a hidrélise enzimatica por conta de varios fatores,
dentre eles, a cristalinidade da celulose, o grau de polimerizacao, o teor de umidade, a area de

superficie disponivel e o teor de lignina (WU et al., 2016).

2.3.1. Celulose

A celulose ¢ o componente principal da biomassa vegetal. Pode ser caracterizada
sucintamente como um polimero linear de elevado peso molecular, constituido exclusivamente
por unidades B-D-glicose unidas entre si por ligacdes covalentes B-D (1-4) glicosidicas, através
da eliminacdo de uma molécula de dgua (FENGEL; WEGENER, 1989). Celobiose ¢ nome da
unidade conformacional repetitiva onde cada ligagao glicosidica forma um dimero de glicose.
Nas extremidades de cada cadeia de celulose sao encontrados dois grupos terminais um redutor
e um nao redutor. A Figura 2.2 mostra a representacao esquematica da estrutura da celulose. O
tamanho da molécula de celulose ¢ normalmente feito em termos do seu grau de polimerizacao
(DP) e seu grau de polimerizagao varia dependendo do tipo de matéria-prima em uma gama de

100-20.000 (RAMOS, 2003; MAKI-ARVELA, 2011).
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Figura 2.2 — Estrutura quimica da celulose (adaptado de ZHANG; LYND, 2004; WANG et al. 2015).
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Cadeias de celulose se associam na forma de microfibrilas na qual regides cristalinas
(altamente ordenada, rigida e inflexivel) se alternam com regides amorfas (menos organizadas),
cada microfibrila de celulose tem cerca de 36 cadeias de glicose (FESTUCCI-BUSELLI;
OTONI; JOSHI, 2007). As microfibrilas por sua vez se agregam formando as fibras celuldsicas.
A alta resisténcia a tragdo e a insolubilidade da celulose na maioria dos solventes ¢ consequéncia
dessa estrutura fibrosa (KLOCK et al., 2005). Quanto maior o grau de polimerizacdo da
molécula de celulose menor ¢ a sua solubilidade devido as ligacdes de hidrogénio
intermoleculares (ZHANG; LYND, 2004). A Figura 2.3 mostra a representacdo dos niveis

morfologicos da celulose.

Figura 2.3 — Representagao dos varios niveis morfoldgicos da celulose (adaptado de
DAFLORESTAAOPAPEL, 2015).

pasta de celulose

fibrilas/ macrofibrilas

cadeias de moléculas
de celulose

/1]




11

2.3.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos complexos composto por pentoses,
hexoses, acidos uronicos e desoxihexoses. As formulas dos principais acglicares presentes na

hemicelulose sdo apresentadas na Figura 2.4.

Figura 2.4 — Formula dos principais agucares componentes da hemicelulose
(adaptado de FENGEL; WEGENER, 1989).
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Estruturalmente as hemiceluloses sdo mais semelhantes a celulose do que a lignina.
Porém suas cadeias moleculares sdo mais curtas e apresentam peso molecular mais baixo que a
celulose. Sua estrutura apresenta grupos laterais e ramificacdes que interagem facilmente com
a celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao agregado. As hemiceluloses apresentam uma
maior susceptibilidade a hidrélise acida, pois oferecem uma maior acessibilidade aos acidos
minerais comumente utilizados como catalisadores (FENGEL; WEGENER, 1989; SANTOS et
al., 2012).

Todas as xilanas de plantas superiores sdo constituidas de uma cadeia principal de
unidades de [B-D-xilopiranose unidas por ligacdes P(1-4) com ramificacdes de acido
4-O-metilglucuronico, acetato, acido ferulinico e a-L-arabinofuranose (Figura 2.5) (SAHA,
2003; DODD; CANN, 2009). A hemicelulose atua como agente ligante entre a lignina ¢ a
celulose formando rede celulose-hemicelulose-lignina responséavel pela recalcitrancia da
biomassa lignoceluldsica. A composi¢do da hemicelulose determina sua estabilidade térmica.
A solubiliza¢ao da hemicelulose comeca entre 150-180°C em agua e geralmente sao formados
compostos fendlicos em sua decomposi¢io (GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO, 1999;
HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).



Figura 2.5 — Estrutura tipica da hemicelulose mostrando as varias ligagdes e compostos
encontrados nas ramifica¢des (adaptado de DODD; CANN, 2009).
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2.3.3 Lignina

A lignina ¢ o terceiro polimero mais abundante na natureza. Estd presente na parede

SCus precursores
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celular da biomassa lignoceluldsica. A Figura 2.6 apresenta a estrutura quimica da lignina e

As moléculas de lignina tém uma composicdo bastante diferente dos polissacarideos,

o colapso dos elementos de agua-condutores (RAMOS, 2003).

Figura 2.6 — Estrutura quimica da lignina (4lcool coniferilico, e dlcool sinapilico e
alcool p-cumarilicol em destaque) (LEE et al. 2014).
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sendo formado pela polimerizagdo de trés unidades de fenilpropano: alcool coniferilico, alcool
sinapilico e alcool p-cumarilico (FENGEL; WEGENER, 1989). A composi¢ao e organizacao
destes constituintes variam de uma espécie para outra. A lignina tem como sua propriedade

mais importante sua rigidez, o que nao s6 da forca para o tecido da planta, como também impede
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A lignina proveniente das biorrefinarias tem sido utilizada para produ¢do de energia
pelo processo de combustdo ou para conversdo em outros bioprodutos de interesse comercial,
uma vez devido a sua natureza fenolica essa fragdo ndo pode ser diretamente convertida em

etanol (FARINAS, 2011).
2.3.4 Outros componentes

Além dos principais componentes da parede celular existem outros numerosos compostos
que sdo chamados de acessorios ou materiais extraiveis. Embora esses compostos integram apenas
uma pequena percentagem da massa total da parede vegetal, eles podem ter grande influéncia sobre
as propriedades e qualidades do processamento da biomassa (FENGEL; WEGENER, 1989).

Materiais extraiveis podem ser extraidos a partir da biomassa lignoceluldsica com varios
solventes. Os principais sdo os componentes lipofilicos dos extrativos que sdo soluveis em liquidos
de baixa polaridade: gorduras e 4cidos graxos, ésteres e esteroides terpenos € compostos fendlicos

(EK; GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2009).

2.4 Cana-de-acucar

A cana-de-agucar foi introduzida no periodo colonial e se transformou em uma das
principais culturas da economia brasileira. O Brasil além de ser o maior produtor de cana do
mundo ¢ o primeiro na produgdo de agucar e etanol, e cada vez mais conquista o0 mercado
externo com o uso do biocombustivel como alternativa energética (AGRICULTURA, 2012).

A cana-de-agucar ¢ composta essencialmente pelos colmos (nos quais se concentra a
sacarose), pelas folhas, pontas e pelas raizes, no subsolo. A Figura 2.7 apresenta uma ilustragdo

das partes da cana-de-agucar (BNDES; CGEE, 2008).

Figura 2.7 — Estrutura tipica da biomassa da cana-de-agucar. (BNDES; CGEE, 2008).
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No Brasil a cana-de-agucar ¢ a principal fonte de energia renovavel respondendo em
2013 por 15,7% da oferta total de energia renovavel. O etanol de cana substitui quase 40% das
necessidades de gasolina do pais, tornando este um combustivel alternativo no Brasil e 3% da
gasolina no mundo (SUGARCANE, 2015; FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

O processamento da cana-de-actcar para a produgdo de aglicar e etanol gera uma
grande quantidade de residuos agricolas. Em 2014/2015 a safra da cana-de-agucar na regido
centro-sul foi estimada em 567 milhdes de toneladas (UNICA, 2015). A partir dessa
informagdo, estima-se que 136 milhdes de toneladas de bagaco foram geradas (50% de
umidade). Aproximadamente a metade desse subproduto deve ter sido utilizado na queima
direta para geragdo de calor e energia para suprir a demanda energética do processo. O restante
poderia, em tese, ser utilizado para incrementar a produgdo de etanol, aumentando o volume
produzido por tonelada de cana colhida (BISWAS et al, 2014). Outro subproduto do
processamento da cana-de-agucar que vem gerando grande interesse no setor sucroalcooleiro é
a palha. Para cada tonelada de cana processada sdo gerados cerca de 140 kg de palha e 140 kg
de bagaco (em base seca), o que corresponde a 5.200 MJ de energia, equivalente a 0,69 barris

de petroleo (LABAT; GONCALVES, 2008; MACEDO, 2004; SANTOS et al., 2012).

2.4.1 Palha da cana-de-agucar

Muitos autores ainda divergem em relacdo as defini¢des de palha, palhico e palhada
da cana de acordo com Alves (2011) as defini¢des mais utilizadas no setor agrondémico
consideram a palha como sendo a folha seca da cana, palhada como sendo as folhas e ponteiros
com baixo teor de umidade, recolhida apos a colheita da cana e o palhi¢o ¢ considerado como
sendo a palhada adicionado de fragdes de colmos deixados na colheita, plantas daninhas e
particulas de terra agregadas a esses.

Neste trabalho considera se a palha como sendo a fragao constituida de folhas verdes
e folhas secas da cana-de-acicar que ¢ a denominacdo mais utilizada no setor industrial
sucroalcooleiro.

A palha se destaca como fonte energética por apresentar um grande potencial tanto
para geragao de calor e eletricidade quanto para a produgdo de etanol (SANTOS et al., 2012).
Segundo Ripoli et al. (2000) cada tonelada de palha ndo queimada equivale a cerca de 1,28 beps
(barris equivalentes de petréleo) e ao recolhermos 50% do palhi¢o de toda a area de cana da
regido centro-sul do pais nao considerando a energia do bagaco, pode-se produzir energia para

consumo de cerca de nove milhdes de pessoas de baixa renda. Com a producao atual de
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cana-de-aglicar e o aproveitamento integral da palha seria possivel substituir o equivalente a
186 milhdes de barris de petroleo (MOUTTA, 2009).

Além da importancia do seu uso para fins energéticos a palha deixada no campo pode
acarretar em alguns fatores negativos como aumento da incidéncia de pragas e a ocorréncia de
incéndios. Contudo ¢ recomendado que uma porcentagem desta palha permaneca no solo para
protecdo do solo contra erosdo, inibicdo do crescimento de ervas daninhas, reciclagem de
nutrientes e reducao da perda de agua no solo (SORDI, MANECHINI, 2013; LEAL et al.,
2013). Seu potencial energético e o fato de existirem leis estaduais que obrigam a suspensao
gradual das queimadas da cana, como no Estado de S3o Paulo, sdo os principais argumentos
para a busca de opg¢des de utilizagdo da palha (SAMANIEGO, 2007).

A Figura 2.8 apresenta estimativas do potencial de incremento na producao de etanol
com base nos rendimentos teoricos (Figura 2.8 A) e considerando os rendimentos das varias

etapas que compode o processo (Figura 2.8 B).

Figura 2.8 — Potencial de producao de etanol a partir da palha de cana-de-agucar (base seca):
(A) volume teorico de etanol produzido, adaptado de Santos et al., (2012); (B) volume
estimado de etanol produzido com base em rendimentos do processo.
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Segundo as estatisticas da Unido da Industria de Cana-de-agucar (UNICA, 2015), na
safra 2013/14 o Brasil processou cerca de 653 milhdes de toneladas de cana, produzindo cerca
de 91,4 milhdes de toneladas de palha e, provavelmente, somente 6% desse material
acompanhou os colmos de cana até a industria. O restante foi queimado ou permaneceu no
campo (CTC, 2012). A partir desta informagdo, estima-se que 13 bilhdes de litros de etanol
poderiam ter sido produzidos a partir da palha (vide Figura 2.8 B). Contudo, deve-se lembrar
de que parte desta palha devera ser utilizada para geracao de energia no proprio processo € uma
parte deixada no campo reduzindo este numero.

Assim como para as outras biomassas lignoceluldsicas a palha também requer,
primeiramente, uma etapa de pré-tratamento para desorganizar sua complexa estrutura e
remover parte da lignina e hemicelulose, reduzir a cristalinidade de celulose e aumentar a

porosidade do material (SUN; CHENG, 2002).

2.5 Producio de etanol de segunda geracao (E2G)

Diferente da producao de etanol a partir de sacarose (1* geragdo) que € um processo
bem estabelecido atualmente, a produgdo de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica ¢ um
processo ainda em fase de aperfeicoamento. A conversdo de materiais lignoceluldsicos em
etanol apresenta obstidculos devido sua recalcitrincia, que torna necessaria duas etapas
adicionais em relag¢do ao processo de produgdo de etanol de primeira geracao: pré-tratamento e
hidrélise enzimatica (SUN; CHENG, (2002). As etapas do processo de producao e etanol de

segunda gerac¢ao ¢ apresentado na Figura 2.9.

Figura 2.9 — Etapas do processo de producao de etanol de segunda geragao
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2.5.1 Pré-tratamento

4

O pré-tratamento ¢ um primeiro passo necessario na bioconversdo dos materiais
lignocelulosicos em biocombustiveis. Tem por finalidade a redugdo da recalcitrancia da
biomassa alterando as caracteristicas estruturas da parede celular de modo que principalmente
a fracdo celulosica fique mais acessivel e susceptivel a acdo das enzimas na etapa de hidrolise
enzimatica. Além de ser uma das etapas operacionais mais importantes em termos de custo
direto, ela apresenta grande influéncia nos custos e eficiéncia das etapas anteriores e
subsequentes do processo (PIETROBON, 2008). A hidrdlise da celulose sem a realizacao da
etapa de pré-tratamento apresenta rendimentos menores que vinte por cento. Quando precedida
por um pré-tratamento, a hidrélise pode, muitas vezes, apresentar rendimentos superiores a
noventa por cento (HAMELINCK et al., 2005).
As principais finalidades do pré-tratamento do material lignoceluldsico sao:

- Remover ou reduzir lignina e hemicelulose,

- Diminuir a cristalinidade da celulose,

- Aumentar a porosidade e as areas superficiais do material para que o coquetel
enzimatico empregado possam acessar e hidrolisar a celulose aumentando
assim o rendimento desta em glicose

A Figura 2.10 apresenta um esquema do efeito do pré-tratamento em materiais

lignocelulodsicos e possiveis compostos toxicos formados durante o processo.

Figura 2.10 — Esquema do efeito do pré-tratamento em materiais lignoceluldsicos e possiveis
compostos toxicos formados durante o processo (PHITSUWAN, et al. 2013).
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Na etapa de pré-tratamento durante a desestruturacdo da fibra lignoceluldsica sao
formados produtos de degradacdo, que apresentam efeitos negativos nas etapas subsequentes
de hidrélise e fermentagdo. A concentracao e composicao destes produtos variam de acordo
com o tipo de pré-tratamento e condigdes aplicadas. Os inibidores sdo classificados em trés
grupos com base em sua origem: acidos fracos (4cido acético e acido férmico), furanos (furfural
e hidroximetil furfural) e compostos fenolicos. A Figura 2.11 apresenta as principais vias de
degradacao que podem ser apresentadas na etapa de pré-tratamento (PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

Figura 2.11 — Vias de degradag¢dao que podem ser apresentadas na etapa de pré-tratamento
(adaptado de PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).
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Nesta etapa, deseja-se obter a minima quantidade de compostos toxicos e realiza-la
como o menor consumo de energia. (RUIZ et al., 2011; PHITSUWAN et al., 2013).

Diferentes pré-tratamentos tém sido propostos na literatura para separacdo e
aproveitamento de materiais lignoceluldsicos. Tais técnicas sdo baseadas em processos fisicos
(trituragdo, moagem, microondas e extrusao), quimicos (alcalino, acido, oxidativo, organosolve
e liquido 16nico), pré-tratamento fisico-quimico (explosao a vapor, hidrotérmico, explosao de
fibra de amonia (AFEX), oxidacdo timida e explosdo com CO») e biologicos (emprego de

fungos ou bactérias) ou ainda a combinagdo dessas técnicas (NITSON; MATIS;
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TRIANTAFYLLIDIS, 2013; MOOD et al., 2013). A Tabela 2.3 apresenta as vantagens e

desvantagens desses pré-tratamentos.

Tabela 2.3 — Vantagens e desvantagens de diferentes métodos de pré-tratamento
(Adaptada de NANDA et al., 2014; SANTOS et al., 2012 e CANILHA et al., 2012)

Pré-tratamento Vantagens

Desvantagens

Pré-tratamentos fisico

- Aumenta a area de superficie de
biomassa
- Reduz cristalinidade de celulose
- Néo produz inibidores

Moagem

- Alto consumo de energia

Pré-tratamentos fisico-quimicos

- Aumenta a area de superficie acessivel
- Remove lignina e hemicelulose
- Baixa produgdo de inibidores
- Aumenta a taxa de fermentagado

Expansao da fibra
em amodnia (AFEX)

- Nao ¢ eficiente para a
biomassa com alto teor de
lignina
- Alto custo da amonia

- Solubilizacao da hemicelulose
- Taxas de recuperagdo elevadas para
pentoses
- Néo utiliza produtos quimicos

Pré-tratamento
hidrotérmico

- Formagao de inibidores
dependendo da severidade do
processo

- Provoca a remogdo de hemicelulose
- Promove mudanga na estrutura da
lignina

Exploséo a vapor

- Geragao de compostos
inibidores para microrganismos
derivados das xilanas

Pré-tratamentos quimicos

- Hidrolisa a Hemicelulose
- Altera a estrutura de lignina
- Facilita a hidrolise

Pré-tratamento
acido

- Alto custo
- Corrosivo
- Formagao de substancias
inibidoras

- Remove lignina

Pré-tratamento - Boa solubilizagdo de hemicelulose

- Longos tempos de residéncia
- Sais irrecuperaveis formados e
incorporados na biomassa
- Alto custo com tratamento

alcalino - Aumenta a area de superficie acessivel .
diminuindo grau de polimerizagao residual
- Dificuldade na recuperagdo de
bases
- Hidrolisa l1gn1r1a~ e hem}celulose _ Alio custo relacionado a
Organosolv - Alta produgao de xilose

- Baixa produgdo de inibidores

recuperagao do solvente

Pré-tratamentos biologicos

Pré-tratamento
biologico

- Baixo consumo de energia
- Nenhuma exigéncia quimica

- Longo tempo de incubacao
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2.5.2 Pré-Tratamento Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico também chamado de autocatalitico ndo requer
descompressio rapida e ndo emprega qualquer catalisador ou produto quimico. E considerado
uma tecnologia limpa uma vez que utiliza 4gua como reagente principal, o que evita problemas
de corrosdo e necessidade de tratamento de residuo (neutralizagao) (SAHA et al., 2013). A
pressdo ¢ aplicada para manter a d4gua no estado liquido a temperaturas elevadas (160-240°C)
provocando alteragdo na estrutura do material lignocelulésico. Esse processo baseia-se na
solubilizacdo da hemicelulose através da dgua quente, tornando a celulose mais acessivel e
minimiza a formacdo de inibidores (SILVA et al., 2013). A agua a elevadas pressoes e
temperaturas tem o seu equilibrio deslocado gerando maior quantidade de ions hidrogénio (ku20
=1,008:10""* a 25 °C e ko = 51,3-10"* a 100 °C), o que acidifica o meio. Os ions hidroxila
formados atuam como catalisadores na hidrélise da hemicelulose liberando moléculas de acido
acético e outros acidos organicos que também atuam no processo (IMMAN, 2013).

No pré-tratamento hidrotérmico as principais variaveis que afetam a eficiéncia dos
processos de pré-tratamento e hidrdlise enzimatica sdo o tempo de retengdo e a temperatura do
processo. A intensidade do pré-tratamento € expressa pelo fator de severidade (log (r0)), que
descreve o efeito combinado da temperatura e do tempo sobre o material.

O fator de severidade correspondente a diferentes condi¢des de pré-tratamento ¢
definido por Overend, Chornet (1987). Com o aumento do fator de severidade do
pré-tratamento as hexoses € as pentoses liberadas podem ainda serem degradadas em furfural e
hidroximetil furfural que por sua vez sao degradadas em &cido levulinico e formico
respectivamente. Estes compostos podem atuar como inibidores nas etapas de hidrolise
enzimatica e fermentacdo (MIN et al., 2015). De acordo com Silva et al. (2013) uma maneira
para evitar a formagdo de inibidores, ¢ manter o pH entre 4-7, pois neste pH os agucares da
fragao hemiceluldsica sao mantidos na forma de oligdmeros e a formacao de mondmeros ¢
minimizada.

O processo hidrotérmico ¢ capaz de remover a hemicelulose e consequentemente
melhorar a digestibilidade enzimatica do material lignocelulésico (MOSIER, et al, 2005).
Santos et al. (2013) estudaram o pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-agucar que
apresentou em sua composi¢do antes do processo celulose (45,3%), hemicelulose (31,51%) e
lignina (17,6%). Depois de submetida ao pré-tratamento hidrotérmico (210°C e 15 min) a

porcentagem de celulose obtida no residuo solido foi de 56,39%, hemicelulose 2,54% e 33,68%.
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Observa-se assim que o pré-tratamento hidrotérmico nessas condi¢des solubiliza grande parte
da fragdo hemiceluldsica sem afetar consideravelmente a celulose e a lignina.

Zakaria et al., 2015 avaliaram o efeito do pré-tratamento hidrotérmico do o6leo de
palma em diferentes condigdes de tempo e temperatura e obtiveram uma solubiliza¢do da
hemicelulose de 56 e 100% nos pré-tratamento com fator de severidade de 3,85 e 4,54
respectivamente. Os resultados obtidos também revelaram que a eficiéncia do processo € mais
influenciada pela temperatura do que pelo tempo reacional, nenhum aumento significativo na
concentracdo de celulose foi obtido a temperaturas mais baixas (150°C) mesmo com longos
tempos reacionais (60-240 min). Por outro lado, fixando-se o tempo em 20 min, foram obtidas
concentragdes de celulose cerca de 36 e 42% para as temperaturas de 180 e 220°C,
respectivamente. Vu-Bach; Tran; Skreiberg (2016) também relataram um efeito mais
pronunciado com o aumento da temperatura em relacdo ao aumento do tempo.

Saha et al., 2013 obtiveram 72% de rendimento na hidrolise enzimatica da palha de
milho apds pré-tratamento hidrotérmico (200°C/ 5 min.) e produgdo de 0,27 g de etanol por
grama de palha na fermentacdo sem desintoxicacdo, o que equivale a 68,7% da produgdo de

etanol tedrica da palha de milho.

2.6 Hidrolise da celulose de materiais lignoceluldsicos

As tecnologias para a obtengdo de bioetanol a partir de materiais lignoceluldsicos
envolvem a hidrolise dos polissacarideos desta biomassa em acgtlicares fermentesciveis e sua
posterior fermentacao para a producao do bioetanol.

Na hidrolise, a celulose ¢ convertida em glicose conforme a Equagao 1.

n C6H1005 +n H20 —n C6H12O6 (1)

A hidrolise da celulose ocorre espontaneamente em agua pura, porém, de forma muito
lenta. A conversao de materiais lignoceluldsicos em agticares fermentesciveis pode ser feita por
duas rotas tecnoldgicas: (a) hidrolise acida, e (b) hidrolise enzimatica.

A hidroélise acida baseia-se na protonagao do oxigénio glicosidico (Figura 2.12—a) com
posterior quebra da ligacdo Ci-O. Em seguida o carbocation gerado na etapa b ¢ estabilizado
pela deslocalizagdo do par de elétrons existente no oxigénio do anel glicosidico, adjacente ao
Ci. A etapa de despolimerizagdo (ocorre no interior da cadeia celulose, gerando novos

terminais) ou de produ¢do de glicose (quando ocorre hidrolise diretamente nos terminais da
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cadeia de celulose), encerra com o ataque nucleofilico da dgua sobre C; (Figura 2.12-c) com
regeneragdo do acido. A etapa de despolimerizagdo ¢ entdo encerrada (se ocorrer no interior da
célula de celulose, gerando novos terminais) ou ha produgao de glicose (quando a hidrélise

ocorre nos terminais da cadeia de celulose) (OGEDA; PETRI, 2010).

Figura 2.12 — Mecanismo de hidrolise da celulose catalisada por acido
(adaptado de OGEDA; PETRI, 2010)
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As hidrdlises acidas sdo relativamente eficientes. No entanto apresentam varios
inconvenientes como, formacdo de subprodutos que afetam seu rendimento e inibem a
fermentagdo, a necessidade de separacdo e recuperagao do acido, além da necessidade de
equipamentos mais caros que sejam resistentes a corrosao (DIPARDO 2000; HAMELINCK;
HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

A via enzimdtica por sua vez apresenta varias vantagens quando comparada a rota
acida. Citam-se menor consumo de energia, uma vez que opera sob condi¢des brandas de
temperatura, pH e pressao, menores custos de equipamento (pelo fato da reacao ser realizada
em condi¢des mais amenas) além de ser altamente especifica e ndo formar produtos de
degradagdo, como o furfural e o hidroximetilfurfural. Esses compostos causam efeitos
indesejaveis durante a etapa de fermentagio (PEREIRA et al., 2011; FERREIRA-LEITAO et
al., 2010). Na Tabela 2.4 sao apresentadas comparagdes das condi¢des € os desempenhos dos

diferentes processos de hidrolises.
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Tabela 2.4 — Comparagdo das diferentes opgdes para a hidrélise da celulose (adaptado de
HAMELINCK; HOOIUDONK; FAAILJ, 2005).

Temperatura

Reagente C) tempo Sacarifica¢ao
Acido < 1% H,S04 215 3 min. 50-70%
diluido
Acido 30-70% H2S04 40 2.6 h. 90%
concentrado
Enzimatica Celulases 70 1,5 dias 75-95%

2.6.1 Hidrolise enzimatica

A hidrdlise enzimatica, se caracteriza pela hidrdlise do material lignocelulosico a
glicose através do processo catalisado por enzimas altamente especificas chamadas
genericamente de celulases. As caracteristicas do complexo enzimatico assim como a do
substrato escolhido determinam as condi¢des de temperatura, pH, tempo de sacarificagdo,
concentracdo de enzima e relacdo sélido-liquido em que o processo deve ser empregado. As
caracteristicas do processo devem ser determinadas e otimizadas experimentalmente para cada
caso aplicado (RABELO, 2010)

Viérios fatores afetam a hidrolise enzimatica da celulose entre eles estdo a porosidade
(area superficial acessivel a celulase), a cristalinidade e o grau de polimerizacao da celulose e
o teor de lignina e hemicelulose na biomassa (HAMELINCK; HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

Apesar dos avangos na tecnologia de producdo de etanol a partir de biomassa
lignocelulodsica o custo da produgdo ainda ¢ relativamente elevado baseado nas tecnologias
atuais, assim os principais desafios sdo o baixo rendimento e o alto custo do processo de
hidrélise enzimatica (que podem representar até 18% do custo operacional de uma planta). A
fim de se melhorar o rendimento e a velocidade desse processo varios estudos tem se
centralizado na otimizacao do processo de hidrolise assim como no aumento da atividade
enzimatica e reducao dos precos da celulase (SUN; CHENG, 2002; TAHERZADEH; KARIMI,
2007; CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010).

2.6.1.1. Acao das enzimas celuloliticas

Embora a celulose seja um homopolimero ¢ necessario um complexo enzimatico

denominado celulases que se caracteriza por ser um complexo altamente especifico que atuam
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em sinergia para atacar diferentes partes da fibra de celulose (HAMELINCK; HOOIJDONK;
FAAILJ, 2005; KRISTENSEN; FELBY; JORGENSEN, 2009). O catalisador da hidrolise
enzimatica ¢ um complexo composto por endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrolase I e
IT) e B-glucosidases.

v Endoglucanases — Atacam a preferencialmente as cadeias amorfas de celulose
aleatoriamente, gerando oligossacarideos insoliiveis de diferentes comprimentos com
extremidades redutoras e nao redutoras (LYND et al., 2002).

v Exoglucanases — Sdo divididas em duas categorias celobiohidrolases I que
hidrolisa os terminais redutores e a celobiohidrolases II que ataca os terminais ndo redutores.
As exoglucanases também se caracterizam por agirem tanto a hemicelulose cristalina quanto
amorfa e os principais produtos de sua acdo sao glicose e celobiose (LYND et al., 2002;
KUMAR; MURTHY, 2013).

v B-glucosidases — Hidrolisam a celobiose e celodextrinas (trioses e tetraose) em
glicose.

Além das celulases os complexos enzimaticos podem conter enzimas auxiliares que
atacam a hemicelulose como as xilanase, B-xilosidase, galactomananase, glucomananase,
acetilesterase e glucuronidase (SUN; CHENG, 2002)

A Figura 2.13 apresenta a agdo catalitica desse complexo (YANG et al., 2011;
KUMAR; MURTHY, 2013).

Figura 2.13 — Ilustracdo do modo de agdo do complexo enzimatico
(Adaptada de BINOD et al., 2011).
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A agdo das enzimas celuloliticas em substratos celuldsicos insoluveis se caracteriza
por ser uma reagdo heterogénea que pode ser dividida em trés etapas que ocorrem
simultaneamente (Figura 2.13):

1) alteragdes fisicas e quimicas na celulose que ainda nao foi solubilizada;

2) etapa primaria que ocorre na interface s6lido-liquido através da ac@o sinergética da
endoglucanase e exoglucanase, promovendo a liberagao de oligdmeros soluveis;

3) etapa secundaria que ocorre na fase liquida onde os intermediarios soluveis sao

clivados em glicose pela B-glicosidase (ZHANG; LYND, 2004).

2.6.2 Variaveis que afetam a hidrolise enzimatica

Embora a tecnologia de conversio de biomassa lignoceluldsica em agucares
fermentesciveis seja considerada uma alternativa promissora para a produgdo de etanol, o
processo ainda esbarra em dificuldades técnicas e econdmicas. Muitos fatores tém contribuido
para o elevado custo da hidrélise enzimdtica, como a acessibilidade das enzimas ao substrato,
a ligacdo nao produtiva e efeitos de inibigao das enzimas exigindo o uso de altas concentragdes
de enzimas (LEU e ZHU, 2013; MUSSATTO et al., 2008). Para melhorar o rendimento ¢ a
velocidade da hidrélise enzimatica muitos estudos tem enfatizado na otimizacdo do processo

de hidroélise e no aumento da atividade da celulase.

2.6.2.1. Carga de enzimas

Como regra geral, a conversao do substrato aumenta com o aumento da concentragao
enzimatica, entretanto, essa relacdo nao ¢ linear (GODFREY e WEST, 1996; SATTLER et al.,
1989). Sattler et al. (1989) observaram um aumento de aproximadamente 50% na formagdo de
produto ao dobrar a carga enzimatica de 5 para 10 FPU/g-substrato, apds 96 h de hidrdlise. No
entanto, um aumento posterior de dez vezes na carga enzimatica, de 10 para 100 FPU/g-
substrato, resultou apenas em aumento de aproximadamente 30% no produto formado.

A hidrdlise da celulose se diferencia das outras reagdes enzimaticas por ser uma reagao
heterogénea e, para garantir que a rea¢do ocorra, o contato fisico entre enzima e substrato, i.e.,
a adsorcao das enzimas ao substrato, ¢ um pré-requisito para a hidrolise (MANSFIELD et al.,
1999). Em elevadas concentragdes de enzima, pode ocorrer perda de enzimas por adsor¢cdo

improdutiva no substrato ou em outros componentes, como a lignina (PALONEN et al., 2004).
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Devido ao alto custo relacionada ao complexo enzimatico ¢ importante a otimizagdo da carga

enzimatica.

2.6.2.2. Carga de solidos

Uma variavel importante na hidrdlise enziméatica ¢ a carga de solidos. Manter altas
concentragdes de sélidos ao longo do processo de producao de bioetanol ¢ importante do ponto
de vista econdmico e energético (BINOD et al., 2011) de forma a garantir que se obtenham
elevadas concentragdes de aglicares. Assim obtém-se economia significativa no processo como
diminui¢do do custo operacional das etapas de hidrolise e fermentagdo e minimizagdo do
consumo de energia nas etapas de evaporagao/destilacdo reduzindo os custos de produgdo
(IOELOVICH; MORAG, 2012). No entanto, o uso de altas concentra¢des de substratos pode
levar a redugdo da eficiéncia devido ao aumento da resisténcia a transferéncia de massa. A
eficiéncia da hidrolise enzimatica estd associada a velocidade de formagao de produto, que €
governada por trés eventos em sequéncia: velocidade de transferéncia de massa externa da
enzima até a superficie do substrato, velocidade de adsorcdo da enzima na superficie do
substrato ¢ velocidade da reacao enzimatica (GAN et al. 2003). Uma das formas de melhorar
o processo de sacarificagdo enzimatica ¢ minimizar os efeitos de resisténcia a transferéncia de

massa, de forma a garantir que o processo nao seja limitado por essa etapa.

2.6.2.3. Inibicao da atividade da celulase pelo produto

Outro fator que afeta fortemente a velocidade das reagdes enzimaticas ¢ a inibi¢ao da
celulase pelo produto final. A eficiéncia da conversdao dos materiais lignoceluldsicos ¢
fortemente limitada pela inibi¢ao das celulases pelos produtos da hidrélise principalmente
celobiose e glicose (SUN; CHENG, 2002; ANDRIC et al., 2010). Holtzapple et al. (1990)
resumiu os dados de diferentes autores sobre inibi¢ao da celulase pelo produto e observou a
ocorréncia de inibigdo competitiva € ndo competitiva, porem a inibi¢do competitiva foi mais
comumente reportada.

A Figura 2.14 ilustra a representag¢do das principais reagoes na etapa de hidrélise da
celulose. A glicose inibe as celobiohidrolases, endoglucanases e -glicosidases (Figura 2.14,
vias 3 e 4). A celobiose produto resultante da acdo das exoglucanases e da agdo parcial das

endoglucanases inibem as celobiohidrolases, endoglucanases e B-glicosidases (Figura 2.14, vias
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5 e 7). Celuloses também exercem inibi¢do em celobiohidrolases e endoglucanases (Figura
2.14, via 6) (ANDRIC et al., 2010).

Segundo Holtzapple et al. (1990) a celobiose apresenta um efeito inibidor maior sobre
a hidrélise que a glicose. Castro e Pereira Jr, 2010 reportam que para promover a redugdo da
inibi¢do das endo e exoglucanases principalmente pela celobiose € necessario a suplementagao
dos complexos enzimaticos com B-glicosidase, afim de aumentar a conversao final do substrato

em glicose.

Figura 2.14 — Representacdo das principais vias de inibi¢do da celulase (Adaptada de
ANDRIC et al., 2010).
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Kristensen; Felby; Jergensen (2009) observaram uma significativa redugao da taxa de
hidrélise de papel filtro com adig¢iio de 50g.L! de glicose durante as primeiras horas de reago.
O efeito de inibi¢ao foi mais acentuado nas hidrélises com carga de sélidos de 5% em relagdo
a de 20% uma vez que a relag@o entre glicose e enzima era maior para as hidrolises com menor
carga de solidos. Xido et al., (2004) determinaram o efeito de inibi¢do da glicose, xilose,
celobiose, manose e de galactose na hidrdlise de coniferos, e observaram que a glicose
apresentou efeito inibitorio significante tanto nas celulases quanto na B-glicosidase. Ja os

demais agticares apresentaram maior efeito de inibi¢cdo nas celulases.
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2.7 Fermentacao

A fermentagdo ¢ um processo bioldgico no qual compostos organicos, como agucares,
sdo convertidos por microrganismos em componentes mais simples. No caso da fermentagao
alcodlica, etanol ¢ produzido a partir da conversao enzimatica da glicose, conforme a Equagao

2.

C6H1206 —2 C2H5OH +2 COz (2)

O rendimento estequiométrico dessa reacao ¢ de 0,51g etanol/g glicose.

Historicamente, o microrganismo mais comumente utilizado neste processo, tem sido
leveduras, dentre elas a Sacaromyces cerevisiae tem se destacado. Essas leveduras t€ém sido
tradicionalmente utilizadas nas grandes industrias produtoras de etanol no Brasil, podendo ser
leveduras de panificagdo, prensadas e secas ou leveduras selecionadas, com tolerancia a altos
teores de etanol e com boa velocidade de fermentagdo (WOLF, 2011).

A hidrélise enzimatica e a fermentagdo podem ocorrer em equipamentos separados e
denomina-se Hidrolise e Fermentagdo Separadas (do inglés SHF, Separeted Hydrolysis and
Fermentation) ou no mesmo equipamento, denominada Sacarificacdo e Fermentagdo
Simultaneas, (do inglés SSF, Simultaneous Saccharification and Fermentation). A vantagem do
processo SHF ¢ a possibilidade de se otimizar as temperaturas e pHs de cada uma das etapas,
hidrélise enzimatica e da fermentagdo. Entretanto pode ocorrer uma reducdo do rendimento do
processo pela inibigdo das endoglucanases pelo celobiose e das B-glucosidases pela glicose
formadas durante a reagao.

No processo de hidrolise e fermentagdo simultdneas (SSF) ambos ocorrem no mesmo
reator, assim a glicose liberada na hidrélise pela acdo da celulase ¢ convertida diretamente em
etanol por fermentagao do microrganismo e esta remog¢ao continua de glicose do meio minimiza
a inibicao do produto final sobre a atividade da enzima, além disso a presenca do etanol no
meio de cultura evita a contamina¢ao microbiana indesejada. Estas vantagens fazem com que a
SSF apresente uma maior taxa de sacarificagdo e producdo de etanol em relagao a SHF.

Santos et al. (2010) compararam os processos SSF utilizando bagaco de cana-de-
acucar deslignificado e o processo SHF utilizando bagaco com e sem deslignificagao. A Figura
2.13 apresenta as produtividades volumétricas méximas de etanol obtidas em cada processo
para as diferentes condi¢cdes (SHF 1 — biomassa pré-tratada; SHF 2 — biomassa pré-tratada e

deslignificada). Pode-se observar que os maiores valores foram obtidos para os experimentos
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em SSF1 e SSF2 nos quais houve uma pré-sacarifica¢do antes da sacarificacdo e fermentagao.
Ja no experimento SSF 3 onde ndo foi realizada a pré-sacarificacao a produtividade volumétrica
maxima pode ser comparada a obtidos no experimento SHF 2 em que se utilizou bagago
deslignificado.

Toma’s-Pejo et al. (2008) estudaram a produgao de bioetanol, a partir de palha de trigo
em configuracdes SSF e SHF e obtiveram em todos os casos estudados maiores concentragdes
finais de etanol no processo SSF. Os autores verificaram também que no processo SSF os
inibidores furfural e hidroximetilfurfural foram completamente metabolizados pela levedura
por reagdes redox.

O aumento da carga de substrato, a redu¢do da carga enzimdtica e do tempo de
residéncia associados as melhorias na atividade do complexo enzimatico sdo fatores que
contribuem para a viabilidade da rota enzimatica (OUYANG et al., 2013). Para o processo de
hidrélise enzimatica ser realizado com elevada eficiéncia, € necessaria a otimizacdo das

condi¢des de hidrolise.

Figura 2.15 — Comparacao das produtividades volumétricas maximas dos processos em SHF
(sacarificagdo e fermentagdo separadas) e SSF (sacarificagdo e fermentagdo simultaneas)
(SANTOS et al., 2010).
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Para finalizar, fica claro que diante dos aspectos ambientais, da viabilidade e
vantagens do uso da palha da cana-de-agticar na producgdo de etanol além da importancia de
uma otimizagao de cada etapa do processo de producdo afim de tornar este um processo viavel
para uma aplicagdo em grande escala, esta tese de doutorado procura contribuir para o
entendimento e otimizagdo de alguns aspectos da etapa de pré-tratamento hidrotérmico e

hidrdlise enzimatica da palha da cana-de-actcar.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os reagentes de laboratorio utilizados neste trabalho foram de padrio analitico e ndo

sofreram qualquer tratamento antes de sua utilizag¢ao, a nao ser que seja mencionado o contrario.

3.1.1 Materiais lignoceluldsicos:
- Bagaco de cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-agucar (BCA) utilizado neste trabalho foi gentilmente cedido
pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC, Piracicaba, SP). O material foi seco a temperatura

ambiente e posteriormente moido em moinho de faca (modelo MAK 250) a 3/8 mesh.

- Palha de cana-de-acucar

A palha de cana-de-agucar (PCA) in natura utilizada neste trabalho foi proveniente da
Usina Itapira localizada na cidade de Catanduva, SP. O material foi seco a temperatura ambiente
e posteriormente moido em um moinho de faca (modelo MAK 250) a 3/8 mesh. A palha moida
foi entdo estocada em sacos plasticos com cerca de 250 gramas de massa imida e armazenadas
em freezer a -20 °C para evitar possiveis contaminagoes.

Neste trabalho considerou-se a palha como sendo a fragao constituida de folhas verdes
e folhas secas da cana-de-acicar que ¢ a denominacdo mais utilizada no setor industrial

sucroalcooleiro.

3.1.2 Enzima

Foram utilizados dois coquetéis enzimaticos comerciais a Accellerase®1500
gentilmente cedido pela empresa DuPont, Genencor A Danisco Division, EUA e Cellic® CTec-
2, doado pela empresa Novozymes® (Araucéria, PR).

A atividade enzimatica da Accellerase®1500 foi determinada previamente por Silva
(2015) obtendo-se o valor de 74 FPU/mL (substrato papel filtro Whatman n°1).

As atividades enzimdticas para o coquetel enzimitico Cellic® CTec-2 foram

determinadas experimentalmente neste trabalho. De acordo com o fabricante o complexo
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enzimatico Cellic® CTec-2 apresenta alta carga de B-glicosidase com uma maior tolerancia a

inibi¢ao pelo produto, além da adi¢do de xilanase.

3.2 Procedimentos experimentais
A Figura 3.1 apresenta um fluxograma com a sequéncia dos procedimentos

experimentais realizados neste trabalho.

Figura 3.1 — Fluxograma das metodologias experimentais utilizada no trabalho.
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3.2.1 Caracteriza¢io quimica dos materiais lignocelulosicos

As amostras in natura e pré-tratadas foram caracterizadas de acordo com os
procedimentos analiticos desenvolvido por Rocha et al. (1997) e validado por Gouveia et al.
(2009).

Para as amostras de in natura foram determinadas as quantidades de extrativos e para
as amostras pré-tratadas essa etapa ndo foi realizada, pois considerou-se que durante o pré-
tratamento os extrativos sdo solubilizados. A Figura 3.2 apresenta o fluxograma geral da

metodologia experimental utilizada na caracterizagdo da biomassa.

Figura 3.2 — Fluxograma da metodologia experimental utilizada na caracterizagdo quimica da

biomassa.
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3.2.2 Determinacao da umidade

A umidade das amostras de biomassa foi determinada empregando determinador de
umidade modelo ID50 (Marte Balancas e Aparelhos de Precisdo Ltda.) a 100°C em modo

automatico.

3.2.3 Cinzas totais

Para a determinacao do teor de cinzas totais cadinhos de porcelana foram previamente
lavados e levados a mufla a 800°C por 30 minutos sendo posteriormente resfriados em
dessecador até temperatura ambiente e pesados em balanca analitica. Amostras de cerca de 2
gramas de amostra moida com teor de umidade previamente determinado foram calcinadas
lentamente em mufla a 200°C por 30 minutos e em seguida a 800°C por mais duas horas. Apds
esse periodo as amostras foram resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e pesadas
em balanga analitica. A determinagdo do teor de cinzas foi realizada em duplicata para cada

amostra e calculada de acordo com a equagdo 3.

% cinzas = ( Mcadinho+cinzas — mcadinho) 100 (3)

Mpiomassa seca inicial

Onde: m,ginno - Massa inicial seca do cadinho (g)
M, dinho-cinzas - Massa seca do cadinho + cinzas (g)

Mypiomassa seca inicial - 1assa inicial seca de biomassa

3.2.4. Extrativos

O procedimento de determinacdo de extrativos seguiu o protocolo proposto pelo
National Renewable Energy Laboratory (NREL) “Determination of Extractives in Biomass”
(SLUITER etal., 2008). Esse procedimento tem como finalidade além da quantificag¢ao do teor
de extrativos a remocao destes da amostra para uma melhor precisdo nos métodos posteriores
de quantificac¢do de carboidratos e lignina.

A determinag¢ao do teor de extrativos contido na biomassa “in natura” foi realizada
em um sistema de extracao (Soxhlet - Diogolab). Inicialmente 4,0 g (massa seca) de biomassa
(in natura) foram adicionadas aos cartuchos de extracao (celulose), que por sua vez foram
introduzidos no tubo de extragdao do sistema. Foram adicionados 500 mL de etanol 95% (v/v)

no baldo do extrator que foi previamente tarado e seco em estufa a 105°C por 24 horas e entao
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foi ligado o aquecimento ajustando-se para que fornecesse um ciclo minimo de 6 sifoes por
hora. Apds extragdo por cerca de 24 horas o liquido contendo os extrativos foi rotaevaporado
até evaporacao total do solvente e os sélidos contidos nos cartuchos foram transferidos
quantitativamente para placas de Petri previamente taradas e seco em estufa a 105°C por 24
horas.

A quantificagdo do contetido de extraiveis pode ser calculada de duas maneiras: por
diferenca de massa dos cartuchos antes e apos a extracao e por diferenca de massa do balao do

extrator antes e apds a extragdo conforme descrito nas Equacdes 4 e 5.

. m —m P
%EXtrathOS — ( cartucho final cartucho mlclal) .100 (4)

M pigmassa seca inicial

Onde: My ucho inicial — Massa do cartucho seco sem amostra (g)
M, tucho final — Massa do cartucho seco + amostra livre de extrativos (g)

Mypiomassa seca inicial — Massa inicial seca de biomassa

o, Extrativos = (mbaléo final — Mpalio inicial) 100 (5)

M bigmassa seca inicial

Onde: my,30 inicial — Massa do baldo seco (g)
My 4150 final — Massa do baldo + extrativos (g)

Myiomassa seca inicial — Massa inicial seca de biomassa

3.2.5 Hidrolise acida

Essa etapa tem como finalidade o fracionamento da biomassa em estruturas mais
facilmente quantificaveis. Para esse fim ¢ realizada uma hidrolise 4cida (utilizando acido
sulfurico) em duas etapas, a primeira concentrada e a segunda diluida. Durante a hidrélise acida
os carboidratos poliméricos sdo hidrolisados em suas formas monoméricas soluveis no
hidrolisado e entdao medidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A lignina ¢
fracionada em lignina insolivel, que ¢ quantificada por andlise gravimétrica e lignina solavel,
quantificada por espectroscopia UV-Vis. E importante ressaltar que as amostras devem ser
previamente moidas a 20 mesh e a umidade deve ser igual ou menor que 10% (m/m) para que

nao ocorram interferéncias nas quantificagdes de lignina e carboidratos.
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Amostras de 1 grama de amostra (in natura e pré-tratada) com até 10% de umidade
foram transferidas para béqueres de 100 mL para serem tratadas com 10 mL solugdo de H2SO4
72% (v/v) sob agitacdo vigorosa em banho termostatizado a 45°C por 7 minutos. Em seguida a
reacao foi interrompida com a adi¢ao de 50 mL de 4gua destilada ao béquer e a amostra foi
transferida quantitativamente para um frasco de Erlenmeyer de 500 mL onde se adicionou 225
mL de dgua destilada. Para a completa hidrolise dos oligdmeros restantes foi entdo realizada a
hidrolise diluida na qual os frascos de Erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e
autoclavados por 30 minutos a 121°C (2 bar). Passado o tempo de hidrélise os Erlenmeyers
foram resfriados a temperatura ambiente e filtrados em papel de filtro qualitativo (previamente
pesado em pesa filtro e seco em estufa a 105°C até massa constante) diretamente em um baldo
volumétrico de 500 mL que foi completado com agua. O filtrado foi entdo fracionado em duas
partes: uma para a determinacdo da lignina solivel e a outra para a quantificagdo dos
carboidratos e acidos organicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A fracao
solida retida no papel filtro foi lavada com 2,0 L de agua destilada, e em seguida deixada na

capela por uma noite para posterior determinagdo da lignina insoluvel.

3.2.6 Determinacido de carboidratos, acidos organicos, furfural e

hidroximetilfurfural na fracio liquida

As fracdes liquidas dos hidrolisados acidos foram aplicadas em cartuchos de extracao
em fase solida Sep-Pak C18 (Phenomenex) afim de se remover compostos aromaticos que
pudessem interferir na analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Utilizou-se
nas analises de carboidratos e acidos organicos a coluna Aminex HPX87H (300 x 7,8 mm, Bio-
Rad Laboratories Ltda.) em cromatografo (Shimadzu, modelo LC-10AD) empregando detector
de indice de refragcdo (Shimadzu, modelo RID-6A). A fase mével utilizada consistiu de solugdo
de 4cido sulfarico 5 mM. A temperatura do forno foi mantida em 45°C e a vazao do eluente de
0,6 mL.min™".

Para a construcdo das curvas de calibrag@o dos carboidratos e acidos organicos, foram
injetados no cromatdgrafo padrdes de concentragdes conhecidas que foram correlacionadas
com suas respectivas areas apos injecao. Foram preparadas solugdes padrdes de concentragdo
conhecida de celobiose, glicose, xilose, arabinose, acido acético, acido foérmico e acido
glucurdnico.

Na determinacao de furfural e hidroximetilfurfural as fragcdes liquidas foram filtradas

em membrana de didmetro de poro de 0,2 um para total remocdo de compostos sélidos da
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amostra. Utilizou-se para as andlises a coluna p-Bondapack C-18 (5 um) de 125 x 4 mm
(Hewlett-Packard), empregando como fase modvel solucdo de acetonitrila com agua na
proporgio de 1:8 e 1% de 4cido acético. A vazio empregada foi de 0,8 mL.min"! e a temperatura
do forno foi mantida a 25°C. Os compostos foram detectados com auxilio de um detector UV-
visivel (Shimadzu SPD-10) em comprimento de onda de 274 nm. As concentragdes foram
determinadas a partir das curvas de calibracdo obtidas com os padrdes de concentragdes
conhecidas.

Para calcular a quantidade dos agucares poliméricos contidos na biomassa seca,

utilizou-se a equacao 6.

% acucares = (M) 100 (6)

M biomassa seca inicial

Onde: Ccpar — concentrag@o de aglicar detectada na amostra analisada (g/L)
f. — fator de conversdo de agucar monomérico em polimérico
V; — volume do hidrolisado filtrado, 0,5 L

Myiomassa seca inicial — Massa inicial seca de biomassa

De forma similar a mesma equagdo utilizada para os agucares foi utilizada na
quantificagdo dos acidos organicos, furfural e HMF. Os fatores de conversao de aglcares
monoméricos em anidromonomeros sdo 0,9 (glicose), 0,95 (celobiose), 0,88 (xilose e
arabinose), 0,72 (4cido acético), 0,84 (acido glucurdnico), 3,09 (acido férmico), 1,37 (furfural)
e 1,2 (hidroximetilfurfural). Esses fatores sdo calculados baseando-se na adicao de agua nos
mondmeros dos polissacarideos durante a hidrolise acida.

Desta forma, as concentragdes de celulose e hemicelulose foram calculados pelas

equacdes 7 e 8, respectivamente:
celulose (%) = glicose(%) + celobiose(%) + ac.formico(%) + HMF (%) (7)

hemicelulose (%) = xilose(%) + ac. glucuronico + ac.formico(%) + furfural(%) (8)
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3.2.7 Determinacio da lignina insoluvel

A lignina insoluvel foi determinada de acordo com o método Klason, modificado por
Rocha et al. (1997). Transferiu-se o papel filtro contendo a fragcdo soélida para um pesa filtro
previamente pesado e colocou-o em estufa a 105°C até peso constante. Apds secagem o pesa
filtro foi resfriado em dessecador até temperatura ambiente e pesado em balanca analitica. Em
seguida o papel filtro foi transferido para um cadinho de porcelana previamente lavado e pesado
e entdo foram calcinadas lentamente em mufla a 200°C por 30 minutos e em seguida a 800°C
por mais duas horas. Apds esse periodo os cadinhos contendo as cinzas foram resfriados em
dessecador até temperatura ambiente e pesadas em balanca analitica.

A porcentagem de lignina insoliivel contida na amostra foi calculada pela Equacao 9.

Y Lig= (——X=" ) 100 (9)

Mpjomassa seca inicial

Onde: Lg; — Lignina Klason insolavel
Mg — massa de lignina insoluvel seca (massapcsa filtro+papel filtro+fragio solida — MASSApesa filtro+papel filtro)
m, — massa de cinzas presente na lignina (massacadinho+ cinzas - MaSSacadinho)

Mypiomassa seca inicial — Massa inicial seca de biomassa

3.2.8 Determinacio da lignina soluvel

Uma aliquota de 5,0 mL da fracdo liquida do material hidrolisado com acido sulfurico
72% foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL onde se adicionou 40 gotas de NaOH
6,5N, completando-se o volume com dagua destilada. A lignina foi quantificada por
espectroscopia na regido do UV em espectrofotometro UV-visivel (Ultrospec-2000), por meio
da medida de absorbancia a 280 nm, em cubeta de quartzo.

As equacodes (10) e (11) foram utilizadas para o calculo da concentragao de lignina

soluvel no hidrolisado.
Ciig=4,187-107(Ar — A,q) — 3,279:10° (10)

Apd=C1'81+C2'82 (11)
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Onde: Cy;q — concentragio de lignina solavel em (g/L)

At — absorbancia do hidrolisado em 280 nm

A,q —absorbancia dos produtos de decomposigdo dos agucares (furfural e HMF) em 280 nm
C, — concentracao de furfural determinadas por CLAE (g/L)

C, — concentragdo de hidroximetilfurfural determinadas por CLAE (g/L)

€, — absortividade do furfural — 146,85 L. g'!. cm™

€ , —absortividade do hidroximetilfurfural — 114,00 L. g’!. cm™!

3.3 Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado em reator de Parr de 1,5 gal (modelo 4584,
Parr Instruments Company, de Moline, Illinois, EUA) equipado com um agitador de hélice,

aquecedor, e controlador de temperatura (Figura 3.3).

Figura 3.3 — Fotografia do reator utilizado na etapa de pré-tratamento do material
lignoceluldsico

Fonte: Acervo pessoal

Previamente foi determinado o teor de umidade por medida gravimétrica do material
lignocelulosico. Em seguida cerca de 200g material em massa seca foi misturado com agua
destilada na proporcao 1:10 (m/v) e agitado constantemente a 200 rpm. O reator foi fechado

hermeticamente e ligou-se a camisa de aquecimento sendo a temperatura € o tempo de reacao
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monitorados. Apos completado o tempo de reacdo, o reator foi resfriado com dgua a temperatura
ambiente até 50 °C. Os soélidos e as fragdes liquidas foram separados por filtragdo em filtro de
pano. Apds as reacdes de pré-tratamento nas condigdes estabelecidas o material foi filtrado e
separada uma fragdo liquida para posterior medida do pH e andlises de agucares, acidos
organicos, furfural e HMF em cromatografia liquida de alta eficiéncia conforme descrito no
item 4.2.6. A fragdo de solidos foi lavada abundantemente com agua até pH neutro para
remo¢ao de hemicelulose e lignina residuais, além de possiveis inibidores (produtos da
degradacao das pentoses, hexoses e lignina) que poderiam estar impregnados nas fibras.
Amostras de material solido foram armazenadas em sacos de plastico selados e armazenados
em freezer a -20°C. Uma fragdo da parte solida foi reservada para a caracterizacdo quimica do
material.

A fim de se otimizar as principais condigdes operacionais do pré-tratamento
hidrotérmico foi feito um estudo da influéncia do tempo, temperatura e granulometria da palha

no pré-tratamento.

3.3.1 Influéncia da temperatura e tempo de pré-tratamento

Para avaliar a influéncia da temperatura e do tempo de pré-tratamento foram realizados
ensaios em duplicata nas condi¢gdes operacionais descritas na Tabela 3.1. As condic¢des

operacionais foram definidas com base na revisdo da literatura.

Tabela 3.1 — Condic¢des experimentais aplicadas nos ensaios de pré-tratamento hidrotérmico.

Ensaio Temperatura (°C) Tempo (minutos)
1 220 5
2 220 15
3 170 5
4 170 15
5 195 10

3.3.2 Influéncia da granulometria no pré-tratamento

Para avaliar o efeito da granulometria no pré-tratamento hidrotérmico foram realizados

ensaios com a melhor condi¢dao de tempo e temperatura obtidos na etapa 4.3.1 com biomassa
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moida a 3/8 e 5 mesh. Na Figura 3.4 ¢ apresentada a fotografia da palha em cada uma das

granulometrias avaliadas.

Figura 3.4 — Fotografia da palha nas das granulometrias avaliadas.

(A) — 3/8 mesh (B) — 5 mesh

Fonte: Acervo pessoal

3.3.3 Determina¢do do rendimento massico ou perda ou solubilidade dos
componentes macromoleculares no pré-tratamento
Para determinar os rendimentos massicos das etapas de pré-tratamento foi utilizada a

Equacgao 12.
— ( Mfinal \
R—(—) 100 (12)

Mijnicial

Onde: R —rendimento massico do pré-tratamento (%)
m; — massa inicial seca de material lignocelulosico (g)

m; — massa final seca de material lignocelulosico (g)

A perda ou solubilizagio dos componentes macromoleculares (celulose,

hemicelulosica e lignina) foi calculada a partir da equagdo 13.

M; -y, — M-y, RY _
P =100x (yM—yyf) =100x (1 —R- i—f) (13)
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Onde: P — perda ou solubiliza¢do do componente macromolecular (%)
M; — massa inicial seca de material lignoceluldsico (g)
y, — teor do componente no material lignoceluldsico in natura
¥y, — teor do componente no material lignocelulosico pré-tratado

R - rendimento massico do pré-tratamento (%)

3.3.4 Determinaciao da severidade do pré-tratamento hidrotérmico

O fator de severidade ¢ calculado em funcdo da temperatura do pré-tratamento, do
tempo de residéncia (na temperatura constante) e uma temperatura de referéncia de 100°C,
sendo uma medida da intensidade do pré-tratamento. E utilizado para comparar, avaliar e prever
a solubilizacdo dos componentes da biomassa durante o processo (OVEREND; CHORNET,
1987). O calculo do fator de severidade ¢ dado pela equacao 14.

Ti — Trer

log(r) =log Zi14 |t + exp (727 (14)

14,75

Onde: log(r,) — fator de severidade
t — tempo reacional (minutos)
T; — temperatura (°C) medida em cada instante de tempo

T,.s — temperatura de referéncia = 100°C

3.3.5 Andlise da palha de cana-de-a¢icar por microscopia eletronica de
varredura (MEYV)

As amostras de palha de cana-de-agucar in natura, pré-tratada e pré-tratada seguida de
deslignificacdo foram previamente fixadas com fita carbono em suporte de aluminio (“stub”) e
submetidas ao recobrimento metalico com ouro em um metalizador (Sputter Coater BAAL-
TEC SCD 050). As microscopias foram obtidas em diferentes ampliacdes (50, 100 e 500 vezes)
utilizando um microscopio eletronico de varredura (JEOL JSM-6510 LV) com detector de
elétrons secundario, com poténcia do feixe de elétrons de 10 kV. As anélises foram realizadas

na Embrapa Instrumentagdo (Sao Carlos -SP).
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3.4 Determinacao das atividades enzimaticas

Antes do inicio das hidrolises fez-se necessaria uma analise de determinacao das
atividades enzimética do complexo enzimético utilizado. A Cellic®CTec2 foi caracterizada pela

atividade em papel filtro, atividade em solugdo de celobiose e em atividade da xilanase.

3.4.1 Determinaciao da atividade celulase (Filter Paper Activity)

Para a determinagdo da atividade de celulase seguiu o procedimento padrao do NREL
Measurement of Cellulase Activities (ADNEY e BAKER, 2008), que aplica as diretrizes da
IUPAC, descrita por Ghose (1987).

O procedimento mede a atividade de enzimas celulases em papel de filtro, expressando
tal atividade como FPU (Filter-paper Units) por volume de enzima. O procedimento baseia-se
em encontrar a concentracdo de uma solugdo da enzima de interesse que libere 2,0 mg de
acucares redutores a partir de 50 mg de papel de filtro Whatman n°® 1 (conversao 4%) durante
60 minutos usando uma aliquota de 0,5 mL da solucao de enzima.

Os acucares redutores foram quantificados pelo método colorimétrico DNS, descrito
por Miller (1959). Este método baseia-se na reducdo, em meio alcalino, do &cido 3,5-
dinitrosalicilico a 4cido 3-amino-5-nitrosalicilico ao mesmo tempo em que o grupo aldeido do
acucar redutor ¢ oxidado a grupo carboxilico. O reagente DNS apresenta uma coloragdo
alaranjada e ao misturar o reagente DNS com uma solugdo contendo agucares redutores, ocorre
desenvolvimento de uma coloracdo vermelha-alaranjado na solugdo, cuja absorbancia no
comprimento de onda 540 nm apresenta dependéncia linear com a concentragao dos agtlicares
redutores.

O reagente DNS foi preparado dissolvendo 5g de &cido dinitro-3,5-salicilico em 100
mL de NaOH (2M). Misturou-se 150 g de tartarato de sodio e potdssio em 250 mL de dgua
destilada, sendo essa mistura aquecida até completa dissolugdo. Em seguida, as duas solucdes
foram misturadas e completou-se o volume para 500 mL com agua destilada. Por fim, aqueceu-
se a solu¢do de DNS em banho Maria a 40°C até total dissolucdo dos solidos. O reagente foi
filtrado e guardado em frasco ambar para proteger da luz.

Para quantificacdo dos agucares redutores liberados durante a reagdao construiu-se uma
curva padrao de glicose vs. absorbancia. Para a constru¢do da curva de padrdo, foi preparada
uma solucdo estoque de glicose 10,0 mg/mL. Partindo dessa solugdo, foram produzidas outras

5 solugdes padrao por meio de novas diluicdes em tampao citrato 50 mmol/L pH 4.8,
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abrangendo na faixa de concentragdo 2,0; 3,3; 5,0; e 6,7 g.L'l. As dilui¢des foram feitas em
triplicata.

Para a determinagdo da atividade enziméatica FPU, foi preparada uma solucao estoque
de enzima diluida com tampao de citrato 50 mmol/L pH 4,8 na proporg¢ao 1:50. Partindo dessa
solugdo, foram produzidas outras 3 solugdes de enzima por meio de novas diluicdes em tampao
citrato. As dilui¢des foram feitas em triplicata.

Na sequéncia, foram organizados cinco conjuntos de tubos de Folin Wu. No conjunto
1, destinado a construgdo da curva padrao para quantificar os agucares redutores, foi adicionado
1,0 mL de tampdo de citrato. No conjunto 2, destinado & medida da atividade enzimatica de
cada solugdo de enzima, adicionou-se 1,0 mL de tampao citrato e 0,5 mL de enzima diluida.
No conjunto 3, denominado controle de enzima e destinado a identificar interferéncias advindas
da enzima, foi adicionado 1,0 mL de tampao de citrato e 0,5 mL da enzima diluida. Para cada
dilui¢do de enzima foi preparado um controle com sua respectiva dilui¢do. No conjunto 4,
denominado controle de substrato e destinado a identificar interferéncias advindas do substrato,
adicionaram-se 1,5 mL de tampao de citrato. Por fim, no conjunto 5, denominado branco do
espectro e destinado a servir como referéncia na analise espectrofotométrica, foram adicionados
1,5 mL de tampao de citrato.

Na sequéncia, os tubos foram colocados em um shaker agitado (Marconi MA-832) a
50 °C e, depois de atingido equilibrio térmico, foram adicionados 0,5 mL dos padrdes de glicose
em cada tubo do conjunto 1 e uma tira de papel filtro Whatman n°1, de dimensao equivalente a
50 mg (aproximadamente 1,0 x 6,0 cm), em cada tubo do conjunto 2 de forma que a tira ficasse
totalmente submersa em solugao.

Em resumo, os conjuntos de tubos foram preparados da seguinte maneira:

Conjunto 1 - Padroes de glicose: 1,0 mL de tampao + 0,5 mL de padrdo de glicose.
Conjunto 2 - Amostras: 1,0 mL de tampao + 0,5 mL de solugdo de enzima + papel de filtro;
Conjunto 3 — Branco da enzima: 1,0 mL de solugdo tampao + 0,5 mL de solugdo de enzima;
Conjunto 4 — Branco do substrato: 1,5 mL de solucdo tampao + papel de filtro;

Conjunto 5 - Branco do espectro: 1,5 mL de solugdo tampao;

Cada conjunto permaneceu incubado em banho termostatico a 50 °C por exatamente
60 min depois de atingido equilibrio térmico. Apds o término do tempo de incubagao adicionou-
se 3,0 mL de reagente de DNS, agitou-se e colocou os tubos em banho fervente por 5 minutos,

para desativa¢do da enzima. Em seguida os tubos foram colocados em banho de gelo até
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atingirem temperatura ambiente. Por fim, adicionou-se 4gua até o menisco de 25mL do tubo e
agitou-se até completa homogeneizacdo. As amostras entdo foram conduzidas para medida de
absorbancia em comprimento de onda 540 nm em espectrofotometro (modelo 2000, Pharmacia
Biotech).

Com os dados obtidos pela leitura da absorbancia da curva padrdo de glicose
(conjuntol), foi possivel tragar um grafico linear da concentragdo de acucar redutor em fungao
da absorbancia, obtendo assim uma equagao que relaciona as duas grandezas. Com a equagao
obtida através da curva de padrao de glicose foi possivel determinar a concentracao de glicose
liberada apos os ensaios de hidrolise do papel filtro (conjunto 2). Em seguida, estimou-se a
concentragdo de enzima necessaria para liberar exatamente 2,0 mg de glicose relacionando a
quantidade de glicose liberada em 0,5 mL vs. logaritmo da concentracao volumétrica de enzima
(mLeny/mL).

Com o valor de concentragdao e enzima obtido, calculou-se a atividade enzimatica de

acordo com a equacao 15.

0,37

[concentragdo de enzima que libera 2,0 mg de glicose ]

FPU = unidades - mL™! (15)

O numerador 0,37 na equacao 15 ¢ derivado do fator de conversao de exatamente 2,0
mg de glicose (= 2,0/0,18016 mol) por 0,5 mL de solucao de enzima diluida em 60 minutos de

reagao.

3.4.2 Determinacéo da atividade enzimatica da B-glicosidase

Para a determinagao da atividade de celobiase, seguiu-se o procedimento recomendado
pela IUPAC (GHOSE, 1987). O procedimento tem como objetivo medir a atividade da [3-
glicosidase em uma solugao de celobiose 15 mmol/L, expressando tal atividade como CBU
(Cellobiose Units) por volume de enzima.

Para a quantificagdo de glicose liberada apods hidrélise da celobiose, fui utilizado um
kit enzimatico (GOD-PAP) pronto para uso e também uma solucio estoque de glicose 10 g/L.
A absorbancia produzida pela reagdo apresenta dependéncia linear com a concentragdo de
glicose até¢ 500 mg/dL. Assim, para a constru¢do da curva padrao, foi preparada uma solugdo
padrdo de glicose 4,0 mg/mL. Partindo dessa solucdo, diferentes dilui¢des foram realizadas
utilizando tampao citrato: 4, 3, 2, 1 g/L. As dilui¢des foram feitas em triplicata. Para a

construgdo da curva padrdo de glicose em eppendorfs, foram adicionados 10 uL de amostra e 1
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mL de reagente. A mistura foi entdo aquecida em banho termostatico a 37°C durante 10
minutos, para que houvesse a completa reacdo de oxidacdo enzimatica da glicose
(desenvolvimento de coloracao rosada). Ao término da reacdo foi efetuada a leitura da
absorbancia no espectrofotometro (modelo 2000, Pharmacia Biotech) a 505 nm. Para zerar o
espectrofotometro foi utilizado como “branco” apenas 1 mL de reagente.

Para a determinacdo da atividade enzimatica, partiu-se de uma solu¢ao do complexo
enzimatico Cellic®CTec-2 de dilui¢io 1:1000 e foram feitas 4 novas diluicdes em tampio
citrato 50 mmol/L pH 4,8. Foram organizados quatro conjuntos de tubos de ensaio. No conjunto
1, destinado a medida da atividade enzimatica de cada solugdo de enzima, adicionou-se 1,0 mL
de solugdo da enzima diluida. No conjunto 2, denominado controle de substrato e destinado a
identificar interferéncias advindas do substrato, adicionou-se 1,0 mL de tampao de citrato. No
conjunto 3, denominado controle de enzima e destinado a identificar interferéncias advindas da
enzima, foi adicionado 1,0 mL de solucdo de enzima diluida e 1,0 mL de tampao citrato. No
conjunto 4, denominado branco de reagente e destinado a servir como referéncia na andlise
espectrofotométrica, foram adicionados 2,0 mL de tampao de citrato. Os tubos foram colocados
em um banho termostatico a 50 °C e, depois de atingido o equilibrio térmico (cerca de 15 min),
foi adicionado 1,0 mL da solucao de celobiose
15 mmol/L nos tubos dos conjuntos 1 e 2.

Em resumo, o contetido dos tubos ficou conforme descrito a seguir:

Conjunto 1 - Tubos de hidrélise: 1,0 mL de enzima diluida + 1,0 mL de solugdo de celobiose;
Conjunto 2 - Controle de substrato: 1,0 mL de tampao + 1,0 mL de solucdo de celobiose;
Conjunto 3 - Controle de enzima: 1,0 mL de tampao + 1,0 mL de enzima diluida;

Conjunto 4 - Branco espectro: 2,0 mL de tampao;

Cada conjunto foi incubado em banho termostatico a 50 °C por 30 minutos. Apds o
término da reagdo, os tubos foram imersos em um banho fervente por exatamente 5 minutos e
posteriormente transferidos para um banho de gelo.

Para a determinacdo da glicose, aliquotas de 10 pL foram retiradas de cada tubo e
aclimatadas em banho a 37 °C por 10 minutos. Depois de atingido o equilibrio térmico, foi
adicionado 1,0 mL do reagente GOD-PAP e iniciou-se uma nova incubacao, dessa vez por
exatamente 10 min. Com o término do tempo de reagdo, cada tubo foi removido do banho e

conduzido para leitura de absorbancia no comprimento de onda 505 nm em espectrofotdmetro.
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Com os dados obtidos pela leitura da absorbancia da curva padrdo de glicose, foi
possivel tragar um grafico linear da concentracdo de actcar redutor (mg/2,0-mL) em funcao da
absorbancia, obtendo assim uma equagdo que relaciona as duas grandezas. Com a equagado
obtida através da curva de padrao de glicose foi possivel determinar a concentracao de glicose
liberada apods os ensaios de hidrolise da celulose (conjunto 1). Em seguida, estimou-se a
concentragdo de enzima necessaria para liberar exatamente 1,0 mg de glicose relacionando a
quantidade de glicose liberada em 2,0 mL vs. logaritmo da concentracao volumétrica de enzima
(mLenz/mL).

Com o valor de concentragdao e enzima obtido, calculou-se a atividade enzimatica de

acordo com a equagdo 16:

0,0926

[concentragdo de enzima que libera 1,0 mg de glicose ]

CBU = unidades - mL™! (16)

O numerador 0,0926 na equacao 16 ¢ derivado do fator de conversao de exatamente
1,0 mg de glicose (= 0,5/0,18016 mol) por 1,0 mL de solugao de enzima diluida em 30 minutos

de reagao.

3.4.3 Determinacao da atividade enzimatica da xilanase

A atividade enzimatica da xilanase foi determinada seguindo as diretrizes da [UPAC,
descritas por Bailey, Biely e Poutanen (1992), por meio do célculo da velocidade inicial da
hidrélise da xilana catalisada por uma quantidade conhecida de enzima.

Para isso, foi adicionado 9,9 mL de solu¢do 1% (m: v) de xilana de bétula ao reator de
20 mL encamisado a 50°C com agitacdo mecanica. A reagdo foi iniciada pela adi¢ao de
0,1 mL do complexo enzimatico diluido em tampao citrato de s6dio 50 mM, pH 5,5 (1:100).
As aliquotas foram retiradas a cada 2 minutos a partir do tempo zero até completarem 10
minutos de reagdo. Os agucares redutores foram quantificados pelo método colorimétrico DNS,
segundo a metodologia descrita no item 3.4.1. Uma unidade de atividade (UI) foi definida como
a quantidade de enzima necessaria para libertar 1 pwmol xilose por minuto sob as condi¢des

testadas.
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3.4.4 Determinacio de proteinas

A quantidade de proteina no complexo enzimético Cellic®CTec2 foi determinada pelo
método colorimétrico de Bradford (1976). A analise consiste na interagdo do corante
“Coomassie brilliant blue” BG-250 com a macromoléculas de proteina, que estabiliza a forma
anidnica do corante, resultando em uma visivel mudanga de coloracdo inicialmente castanho
para tons de azul, de acordo com a concentragdo de proteina.

Para a quantificagdo foi utilizado um reagente comercial de Bradford (Sigma Aldrich).
A concentracdo proteica total presente no complexo enzimatico foi expressa utilizando a
albumina de soro bovino (Sigma Aldrich) como padrdo. Para isso, foi feita a curva analitica de
calibracio na faixa de concentracio entre 0,2 a 1 mgmL! Para as medidas
espectrofotométricas, pipetaram-se, em eppendorf, 25 uL de padrao e 1 mL do reagente de
Bradford. Apds 5 min = 20 s, a absorbancia da solugdo resultante foi medida no comprimento
de onda 595 nm em espectrofotdometro. Apds as leituras, obteve-se uma equagdo relacionando
concentra¢do de proteina (mg/mL) e absorbancia por meio do ajuste linear dos dados. Com a
equagao da curva padrdo, a quantidade de proteina do complexo enzimatico foi determinada

seguindo o mesmo procedimento realizado para as curvas padrao.

3.5 Hidrolise enzimatica das amostras de palha pré-tratada

3.5.1 Hidrolise enzimatica em frascos de Erlenmeyers

Amostras de biomassa pré-tratadas hidrotérmicamente foram submetidas a hidrolise
enzimatica. A biomassa pré-tratada juntamente com o tampao citrato (50 mM, pH 4,8) foram
adicionados a frascos Erlenmeyers de 250 mL e transferidos para o shaker (50°C e 250 rpm)
onde permaneceram por 30 min para atingir o equilibrio térmico. Apds esse periodo, as reagdes
de hidrolise foram iniciadas pela adicdo de enzima. Para obter o perfil de concentragdo de
agucares em cada condicao, foram realizados trés ensaios: um ensaio de hidrolise realizado em
duplicata, um ensaio como controle de substrato € um ensaio como controle de enzima. Nos
ensaios de controle de substrato a massa do material ausente foi substituida pela mesma massa
de tampao citrato e nos controles de enzima os volumes de enzima foram substituidos pelo
mesmo volume de tampao. No decorrer dos ensaios, aliquotas de 1 mL foram coletadas nos
tempos 1, 2, 6, 12, 24, 48 e 72 horas. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foram
armazenados em NaOH 0,2M, na propor¢do 300 uL de amostra: 200 uL de NaOH, para

inativa¢ao da enzima.
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3.5.1.1 Estudo preliminar da hidrolise do bagaco de cana-de-agucar em diferentes
cargas de sélidos: comparacio dos complexos enzimaticos Accellerase®1500 e

Cellic®Ctec-2.

Nessa etapa foram avaliadas a influéncia da carga de solidos na hidrolise enzimatica
do BCA pré-tratado hidrotérmicamente (195°C, 10 min., 1/10 sél./lig., 200 rpm) e o
desempenho de dois complexos enzimaticos comerciais. Para isso foram variadas as cargas de
solidos em 10, 15 e 20% (Mbagago seco / Vreagio). Manteve-se fixa a carga enzimdtica em 10

FPU/gbagago.

3.5.1.2 Estudo preliminar da hidrdlise do bagaco e da palha de cana-de-acucar

Para avaliar a eficiéncia da hidrolise enzimatica na conversao de celulose em glicose
para diferentes residuos da cana-de-agucar foram realizadas hidrélise com BCA e PCA pré-
tratados hidrotérmicamente (195°C, 10 min., 1/10 s6l./lig., 200 rpm), em concentracdo de

substrato de 15% de solidos (m/v), carga enzimatica de 10 FPU/gpiomassa.

3.5.1.3 Avaliagao do efeito de diferentes cargas de enzima na hidrolise

Para avaliar a influéncia da carga enziméatica nos ensaios de hidrélise foram realizados
experimentos variando a carga de enzima a 3, 7, 10, 13, 16 € 40 FPU/gpiomassa mantendo-se uma

Carga de SélldOS ﬁxa cm 15% (mpalha seca/ Vreacional).

3.5.1.4 Avaliacao do efeito de diferentes cargas de solidos

Nessa etapa foi avaliada a influéncia da carga de solidos na hidrdlise enzimatica. Para
isso foram variadas as cargas de solidos em 5, 10, 15 € 20% (Mpalha seca/ Vreacio). Manteve-se
fixa a carga enzimatica tomando como base a melhor resposta obtida no estudo da influéncia

da carga enzimatica.
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3.5.1.5 Avaliacao do efeito de inibi¢ao pelo produto na etapa de hidroélise

Nessa etapa foram realizadas hidrolise com a adigdes de agticares no inicio do ensaio.
Foram fixadas as melhores condigdes de carga de enzima e de sélidos obtidas nas etapas

anteriores a as adi¢des de acucares estdo descritas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Condig¢des experimentais empregadas nos experimentos de hidrolise enzimatica.

Efeito da inibi¢ao por produto

Carga de Carga de

Enzima sélidos Glicose Celobiose Xilose
FPU/gbiomassa o, (g/L) (g/L) (g/L)
Condigao 1 13 15 30 - -
Condigao 2 13 15 - 30 -
Condigao 3 13 15 - - 30
Condicao 4 13 15 10 - -
Condigao 5 13 15 - 10 -
Condig¢ao 6 13 15 - - 10
Condigao 7 13 15 30 30 30
Condicao 8 13 15 10 10 10

Tempo amostragem (h) - 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72

Outras condig¢oes: T=50°C, pH=4.8, 250 rpm.

3.6 Hidrolise enzimatica em Reator de 50 mL e 3000 mL

No processo de hidrolise enzimatica a celulose e a hemicelulose encontram-se na
forma de substrato, portanto insolivel em solucao aquosa, desta forma as enzimas terdo que ser
adsorvidas para poderem reagir com a celulose. Assim, o processo enzimatico ¢ heterogéneo,
portanto, os efeitos difusionais das enzimas sdo tdo importantes quanto os efeitos cinéticos.
Nesta etapa foram realizados experimentos com agitacao provida por impelidores para verificar
o efeito que uma melhor agitagdo ocasiona na hidrélise enzimatica. Foram realizadas hidrolises
em reator de vidro encamisado (50 mL de volume util) com agitacao provida por impelido de

constituido de trés pas planas nas seguintes condi¢des: temperatura de 50°C, pH 4,8 (tampao
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citrato de s6dio 50 mM), agitacdo de 200 rpm, por 72 h. A carga de s6lidos utilizada foi de 15
e 20% (m/v) e carga enzimatica de 13 FPU/gpiomassa

Foi realizado também um ensaio onde se utilizou reator de tanque agitado (volume util
de 3L), onde a agitacdo era provida por impelidor conectado ao eixo ligado a motor de indugao
trifasico de alto rendimento (Voges, modelo ARB71A6 - E2260) montado na tampa do reator.
A temperatura da reacdo foi controlada por banho ultratermostato (Ethik Technology, modelo
521-2D). O impelidor empregado foi do tipo “orelha de elefante” (elephant ear), na
configuragdo EEDP — EEUP (elephant ear down-pumping e up-pumping). Os ensaios foram
realizados em um volume total de 3L de reagdo, em 470 rpm, solugdo tampao citrato (50mM,
pH 4,8) em temperatura controlada de (50,0 + 1,0) °C por periodo de 72 horas. Os experimentos

foram realizados com cargas de sélidos de 10% (mv) e 20 FPU/gcelulose-

3.7 Quantificacido de acucares nos experimentos de hidroélise

Nos experimentos de hidrélise as concentragdes de glicose, celobiose e xilose ao longo
do processo foram quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Utilizou-
se a coluna Aminex HPX87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad Technologies Ltd) conforme descrito
anteriormente no item 3.2.6.

Para os calculos da glicose equivalente e conversao dos carboidratos foram utilizadas

as equagdes 17 e 18 respectivamente.

Glicosecquivatente= [Glic] +1,0526 -[Celob] (17)

Onde: [Glic]- concentragio de glicose (g.L!)

[Celob] — concentragio de celobiose (g.L™!)

Carboidratos no hidrolisado (g)
Carboidrato na palha pré-tratada (g)

Conversao de carboidratos (%) = ( ) -100% (18)
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteriza¢io do complexo enzimatico Cellic®Ctec-2

Antes de iniciar os experimentos de hidrdlise, foi realizada a caracterizagdo do
complexo enzimatico, conforme descrito no item 3.4 (Determinagdao das Atividades

Enzimaticas).

4.1.1 Determinacio de proteinas

Primeiramente foi determinada a quantidade de proteina do complexo enzimatico,
conforme descrito no item 3.4.4 (Determinagdo de Proteinas).
O valor de proteina obtido pelo método de Bradford para o complexo enzimatico

Cellic®Ctec-2 foi de 88,82 mg.mL!.

4.1.2 Determinacio da atividade celulase (Filter Paper Activity)

A hidrolise da celulose em seus oligossacarideos e glicose ¢ catalisada por um
complexo de enzimas chamadas celulases (endoglucanases, exoglucanases, e -glicosidases),
que agem em sinergismo para atacar diferentes partes da fibra de celulose
(Ghose, 1987). Nessa etapa foi determinada a atividade enzimatica total das celulases, contidas
no complexo enzimatico utilizado neste trabalho, conforme descrito no item 3.4.1.

A Tabela 4.1 relaciona as dilui¢des da enzima, suas respectivas concentragdes, assim

como a massa de glicose liberada durante a reacao.

Tabela 4.1 — Valores das dilui¢cdes das enzimas, suas respectivas concentragdes € massa de
glicose liberada por 0,5 mL de enzima nas diferentes dilui¢des.

Concentracao de Glicose liberada

Diluicao da Concentraciao da enzima .
enzima (x) (mLensima/mL por 0,5 mL de enzima
enzima. total) (mg /0’ SmL)
1000 0,00100 1,497 + 0,028
500 0,00200 2,155+ 0,001

350 0,00286 2,472 + 0,049
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A Figura 4.1 apresenta o comportamento da enzima celulase para a determinagao da

atividade enzimatica com base nos dados da Tabela 4.1.

Figura 4.1 — Concentragdo de glicose liberada por 0,5 mL de enzima diluida em fung¢do do
log da concentracdo de enzima.
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Segundo Ghose (1987), uma unidade de atividade de enzima celulase baseia-se na
liberacao de 2,0 mg de glicose, isto ¢, (2,0/0,18016 umol) por 0,5 mL de solucdo de enzima
diluida em 60 minutos de reacdo. Desta forma com a equag@o da reta obtida na Figura 4.1, foi
possivel determinar a concentragdo de enzima necessaria para liberar exatamente 2,0 mg de
glicose.

ART =2,14609. log Cenz + 7,93898

Onde: ART = agucares redutores totais (mg/0,5 mL)

Cenz = concentragdo de enzima (mLen,/mL)

ART—7,93898)

Logo: Cenzzl()( 214609
Cenz=0,001709

Finalmente com o valor da concentragdo que libera exatamente 2,0 mg de glicose em

60 minutos, calculou-se a atividade do complexo enzimatico a partir da equagao 15.

FPU = unidades .mL™' = 216,55 FPU.mL™!

0,001709
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Utilizando o valor de obtido de proteina na enzima, determinado previamente, 88,82
mg/mL, obteve-se que a atividade especifica do complexo enzimatico Cellic®Ctec-2, em
unidades de atividade de papel de filtro por massa de proteina ¢ 2,44 FPU/mgproteina-

A partir do valor obtido para a atividade do complexo enzimatico, foi possivel calcular

o volume necessario de enzima a ser utilizada nos experimentos de hidrdlise.

4.1.3 Determinagdo da atividade enzimatica da B-glicosidase

A atividade da enzima B-glicosidase foi determinada em triplicata de acordo com a
metodologia descrita no item 3.4.2. A liberacdo de glicose em funcdo do logaritmo da
concentracdo de enzima pode ser observada na Figura 4.2.

Segundo Ghose (1987), uma unidade de atividade f—glicosidase (CBU) baseia-se na
liberacao de 0,5 mg de celobiose, isto €, (0,5/0,18016 umol) que representa a produgdo de

exatamente 1,0 mg de glicose, por 1 mL de enzima em 30 minutos.

Figura 4.2 — Concentragao de glicose liberada por 2 mL de enzima diluida em funcao do
logaritmo da concentragdo de enzima.

459 y=1,91325x + 10,12049 .
401 R*=0,99362 o

Concentracio de glicose
/
N\

50 45 40 35 3,0
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enz

Desta forma com a equacdo da reta obtida na Figura 4.2, foi possivel determinar a
concentracdo de enzima necessaria para liberar exatamente 1,0 mg de glicose.

Glic = 1,91325. Log Cen, + 10,12049

Onde: Glic = glicose liberada (mg/2,0 mL)
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Cenz = concentragdo de enzima (mLen/mL)

Logo: Cen, = 107 (522220

1,91325
Conz = 1,71.10° mLeny/mL

Finalmente com o valor da concentragdo que libera exatamente 1,0 mg de glicose em

30 minutos, calculou-se a atividade do complexo enzimatico a partir da equagado 16:
CBU = ———— unidades .mL™! = 5415,33 CBU.mL™?

Utilizando o valor de proteina na enzima determinado previamente, 88,82 mg/mL,
obteve-se que a atividade especifica do complexo enzimético Cellic®Ctec-2 em unidades de

CBU por massa de proteina ¢ 60,97 CBU/mgproteina-

4.1.4 Determinac¢io da atividade enzimatica da xilanase

A atividade da enzima xilanase foi determinada em triplicata de acordo com a
metodologia descrita no item 3.4.3. A liberacdo de xilose em funcdo do tempo pode ser
observada na Figura 4.3.

Segundo Ghose (1987), uma (UI) ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria

para libertar 1 pmol xilose por minuto sob as condi¢des testadas.

Figura 4.3 — Concentracao de xilose em fun¢ao do tempo de reacao.
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A partir da equacgdo da reta obtida na Figura 4.3 foi possivel calcular a atividade da

xilanase a partir da equagao abaixo:
Ul= (5 dil - V,) ((MM-V,y,.)

dP :
Onde: i coeficiente angular da reta

dil = diluicdo da amostra
V: = volume reacional
MM = massa molecular xilose

Venz = volume de enzima

Uy ~(0,0814-100-10)
mL(0,15013 - 0,1)

=5421,97 UL mL"!

Utilizando o valor de proteina na enzima determinado previamente, 88,82 mg/mL,
obteve-se que a atividade especifica do complexo enzimatico Cellic®Ctec-2 em unidades de Ul

por massa de proteina ¢ 61,04 Ul/mgproteina.

A Tabela 4.2 apresentada a caracterizagdo do complexo enzimatico Cellic®Ctec-2

utilizado neste trabalho.

Tabela 4.2 — Caracteriza¢io do complexo enzimatico Cellic®Ctec-2.

Cellic®Ctec-2

Atividade em papel filtro (FPU.mL™")" 216,55
Atividade da B-glicosidase (CBU.mL™) ™ 5415,33
Atividade de xilanase (UI. mL™) 5421,97

Expressas segundo definicio de Ghose (1987): * 4 mggiicose/MLenzima
** 1 mgglicosc/mLcnzima

Como era esperado o complexo enzimdtico Cellic®Ctec-2 apresentou atividade
enzimética de celulase alta e similar ao reportado por Mendes et al. (2014). A Cellic®Ctec-2 se
caracteriza por apresentar um melhor desempenho na hidrolise enzimatica com altas

concentracoes de solidos, por apresentar em sua constituicdo enzimas oxidativas, as
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monooxigenases liticas de polissacarideos (celulases AA9, anteriormente conhecidas como
GH61), alta carga de [B-glicosidase e hemicelulase (SUN et al.,, 2016; JORGENSEN;
CANNELLA, 2013).

4.2 Estudos preliminares

4.2.1 Estudo preliminar da hidrolise do bagaco de cana-de-acucar em diferentes

cargas de solidos: comparacio dos complexos enzimaticos Accellerase®1500 e Cellic®Ctec-2

O objetivo dessa etapa foi fazer uma avaliagdo preliminar do efeito da carga de s6lidos
na hidrolise enziméatica do bagacgo de cana-de-agucar e comparar a eficiéncia de dois complexos
enzimaticos comerciais a Cellic®Ctec-2 e a Accellerase®1500, com atividade 74 FPU.mL"!
(SILVA, 2015). Estudos anteriores investigaram varios complexos enzimaticos comerciais
dentre eles a Cellic®Ctec-2, Accellerase®1500, Cytolase CL e a Novozyme 188®, utilizando
substratos de referéncia, com caracteristicas controladas, em geral a Cellic®Ctec-2 apresentou
capacidade de sacarificacdo mais elevada em todos os substratos testados na mesma carga de
proteina em comparagao com os demais complexos (JU et al., 2014).

O bagago de cana-de-agucar (BCA) foi submetido inicialmente & um pré-tratamento
hidrotérmico (PTH) na propor¢do 1:10 (mpalha seca/Magua), sendo submetida a 195°C/10 minutos
e 200 rpm. As condi¢des operacionais utilizadas no pré-tratamento hidrotérmico do BCA nesta
etapa foram previamente determinadas pelo grupo de pesquisa em Engenharia Bioquimica do
DEQ/UFSCar, sendo elas consideradas como as melhores condi¢des de trabalho para o pré-
tratamento hidrotérmico do BCA. A Tabela 4.3 apresenta a caracterizagdo quimica das amostras
de bagaco de cana-de-agucar (BCA) antes e apds a etapa de pré-tratamento hidrotérmico.

Os resultados apds o pré-tratamento como esperado, indicam uma eficiente remocao
de hemicelulose (85,5%) com pequena remocdo de celulose e lignina de 9,6 e 19,3%
respectivamente. O pré-tratamento hidrotérmico se caracteriza por causar alteragdes estruturais
na fracdo de lignina e celulose além de uma eficiente solubilizagdo de grande parte da
hemicelulose, com pouca perda/remogao de celulose e lignina (ALVIRA et al.; 2010) o que
contribui para a a¢ao das enzimas celuloliticas uma vez que essas estruturas formam uma

barreira fisica ao redor da celulose dificultando o acesso das enzimas (DIAZ et al., 2010).
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Tabela 4.3 — Caracterizacdo quimica do BCA antes e ap6s pré-tratamento e
perda/solubiliza¢do dos componentes das amostras de bagago de cana-de-agtcar.

Bagaco “in

Componente natura” 195°C/10 min Perda/Remocio

%) ** (%) (%)

Celulose 40,8 61,2 9,4

Hemicelulose 24,5 5.9 85,5

Lignina 23,2 31,0 19,3

Cinzas 5,4 1,2 86,6

Extrativos 5,7 - -

Total 99,6 99,3 -

** Fonte: Silva, 2015.

Os perfis de concentracao de glicose em fung¢ao do tempo de hidrolise para as
diferentes cargas de s6lidos e ambos os complexos enzimaticos avaliados sdo apresentados na
Figura 4.4(a). Observa-se durante a hidrolise enzimatica do bagaco PTH um perfil tipico de
concentragdo de glicose. H4 um rdpido aumento da concentracdo de glicose no inicio do
processo até 10 horas de reagdo, seguida de uma diminui¢do da taxa de producao de glicose. A
influéncia da carga de soélidos na velocidade inicial de hidrolise ¢ observada para os dois
complexos enzimaticos avaliados. Os experimentos realizados com 15% de carga de solidos
apresentaram maiores velocidades iniciais de reacdo (observado pelo rapido aumento da
concentracao de glicose nas primeiras 10 horas de reagdo) para os dois complexos enzimaticos.
Ja para os experimentos com carga de solidos de 20%, observou-se velocidades inferiores as
demais cargas nas 10 primeiras horas para ambos complexos enzimaticos.

Foram obtidas para as cargas de solido de 10%, 15% e 20% as concentragdes finais de
glicose de 22,6, 27,6, 28,5 g/L, respectivamente, utilizando a Accellerase®1500 e 40,9, 62,4 e
58,2 g/L, respectivamente, quando se utilizou a Cellic®Ctec-2, demonstrando assim uma melhor
eficiéncia do complexo enzimético Cellic®Ctec-2. Pode-se observar também pelos resultados
obtidos que o aumento na carga de sdlidos ocasionou um aumento na concentragdo final de
glicose demonstrando um comportamento aproximadamente linear para a Accellerase®1500.

Esse comportamento pode ser melhor observado na Figura 4.5(a). Comportamento
semelhante foi observado por Lopez-Linares et al. (2014) em experimentos com palha de colza
e por Ramachandriya et al. (2013) em experimentos utilizando do como substrato cedro

vermelho oriental (espécie de coniferas). Por outro lado, a Cellic®Ctec-2 apresentou
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comportamento diferente, quando aumentada a carga de solido de 15 para 20% a concentragao

de glicose diminuiu

Figura 4.4 — Perfil de concentracio de glicose em g.L'! (a) e conversdo da celulose (b) em funcio
do tempo nas hidrdlises enzimaticas para diferentes cargas de solidos (10%, 15% e 20%) de BCA
submetido a PTH (195°C-10 min.) utilizando os complexos enzimaticos Accellerase®1500 e
Cellic®Ctec-2. Carga enzimética: 10 FPU.gpiomassa ', pH 4.8, 50°C e agitacio de 250 rpm.
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A Figura 4.4(b) ilustra a conversdo de celulose em glicose ao longo de 72 horas de
hidrolise. Pode se observar uma redugdo na conversao com o aumento da carga de sélidos. Esse
comportamento foi observado por varios autores utilizando diferentes biomassas (Lopez-
Linares et al., 2014; Kristensen, et al., 2009; Ramachandriya, et al., 2013 e Cara et al., 2007).

O aumento da carga de sélidos de 10 para 20% (m/v) levou a uma reducdo na conversao
enzimética de 37 e 29% para os complexos enzimaticos Accelerase®1500 e Cellic®Ctec-2,
respectivamente. Varios fatores podem contribuir para reducdo da capacidade de conversao
pela enzima. Citam-se, entre eles, a inibicao da enzima pelos produtos formados (glicose e
celobiose), as alteracdes no substrato e as limitacdes de transferéncia de massa (Manazares et
al., 2011). Porém com a utilizagdo da Cellic®Ctec-2 possibilitou uma melhor conversio com o
aumento da carga de so6lidos de 10 para 15%, com um aumento em relacdo a concentracao de
glicose liberada mais expressiva de cerca de 35%. O aumento da carga de substrato ¢ importante
a fim de se obter concentragcdes mais elevadas de agucares no hidrolisado (Wang et al., 2012;
Puri et al., 2013). Esse fator ¢ importante para se obter na etapa de fermenta¢do vinhos com
maior teor de etanol, o que reduz o consumo de energia na etapa de destilacio (Modenbach e
Nokes, 2013).

Uma possivel explicagdo para que o aumento da carga de solido para 20% ndo ter
apresentado uma maior conversao ¢ que esteja ocorrendo limitagdo por transferéncia de massa.
Ramachandriya et al. (2013) observaram que a adi¢do de esferas ao meio reacional para uma
melhor mistura do meio reacional apresentou uma maior conversao da celulose em glicose em
experimentos com cargas de solidos de 16 e 20% utilizando a Accelerase®1500.

O efeito da carga de so6lidos na concentracdo de glicose liberada e na conversao apds
72 horas de hidrélise sdo apresentados na Figura 4.5(a) e (b), respectivamente. De maneira geral
observa-se que os melhores valores tanto de concentragdo de glicose liberada quanto de
conversdo sio obtidos utilizando-se o complexo enzimatico Cellic®Ctec-2. Os resultados
obtidos nesta etapa para a hidrolise do BCA utilizando os dois complexos enzimaticos sdao
semelhantes aos resultados encontrados na literatura para outras biomassas.
Mendes et al. (2014) utilizando lodo oriundo do tratamento de efluente de uma industria de
celulose obtiveram uma conversio de celulose em 24 horas de 79% com a Cellic®Ctec-2 e de
74% utilizando a Accellerase®1500 nas mesmas condi¢des. Kawai et al. (2012) avaliaram a
hidrolise de diferentes biomassas lignoceluldsicas dentre elas o Erianthus (graminea) ap6s pré-
tratamento hidrotérmico e o eucalipto apos pré-tratamento com H>SO4 e obtiveram conversoes
cerca de 17% maiores para ambas hidrélises com a Cellic®Ctec-2 em relacdo as hidrélises

utilizando Accellerase®1500.
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Figura 4.5 — Concentragao de glicose (a) e conversao da celulose em glicose (b) em fungao
da carga de solido (10%, 15% e 20%) ap6s 72 horas de hidrélise do BCA para os complexos
enziméticos Accellerase®1500 e Cellic®Ctec-2.
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4.2.2 Estudo preliminar da hidroélise do bagaco e da palha de cana-de-acucar

Os residuos lignocelulésicos apresentam como componentes principais celulose,
hemicelulose e lignina. A distribuicdo destes componentes depende ndo apenas da natureza do
vegetal como também das condi¢cdes de crescimento, idade de colheita e parte da planta
escolhida (OGEDA; PETRI, 2010; GAN et al., 2003). A composi¢ao bioquimica da biomassa
tem efeito direto no custo de producdo do etanol uma vez que influencia nos rendimentos das
etapas de producado e no rendimento final de etanol (HAMELINCK et al., 2005). Diante disso
foi realizado nessa etapa um estudo preliminar onde se comparou a eficiéncia da hidrolise
enzimatica na conversao da celulose em glicose para diferentes residuos da cana-de-agucar. As
biomassas estudadas nesta etapa foram o BCA e a palha da cana-de-acgtcar (PCA) pré-tratadas
hidrotérmicamente (PTH) na propor¢ao 1:10 (Mpalha seca/Msgua), sendo submetida a 195°C/10
minutos e 200 rpm.

A Tabela 4.4 apresenta a caracterizagao quimica das amostras do BCA e da PCA antes
e apods a etapa de pré-tratamento hidrotérmico e a remocao de seus componentes. Com relagao
a composi¢do “in natura” das biomassas pode-se notar uma maior diferenga no teor de celulose
obtidos de 40,8 e 33,1% para o BCA e a PCA respectivamente. Por outro lado, o teor de
hemicelulose em ambos materiais apresentaram valores semelhantes de 24,5 e 26,2%
respectivamente para 0 BCA e a PCA. Com relagdo ao teor de lignina obtido foi cerca de 22%

maior no BCA em relagao a PCA.
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Tabela 4.4 — Caracterizagao quimica do BCA e da PCA antes e ap0s pré-tratamento e
perda/solubiliza¢do dos componentes das amostras de bagago de cana-de-agtcar.

B“(;A BCA Perda/ P“CA PCA Perda/
Componente m” o PTH Remocio n v PTH Remocio
natura (%) (%) natura (%) (%)
() ()
Celulose 40,8 61,2 9,4 33,1 58,8 9,8
Hemicelulos 945 5.9 85,5 26,2 7,5 85,4
Lignina 23,2 31,0 19,3 18,2 28,9 19,4
Cinzas 5,4 1,2 - 6,2 5,5 -
Extrativos 5,7 - - 15,3 - -
Total 99,6 99,3 - 99,1 100,7 -

** Fonte: Silva (2015)

Apo6s o PTH as diferencas em relagdo aos teores de celulose, hemicelulose e lignina
foram menores para o BCA e a PCA o que indica que o pré-tratamento hidrotérmico aumento
a semelhanca entre os materiais. Podemos observar também nos materiais estudados, um
acréscimo da porcentagem de celulose e lignina apds PTH, que ¢ explicado pela eficiente
remo¢dao de hemicelulose de 85% para ambos materiais, evidenciando que o PTH atua
preferencialmente na solubilizagdo da hemicelulose. Levando-se em consideragdo a
perda/remocao ap6s PTH, dados apresentados na Tabela 4.4, observa-se que ambos materiais
apresentaram remocoes semelhantes de todos componentes, ou seja, tanto o BCA quanto a PCA
apresentaram comportamentos semelhantes na etapa de pré-tratamento. A lignina apresentou
uma remogao de cerca de 19% para ambos materiais, embora grande parte deste componente
ser insolivel em meio acido constatou-se que existem fragmentos de lignina que sao
solubilizados no PTH.

Os resultados obtidos de concentragdo de glicose e conversdo da celulose em glicose
em fungdo do tempo para as hidrdlises do BCA e da PCA, em concentragdes de substrato de
15% de so6lidos (m/v), carga enzimatica de 10 FPU.geeluiose ', pH 4,8 e agitacdo de 250 rpm, sio
apresentados na Figura 4.6 (a) e (b), respectivamente.

Na Figura 4.6 (a) e (b) podemos observar que a PCA durantes as primeiras 12 horas
de hidrélise ja apresentou um melhor rendimento de sacarificacdo enzimatica em relagdo a
BCA, atingindo uma concentrac¢io de glicose de 40,2 g.L"! (conversio de 41,0%) em relacio

ao BCA que atingiu 28,9 g.L"! de glicose (conversdo de 28,4%).
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Figura 4.6 — Perfil de concentragio de glicose em g.L! (a) e conversio da celulose (b) em fungdo do
tempo de hidrolise para o BCA e a PCA pré-tratados hidrotérmicamente a 195°C-10 min. 15% de
solidos (m/v), 10 FPU.gyiomassa ', pH 4,8, 50°C e agitacdo de 250 rpm.
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Apbs 72 horas a PCA atingiu 64,9 g.L"! de glicose liberada (conversio de 66,3%) € o
BCA 62,4 g.L'! de glicose (conversio de 61,2%). Estes resultados demonstram uma maior
suscetibilidade da palha a conversdo de celulose em glicose, quando comparado ao bagaco,
visto que a PCA apresentou um menor teor de celulose. Uma possivel explicagdo para maior
conversao de celulose da PCA em relagdo ao BCA ¢ devido a celulose da PCA ser mais
acessivel que no BCA devido as suas caracteristicas morfoldgicas e distribuicdes das
macromoléculas estruturais (celulose, hemicelulose e lignina) nas paredes celulares MOUTTA
et al., 2014).

O desempenho em termos de hidrolise bastante promissor apresentado pela palha de
cana-de-agticar mostrados nos resultados, além do fato de que ha poucos trabalhos que avaliam
a utiliza¢do dessa biomassa na produ¢do de etanol, justifica a continuidade dos estudos com

essa biomassa.

4.3 Pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-agtcar

Nesta etapa estudou-se algumas condic¢des de pré-tratamento hidrotérmico para a PCA
baseando-se em trabalhos anteriores realizados com o bagaco de cana-de-acucar (LASER et al.,
2002; CRUZ et al., 2012; ZHUANG et al., 2015; SILVA, 2015). O objetivo dessa etapa foi
verificar o efeito de algumas variaveis do pré-tratamento sobre a biomassa a fim de se obter um
melhor fracionamento da biomassa e posterior eficiéncia na etapa de conversao enzimatica da

celulose em glicose.



4.3.1 Influéncia da temperatura e tempo de pré-tratamento

Nesta etapa foi estudado o efeito da temperatura e tempo durante o pré-tratamento

hidrotérmico.

e o posterior resfriamento apds o tempo de reagdo para cada condigdo estudada, com o propdsito

Na Figura 4.7 s3o mostradas as rampas de aquecimento até a temperatura de tratamento

de se calcular o fator de severidade de cada condicdo de pré-tratamento avaliada.

Figura 4.7 Perfil da temperatura durante os ensaios de pré-tratamento da biomassa. As setas

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

de permanéncia na temperatura de tratamento foram mantidos durante o tempo requerido para

indicam o periodo em que a temperatura permaneceu constante.
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Na analise do perfil da rampa de aquecimento e resfriamento observa-se que os tempos

as condigoes estudadas.
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Na Tabela 4.5 sdo apresentados o fator de severidade (FS), rendimento méssico (R) e
pH da fracdo liquida, no final do pré-tratamento para cada condi¢do de pré-tratamento

estudadas.

Tabela 4.5 — Fator de severidade (FS), rendimento massico (R) e pH da fragao liquida, no
final do pré-tratamento para cada condi¢do de pré-tratamento estudada.

FS R (%) pH
170°C/ 5 min 3,23 + 0,06 64,70 4,68+ 0,08
170°C/ 15 min 3,39 + 0,01 63,61 4,49 + 0,00
195°C/ 10 min 4,10+ 0,01 50,97 3,70 + 0,14
220°C/ 5 min 4,70 + 0,05 45,92 3,39+ 0,01
220°C/ 15 min 4,99 + 0,07 43,34 3,41 40,02

Como se pode observar o rendimento massico (massa de solidos recuperada apos o
pré-tratamento) diminui com o aumento do grau de severidade. O aumento do grau de
severidade de 3,23 para 4,70 apresentou uma diminui¢do do rendimento massico de 64,70%
para 45,92%. O menor rendimento massico de 43,34% foi obtido na condi¢do de pré-tratamento
mais severa aplicada neste trabalho (FS = 4,99). Em geral pode-se observar uma relacao linear
entre o grau de severidade e o rendimento massico, conforme mostra a Figura 4.8. Esses
resultados corroboram com Jiang et al. (2015) que constataram que o aumento no fator de
severidade de 2,77 para 4,34 acarretou em uma diminui¢ao do rendimento massico do PTH em
28%, utilizando haste de algodao.

Pode-se observar ainda pela Tabela 4.5 que a temperatura ¢ um importante fator no
PTH, apresentando um maior efeito no rendimento do processo quando comparada ao tempo
de reag¢do. O rendimento massico ¢ alterado de cerca de 64% para 45% com o aumento da
temperatura de 170°C para 220°C, porém apresentam semelhancas quando variamos ao tempo
de residéncia de 5 para 15 minutos para temperaturas fixas de 170 e 220°C. A diminui¢ao do
pH com o aumento do fator de severidade ¢ explicada pela liberacao de acido acético e acido
formico (vide Tabela 4.6) com o aumento da temperatura que por sua vez atuam como

catalisador no processo.



Figura 4.8 — Correlagdo entre rendimento massico e fator de severidade (log(ro).
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Na Tabela 4.6 sdo apresentados os valores de dacidos organicos, furfural e

hidroximetilfurfural presentes na fracdo liquida ao final do pré-tratamento em cada condigao

estudada. Pode-se observar que as concentragdes de acido acético apresentaram um aumento

significativo como o aumento da temperatura e tempo de residéncia do PTH. Efeito similar foi

obtido por Yu et al. (2010) com palha de arroz variando a temperatura do PTH de 140-240 °C

por 10 e 30 minutos e por Xiao et al. (2013) aplicando temperaturas de 180-240 °C. O aumento

da concentragdao de acido acético com o aumento do fator de severidade ¢ explicado pela

degradacdo da hemicelulose uma vez que este € proveniente do grupo acetil da hemicelulose.

Tabela 4.6 — Concentracao de acidos organicos, furfural e hidroximetilfurfural presente na
fragdo liquida ao final de cada condicao de PTH avaliada.

gluélfli'gflico f(';Ar‘;:l(:(C)O Acido acético HMF Furfural

(@L) @L") (gL (gL (gL
170°C/5 min 0,75 £0,05 0,21 £0,07 0,25 + 0,00 0,03 £ 0,00 0,03 + 0,00
170°C/15 min 0,66 + 0,07 0,33 +0,13 0,33 +0,01 0,07 £ 0,00 0,05+ 0,00
195°C/10 min 4,07 +0,00 0,68 +0,00 0,98 +0,01 0,26 £ 0,00 0,86 £ 0,00
220°C/5 min 0,19 £0,04 1,09 £ 0,08 1,47 £0,15 0,64 £0,11 2,95+0,25
220°C/15 min 0,10 £ 0,00 1,24 £ 0,04 1,59 + 0,03 1,10 £ 0,02 2,43 +£0,03

O teor de furfural e HMF apresentaram perfil similar ao do acido acético aumentando

com o aumento da temperatura e o tempo de residéncia. Ambos sdo provenientes da degradagdo
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dos acgucares sendo o furfural (maiores concentragdes) correspondente a degradagdo da xilose
e arabinose ¢ 0 HMF da glicose e galactose (YU et al., 2010). Segundo Hu e Ragauskas (2012)
em condi¢des de fator de severidade baixos a hemicelulose solubilizada é acumulada na fragao
liquida sob a forma de xilose ao passo que com o aumento do fator de severidade esta ¢
parcialmente convertida em furfural. Desta forma a concentragdo de furfural tende a aumentar
e de xilose tende a diminuir (Tabela 4.6) com o aumento da severidade do pré-tratamento
conforme foi observado nos resultados obtidos nesse trabalho.

Com relacdo a concentracao dos agucares presentes na fragcdo liquida ao final do pré-
tratamento apresentados na Tabela 4.7 pode-se observar que de modo geral ela diminuiu com
o aumento da temperatura.

Pode-se observar um aumento das concentragdes dos agticares com aumento do tempo
de reacdo na temperatura de 170°C e posterior diminuicdo das concentragdes com o aumento
da temperatura e tempo. Esse efeito ¢ explicado pela degradacdo destes agucares em

temperaturas acima de 170°C.

Tabela 4.7 — Concentragdo de acglcares presente na fra¢do liquida ao final do PTH em cada
condicao avaliada.

Celobiose Glicose Xilose Arabinose

(g.Lh (gL (g.L") (g.Lh
170°C/5 min 0,88 £0,04 2,56 £ 0,07 2,86 £0,07 1,07 £ 0,02
170°C/15 min 0,44 £ 0,50 425+0,13 428 +£0,20 1,31+0,35
195°C/10 min 3,37+0,01 1,32 +£0,00 3,70 £ 0,00 1,75+ 0,00
220°C/5 min 0,34 £0,02 0,62 £ 0,07 1,02 +£0,09 0,12 + 0,02
220°C/15 min 0,14 +£0,00 0,23 +£0,00 0,23 +£0,00 0,46 + 0,17

Efeitos semelhante foram obtidos por Yu et al. (2010) que obtiveram um pico da
concentracdo de xilose e arabinose em cerca de 180 °C seguido de um declinio das
concentracdes com o aumento da temperatura até 240°C, decorrente da degradagao destes
agucares, estando de acordo com os dados obtidos de furfural, HMF e acido acético obtidos
com o aumento da temperatura.

A composi¢do quimica da palha (fracdo solida) para as diferentes condi¢cdes de

temperatura e tempo de residéncia avaliados ¢ apresentada na Tabela 4.8. Com relacao a
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composicao da palha in natura os dados obtidos sdo consistentes com os apresentados por Costa

et al. (2013) e Silva et al. (2010).

Tabela 4.8 — Composicao quimica (em porcentagem) da palha in natura e apds pré-
tratamento hidrotérmico.

Palha 170°C/5 170°C/15 220°C/5 220°C/15 195°C/10
Componente “in natura” min min min min min
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Celulose 33,13+£0,37 43,63+0,10 43,57+0,09 56,74+0,67 54,67+0,02 58,84+0,16
Hemicelulose 26,25+0,33 27,24+0,27 21,77+1,21 2,02+0,14 1,81+£0,05 7,52+2,12
Lignina 18,21 £0,21 28,13+0,96 27,00+£0,18 37,02+0,32 36,88+0,35 28,89+0,67
Cinzas 6,21+0,03 1,35+0,08 1,09+0,03 6,37+0,16 874+036 5,50+0,03
Extrativos 15,31 £0,53 - - - - -
Total 99,11 +1,47 10035+1,41 9342+151 102,15+1,29 102,10+ 0,78 100,75 = 2,98

Pode-se observar mais uma vez que a temperatura foi o fator mais relevante no PTH
pois as variagdes na composicao quimica da PCA foi mais acentuada com a variacdo da
temperatura em relacdo a variagdo do tempo de residéncia. De maneira geral observa-se um
acréscimo da porcentagem de celulose com o aumento do fator de severidade que pode ser
explicado pela dissolugdo da hemicelulose e rearranjo ou migracao da lignina na biomassa pré-
tratada (ZAKARIA et al., 2015).

A partir dos dados apresentados na Tabela 4.8 calculou-se a perda/solubilidade dos
componentes das amostras de palha submetidas as diferentes condi¢des de pré-tratamento
(Tabela 4.9). O pré-tratamento realizado a 195°C por 10 min. promoveu a maior remog¢ao de
hemicelulose (85,58%) em relagdo aos PTH com 170°C para 5 e 15 minutos (14,8 e 16,4%
respectivamente. Nesta condi¢do obteve-se uma boa remocao de lignina (19,4%), com baixa
perda de glicose (9,8%) perfil semelhante foi obtido por Oliveira et al. (2014) utilizando mesma
condi¢do de pré-tratamento hidrotérmico.

Apesar dos pré-tratamentos a 220°C terem apresentado maiores remocodes de
hemicelulose de 96 e 97%, respectivamente para 5 e 15 minutos, a perda de celulose foi cerca
de 61% maior quando comparada ao pré-tratamento realizado a 195°C por 10 min. O pré-
tratamento hidrotérmico caracteriza-se pela eficiente remog¢ao da hemicelulose ao mesmo

tempo que mantém a celulose na fracao solida. Com relacao a lignina apesar de ocorrer a
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alteracao da sua estrutura, parte dela ser despolimerizada e solubilizada, ocorre a recondensagao
de componentes soliveis provenientes da lignina o que impossibilita a deslignificacdo completa
da biomassa por PTH (ALVIRA et al., 2010). A remog¢ao de hemicelulose e desestruturacao da
lignina facilita a a¢do das enzimas celuloliticas uma vez que essas estruturas formam uma
barreira fisica ao redor da celulose dificultando o acesso das enzimas (VALLEJOS et al., 2015;

DIAZ et al., 2010).

Tabela 4.9 — Perda/solubilizacdo dos componentes das amostras de palha

170°C/5 min 170 ?/15 195 ?/10 220°C/5 min 220 .C/15
Componente (%) min min (%) min
° (%) (%) ’ (%)
Celulose 14,79% 16,35% 9,80% 21,36% 28,48%
Hemicelulose 32,86% 47,25% 85,45% 96,47% 97,01%
Lignina 0,05% 5,69% 19,42% 6,65% 12,23%

A Figura 4.9 apresenta as fotografias das amostras de PCA ap6s PTH com diferentes
condig¢des de temperatura e tempo avaliadas.

Apds o pré-tratamento hidrotérmico da PCA observa-se um escurecimento da
biomassa com o aumento do fator de severidade como pode ser visualizado nas fotos ilustradas
na Figura 4.9. Este escurecimento pode ser atribuido a formagao de produtos derivados da
degradacao de carboidratos em consequéncia da catalise acida ou a caramelizagdo dos
polissacarideos (SANTOS et al., 2012). Outra possivel explicagdo para o escurecimento ¢ a
recondensac¢do de produtos escuros na superficie da celulose denominado pseudo-lignina (KIM
et al.,, 2013). Pode-se observar também que apés PTH o material apresentou um maior
fracionamento das fibras com o aumento do grau de severidade, o aumento da area superficial
especifica provavelmente se deve a maior remog¢ao da hemicelulose e alteragdes nas estruturas
da lignina e celulose (NITSON; MATIS; TRIANTAFYLLIDIS, 2013 ¢ ZAKARIA et al,,
2015).
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Figura 4.9 — Fotografias das amostras de palha de cana-de-actcar in natura (a) e apos pré-
tratamento hidrotérmico: (b) 170°C/5 min., (c) 170°C/15 min., (d) 195°C/10 min., (e) 220°C/5
min. e (f) 220°C/15 min.

Figura 4.9- (a) - Palha "in natura" Figura 4.9-(b) - 170°C/ 5 min.

Figura 4.9- (¢) - 170°C/ 15min.

o —

LT —

Figura 4.9- (e) - 220°C/ 5 min. Figura 4.9- (f) - 220°C/ 15 min.

Fonte: Acervo pessoal
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A Figura 4.10 apresenta a microscopia eletronica de varredura (MEV) da PCA “in

natura” e pré-tratada nas diferentes condi¢des avaliadas.

Figura 4.10 — Microscopia eletronica de varredura, em resolugcdo de 100 vezes, para palha in
natura (a), palha pré-tratada hidrotérmicamente nas diferentes condi¢des: 170°C/5 min (b),
170°C/15 min (c), 195°C/10 min (d), 220°C/5 min (e) e 220°C/15 min (f).

Figura 4.10 - (a) - Palha "in natura" Figura 4.10 - (b) - 170°C/ 5 min.
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A biomassa “in natura” apresenta uma estrutura de superficie regular e compacta
(Figura 4.10(a)), porem como esperado apds o pré-tratamento podemos observar uma maior
desorganizagdo da estrutura lignocelulosica, causada pelo aumento do fator de severidade da

condi¢do do pré-tratamento, Figura 4.10(b-f).

4.3.2 Hidrodlise dos materiais obtidos a partir de diferentes condi¢cdes de pré-

tratamento hidrotérmico

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia do pré-tratamento foram realizados ensaios de
hidrélise enzimatica por 72 horas, utilizando as fragdes solidas obtidas nas diferentes condi¢des
de PTH avaliadas. Essa avaliacdo ¢ importante uma vez que o efeito do PTH sobre a biomassa
pode ser diferente para cada condigdo de pré-tratamento aplicada. As condi¢des de PTH tornam
a celulose contida na biomassa mais ou menos acessivel as celulases o que influencia
diretamente na conversao da mesma em glicose. As Figuras 4.11 (a) e (b) mostram os valores
da concentragdo de glicose e da conversao de celulose em glicose, respectivamente, durante as

72 horas de experimento.

Figura 4.11 — Concentragdo de glicose equivalente em g/L (a) e conversao da celulose (b) em

funcdo do tempo de hidrélise para as biomassas pré-tratada hidrotérmicamente — 170°C/5 min,

170°C/15 min, 220°C/5 min, 220°C/15 min, 195°C/10 min, concentracao de substrato 15% de
solidos (m/v), carga enzimatica: 13 FPU.gpiomassa”', pH 4,8, 50°C e agitacdo de 250 rpm.
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Ao analisar os perfis de concentragdo pode-se observar que cada condi¢ao de PTH o
aumento da temperatura de 170 para 220°C, mantendo o tempo de reagao em 5 minutos, resultou
na obtencdo de um licor de glicose 3,7 vezes mais concentrada (72,12 g/L) em 72 h de hidrolise.

A conversao obtida foi de 27,1% para a PTH (170 °C/5min) e 76,3% para a PTH (220 °C/5min.).
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Essa melhora na hidrolise enzimdtica com o aumento da temperatura corrobora com o
observado por Cara et al. (2007) e Yu et al. (2010) e pode ser atribuido & maior solubiliza¢ao
da hemicelulose a 220°C (97% de remogdo). A condi¢cdo de temperatura 170°C foram as mais
brandas aplicadas (menores fatores de severidade) essa temperatura de PTH foi baixa para
romper e desestruturar a fibra lignoceluldsica, o que ¢ confirmado pela baixa remog¢do de
hemicelulose. Analisando ainda a hidrolise da PTH a 170°C podemos notar uma melhora com
o aumento do tempo de 5 para 15 minutos ao contrario, do que foi apresentado na hidrolise da
PTH a 220°C que o aumento no tempo ocasionou uma redug¢do na conversao de 76,34 para
57,84%. Uma explicagdo para a diminui¢do do rendimento da hidrolise da biomassa PTH em
condicdes severas (fator de severidade igual ou maior que 4,7) ¢ deposicdo de goticulas de
lignina recondensada e depositadas na superficie da biomassa. Os principais efeitos negativos
causados pela deposi¢do das goticulas de lignina sob a biomassa na hidrdlise pode ser o
bloqueio superficial da celulose, as ligagdes improdutivas de enzima com a lignina (LI et al.,
2014).

Dentre as condi¢des de pré-tratamento avaliadas, observa-se na Figura 4.11 que a
melhor condi¢do foi a de 195°C por 10 minutos, alcangando 78,3 g.L! de glicose o que
corresponde a 79,8% de conversao.

A Figura 4.12 ¢ apresenta os resultados de concentracdo de xilose e da conversao de
hemicelulose em fungdo do tempo de hidrolise para as biomassas PTH nas diferentes condi¢des

avaliadas.

Figura 4.12 — Perfil de concentragdo de xilose em g.L! (a) e conversio da hemicelulose (b)
em funcao do tempo de hidrolise para as biomassas pré-tratada hidrotérmicamente — 170°C/5
min, 170°C/15 min, 220°C/5 min, 220°C/15 min, 195°C/10 min, concentragao de substrato
15% de sélidos (m/v), carga enzimdtica: 13 FPU.gceluiose” ', pH 4,8, 50°C e agitacdo de 250

rpm.
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Como esperado as maiores concentracdes de xilose obtidas nos experimentos de
hidrélise foram para as biomassas pré-tratadas nas temperaturas de 170°C/5 min (~ 10 g/L, 17%
de conversdo) e 195°C/10min (~ 10 g/L, 80% de conversdo) e 170°C/15min (~ 8 g/L, 28% de
conversdo). As menores conversoes observadas para as amostras pré-tratadas a 170°C (5 e 15
min) sdo justificadas pelos baixos fatores de severidade destes (3,23 e 3,39 respectivamente) o
que acarretou em uma pouca perda de hemicelulose em relagdo as demais condic¢des estudadas.
Na temperatura mais elevada (220 °C), em ambos os tempos a concentragdao de xilose foi da
ordem de 3,0 g/L (praticamente 100% de conversao).

A Figura 4.13 mostra um aumento na concentragao de celobiose ao longo do tempo de

hidrélise para as biomassas pré-tratadas.

Figura 4.13 — Perfil de concentragdo de celobiose em g/L em fun¢do do tempo de hidrolise
para as biomassas pré-tratada hidrotérmicamente — 170°C/5 min, 170°C/15 min, 220°C/5 min,
220°C/15 min, 195°C/10 min, concentragdo de substrato 15% de so6lidos (m/v), carga
enzimatica: 13 FPU.geeniose !, pH 4,8, 50°C e agitacdo de 250 rpm.
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Pode-se observar que o complexo enzimatico Cellic®CTec2, garantiu baixas
concentracoes de celobiose. As maiores concentracdes de celobiose obtidas ao final das
hidrolises foram de 4,03 e 2,95 g.L”!, para as condi¢cdes de PTH de 220 °C por 5 e 15 min

respectivamente. Com relacdo as concentracdes de celobiose obtidas nas hidrolises da palha
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PTH a 195°C/10 min estas foram menores que as obtidas pelas pré-tratadas a 220°C, esse fato
pode ser atribuido a possivel efeito de inibicdo da enzima B-glicosidase.

A partir dos resultados obtidos para as diferentes condi¢des de pré-tratamento
hidrotérmico a qual a palha de cana-de-acticar foi submetida, definiu-se como melhor condi¢ao
aquela realizada a 195 °C e 10 min. Esta condigdo foi adotada para continuidade do trabalho.

Na sequéncia ¢ apresentado estudo do efeito da granulometria no pré-tratamento hidrotérmico.

4.3.3 Influéncia da granulometria no pré-tratamento

Outra variavel avaliada neste trabalho foi a granulometria da biomassa antes da etapa
de pré-tratamento. Foram avaliadas as granulometrias de 5 e 3/8 de mesh equivalentes a 4,00 e
9,51 mm respectivamente.

Na Figura 4.14 sdo mostradas as rampas de aquecimento até a temperatura de
tratamento e o posterior resfriamento apds o tempo de reagdo para cada condi¢do estudada, com
o proposito de se calcular o fator de severidade de cada condicdo de pré-tratamento avaliada.
Na analise do perfil da rampa de aquecimento e resfriamento observa-se que os tempos de
permanéncia na temperatura de tratamento foram mantidos durante o tempo requerido para as

condigoes estudadas.

Figura 4.14 — Perfil da temperatura durante os ensaios de pré-tratamento da biomassa. As
setas indicam o periodo em que a temperatura permaneceu constante.
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Na Tabela 4.10 sao apresentados os resultados obtidos do fator de severidade,
rendimento massico e do pH da fragao liquida ao final do processo para cada condic¢ao de pré-

tratamento estudada.
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Tabela 4.10 — Fator de severidade, rendimento massico e pH da fracao liquida, no final do
pré-tratamento para cada condi¢do de pré-tratamento estudada.

Severidade Rendimento pH
5 mesh 4,10+ 0,01 50,97 % 3,70+ 0,14
3/8 mesh 4,02 + 0,00 47,58 % 3,41 +£0,02

O rendimento massico foi alterado de cerca de 51% para 48% com o aumento da
granulometria de 5 para 3/8 de mesh, porém ndo apresentou diferengas significativas no fator
de severidade e pH da fragdo liquida.

Na Tabela 4.11 sdao apresentados os valores de acidos organicos, furfural e
hidroximetilfurfural presentes na fracdo liquida ao final do pré-tratamento em cada condigao
estudada. Pode-se observar que as concentragdes dos produtos de degradagdo se mantiveram

constantes com o aumento da granulometria, ndo houve nenhuma variagao significativa.

Tabela 4.11 — Concentragdo de 4cidos organicos, furfural e hidroximetilfurfural presente na
fra¢do liquida ao final de cada condicao de PTH avaliada.

Acido Acido Acido
glucurénico formico acético HMF Furfu_fal
@h) @ @y €D @D

S mesh 4,07+0,00 0,68+0,00 0,98+0,01 0,26+0,00 0,86=+0,00
3/8 mesh 4,09+0,00 0,67+0,00 0,98+0,01 0,26+0,00 0,88=+0,00

Com relagdo aos agUcares presentes na fracdo liquida ao final do pré-tratamento
apresentados na Tabela 4.12 pode-se observar que de modo geral eles também se mantiveram
constante com o aumento da granulometria. Uma possivel explicacdo ¢ que a diferenca de
granulometria ndo esta sendo significativa para causar uma variacao da caracterizacao da fragao
liquida.

Tabela 4.12 — Concentracao de acucares presente na fragdo liquida ao final do PTH em cada
condigdo avaliada.

Celobiose Glicose Xilose Arabinose
(gL (gL (gL (gL
5 mesh 3,37+0,01 1,32 +0,00 3,70 +£ 0,00 1,75+ 0,00

3/8 mesh 3,38+0,00 1,33 £ 0,00 3,70+ 0,01 1,75+ 0,01
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A composi¢do quimica da palha para as diferentes granulometrias avaliadas ¢
apresentada na Tabela 4.13. Pode-se observar que a diminui¢do da granulometria de 3/8 para 5

mesh apresentou um acréscimo da concentragdo de celulose de 56 para 59% respectivamente.

Tabela 4.13 — Composi¢do quimica (em porcentagem) da palha in natura apds pré-tratamento

hidrotérmico.
Componente Palha “in natura” 5 mesh 3/8 mesh
(%) (Y0) (%)

Celulose 33,13 +0,37 58,84 +0,16 55,99 + 0,26
Hemicelulose 26,25+ 0,33 5,98 +0,24 8,75+0,11
Lignina 18,21 £ 0,21 29,04 + 0,80 30,66 0,27
Cinzas 6,21 £ 0,03 5,50+ 0,03 1,30 £0,67
Extrativos 15,31 £ 0,53 - -
Total 99,11 + 1,47 99,36 + 1,22 96,71 + 0,67

Com os dados da Tabela 4.13 calculou-se a perda/solubilidade dos componentes das
amostras de palha submetidas ao PTH nas diferentes granulometrias Tabela 4.14. Pode observar
que a variagdo da granulometria ndo apresentou diferencas significativas com relagcdo a remog¢ao
de hemicelulose e lignina.

Porém com relacao a perda de celulose a palha com maior granulometria (3/8 mesh)
apresentou uma maior perda de 19,59% em relagdo a de 5 mesh 9,80%. Essa maior perda de
celulose apresentada pela palha com granulometria de 3/8 mesh se deve ao menor rendimento

apresentado por ela apds o PTH com relagao a de 5 mesh.

Tabela 4.14 — Perda/solubilizagao dos componentes das amostras de palha.

Componente 5 mesh 3/8 mesh
(%) (%)
Celulose 9,80% 19,59%
Hemicelulose 85,45% 84,14%
Lignina 19,42% 19,89%
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4.3.4 Avaliacio da hidrolise dos materiais obtidos a partir de diferentes

condicoes de granulometrias no pré-tratamento hidrotérmico

A Figura 4.15 apresenta o perfil de concentragao de glicose equivalente (a) e conversao
de celulose em fungdo do tempo para as diferentes granulometrias avaliadas. Com relacao a
concentracdo de glicose equivalente pode-se observar apds as 2 horas inicias de hidrolise a
palha com 5 mesh apresentou maiores concentracdes de glicoseequiv.em relacao a granulometria
de 3/8 de mesh. Porem a conversdo de celulose em glicose apos 72 horas de hidrolise sao

praticamente iguais para ambas as granulometrias avaliadas.

Figura 4.15 — Perfil de concentragdo de glicose equivalente em g/L (a) e conversao da
celulose (b) em funcdo do tempo de hidrélise para as biomassas PTH 195°C/10 min, com 5
mesh, 3/8 mesh, concentragdo de substrato: 15% de solidos (m/v), carga enzimatica: 13
FPU.gcelulose', pH 4,8, 50°C e agitagdo de 250 rpm.
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Na Figura 4.16 sdo apresentados os perfis de concentragdo de xilose (a) e conversao
da hemicelulose (b) em funcao do tempo de hidrolise para as granulometrias avaliadas. Com
relagcdo a concentracao de xilose observa-se que a granulometria de 3/8 de mesh apds 24 horas
apresentou maiores concentragdes de xilose liberada. Porém com relagdo a conversdo de

hemicelulose a palha com granulometria menor apresentou as maiores conversdes duramente

toda hidrolise.
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Figura 4.16 — Perfil de concentragdo de xilose em g.L"! (a) e conversdo da hemicelulose (b)
em fung¢do do tempo de hidrodlise para as biomassas PTH 195°C/10 min, com 5 mesh, 3/8
mesh, 15% de s6lidos (m/v), 13 FPU.geeluiose ', pH 4,8, 50°C e agitacdo de 250 rpm.
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Os perfis concentragdes de celobiose liberada durante a hidrdlise ¢ apresentada na
Figura 4.17. Nao foram obtidas diferengas significativas com relagdo a concentracdo de

celobiose durante a hidrodlise para as granulometrias avaliadas.

Figura 4.17 — Perfil de concentragdo de celobiose em g.L'! em funcdo do tempo de hidrélise
para as biomassas PTH :195°C/10 min; com 5 mesh, 3/8 mesh, concentracao de substrato
15% de sélidos (m/v), carga enzimdtica: 13 FPU.gcelutose ', pH 4,8, 50°C e agitacdo de 250

rpm.
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Diante dos dados apresentados nesta etapa optou-se por utilizar a granulometria de 5

mesh para as proximas etapas.
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4.4 Hidrodlise enzimatica em frascos de Erlenmeyer

4.4.1 Avaliacao do efeito de diferentes cargas de solidos na hidrolise

O efeito de diferentes cargas de solidos foi estudado nesta etapa. Operar o processo
com alta carga de solidos ¢ importante de modo a tornar o processo de conversdo de
lignoceluldsicos viavel economicamente. Os perfis da concentracdo de glicose e da conversao
em funcao do tempo de hidrolise para as cargas de s6lidos avaliadas sdo apresentados na Figura
4.18(a) e (b), respectivamente.

O ensaio realizado com 10 % de sdlidos resultou em uma concentragao de glicose de
55,18 g/L (em 72 h), conversdo de celulose de 83,54%. Quando a carga de soélidos foi
aumentada para 20%, a concentracdo de glicose atingiu 77,64 g/L (em 72 h), cerca de 40%
maior que a obtida com 10% de s6lidos. Contudo, a conversao de celulose em glicose com 20%
solidos foi 59,44 %. E interessante destacar na Figura 4.18 (a) e (b) que o aumento da carga de
solidos de 10 para 15% acarretou em um aumento na concentragdo de glicose de cerca de 42%

e a conversao caiu apenas 4,5%.

Figura 4.18 — Perfil de concentragdo de glicose equivalente em g/L (a) e conversdo da
celulose (b) em funcao do tempo de hidrolise para cargas de solidos de 5, 10, 15 e 20% de
solidos e carga enzimatica de 13 FPU/gpiomassa, 50°C, pH 4,8.
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Kristensen et al. (2009) observaram que a conversao diminuiu com o aumento da carga
de 10 para 20% de solidos. Os efeitos responsaveis pela diminuicdo da conversdo com o

aumento da carga de so6lidos ainda estdo incertos. Varias causas sao indicadas, tais como
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inibicao pelo produto e pelo aumento da concentracdo de compostos derivados da degradagao
dos actcares, limitagdes devido a transferéncia de massa e adsor¢do nao produtiva das enzimas
(KRISTENSEN et al., 2009). A concentragao de acticares no hidrolisado ¢ importante pois tem
grande influéncia no consumo de energia nas operagdes subsequentes do processo (MIAO et
al. 2012). Segundo Ramachandriya et al. (2013) ¢ importante operar com elevada carga de
solidos a fim de se obter licores com maior concentracao de agticares o que produz vinhos mais
concentrados na etapa de fermentacao, reduzindo assim o consumo de energia na destilagao.
Porém ¢ reconhecido que a conversao apresenta comportamento inverso ao da concentragao,
ou seja, ele diminui com o aumento da carga de sélidos (Figura 4.19).

Na Figura 4.19 sao apresentadas as concentragdes de glicose e conversdo de celulose
ap6s 72 horas de hidrolise em funcao da carga de solidos. Pode-se observar pelos resultados
que o aumento na carga de solidos até 15% ocasionou um aumento na concentracdo final de
glicose demonstrando um comportamento aproximadamente linear entre a carga de solidos e a

concentragdo de glicose final.

Figura 4.19 — Concentracgao de glicose e conversdo de celulose em fung¢do da carga de solidos
na hidrolise da palha PTH, 50°C, pH 4,8 ¢ 13 FPU/gpiomassa S0°C, pH 4,8.
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Comportamento semelhante foi observado por Lopez-Linares et al. (2014) na hidrodlise
da palha de colza com carga de solidos 7,5, 15 e 20% utilizando o complexo enzimatico
Cellic®CTec3 suplementado com B-glicosidase 15 FPU/gsubstrato-

Na Figuras 4.20 (a) e (b) s@o apresentados os perfis de concentragdo de xilose e

conversdo em funcdo do tempo de hidrolise para as quatro cargas de solidos avaliadas.
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Verificou-se que as cargas de solidos de 15 e 20% resultaram nas maiores conversdes. No
entanto, a carga de s6lidos de 15% apresentou uma melhor eficiéncia na conversao durante todo

tempo de hidrolise em relacdo a carga de 20%.

Figura 4.20 — Perfil de concentragdo de xilose em g.L"! (a) e conversdo da hemicelulose (b)
em func¢do do tempo de hidrolise para cargas de solidos de 5, 10, 15 e 20% e carga enzimatica
de 13 FPU/gbiomassa, SOOC, pH 4,8
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Os perfis obtidos para a concentragdo de xilose apresentaram um comportamento
semelhante ao da concentragdo de glicose. O aumento da carga de solidos para 15% de sélidos
causou um acréscimo de 80,58% na concentragdo de xilose em relagdo a carga de 5% de sélidos.
Porém com relagdo a conversao de hemicelulose observa-se um aumento na carga de solidos
de 15 para 20% apresentou mesma conversao. O aumento da concentragdo de xilose com o
tempo pode ser explicado pela presenca de xilanases no complexo enzimatico.

Os valores da concentragao de celobiose durante a hidrélise sio mostrados na Figura
4.21. Pode-se observar que as concentracdes de celobiose aumentaram com o aumento da carga
de soélidos. Para o experimento com 20% de solidos durante as primeiras 24 horas a
concentrac¢do de celobiose foi praticamente a mesma que a alcangada com 15% de solidos. Apos

24h, a concentracao de celobiose aumentou no experimento com 20% de sélidos.
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Figura 4.21 — Perfil de concentragao de celobiose em g/L em funcao do tempo de hidrodlise
para cargas de so6lidos de 10, 15 e 20% de so6lidos e carga enzimatica de 13 FPU/gpiomassa
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Visto que a hidrdlise realizada com 15% de sélidos apresentou concentragdo de
glicoseequiv. de 78,18 g.L! e conversdo de cerca de 34 % maior que a hidrolise com 20% de

solidos decidiu-se por empregar carga de solidos de 15% para as etapas seguintes.

4.4.2 Avaliacio do efeito de diferentes cargas enzimaticas na hidrolise

Nesta etapa analisou-se o efeito da carga de enzimas na hidrdlise enzimatica. Segundo
Kinnarinen e Hakkinen (2014) a etapa de hidrolise juntamente com a de pré-tratamento e
producdo de enzima sdo responsaveis por quase metade do custo total da producao do bioetanol.
Devido ao alto preco das enzimas ¢ importante reduzir a quantidade de enzima necessaria para
atingir altos rendimentos a partir da biomassa.

A Figura 4.22 apresenta a concentragdo de glicose em funcao do tempo de hidrdlise.
Pode-se observar que em geral o aumento da carga enzimatica resulta em um aumento da
concentracdo de glicose apos 72 horas de hidrolise para as cargas aplicadas. No entanto a carga

de enzima de 13 FPU/gpiomassa @presentou uma maior concentracao de glicoseequiv. liberada apos
72 de hidrolise.
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Figura 4.22 — Perfil de concentragao de glicose em fun¢do do tempo de para cargas de
enzimas de 3, 7, 10, 13, 16 e 40 FPU/gpiomassa, carga de solidos fixa de 15%, 50°C, pH 4,8 ¢
agitacdo de 250 rpm.
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Na Figura 4.23(a) e (b) s@o mostrados os resultados de conversiao de celulose em 6
horas e 72 horas respectivamente durante a hidrdlise com diferentes cargas de enzima. Os
resultados obtidos demonstram que o aumento da carga de enzima promoveu uma maior
eficiéncia na conversao da celulose ao final da hidrolise, no entanto cargas de enzima acima de
13 FPU/gbiomassa N30 apresentaram uma melhora significativa na conversdo de celulose em
glicose. Resultados semelhantes foram obtidos por Chen et al. (2007) utilizando como substrato
sabugo de milho, Caspeta et al. (2014) com bagaco de agave e por Mesa et al. (2010) que
durante a hidrolise do bagago de cana a variacdo das cargas de enzimas de 15 e
25 FPU/gcelulose N0 apresentaram diferenca significativa na concentragdo de glicose liberada no
final do ensaio.

O aumento da carga de enzima de 13 para 16 € 40 FPU/gcelulose apresentou um aumento
na velocidade inicial da hidrdlise apresentando em 2 horas conversoes de 36, 41 ¢ 46%,
respectivamente (vide Figura 4.23(a)). Contudo, esse fator ndo compensa o uso de carga maior
que 13 FPU/gpiomassa Visto que apos 48h as conversdes obtidas nos nestes experimentos foram
muito proximas (71,4%, 68,9% e 71,1% de conversdo para os experimentos com 13, 16 e 40

FPU/gpiomassa, respectivamente) Figura 4.23(b).
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Figura 4.23 — Perfil de conversao de celulose em glicose de durante as 6 primeiras horas (a) e
72 horas de hidroélise (b) para cargas de enzimas de 3, 7, 10, 13, 16 e 40 FPU/gbiomassa, carga
de solidos fixa de 15%, 50°C, pH 4,8 e agita¢do de 250 rpm.
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A Figura 4.24 apresenta a conversao de celulose em fun¢do da carga de enzima apos
72 horas de hidrélise. Em uma comparagdo geral das conversdes de celulose na Figura 4.24
podemos observar um aumento da conversdo com o aumento da carga de enzima até 13
FPU/gpiomassa, para cargas enzimaticas maiores que 13 FPU/gpiomassa praticamente nao ha
aumento na conversdo. Uma possivel explicagdo estaria relacionada aos efeitos de inibi¢ao
devido a elevada concentragdo de glicose (cerca de 76 g/L.) no meio reacional (MUSSATTO et
al., 2008). Outra possibilidade relatada por Castro e Pereira Jr (2010) para a redugdo da
conversdao com o aumento da carga enzimatica ¢ a saturagao dos sitios da matriz do substrato

pelos biocatalisadores.

Figura 4.24 — Conversao da celulose em glicose em funcao da carga de enzima empregada na
hidrolise (em 72 h).
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Os perfis de concentragdo de xilose e celobiose em func¢do do tempo de hidrélise sdo
apresentados na Figura 4.25 (a) e (b) respectivamente. Com relag@o as concentracdes de xilose
ao longo da hidrdlise observa-se um aumento do valor com o aumento da carga enzimatica
semelhante ao citado anteriormente. Porém, ao contrario do observado para concentragdes de
glicose em 2h de hidrolise as velocidades iniciais sdo menores quando aplicadas cargas de 40 e
7 FPU/gpiomassa-

As concentragdes de celobiose em funcao do tempo, Figura 4.25 (b), de maneira geral
aumenta com o aumento da carga de enzimas como excec¢ao da carga de 13 FPU/gpiomassa que
apresenta a maior concentracio de celobiose de 2,12 g.L"!. Em geral os resultados apresentados
implicam que o complexo enzimatico utilizado no estudo Cellic®Ctec-2 apresenta uma alta
dosagem de enzimas responsaveis pela eficiente hidrélise tanto da celulose quanto da
hemicelulose fato também observado em estudos anteriores. Kinnarinen e Hakkinen (2014)
também observaram atividade significativa de xilanase no complexo o que melhora a hidrolise

da celulose pelo efeito sinergético.

Figura 4.25 — Perfil de concentragio de xilose em g.L! (a) e conversdo da hemicelulose (b) em fungio
do tempo de hidrolise para cargas de enzimas de 3, 7, 10, 13, 16 ¢ 40 FPU/gpiomassa € carga de solidos
fixa de 15%.
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Diante da importdncia de se trabalhar com altas concentracdes de glicose no
hidrolisado afim de se obter altas concentracdes de etanol, o que apresenta efeito significativo
no custo da destilacao, além da importancia de minimizar a carga de enzima utilizada visto que
o pre¢o da enzima contribui significativamente para o custo total do processo de conversao da

biomassa a etanol (Chen et al., 2007). A melhor carga dentre as avaliadas foi a de 13
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FPU/gpiomassa, pOis esta apresentou maior concentragao de glicose ao final da hidrolise e maiores

conversoes.

4.4.3 Avaliacao do efeito de inibicio pelo produto na etapa de hidrdlise

Como discutido anteriormente ¢ importante empregar altas cargas de solidos a fim de
se obter altas concentragdes de agucares no hidrolisado. Porém os aglicares podem se comportar
como inibidores, diminuindo a conversao da celulose em glicose, principalmente no final da
etapa de hidrolise. Diante disso decidiu-se avaliar o efeito de inibi¢ao dos principais produtos
gerados durante a hidrolise enzimatica da palha de cana-de-agucar.

A Figura 4.26 apresenta os perfis de concentragdo de glicose em fungao do tempo de
hidrolise para os experimentos com adicao de glicose (a), celobiose (b), xilose (¢) e mistura de
glicose, xilose e celobiose (d) nas concentragdes 30, 10 g.L"! e sem adi¢o de produto. A adi¢do

de cada acucar foi subtraida no seu grafico respectivo para facilitar a comparagdo e a analise

dos resultados.

Figura 4.26 — Perfil de concentragdo de glicose em func¢édo do tempo (72 horas) para palha PTH
(195°C/10 min.) com adi¢do de concentracao inicial de glicose (a), xilose (b), celobiose (c) e mistura
de glicose, xilose e celobiose (d) nas concentra¢des de 30 ¢ 10 g/L e sem adicdo de actcar, carga de

solidos 15%, carga de enzima 13 FPU/gpiomassa, 50°C, pH 4,8 e agitacdo de 250 rpm.
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Como esperado observa-se uma diminui¢ao da velocidade inicial de hidrélise com a
adicao de todos os agticares, porém com maior énfase nas adigdes de glicose e celobiose no
inicio dos experimentos.

Nos ensaios em que se adicionou glicose no inicio pode-se observar que a adigdo das
diferentes concentragdes de glicose reduziu em diferentes graus a taxa de inicial de formagao
de glicose, sendo a adicao de 30 g/L aquela que mais afetou a producao de glicose durante a
hidrolise. Apds 72 horas hidrolise observa-se uma redugao da concentracao final de glicose de
15,27% e 32,88% com a adig¢do de 10 e 30 g/L respectivamente, em relagdo ao processo sem
adicdo de actcar.

Ao contrario do descrito por varios autores (ANDRIC et al., 2010; KADAM;
RYDHOLM; McMILLAN, 2004), que relatam que a celobiose pode ser um agente inibidor, da
acdo hidrolitica das enzimas, ainda mais forte que a glicose, nos ensaios com adicdo de
celobiose pode-se observar um efeito de inibigdo menos pronunciado, onde a adi¢do de 30 g/L
de celobiose acarretou em uma diminui¢do de 19,66% da glicose liberada em relagdo ao ensaio
de referéncia. Ainda com relagdo a celobiose quando se adicionou 10 g/L esta concentragdao nao
teve influéncia significativa na glicose final obtida, em relagdo ao ensaio de referéncia. Uma
possivel explicagdo para o menor efeito inibitorio apresentado pela celobiose seria a
suplementagio do complexo enzimatico (Cellic®Ctec-2) com B-glicosidase, a fim de promover
um maior consumo de celobiose no meio reacional. Apesar de apresentar um efeito inibitorio
menor em relacao a adicdo de glicose e celobiose, as adi¢oes de 10 e 30 g/L de xilose inicial
apresentou uma diminui¢do média de cerca de 11% na concentracdo final de glicose liberada
em relacdo ao ensaio de referéncia.

A Figura 4.27 apresenta os perfis de concentragdao de celobiose em funcao do tempo
de hidroélise para os experimentos com adi¢ao de glicose (a), celobiose (b), xilose (c) e mistura
de glicose, xilose e celobiose (d) nas concentragdes 30, 10 g.L ™! e sem adi¢io de produto.

Pode-se observar que na hidrélise da palha de cana-de-agucar com relagdo a
concentracdo de celobiose as adi¢des de aglicares nao apresentaram efeito inibidor com exce¢ao
para a adi¢dio de 30g.L"! de celobiose em que apresentou uma menor concentragio de celobiose

ao final do tempo de hidrélise em relagdo ao controle.
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Figura 4.27 — Perfil de concentragio de celobiose em fungdo do tempo (72 horas) para palha PTH
(195°C/10 min.) com adig@o de concentragdo inicial de glicose (a), xilose (b), celobiose (¢) ¢ mistura
de glicose, xilose e celobiose (d) nas concentra¢des de 30 ¢ 10 g/L e sem adicdo de actcar, carga de

solidos 15%, carga de enzima 13 FPU/gpiomassa, 50°C, pH 4,8 e agitacdo de 250 rpm.
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A Figura 4.28 apresenta os perfis de concentragao de xilose em funcao do tempo de
hidrolise para os experimentos com adicao de glicose (a), celobiose (b), xilose (¢) e mistura de
glicose, xilose e celobiose (d) nas concentragdes 30, 10 g.L"! e sem adicdo de produto.

Com relagdo a concentracdo de xilose onde estaria sendo inibida as hemicelulases do
complexo a adicdo de celobiose ndo apresentou efeito inibidor significativo, sendo obtido um
aumento de cerca de 8% na glicose liberada no ponto final da hidrélise. No entanto, a adi¢dao
dos demais aglcares apresentaram efeitos inibitorios, sendo os efeitos mais pronunciados

obtidos com as adigdes das misturas dos agucares (glicose, celobiose e xilose) nas

concentragdes de 10 e 30 g/L.
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Figura 4.28 — Perfil de concentragdo de xilose em funcao do tempo (72 horas) para palha
PTH (195°C/10 min.) com adi¢@o de concentracado inicial de glicose (a), xilose (b), celobiose
(c) e mistura de glicose, xilose e celobiose (d) nas concentragdes de 30 e 10 g/LL e sem adigao
de acucar, carga de solidos 15%, carga de enzima 13 FPU/gpiomassa, 50°C, pH 4,8 e agitacdo de
250 rpm.
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4.5. Hidrolise enzimatica em reator de 3000 mL

Manter altas concentragdes de solidos ao longo do processo de producdo de bioetanol

¢ importante do ponto de vista econdmico e energético, de forma a garantir que se obtenha

elevadas concentracdes de acticares. No entanto, o uso de altas concentragdoes de substratos

pode levar a reducgdo da eficiéncia devido ao aumento da resisténcia a transferéncia de massa.

A eficiéncia da hidrélise enzimatica esta associada a velocidade de formagao de produto, que ¢

governada por trés eventos em sequéncia: velocidade de transferéncia de massa externa da

enzima até a superficie do substrato, velocidade de adsor¢dao da enzima na superficie do

substrato e velocidade da reagdo enzimatica (Gan et al., 2003). Uma das formas de melhorar o
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processo de sacarificacdo enzimdtica ¢ minimizar os efeitos de resisténcia a transferéncia de
massa, de forma a garantir que o processo nao seja limitado por essa etapa.

Diante disso nesta etapa comparou-se o desempenho da hidrélise enzimatica da palha
da cana-de-acucar realizada em frasco de Erlenmeyer e em reator de tanque agitado
(3000 mL) ap6s pré-tratamento hidrotérmico (195°C/10min). Os perfis de conversdo de
celulose em fungdo do tempo de hidrolise para os experimentos realizados em frascos de

Erlemnmeyer (HE) e em reator de bancada (HR) sdao apresentados na Figura 4.29.

Figura 4.29 — Conversao de celulose em fungao do tempo nos experimentos de hidrolises em
Erlenmeyer (HE) e em reator de bancada (HR).
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Analisando os perfis de conversdo da Figura 4.29 nota-se claramente que os ambos os
ensaios de hidrélise apresentaram perfis similares tanto para HE como para HR. Apo6s 72h de
hidrolise foram obtidas conversdes de 84,82% nos ensaios realizados em Erlemnmeyer e
80,16% na hidrdlise realizada em reator (valor 5% menor ao anterior). Resultados semelhantes
foram obtidos por Zhang et al. (2009) utilizando como substrato polpa de madeira que durante
as hidrolises com 2% de carga de solidos obteve-se 100% de conversao em 24h tanto para os
ensaios em frascos de Erlemnmeyer quanto para os realizados em reator utilizando misturador.
Oliveira et al. (2013) relatam em seu trabalho conversdo de 80% apo6s 72h de hidrolise
enzimatica (10% soélidos) de palha de cana-de-actcar pré-tratada hidrotérmicamente (200°C/15

min). A partir dos dados obtidos pode-se supor que, nas condi¢des estudadas, o ensaio realizado
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em frasco agitado ndo sofreu limita¢des devido a transferéncia de massa, ou seja, a agitagdo em
shaker esta sendo suficiente para garantir o contato satisfatorio da enzima e o substrato.

Os perfis de concentragdo de xilose e celobiose em fungdo do tempo de hidrolise sdo
apresentados na Figura 4.30. Com relagcdo aos perfis de concentragdo de xilose observa-se
resultado semelhante aos obtidos pela glicose, apresentando perfis similares tanto para os
ensaios realizados HE quanto para HR, demonstrando assim que ndo esta havendo limitagao
por transferéncia de massa. Por outro lado, com relagdo aos perfis de concentracao de celobiose
observa-se que apos 48h de hidrdlise maiores concentracdes de celobiose foram obtidas em

ensaios realizados e frasco de Erlemnmeyer.

Figura 4.30 — Concentragdo de xilose (a) e celobiose (b) em fun¢do do tempo nos
experimentos de hidrélises em Erlenmeyer (HE) e em reator de bancada (HR).

-
[
1

(b)

=
[=]
1

K=
]
1

L
£
1

Concentracio de Xilose (g.L™)

Concentracio de Celobiose (g.L'l)
o

0,2
I —=— Hidrolise em Erlenmeyer (HE) —=— Hidrdlise em Erlenmeyer (HE)
o4 —e— Hidrdlise em Reator (HR) 0,0 —eo— Hidrdlise em Reator (HR)
(') 1'0 2'0 3'0 4:0 5'0 6I() 7'0 80 (I) ll() 2IO 3I0 4I() SIO 6IO 7I0 80
Tempo (h) tempo (h)

Diante dos resultados obtidos nesta etapa, decidiu-se por realizar hidrélises com
maiores cargas de solidos afim de avaliar o efeito de limitacdo por transferéncia de massa em

frascos de Erlenmeyer e em reator de bancada, porém em volume de 50 mL.

4.6 Hidroélise enzimatica em reator de 50 mL

Na Figura 4.31 sdo apresentados os perfis de concentragio de glicose em g.L! (a) e
conversao da celulose (b) em fun¢do do tempo nas hidrdlises enzimaticas para diferentes cargas
de solidos (15% e 20%) em Erlenmeyer e reator de 50 mL. Observa-se na Figura 4.31 que tanto
a concentragao de glicose liberada quanto a conversao de celulose foram maiores nas hidrolises

realizadas em reator com agitagdo mecéanica. Foram obtidos aumentos de 14% na concentragdo
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de glicose para HR em relagdo as HE com 15% de solidos ¢ um aumento de 60% na
concentracgdo de glicose liberada ao final para as HR em relacdo as HE para a carga de 20% de
solidos. Pode-se observar uma acentuada melhora tanto na concentracao de glicose liberada

como na conversao da celulose ao final das hidrolises em reator com agitacdo mecanica.

Figura 4.31 — Perfil de concentragio de glicose em g.L! (a) e conversdo da celulose (b) em
fungdo do tempo nas hidrélises enzimaticas para diferentes cargas de solidos (15% e 20%) em
Erlenmeyer e reator de 50 mL, carga enzimatica: 16 FPU.gcelose ', pH 4,8, 50°C e agitagdo de

250 rpm.
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A eficiéncia da hidrolise enzimatica ¢ influenciada por varios fatores relacionados ao
substrato e a enzima, incluindo a heterogeneidade dos reagentes (uma enzima liquida atuando
sobre um substrato solido). Desta forma ¢ necessaria uma mistura do meio adequado afim de
se garantir contato suficiente entre a enzima e o substrato além de promover transferéncia de
massa e de calor no meio. Zhang et al (2009) hidrolisando pasta Kraft de madeira dura, numa
concentracdo de solidos de 20%, levou uma hora para liquefazer a mistura utilizando um
misturador tipo PEG em comparagdo a 40 horas para liquefazer a mesma condi¢ao em frascos
agitados.

Na Figura 4.32 sao apresentados os perfis de concentracdo de xilose (a) e celobiose (b)
em fun¢do do tempo de hidrdlise para as cargas de solidos de 15 e 20% em frascos de

Erlenmeyer e reator agitado.
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Figura 4.32 — Perfil de concentracgdo de xilose em g.L"! (a) e concentragio de celobiose em
g.L'! (b) em fungdo do tempo nas hidrolises enzimaticas para diferentes cargas de sélidos
(15% e 20%) em Erlenmeyer e reator de 50 mL, carga enzimatica: 16 FPU.gceiiose ', pH 4,8,
50°C e agitacdo de 250 rpm.
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Com relagdo as concentragdes de celobiose verifica-se um comportamento semelhante
ao apresentado anteriormente pela glicose, obtendo-se maiores valores nos ensaios realizado
em reator agitado. A maior concentracdo de celobiose liberada foi obtido nos ensaios realizados
em reator com carga de solidos de 20%. Por outro lado, as concentragdes de xilose apresentaram
comportamento oposto onde as maiores concentracdes de xilose foram obtidas nos ensaios

realizados em frascos de Erlenmeyer para ambas as cargas de solidos avaliadas.
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5 — CONCLUSOES

De maneira geral, a utilizacao de matérias lignoceluldsicos para a producao de etanol
¢ uma alternativa promissora, porem o grande desafio ainda consiste em tornar vidvel
economicamente este processo, de modo que a producdo de etanol a partir de biomassa
lignoceluldsica torne-se competitiva com as demais rotas de producdo de biocombustiveis em
larga escala. Neste sentido, procurou-se neste trabalho avaliar as etapas de pré-tratamento
hidrotérmico e hidrélise enzimatica da palha da cana-de-agucar.

Primeiramente constatou-se que o pré-tratamento hidrotérmico foi eficiente na
remocao de grande parte da hemicelulose e parte da lignina sem perda significativa de celulose,
elevando a digestibilidade da celulose pelas enzimas celuloliticas. A melhor condi¢ao de pré-
tratamento hidrotérmico avaliada neste trabalho foi de 195°C/ 10 min. Que proporcionou uma
maior solubilizagdo da hemicelulose de 85,58% com perda de apenas 8,02% de celulose.

Na etapa de hidroélise enzimatica o complexo enzimatico Cellic-CTEC 2 mostrou-se
eficiente por possuir enzimas que hidrolisam a hemicelulose, o que contribui para a obtencao
de bons valores de conversao da celulose a glicose. A anélise da variacao carga de solidos pode-
se observar que o aumento dessa variavel promoveu uma maior liberagao de glicose. Na faixa
estudada (5,10, 15 e 20% m/v) o comportamento foi aproximadamente linear, porém acarretou
em diminui¢do na conversao da celulose a glicose. J4 com relagdo a carga de enzima o aumento
desta varidvel promoveu uma maior liberagdo de glicose e aumento da conversao. No entanto
para valores acima de 13 FPU/gpiomassa N30 houve ganhos significativos na conversao, indicando
possivel efeito de inibicdo. Desta forma, como ¢ importante obter-se altas concentragdes de
glicose ao final da etapa de hidrdlise, para que se obtenham concentragdes mais elevadas de
etanol na etapa de fermentagao, deve-se encontrar uma boa relagdo entre a carga de solidos e
de enzima a ser utilizada. A partir dos resultados obtidos neste trabalho concluiu-se que a
melhor condi¢do experimental foi obtida para o experimento que utilizou 15% de carga de
solidos e 13 FPU/gpiomassa de carga enzimatica.

Nos ensaios de verificagdo do efeito de inibigdo pelos produtos da hidrélise observou-
se que a glicose e a celobiose apresentam um maior efeito inibidor sobre a conversao de celulose
quando comparada a xilose. A xilose apresentou um menor efeito inibidor sobre a B-glicosidase
uma vez que a celobiose estava sendo efetivamente convertida em glicose quando adicionou-
se xilose ao meio.

Os perfis das concentragdes de glicose obtidos nos experimentos realizados em frascos

de Erlenmeyer e em reator de tanque agitado com carga de solidos de 10%, foram semelhantes.
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Apobs 72 h de reagdo foram obtidas conversdes de 84,8% (frascos de Erlenmeyer) e 80,2%
(reator). A partir dos dados obtidos pode-se supor que, nas condi¢des estudadas, o ensaio
realizado em frasco agitado ndo sofreu limitagcdes devido a transferéncia de massa. Nao foram
observadas concentragdes significativas de formagao de inibidores (HMF e furfural) durante a
hidrélise tanto em frascos de Erlenmeyer quanto em reator. No entanto quando se aumentou a
carga de solidos para 15 e 20% observou-se uma acentuada melhora tanto na concentracdo de
glicose liberada como na conversao da celulose ao final das hidrélises em reator com agitagdo
mecanica (50 mL) em relagdo aos ensaios realizados em frasco agitado. Foram obtidos
aumentos de 14% na concentracdo de glicose para HR em relacdo as HE com 15% de so6lidos e
um aumento de 60% na concentracdo de glicose liberada ao final para as HR em relagdo as HE
para a carga de 20% de solidos.

Finalmente observou-se que a palha de cana-de-agtcar apresenta um grande potencial

para conversdao em agucares fermentaveis.
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