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RESUMO

Com a crescente demanda por fontes alternativas de combustiveis, a producdo de
etanol a partir de materiais lignocelulosicos torna-se uma opcao interessante. Esse
processo permite o aumento da producdo de etanol sem a necessidade de
crescimento da area plantada dos cultivares utilizados. Para a producédo do etanol
celulésico € necessario o fracionamento da biomassa de forma a disponibilizar a
maior quantidade de carboidratos possivel para o processo de fermentacéo
alcodlica, porém essa biomassa precisa de um pré-tratamento para desorganizar a
estrutura recalcitrante do material. Neste sentido, o principal objetivo deste projeto
foi avaliar os métodos de pré-tratamentos alcalino, utilizando hidroxido de célcio, e
hidrotérmico, utilizando agua, nos bagacos de cana-de-acucar in natura (obtido
diretamente da moenda) e explodido (submetido a explosdo a vapor). Foram
testados os tempos de 7, 30 e 60 minutos em ambos 0s tratamentos a uma
temperatura de 120 °C em autoclave. Foram realizados planejamentos fatoriais
completos a fim de analisar a influéncia do hidroxido de célcio e do tempo no
desempenho da hidrélise, quantificando a liberac&o de glicose e acucares redutores
totais (ART). Dessa maneira foram realizadas andlises da composi¢cdo quimica do
bagaco pré-tratado a fim de avaliar uma possivel correlacéo entre as modificacbes
na estrutura do material e a eficiéncia da hidrolise. Os resultados mostraram que 0s
melhores rendimentos foram obtidos com o bagaco in natura pré-tratado com
hidroxido de calcio em todos os tempos testados, a hidrdlise enzimética desse
material resultou em um rendimento mais alto, de 3,2 a 4,3 vezes, em comparagao
com a hidrélise no bagaco in natura sem pré-tratamento. Um novo planejamento foi
realizado, delineamento composto central superficie resposta, para determinar as
condicBes de hidrélise que levam a maxima liberacdo de glicose. Nessa etapa foi
realizada a hidrélise do bagaco in natura submetido ao pré-tratamento alcalino, com
a adicdo de um surfactante n&o-ionico (Tween 80). A melhor condicdo encontrada
nesse processo de otimizacdo para o bagaco submetido ao pré-tratamento alcalino
por 30 minutos, foi de 10 FPU/g bagaco e 5% (m/m) de tween em 24 horas de
hidrolise, atingindo uma producdo media de 328 mg de glicose por grama de
bagaco. Essa condicdo obteve aproximadamente o mesmo rendimento de glicose
comparado com a hidrolise realizada no mesmo material utilizando 15 FPU/g bagaco
e um tempo de 72 horas. Assim com este estudo foi possivel concluir que o pré-
tratamento com Ca(OH), no BCA in natura tornou o material mais acessivel as
enzimas celuloliticas e que o uso do surfactante Tween 80 (5% m/m) favoreceu a
hidrolise enzimatica.

Palavras-chave: Biotecnologia. Bagaco de cana. Hidrélise enzimatica. Pré-
tratamento alcalino.



ABSTRACT

Due to the growing demand for alternative sources of fuel, ethanol production from
lignocellulosic materials became an interesting option. This process allows the
increase of ethanol production without the need of growth of the planted area of the
cultivars used. For the production of cellulosic ethanol is necessary to fractionate the
biomass to provide the largest possible amount of carbohydrates to ethanol
fermentation process, but this biomass needs a pretreatment to disrupt the
recalcitrant structure of the material. In this sense, the main objective of this project
was to evaluate the methods of alkaline pretreatments, using calcium hydroxide, and
hydrothermal ,using water, in sugar cane bagasses in natura (obtained directly from
the mill) and exploded (subjected to steam explosion). We tested different times (7,
30 and 60 minutes) in both treatments at a temperature of 120 °C in autoclave.
Complete factorial designs were performed to examine the influence of calcium
hydroxide and hydrolysis time performance by quantifying the release of glucose and
total reducing sugars (TRS). Thus were analyzed the chemical composition of the
pretreated bagasse to evaluate a possible correlation between changes in material
structure and efficiency of hydrolysis. The results showed that the best yields were
obtained with the in natura bagasse pretreated with calcium hydroxide at all times
tested and the enzymatic hydrolysis increased from 3.2 to 4.3 fold compared to
untreated in natura bagasse. A new schedule was conducted, a central composite
design surface response, to determine the hydrolysis conditions which lead to
maximal glucose release. In this step was done the hydrolysis of in natura bagasse
subjected to alkaline pretreatment, with the addition of a nonionic surfactant (Tween
80). The best condition found in this optimization process for the bagasse subjected
to alkaline pretreatment (30 minutes), was 10 FPU/g bagasse and 5% (m/m) Tween
in 24 hours of hydrolysis, reaching an average production of 328 mg of glucose per
gram of biomass. This condition obtained the same glucose yields compared to the
hydrolysis conducted in the same material using 15 FPU/g bagasse and a time of 72
hours. This study concluded that the pretreatment with Ca(OH); in the in natura BCA
becomes the material more accessible to cellulolytic enzymes and the use of
surfactant Tween 80 (5% w/w) favored the enzymatic hydrolysis.

Keywords:. Biotechnology. Sugarcane bagasse. Enzymatic hydrolysis. Alkaline
pretreatment.
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1 INTRODUCAO

A conversao de energia solar em energia quimica, que se realiza nos vegetais
durante a fotossintese, € um dos fendbmenos mais fascinantes da natureza. Na
planta, a radiacdo solar se transforma em produtos estaveis, absolutamente
essenciais para a vida em nosso planeta. E desde o inicio da humanidade, foi a
simbiose com o mundo vegetal que lhe garantiu o suprimento de alimentos, energia
e matérias-primas de amplo uso, permitindo, ao longo dos milénios, a evolu¢do dos
padrdes de conforto e produtividade econdmica. Depois de um breve intervalo nos
ultimos séculos, durante os quais a energia solar fossilizada passou a ser explorada
e utilizada, na forma de carvao, petréleo e gas natural, a energia fotossintética volta,
paulatinamente, a frente do cenario. Capaz de mitigar preocupantes problemas
ambientais, a energia fotossintética traz uma nova dindmica ao mundo agroindustrial
e oferece uma alternativa a necessaria evolucdo da sociedade industrial moderna
para um contexto energético mais sustentavel e racional (BANCO..., 2008).

Devido principalmente a esse recente interesse no aproveitamento da energia
da biomassa, a busca por combustiveis alternativos levou alguns paises a optar por
biocombustiveis, como o etanol produzido pela fermentacédo de acucares (etanol de
primeira geragdo) extraido, principalmente, da cana-de-acUcar, do milho, da
beterraba, entre outras fontes. Outra via para a producdo de etanol é pela hidrdlise
de biomassa celul6sica (GOYAL; GOSH; EVELEIGH, 1991; VAM WYK, 2001), com
geracdo de glicose, a qual pode ser fermentada produzindo etanol (etanol de
segunda geracéo) (OGEDA; PETRI, 2010).

Seguindo a tendéncia mundial, a inddstria sucroalcoleira brasileira tem
manifestado interesse em tecnologias sustentaveis que possam ser agregadas a sua
cadeia produtiva. Esforcos estdo atualmente sendo direcionados na inclusdo do
bagaco e da palha da cana no ciclo de producdo de etanol, denominado de etanol
de segunda geracéo (CANILHA et al., 2010).

1.1 Cana-de-acucar

A cana-de-acUcar é uma planta semiperene com ciclo fotossintético do tipo
C4, pertencente ao género Saccharum, da familia das gramineas, composta de
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espécies de gramas altas perenes, oriundas de regides temperadas quentes a
tropicais da Asia, especialmente da india. A parte aérea da planta é composta pelos
colmos, nos quais se concentra a sacarose, e pelas pontas e folhas, que constituem
a palha da cana (BANCO..., 2008).

O clima ideal para o cultivo da cana é aquele que apresenta duas estacdes
distintas: uma quente e Umida, para proporcionar a germinacdo, o perfilhamento
(formacéo de brotos) e o desenvolvimento vegetativo, seguida de outra fria e seca,
para promover a maturacao e o acumulo de sacarose nos colmos (BANCO..., 2008).

A area cultivada com cana-de-acucar que sera colhida e destinada a atividade
sucroalcooleira na safra 2012/13 esta estimada em 8.520,5 mil hectares, distribuidas
em todos estados produtores conforme suas caracteristicas, o estado de Sdo Paulo
€ 0 maior produtor com 51,87% (4.419,46 mil hectares). A produtividade meédia
brasileira esta estimada em 69.846 kg/ha, sendo 4,2% maior que na safra 2011/12.
A atual previsdo do total de cana-de-acglcar para ser moida na safra 2012/13 é de
595,13 milhdes de toneladas, com aumento de 6,2% em relacdo a safra 2011/12. A
producéo de etanol total para a safra 2012/13 é estimada em 23,62 bilhdes de litros,
5,22% menor que a producdo da safra 2011/12 (COMPANHIA..., 2012).

1.2 Bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana-de-agucar ou “bagacgo” € um subproduto da cana-de-
acucar, remanescente da moagem dos colmos da cana-de-agtcar. E obtido na saida
do ultimo terno de moenda das usinas de acucar e destilarias, sendo constituido por
um conjunto de particulas de diferentes tamanhos, que oscilam entre 1 e 25 mm
(SCHLITTLER, 2006). O bagaco é constituido majoritariamente por lignina (20-30%),
celulose (38-50%) e hemicelulose (25-27%) (RABELO, 2007; PANDEY et al., 2000;
ROCHA et al., 2012). Também existem outros componentes que compdem o
material, os extrativos do bagaco, eles compreendem uma grande variedade de
substancias quimicas, que podem ser extraidas utilizando solventes polares e
apolares. Essas substancias séo terpenos/terpendides, gorduras/ceras, varios tipos
de compostos fendlicos, assim como proteinas e cinzas. A soma destes
componentes varia em cada espécie de material lignocelulésico e representa
aproximadamente 5-20% de todo o material (FENGEL; WEGENER, 1989).
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A celulose € um homopolissacarideo formado unicamente por unidades de D-
glicose, unidas por ligagbes glicosidicas -1, 4. Em uma molécula de celulose as
unidades de glicose e as cadeias de celulose se encontram agregadas
paralelamente para formar as fibrilas elementares, que sdo insollveis em agua e
apresentam regides cristalinas e amorfas, o grau de polimerizacéo varia de 10.000 a
15.000 (FENGEL; WEGENER, 1989). As moléculas de celulose sdo estabilizadas
por ligagcbes de hidrogénio inter e intramoleculares, que s&o individualmente fracas,
mas coletivamente resulta em uma grande forca de ligacdo, dando a celulose uma
elevada resisténcia a hidrélise (PEREIRA JUNIOR; COUTO; SANTA ANNA, 2008).

Figura 1- A estrutura da celulose

(a) Duas unidades de D-glicose unidas formando uma unidade de celobiose. (b) Desenho de
segmentos de duas cadeias paralelas de celulose, mostrando a conformacdo de unidades
de D-glicose e as interligagGes proporcionadas pela ponte de hidrogénio

Fonte: Nelson e Cox (2002).

A hemicelulose é um heteropolissacarideo que consiste de diferentes
acucares como pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (manose, glicose e
galactose) e também acidos glucurénico e ferdlico. A hemicelulose tem um baixo
grau de polimerizacao (50 a 300) comparado com a celulose, esse composto serve
como uma conexao entre a lignina e as fibras de celulose e promove uma maior
rigidez ao material ligocelulésico (FENGEL; WEGENER, 1989). Diferentemente da
celulose, a estrutura da hemicelulose ndo apresenta alta cristalinidade, dessa
maneira ela é mais susceptivel a hidrolise em condigbes brandas (PEREIRA
JUNIOR; COUTO; SANTA ANNA, 2008).

As hemiceluloses se encontram no bagaco de cana-de-acUcar na proporgcéo
de 25% a 27% e quando sofrem hidrélise podem ser decompostas em Xxilose,
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arabinose, acido urbnico e furfural (PATURAU, 1989 apud FUENTES, 2009;
RABELO, 2007). O acgucar mais abundante encontrado nas hemiceluloses do
bagaco é a xilose (AGUILAR et al., 2002; GIRIO et al., 2010; FENGEL; WEGENER,
1989).

Figura 2- Estrutura de uma xilana de graminea

(4-Me)-GicA (4-Me)-GlcA
Ac 1 Ac Ac 1 Ac
| a | | | a| |
2 2 3 3 2 2
Xyl-ps-:l;yl- p-Xyl-p -Xyl-p -);yl-[;! -J(;rl- p-Xyl-p -x3y|-|3 Xyl-B -Xyl-p -Xyl- B -xayl-
a | Lignina—l a | o | a | a |
1 1 1 1 1
Ara D a=Ara Ara D—=Ara Lignina ==—F A =—Ara
D '-I’ D
F Ac F
FA =Ara A m—pra Am——pfra Ara
1 1 1 1
al al al| o |
a 3 3 3
-)llzyl-[-! -Xyl-p -Xyl-B ;Xgl-ﬂ Xyl- B*XY'-ﬁ-st'- p-Xyl-Bg -Xyl- [-;-xzyl-ﬁ -X;l-g. -Xyl-
| | I a|l a]
Ac Ac Ac 1 Ac
(4-Me)-GlcA

Representacdo esquematica de uma xilana de graminea mostrando alguns grupos
constituintes : Xyl (1,4-D-xilopiranose); Ara (L-arabinofuranose); Ac (Acetil); (4-Me)-GIcA
(acido (4-o-metil)-D-glucopiranurénico); FA (acido ferulico); DDFA (acido desidro-feralico)
Fonte: McDougall et al., (1993) apud Rabelo (2007).

Depois da celulose, a lignina é a macromolécula organica mais abundante nos
materiais lignocelulésicos. Do ponto de vista morfologico a lignina € uma substancia
amorfa localizada na lamela média composta, bem como na parede secundaria.
Durante o desenvolvimento das células, a lignina € incorporada como o ultimo
componente na parede, interpenetrando as fibrilas e assim fortalecendo e
enrijecendo as paredes celulares (FENGEL; WEGENER, 1989).

A lignina é uma macromolécula altamente complexa e ramificada
tridimensionalmente, gerada a partir da polimerizacdo desidrogenativa dos alcoois
hidroxicinamilicos: p-cumarilico (1), coniferilico (II) e sinapilico (Ill). A lignina é
constituida principalmente de unidades de fenilproprano associadas por ligacfes
estaveis do tipo Carbono-Carbono, aril-éter e aril-aril (FENGEL; WEGENER, 1989).
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As ligninas presentes nos vegetais diferem entre si pelo grau de metoxilacéo
dos mondémeros e pelo grau de ligacdo carbono-carbono entre 0os mesmos
(GOLDSTEIN, 1981 apud EMMEL, 1999; PITARELO, 2007). As ligninas de
coniferas (madeiras moles como o Pinus spp) sdo quase que exclusivamente
compostas por residuos derivados do alcool coniferilico e sédo frequentemente
denominadas de ligninas guaiacilas (lignina do tipo G), enquanto que as ligninas das
folhosas (madeiras duras como o Eucalyptus spp) contém residuos derivados dos
alcoois coniferilico e sinapilico e sdo denominadas de lignina guaiacil-siringilas
(lignina tipo GS). Em contraste as ligninas derivadas de gramineas contém os
grupos para-hidroxifenil, guaiacil e siringil (HGS) (RAMOS, 2003).

Figura 3 - Precursores da lignina

Precursores primarios da lignina e seus respectivos grupos p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e
siringil (S). Fonte: Klock et al. (2005).
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Figura 4 — Estrutura da lignina de Fagus, sp (arvore de madeira mole)
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Fonte: Fengel e Wegneger (1989).

Do ponto de vista tecnoldgico, os acucares contidos nas fracGes celuldsica
(glicose) e hemicelulésica (xilose, arabinose, glicose, manose e galactose)
representam os substratos que podem ser utilizados por leveduras para a producéo
de etanol de segunda geracao por via fermentativa. No entanto, a intima associagcao
entre as trés fracdes principais (celulose, hemicelulose e lignina) é tal que impde
dificuldades para a obtencdo dos acgUcares constituintes na forma de mondémeros
(CANILHA et al., 2010).

Dessa maneira, a etapa de hidrolise da celulose e da hemicelulose em
acucares fermentesciveis passa pelo obstaculo da acessibilidade das enzimas a
este material lignoceluldsico, que devido a sua estrutura recalcitrante precisa ser
submetido a um pré-tratamento, o qual desorganiza a estrutura da celulose,
hemicelulose e lignina tornando o material mais acessivel as enzimas celuloliticas.
Desta forma a etapa de pré-tratamento passa a ser fundamental para aumentar a
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produgcdo de agucares monoméricos utilizados na fermentagdo alcoolica
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

De uma maneira geral a producdo de etanol utilizando o bagaco ocorre em
basicamente cinco etapas (Figura 4): (1) trituracdo, que envolve a preparacdo do
material lignocelulésico; (2) pré-tratamento, que ir4 desagrupar o complexo
carboidrato-lignina e/ou romper a prépria estrutura celuldsica altamente ordenada;
(3) hidrdlise, que ira quebrar as longas cadeias das moléculas de celulose em
glicose que sdo agucares fermentesciveis, por meio de enzimas ou acidos; (4)
fermentacdo que ira converter os agucares em etanol e por ultimo, (5) a destilacao
do etanol (MERINO; CHERRY, 2007). Embora todos esses processos sejam
funcionais, ainda ndo séo eficientes o suficiente para permitir a producédo comercial
de etanol (BUCKERIDGE; SANTO; SOUZA, 2010).

O desenvolvimento de processos para a producdo de etanol de segunda
geracdo envolve etapas que precisam ser otimizadas de forma integrada, para que
haja viabilidade econémica, atendendo aos conceitos de sustentabilidade (ALVES
FILHO, 2012).

Figura 5- Esquema mostrando as etapas de bioconversao de aglcares em bioetanol.

Fonte: Estevam-Alves e Guimaréaes (2009).
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1.3 Pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar

O desafio do pré-tratamento de materiais lignocelulésicos € romper a
estrutura do material, diminuindo o grau de polimerizacdo e a cristalinidade da
celulose e aumentando sua porosidade, o que permite 0 acesso das enzimas a fim
de obter altas taxas de rendimento de acucares fermentesciveis. O ideal é que este
tratamento seja de baixo custo, evite 0 elevado consumo de reagentes quimicos, a
alta demanda energética, a intensa degradacdo dos carboidratos presentes no
material lignocelulésico e a producdo de compostos que agem como inibidores da
fermentacédo (WYMAN et al., 2005; MOSIER et al., 2005; HIMMEL et al., 2007).

Figura 6-Esquema do efeito do pré-tratamento em materiais lignoceluldsicos.

Fonte: Mosier et al., (2005)

Diversos tipos de pré-tratamentos do bagaco tém sido investigados: tais como
0 acido (GAMEZ et al., 2004, 2006; RODRIGUEZ-CHONG et al., 2004; CHANDEL et
al., 2007; CHENG et al., 2008; PATTRA et al., 2008; HERNANDEZ-SALAS et al.,
2009; TEIXEIRA et al., 1999), exploséo a vapor (MARTIN et al., 2002; SENDELIUS,
2005; HERNANDEZ-SALAS et al., 2009), alcalino (HERNANDEZ-SALAS et al.,
2009; KURAKAKE et al., 2001), alcalino dewaxed (PENG et al., 2009), biolégico (LI
et al., 2002; CAMASSOLA; DILLON, 2009), wet oxidation (MARTIN et al., 2007),
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organosolv (PASQUINI et al., 2005a,b; PEREIRA et al., 2007; TU et al., 2008) e
hidrotérmico (LASER et al., 2002) (CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).

Varios estudos tém mostrado que os maiores rendimentos em acgucar Sao
obtidos com hidrdlise acida, utilizando acido concentrado (solugéo &c. sulfurico 72%
ou ac. hidrocloridrico 41%, aquecido a 100-120 °C por 30 a 360 minutos) ou diluido
(ac. sulfarico com concentragao inferior a 1% por 3 minutos a 215 °C) (RAMOS,
2003). A hidrélise com acido diluido tem sido mais aplicada devido a sua rapida taxa
de reacao, baixo consumo de reagente, menor corrosao de equipamentos e também
uma quantidade reduzida de produtos de degradacdo, quando comparado com a
hidrélise utilizando &cido concentrado (HAMELINCK; VAN-HOOIJDOCK; FAAIJ,
2005).

A hidrdlise com acido diluido promove a solubilizacdo da hemicelulose, dessa
maneira as fracdes de celulose e lignina permanecem quase inalteradas na fase
sélida e podem ser posteriormente processadas. Dependendo das condicbes de
operacao, a fase liquida do hidrolisado sera constituida de agucares (xilose, glicose
e arabinose), produtos da hidrolise das hemiceluloses (como acido acético) e/ou
produtos da decomposicdo dos monossacarideos, como furfural (produto da
degradacéo de pentoses) e 5-hidroximetilfurfural (HMF, produto da degradacédo das
hexoses) que agem como inibidores da fermentacdo (CARDONA; QUINTERO; PAZ,
2010).

Os processos hidrotérmicos, utilizando agua em altas temperatura e pressao,
também solubilizam a hemicelulose, pois durante o tratamento ocorre a clivagem
das ligagcdes do complexo lignina-carboidrato e o acido acético formado pela
desacetilacdo parcial da hemicelulose, age como catalisador da reacao de hidrdlise,
sendo denominado processo auto-catalitico (ALVIRA et al., 2010).

Os processos alcalinos podem utilizar diversas bases como o hidréxido de
calcio, potassio, s6dio ou ambnio. O pré-tratamento alcalino causa a solubilizacao,
redistribuicdo e condensacéo da lignina da biomassa e modificagcbes na estrutura
cristalina da celulose (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Esse tratamento aumenta a
taxa de hidrélise enzimatica da celulose e é efetivo na solubilizacdo da lignina,
porém solubiliza em menor grau as fragdes celulésicas e hemiceluldsicas se

comparado com os tratamentos &cido e hidrotérmico (ALVIRA et al., 2010).
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O tratamento alcalino utlizando hidroxido de calcio consegue remover
substancias amorfas como a lignina e o grupo acetil da hemicelulose, facilitando a
ligacdo das enzimas ao substrato na etapa de sacarificacdo (ALVIRA et al., 2010;
CHANG; NAGWANI; HOLTZAPPLE, 1998). Nesse tratamento também ocorre um
aumento da porosidade do material lignocelulésico, devido a quebra das ligacdes
gue mantém os componentes da biomassa em conjunto (Xu et al.,, 2010).
Comparando com outros agentes catalisadores, o hidroxido de célcio oferece certas
vantagens, Como menor preco que os outros alcalis, baixa toxicidade para o meio
ambiente e pode ser recuperado facilmente, tratando-se a agua de lavagem com gas
carbonico (ALVIRA et al., 2010).

Dentre os pré-tratamento fisicos, pode-se citar 0 steam explosion (exploséo a
vapor), no qual o material & aquecido em temperaturas entre 150°C e 230°C
(CARVALHEIRO; DUARTE; GIRIO, 2008), usando alta press&o de vapor por alguns
minutos. Dessa maneira, o vapor condensa em alta pressdo e o material é
umedecido, assim quando a pressao dentro do reator é rapidamente liberada ocorre
a explosdo do material (CARRASCO, 1989). Durante 0 processo ocorre a
solubilizacdo da hemicelulose e uma redistribuicdo da lignina na superficie da fibra,
que € resultado da solubilizagcdo dessa lignina com posteriores reacdes de
despolimerizacao/repolimerizacao. A rapida descompresséao e o fluxo turbulento do
material causam fragmentacdo e aumento da superficie de contato, mas
dependendo da severidade do pré-tratamento, pode ocorrer degradacao da celulose
(KUMAR et al., 2009).

A técnica de explosdo a vapor é de grande conhecimento no setor
sucroalcooleiro no Brasil, pelo fato do bagaco explodido ser utlizado para a
alimentacdo de animais. Dessa maneira a utilizagdo dessa tecnologia para a
producédo de etanol de segunda geracéo, seria facilmente incorporada pelo setor
industrial (PEREIRA JUNIOR; COUTO; SANTA ANNA, 2008).

Cada processo de pré-tratamento tem suas vantagens e desvantagens, sendo
que o pré-tratamento ideal ainda n&o foi desenvolvido. Uma combinacdo de
diferentes pré-tratamentos representa uma alternativa a fim de contornar os
obstaculos existentes nos métodos atuais. Os principais entraves sdo: alta producao
de poluentes, a dificuldade de tratar esses residuos, deslignificacédo insatisfatoria da
biomassa, a oxidacdo parcial da celulose, a degradacao de aclcares com producao
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de inibidores da fermentacdo e o grande consumo de energia (SPIGNO;
P1ZZORNO; DE FAVERI, 2008).

A biomassa sofre alteragdes quimicas e estruturais em resposta as diferentes
condicles de pré-tratamento aplicadas como mostrado na figura 7. O modelo ilustra
a influéncia dos diferentes niveis de pHs e temperaturas aplicados no processo de
pré-tratamento e o efeito nas fracdes celuldsicas, hemicelulésicas e de lignina. Em
condicdes alcalinas a lignina é degradada e séo liberados monémeros de compostos
fendlicos, em condi¢des acidas a lignina é redepositada na fracédo solida na forma de
goticulas (esferas cinzas). Verifica-se a degradacdo da hemicelulose e da celulose
em monossacarideos em condi¢cdes extremamente acidas. Na regido intermediaria,
com valores de pH neutro, o tempo requerido para o pré-tratamento aumenta em
comparacao com valores de pH extremos, além disso a temperatura varia em funcéo
do pH e também do tempo. Por isso € de extrema importancia considerar essas trés
variaveis no delineamento de um processo de pré-tratamento (PEDERSEN;
MEYER, 2010).

Figura 7- Efeito da temperatura e pH no pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

Os riscos em cinza ilustram a lignina; tubos de laranja e vermelho ilustram as fibras
celuldsicas e microfibrilas, respectivamente; as linhas curvas pretas ilustram a hemicelulose
(xilana) e os pontos cinzentos sobre as microfibrilas de celulose na regido de pH baixo
ilustram a lignina redepositada. Fonte: Pedersen e Meyer (2010).
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Desta forma é de fundamental importancia estabelecer uma metodologia de
pré-tratamento que consiga: remover a hemicelulose e a lignina, aumentar a area
superficial, diminuir o grau de polimerizacdo e cristalinidade da celulose, com a
menor degradacdo possivel da celulose. Tal metodologia deve proporcionar altas
taxas de rendimento de acUcares fermentesciveis e apresentar baixo custo e
reducdo de residuos gerados para a comercializacao da tecnologia de producao de
etanol de segunda geracao.

1.4 Hidrdlise enzimatica

A hidrdlise enzimatica dos materiais lignocelulésicos tem sido considerada
uma tecnologia promissora para a obtencéo de acucares fermentesciveis, pelo fato
das enzimas apresentarem elevada especificidade e do processo ser conduzido em
condicbes amenas de pH e temperatura. No entanto, atualmente nenhum processo
de hidrdlise esta em fase comercial devido ao alto custo de producado das celulases,
a grande quantidade de enzima requerida para a hidrdlise e o longo tempo do
processo para obter rendimentos altos (OGEDA; PETRI, 2010; ZHANG; HIMMEL;
MIELENZ, 2006).

O mecanismo amplamente aceito para a hidrélise enziméatica da celulose
envolve a acao sinérgica de trés classes diferentes de enzimas (ZHANG; HIMMEL;
MIELENZ, 2006): a) Endoglucanases (EGs, E.C. 3.2.1.4)), hidrolisam
preferencialmente as ligacdes internas da cadeia de  celulose, produzindo
oligossacarideos de menor massa molecular; b) Exoglicanases ou celobiohidrolases
(CBHs, E.C. 3.2.1.91), hidrolisam a cadeias celuldsica a partir de suas extremidades
liberando celobioses; c) B-glicosidases ou celobiases (EC 3.2.1.21), promovem a
hidrélise da celobiose em glicose e podem também clivar celoligossacarideos
(ZHANG; HIMMEL,; MIELENZ, 2006; BANSAL et al, 2009; SANTOS et al., 2010).

Durante o processo de sacarificacdo, apos uma fase inicial mais rapida, a taxa
de hidrélise diminui resultando em menores rendimentos de glicose e como
consequéncia um aumento do tempo do processo (MERINO; CHERRY, 2007). Deve
ser considerado que a eficiéncia desta hidrélise depende de diversos fatores que
podem inibir ou dificultar a acdo das celulases. A Figura 8 mostra alguns fatores que
limitam a hidrdlise enzimética (CHANDRA et al, 2007).
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Figura 8- Fatores limitantes da eficiéncia na hidrélise da celulose.

(1) inibicao do produto final, ou seja, a glicose inibindo a 3-glicosidase e a celobiose inibindo
a celobiohidrolase.

(2) ligacéao irreversivel da celobiohidrolase

(3) e (4) a hemicelulose e a lignina impedindo o acesso das enzimas ao substrato

(5) adsorcgéo das enzimas na lignina

(6) perda da atividade enzimatica devido ao cisalhamento mecénico, atividade proteolitica
ou baixa termoestabilidade

Fonte: Jgrgensen, Kristensen e Felby (2007).

A eficiéncia da hidrolise enzimatica depende do pré-tratamento utilizado no
material lignocelulésico e de alguns parametros do processo de hidrélise, como a
carga enzimatica, concentracdo do substrato, tempo de reacdo e adicdo de
surfactante, como Tween. Pelo fato desses fatores interagirem um com o outro, a
otimizacdo da hidrdlise enzimatica tem um papel importante no aperfeicoamento do
processo (BENKUN et al., 2009; SUN; CHENG, 2002).

O método de otimizacdo tradicional, utilizado no processo de hidrélise
enzimatica, consiste em alterar uma variavel independente enquanto mantém as
outras variaveis em um nivel fixo. Esse método demanda muito tempo, € trabalhoso

e tem um gasto excessivo de reagentes, levando a um incompleto entendimento do
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comportamento do sistema (BAS; BOYACI, 2007 apud BENKUN et al., 2009 ). A
razao para isso € que as variaveis podem se influenciar mutuamente, e o valor ideal
para uma delas pode depender do valor da outra, esse comportamento que
chamamos de interagdo entre os fatores, € um fenémeno que ocorre com muita
frequéncia (BARROS; ESCARMINO; BRUNS, 2010).

Uma abordagem alternativa e mais eficiente é o uso de um método estatistico,
a metodologia de superficie de resposta (ou RSM, Response Surface Methodology),
gue é uma técnica de modelagem empirica para a avaliagdo da relacdo de um
conjunto de fatores experimentais através dos resultados observados. RSM € uma
poderosa ferramenta matematica que pode analisar o efeito de mdltiplas variaveis ou
fatores, sozinhos ou em combinacédo, num dado processo de forma rapida e eficiente
com um numero minimo de experimentos, mantendo um elevado nivel de
significancia estatistica nos resultados (GUAN; YAO, 2008). A metodologia de
superficie resposta pode ser utilizada na otimizacdo da hidrélise enzimatica de
materiais lignoceluldsicos (BENKUN et al., 2009).

2 OBJETIVOS

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar o efeito dos pré-tratamentos
alcalino e hidrotérmico em dois tipos de bagaco de cana-de-acUcar (in natura e
explodido) e também avaliar a sacarificacdo desse material pré-tratado no sentido de
estabelecer uma metodologia de baixo custo que torne o material mais acessivel as
enzimas celuloliticas para conversdo da celulose em aclcares fermentesciveis,
Embora esteja estabelecido na literatura que o pré-tratamento alcalino aumenta a
eficiéncia da hidrélise enzimatica, o tipo de material lignocelulésico também é um
fator importante a ser considerado. Nesse trabalho foi escolhido o BCA in natura
pelo fato que este material € obtido direto da moenda, sem nenhuma etapa de
preparacéo. A utilizacdo do BCA explodido nesse trabalho teve o objetivo de avaliar
um possivel efeito sinérgico entre os pré-tratamentos fisico (explosdo a vapor) e
guimico (alcalino), considerando o fato de que grande parte das usinas aplicam este
tipo de pré-tratamento no BCA destinado a ragdo animal.

Para atingir os objetivos foram realizados
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1) Os pre-tratamentos alcalino (Ca(OH),) e hidrotérmico (H,O) no bagaco de cana-
de-acucar in natura e explodido em diferentes tempos, para estabelecer as
condicdes ideais de tratamento.

2) Analise da composicao quimica do bagaco pré-tratado em relagdo a porcentagem
de celulose, hemicelulose e lignina, por técnicas espectrofotométricas.

3) Andlise estrutural do bagaco pré-tratado por microscopia eletrdnica de varredura.
4) A digestdo do bagaco, utilizando as enzimas comerciais (celulase e [3-
glicosidase), para avaliar a eficiéncia dos diferentes métodos de pré-tratamento.

5) A otimizacdo do processo de digestdo da celulose em relacdo a presenca de

surfactante (Tween 80) e a carga enzimatica utilizada.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material utilizado

Para os estudos de pré-tratamento foi escolhido o bagaco in natura, recolhido
apos a moagem, e o bagaco explodido, submetido a explosdo a vapor. Ambos os
bagacos (figura 9 e 10) ndo foram submetidos a nenhum processo de pré-tratamento
ou separacao por granulometria, somente foram secos a 60 °C até peso constante e

armazenados em freezer.

) BCA IN NATURA - coletado logo ap@s a saida da moenda e armazenado em
local limpo - Cedido pela Usina Sao Martinho (Pradépolis/SP).
) BCA EXPLODIDO - Cedido pelo CTC (Centro de Tecnologia Canavieira)

Também foi analisado o efeito da granulometria no bagaco in natura. Neste
caso o bagaco foi lavado até a total retirada de aclUcares e impurezas, em seguida
foi seco a 60 °C por 24 horas e separado em trés classes:

) Fibra: entre 4,76 mme 1 mm
1)) Ambos: varios tamanhos

ll)  PG6: menor que 1mm

30



Figura 9 - Bagaco in natura. Figura 10 - Bagaco explodido.

Fonte: elaborado pelo autor Fonte: elaborado pelo autor.

3.2 Métodos de pré-tratamentos

A carga de hidroxido de célcio estabelecida foi de 0,1 g/g de biomassa e a
relacdo de agua: biomassa foi de 10:1 (mL:g), de acordo com The Texas A&M,
(1997). Para a temperatura e o tempo de pré-tratamento foi estabelecida a
temperatura de 120 °C nos tempos de 7, 30 e 60 minutos com base nos estudos de
Chang, Nagwani e Holtzapple (1998). Eles estudaram temperaturas que variaram de
65 a 135 °C nos tempos de 1 a 24 horas e o melhor resultado foi obtido para a
temperatura de 120 °C no tempo de 1 hora.

Para o pré-tratamento alcalino colocou-se em um frasco 2,5 g de bagaco
juntamente com 0,25 g Ca(OH), esse material foi homogeneizado e em seguida
acrescentou-se 25 mL de agua. Para o pré-tratamento hidrotérmico utilizou-se 2,5 g
de bagaco e 25 mL de agua. Os frascos contendo o0 bagaco in natura e explodido
foram submetidos a temperatura de 120 °C nos tempos de 7, 30 e 60 minutos. Os
frascos contendo o bagaco in natura de diferentes granulometrias (fibra, pé e
ambos) também foram submetidos a temperatura de 120 °C nos tempos de 7, 30 e
60 minutos. Apds autoclavagem, acrescentou-se 150 mL de agua deionizada e em
seguida a mistura foi filtrada a vacuo. O processo resultou em uma fracdo liquida
(dgua de lavagem) que foi armazenada para posterior analise e uma fracdo sélida
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(fibra insoluvel), que foi lavada até atingir pH neutro e seca em estufa a 60 °C para
posterior pesagem e analise estrutural.
Para cada condicdo de pré-tratamento testada foi preparado 10 g de material

oriundos de quatro experimentos independentes.

3.3 Andlise dos acUcares

3.3.1 Determinagéo de agucares redutores totais (ART)

As concentracdes de ART foram determinadas pelo método do acido dinitro-
3,5-salicilico (DNS), descrito por Miller (1959). O método baseia-se na reducéo, em
meio alcalino do 3,5-dinitrosalicilato (coloragdo amarela), sendo que o produto
formado é estavel e tem coloracéo laranja-avermelhado (3-amino 5-nitro salicilato)
com méaxima absor¢do no comprimento de onda de 540 nm. Neste método ocorre a

reacao de oxidacado mostrada na figura 11:

Figura 11- Reacdo de oxidacdo da carbonila para o0 reagente de DNS.

Fonte: Rabelo, (2007).

Para a dosagem do acgucar redutor, em 1 mL da amostra (diluida) foi
adicionado 2 mL do reagente DNS, o branco foi preparado adicionando-se 1 mL de
agua no lugar da amostra. Os tubos foram transferidos para banho de agua fervente
(100 °C) por 5 minutos e posteriormente foram feitas as leituras de absorbancia a
540nm.

A quantificacdo de acUcares redutores totais presente na amostra foi feita
utilizando um coeficiente de absortividade de 2,183 mL.mg™.cm™ obtido a partir da
curva padréo de glicose.
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3.3.2 Determinacéao da Glicose

O método utilizado para a determinacao de glicose (GOD-PAP), descrito por
Henry et al, (1974), baseia-se na oxidacao enzimatica da glicose através da enzima
glicose oxidase (GOD) resultando na forma de peroxido de hidrogénio, o qual na
presenca de fenol e da enzima peroxidase (PAP) ocorre a formagdo de um produto
de coloracdo rosada. As reacbBes enzimaticas envolvidas neste método de

guantificacédo da glicose estdo mostradas abaixo:

Figura 12- Reacdes enzimaticas ocorridas para a quantificacao da glicose, quando utiliza-se

0 método descrito por Henry et al., (1974).

Fonte: RABELO, 2007.

Para a dosagem da glicose, 1 mL da amostra (diluida) juntamente com 2 mL
do reagente foram mantidos durante 10 minutos em banho de agua a 37 °C e
posteriormente foram feitas as leituras de absorbéncia das amostras no
comprimento de onda de 505 nm. O branco foi preparado adicionando-se 1 mL de
agua no lugar da amostra.

A quantificagcdo da glicose presente na amostra foi feita utilizando um
coeficiente de absortividade de 10,578 mL.mg™.cm™ obtido a partir da curva padrédo

de glicose.
3.3.3 Determinacéao da Xilose

O método usado é baseado na reacdo de desidratacdo da xilose el/ou
arabinose com acido cloridrico 98% para produzir furfural (figura 13), descrito por
Pham et al., (2011). O furfural reage com o orcinol na presenca de acido cloridrico e
Fe®*, o cloreto férrico age como catalisador e a reacdo forma um produto com
coloracéo esverdeada, sendo detectado no comprimento de onda de 671 nm.
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Figura 13- Reacdo do furfural com o orcinol na presenca do acido e FeCl; como

catalisador
=
=
CHy |
QO =
. {\/cno H HO™ S o, FeCly
2 \ -H,0 |
HO OH “““;
\_o
HO CHj

Fonte: Pham et al., (2011).

Para a dosagem da xilose, 0,5 mL da amostra (diluida) juntamente com 1 mL
do reagente foram mantidos durante 5 minutos em banho de agua a 100 °C e
posteriormente foram feitas as leituras de absorbéncia das amostras no
comprimento de onda de 671 nm. O branco foi preparado adicionando-se 0,5mL de
agua no lugar da amostra.

A quantificacdo da xilose presente na amostra foi feita utilizando um
coeficiente de absortividade de 6,785 mL.mg™*.cm™, obtido a partir da curva padrdo
de xilose.

3.4 Andlise da composicéo quimica do bagacgo

Para avaliar a composicao quimica da fracdo sélida do bagaco pré-tratado
(fibra insolavel) foram quantificados os acucares contidos na celulose (glicose) e na
hemicelulose (xilose, arabinose) e também a porcentagem de lignina. Para isto,
primeiramente foi feita uma hidrélise acida do material seco como descrito por Sluiter
et al., (2008a), utilizando acido sulfarico com posterior quantificacao e caracterizacao
dos acgucares liberados, como descrito na figura 14.

A hidrélise &cida foi realizada pesando 0,3 g de cada amostra de bagaco seco
(fibra insoltvel) em tubos de ensaio e adicionando 3 mL de acido sulfdrico a 72% e
em seguida os tubos foram incubados em um banho termostatico com agitacdo a
30 °C por 1 hora.
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Figura 14— Diagrama da analise composicional do bagaco

Fonte: Elaborado pelo autor

Depois de decorrido o tempo de hidrolise acida concentrada, os tubos foram
removidos do banho termostatico e o conteudo transferido quantitativamente para
erlenmeyers de 250 mL, utilizando para isso 84 mL de agua destilada, sendo a
concentracdo &cida diluida para 4%. Para a completa hidrélise dos oligbmeros, os
erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e elasticos e colocados em uma
autoclave. As amostras foram autoclavadas por 1 hora a 121 °C. Apés a
descompressao da autoclave, os frascos foram retirados e resfriados a temperatura
ambiente antes de remover o papel aluminio.

Os hidrolisados acidos foram filtrados em funis utilizando papéis de filtro. As
fracOes liquidas foram armazenadas para a quantificacdo da lignina soltvel e
carboidratos. Os sdélidos retidos foram lavados com 150 mL de agua destilada e
secos em estufa (60 °C) até peso constante.

Na etapa de analise da composi¢cdo do bagaco (fibra insoltvel), os acucares
monoméricos quantificados em cada amostra foram expressos como celulose,
calculada a partir da glicose, e hemicelulose, calculada a partir da xilose. Foram
utilizados os fatores de correcao de 0,9 para celulose e 0,88 para hemicelulose.

Para a determinacdo de lignina presente na fibra insollvel do bagaco, foi

utilizado um método espectrofotométrico descrito por Sluiter et al., (2008a). O
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material seco foi submetido a um fracionamento utilizando &cido sulfurico
concentrado, a lignina solavel foi detectada no comprimento de onda de 240 nm e a
quantificagdo da lignina insoluvel foi feita pela determinagcdo da amostra retida no
papel de filtro.

As quantifica¢des da lignina insoltuvel e solavel foram feitas pelas equacgdes 1
e 2 respectivamente. Para a determinacédo de lignina utilizou-se a amostra livre de

umidade.

Lignina insoluvel :

o |= cinza (g)
amostra (g)

% 100
1)
Lignina soluvel :

o | 5= Abs UV x Volume {filtrado) x Diluicao . 1ng
£ ¥ amostralg)

2
Abs UV= absortividade da amostra em 240 nm
Volume (filtrado)= volume do liquido de hidrdlise
Diluicdo= diluicdo da amostra para a leitura em UV

€ = absortividade da amostra em um comprimento de onda especifico (240 nm)

3.5 Hidrélise enzimatica do bagaco pré-tratado (Sacarificacao)

Para avaliar a eficiéncia dos meétodos de pré-tratamentos e verificar a
interferéncia de cada parametro estudado, foram realizadas hidrélises enzimaticas
para cada uma das amostras do bagaco pré-tratado (fibra insoltvel). Seguindo a
metodologia descrita por Sluiter et al., (2008b) foi utilizado um coquetel enzimatico
comercial nas condi¢des 6timas de temperatura e pH para a atuacao das celulases.

A quantidade de 0,1 grama do material foi hidrolisado com 5 mL de tampé&o
citrato (0,05 mol/L pH 5) e 5 mL de 4gua, contendo uma carga de FPase de 15 U/g e
de pB-glicosidase de 75U/g de biomassa, com o pH ajustado para 4,8 em
erlenmeyers de 25mL com agitacdo de 150rpm a 50°C. Foram preparados frascos

individualizados para cada tempo de hidrélise (Oh, 12h, 24h, 48h e 72h). Apés este
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tempo, o liquido foi fervido para a desativacdo das enzimas e o0s agucares liberados
foram quantificados pelos métodos de DNS, descrito por Miller (1959), e pelo
método enzimatico GOD-PAP, descrito por Henry et al., (1974).

A porcentagem de digestdo da celulose foi calculada como mostrado na
equacao 3, descrita por Sluiter et al., (2008b).

- gramas de celulose digerida « 100
gramas de celulose de partida 3)

% Digestao

3.5.1 Determinacé&o da atividade enzimatica

Neste trabalho foi utilizada a enzima comercial Accelerase 1500, produzida de
uma linhagem geneticamente modificada de Trichoderma reesei e gentilmente
cedida por Genencor®. Este coquetel enzimatico passou por um tratamento de
clarificacdo para obter um extrato mais limpo (livre de polissacarideos e residuos) e
também menos viscoso. Para isto, foi adicionado terra diatomacea ao coquetel
enzimatico (49/100mL) e a solucéo foi agitada cuidadosamente, sendo mantida por
12 horas em temperatura de 5 a 10 °C. Apoés esse periodo a solucéo foi submetida a
uma centrifugagdo de 4000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi recolhido e
procedeu-se a dosagem das enzimas celuloliticas, como descrito abaixo.

A atividade da FPase (celulase total) foi avaliada seguindo a metodologia
descrita por Ghose (1987), utilizando-se como substrato papel de filtro Whatman n°
1. Em tubos de ensaio foram adicionados 1,0 mL de tampao citrato de sédio 0,05
mol/L pH 5, uma fita de papel de filtro Whatman n° 1 (1x6 cm) e 0,5 mL do extrato
enzimatico. As amostras foram agitadas em vortex e incubadas por 60 minutos a
50°C sob agitacdo, também foram preparados os tubos controle, branco da enzima
(sem substrato) e branco do substrato (sem enzima). Apos este periodo, adicionou-
se 3,0 mL do reagente DNS nos respectivos tubos e estes foram transferidos para
banho de agua fervente por 5 minutos. Em seguida, foram transferidos para banho
de gelo para resfriamento, e a quantidade de ART foi determinada pela medida da
absorbancia a 540 nm, com coeficiente de absortividade de 1,4187 mL.mg™.cm™.
Uma unidade da enzima foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar

1umol de agucar redutor por minuto a 50 °C.
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A atividade de B-glicosidase foi avaliada seguindo a metodologia descrita por
Ghose (1987), utilizando-se como substrato celobiose (solucdo de 15 mM) em
0,05 M de tampao citrato. Em tubos de ensaio foram adicionados 0,5 mL de tampéao
citrato (pH 5) de sédio 0,05M com o substrato (celobiose) e 0,5 mL do extrato
enzimatico, também foram preparados os tubos controle, branco da enzima (sem
substrato) e branco do substrato (sem enzima). As amostras foram agitadas em
vortex e incubadas por 30 minutos a 50 °C sob agitacdo. Apés este periodo, retirou-
se uma aliquota de cada tubo de ensaio e quantificou a glicose liberada pelo método
GOD-PAP. Uma unidade da enzima foi definida como a quantidade da enzima capaz
de liberar 1 ymol de agucar redutor por minuto a 50 °C.

Foi realizada a dosagem das enzimas celuloliticas antes e apds o0 processo
de clarificacdo do coquetel enzimatico e ndo foi verificada alteracdo na atividade
enzimatica, apresentando atividade de 27 U/mL para a FPAse e de 135 U /mL para

a B-glicosidase.

3.6 Planejamento de experimentos

Nesse trabalho foi realizado o planejamento fatorial completo com repeticéo,
na etapa de pré-tratamento e sacarificacdo. Nesse tipo de planejamento foram feitas
todas as combinacfes possiveis entre as duas variaveis do processo, 0 tempo do
pré-tratamento (7, 30 e 60 minutos) e o tipo de tratamento (alcalino ou hidrotérmico),
totalizando um total de 24 experimentos para a etapa de pré-tratamento e 24
experimentos para a sacarificacao.

Na etapa de otimizacdo da sacarificacdo foi realizado um planejamento
superficie resposta com o delineamento central composto do tipo face centrada.
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Tabela 1-Matriz de planejamento para a etapa de pré-tratamento sacarificacéao.

Material Tratamento  Tempo

IN HID 7
IN HID 30
IN HID 60
IN ALC 7
IN ALC 30
IN ALC 60
EXP HID 7
EXP HID 30
EXP HID 60
EXP ALC 7
EXP ALC 30
EXP ALC 60

Fonte: elaborado pelo autor

3.7 Andlise estrutural dos bagacos pré-tratados por microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

Primeiramente as amostras dos materiais lignocelulésicos foram fixadas com
fita carbono em suporte de aluminio (“stub”) e submetidas ao recobrimento metélico
de 10 nm de ouro em um metalizador. As fotomicrografias foram obtidas em um
equipamento da marca TOP COM SM 300 a uma poténcia de feixe de elétrons de
20 kV.

3.8 Analise estatistica
Foi utilizada analise de variancia (ANOVA) para avaliar os efeitos dos fatores
estudados na composicdo do material e na eficiéncia da hidrélise enzimética,

utilizando um nivel de confianca de 95%. Foi utilizado o programa computacional
Minitab 15.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicéao do bagaco de cana-de-acucar

Antes de realizar os experimentos de pré-tratamento, foi analisada a
composicdo do bagaco de cana-de-acucar (BCA), in natura e explodido, em relacao

ao teor de celulose, hemicelulose e lignina.

Tabela 2- Composigdo dos materiais utilizados como controle: BCA in natura (IN) e BCA
explodido (EXP).

% Celulose % Hemicelulose % Lignina
Controle EXP 55,92 + 0,66 19,84 + 0,33 24,71 + 0,59
Controle IN 44,49 + 1,33 32,77 +2,2 23,77 + 0,33

Fonte: elaborado pelo autor

A partir dos resultados da tabela 2 verifica-se que no BCA explodido ocorreu
uma solubilizacéo de 39% da hemicelulose e um aumento de 26% da porcentagem
de celulose, em comparacao com o BCA in natura. O aumento do teor celulésico no
BCA explodido é devido ao pré-tratamento de exploséo a vapor que solubiliza parte
da hemicelulose, ou seja, considerando a mesma massa de BCA para ambos o0s
materiais, a quantidade de celulose sera maior para o BCA explodido em
comparacao com o BCA in natura. Os valores obtidos para a composi¢cdo do BCA
sdo semelhantes aqueles encontrados na literatura (PANDEY et al., 2000; ROCHA
et al., 2012).

4.2 Pré-tratamento do bagaco in natura

Primeiramente foi analisado o efeito do pré-tratamento alcalino no BCA de
diferentes granulometrias (po, fibra e ambos), por meio da quantidade de acucares
redutores totais (ART) liberados no filtrado, 4gua de lavagem do bagaco pré-tratado.
Essa andlise permitiu avaliar a degradacéo do material de diferentes granulometrias

perante as condi¢cbes de pré-tratamento testadas.
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Figura 15- Acucares redutores totais (ART) liberados no filtrado do pré-tratamento com
Ca(OH),, a 120 °C para os tempos de 7, 30 e 60 minutos, do BCA in natura separado em

trés granulometrias (po, fibra e ambos).

Fonte: elaborado pelo autor

Observa-se na figura 15 que a quantidade de acUcar redutor total (ART)
liberada ficou entre 1,1 e 1,5 mg/g de BCA, para todos os tempos testados nas
diferentes granulometrias do material. Esses resultados mostram que a diferenca de
ART liberada nos trés materiais foi muito pequena, isso favorece a utilizacdo do BCA
denominado “ambos” (contendo p6 + fibras), pelo fato de eliminar uma etapa do
processo, que € a separacao do material em diferentes granulometrias.

The Texas A&M (1997) testaram o pré-tratamento alcalino no BCA com
diferentes granulometrias e ndo observaram diferengas no rendimento final do
processo. Rabelo, Maciel Filho e Costa (2008) também estudaram o BCA pré-
tratado, peneirado e ndo peneirado, com Ca(OH), em temperaturas de 20 a 70 °C
nos periodos de 6 a 36 horas e ndo observaram diferengas no rendimento final.

Com o objetivo de analisar o efeito do pré-tratamento na composi¢ao da fibra
insoluvel do BCA in natura, foram determinados os teores de celulose, hemicelulose

e lignina no material apds os pré-tratamentos hidrotérmico e alcalino (Tabela 3).
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Tabela 3- Porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina para o BCA in natura, apés os

pré-tratamentos hidrotérmico (HID) e alcalino (ALC) nos tempos de 7, 30 e 60 minutos a

120 °C.
% Celulose % Hemicelulose % Lignina

IN ALC 7 44,98 + 0,45 35,33 +0,60 19,02 + 0,28
IN HID 7 44,26 + 1,63 33,08 +0,48 24,28 + 0,26
IN ALC 30 49,55 + 1,27 31,23 +1,17 19,49 + 0,75
IN HID 30 43,81 + 0,33 31,75+0,12 23,96 + 0,68
IN ALC 60 49,56 + 0,12 31,86 + 0,25 16,70 + 0,52
IN HID 60 43,11 + 0,97 30,48 + 2,13 23,74 + 0,33
Controle IN 44,49 + 1,33 32,77 + 2,25 23,77 + 0,30

Fonte: elaborado pelo autor

Para a fracdo celuldsica observou-se um aumento da massa de 11% para o
tratamento alcalino no tempo de 30 e 60 minutos quando comparado ao controle.
Para o pré-tratamento hidrotérmico ndo se observou alteracdo do teor de celulose
em nenhuma das condi¢cdes testadas. Esse aumento no teor celulésico no pré-
tratamento alcalino, pode ser explicado pela solubilizacdo da lignina (18 a 30%)
devido a utilizacéo do hidroxido de calcio, ou seja, considerando a mesma massa de
BCA para ambos os pré-tratamentos, a quantidade de celulose ser4 maior para o
BCA tratado com alcali em comparacdo com o BCA submetido ao tratamento
hidrotérmico. Chang, Nagwani e Holtzapple (1998) também obtiveram um aumento
na porcentagem de celulose de 6,5%, para as mesmas condi¢gdes de tratamento
alcalino desse trabalho no tempo de 60 minutos, usando um BCA com granulometria
abaixo de 0,4 mm. Os resultados mostraram que o tratamento com Ca(OH), néo
degrada a fragéo celulésica, ou seja, ocorre um maior aproveitamento da biomassa
e favorece a etapa de sacarificacao.

Verifica-se que houve uma menor solubilizacdo da fragcdo hemiceluldsica de
3% e 5% para o tratamento alcalino e de 3% e 7% para o hidrotérmico,
respectivamente nos tempos de 30 e 60 minutos. Segundo Hendriks e Zeeman
(2009) e Chang et al., (2001), o tratamento com Ca(OH), tem pouco efeito sobre a
solubilizacéo da fracdo hemicelulésica, porém esse tratamento favorece a remocéao
de grupos acetil e acidos urbnicos da hemicelulose o que facilita o acesso das

enzimas as fibras de celulose e também a fracdo hemiceluldsica.
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Comparando a porcentagem de lignina entre os BCAs pré-tratados e o
controle, verifica-se que a solubilizacdo da lignina variou de 18 a 30% para o0 pré-
tratamento alcalino, sendo que para o pré-tratamento hidrotérmico ndo houve
solubilizagdo. Wang e Cheng (2011) estudaram o efeito do pré-tratamento alcalino
em uma espécie de graminea (Coastal Bermudagrass) usando diferentes
concentragcbes de Ca(OH), (0,02 a 0,2 g/g biomassa) e obtiveram uma
deslignificacéo entre 10 e 20% para as temperaturas entre 21 e 121 °C nos tempos
de 15, 30 e 60 minutos.

The Texas A&M (1997) estudaram o efeito do pré-tratamento alcalino no BCA
(com granulometria menor de 0,4 mm), usando 0,1g Ca(OH)./g BCA por 60 minutos
a 120 °C e conseguiram uma deslignificacdo de somente 5%. Este resultado foi
inferior ao obtido nesse trabalho para as mesmas condicfes ensaiadas.

O tratamento com Ca(OH), resulta em uma solubiliza¢do de lignina inferior se
comparado com outros alcalis (CHEN et al., 2007; KIM et al., 2003). A reduzida
solubilizac&o da lignina pode ocorrer devido a formacéo do complexo célcio-lignina.
Os ions de célcio carregam duas cargas positivas que tendem a se ligar a lignina,
gue possui carga negativa em ambientes alcalinos devido a ionizagcdo de grupos
funcionais (carboxyl, methoxyl e hidroxil), levando a formacdo de ligacbes que
evitam uma maior solubilizagdo da lignina (TORRE; RODRIGUEZ; SAURA-
CALIXTO, 1992; XU et al., 2010).

Apoés a quantificagdo de celulose, hemicelulose e lignina do material pré-
tratado, foram realizadas analises estatisticas (ANOVA- Analise de variancia). Por
meio dos resultados apresentados nas tabelas 3a, 3b e 3c, no apéndice, verificou-se
gue o tipo de tratamento e o tempo influenciaram significativamente a alteracdo do
teor de celulose e lignina, com o p-valor menor que 0,05. E somente a variavel
tempo influenciou significativamente a alteracdo do teor de hemicelulose.

Os resultados do BCA in natura mostraram que a utilizacdo do Ca(OH);
acarretou no aumento da fragdo celuldsica e na solubilizacdo de parte da lignina.
Observou-se também que o aumento do tempo de pré-tratamento aumenta a
solubilizacdo da hemicelulose e intensifica a alteracdo dos teores das fracbes

constituintes do material.
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4.3 Pré-tratamento do bagaco explodido

Com o objetivo de avaliar o efeito do pré-tratamento alcalino no BCA
submetido a um pré-tratamento fisico, foi escolhido o bagaco explodido. Esta anélise
foi feita pela quantificagdo do teor de celulose, hemicelulose e lignina da fibra

insoltvel do material, como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 - Porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina para o BCA explodido, apés os
pré-tratamentos hidrotérmico (HID) e alcalino (ALC) nos tempos de 7, 30 e 60 minutos a
120 °C.

% Celulose % Hemicelulose % Lignina
EXP ALC 7 57,12 + 1,56 18,81 +0,11 24,17 + 0,60
EXP HID 7 55,81 + 0,74 19,66 + 1,30 24,50 + 0,21
EXP ALC 30 56,42 +1,12 19,84 + 0,05 23,44 + 0,61
EXP HID 30 57,46 + 1,89 18,11 + 0,92 24,07 + 1,04
EXP ALC 60 57,62 + 3,27 16,11 + 0,57 24,53 + 1,87
EXP HID 60 58,23 + 1,97 17,60 + 0,21 23,82 +1,12
Controle EXP 55,92 + 0,66 19,84 + 0,33 24,71 + 0,59

Fonte: elaborado pelo autor.

Com os resultados apresentados nesse trabalho, para o BCA explodido,
constatou-se que somente a fragdo hemiceluldsica foi solubilizada nas condicfes de
pré-tratamento testadas, sendo que o tempo de 60 minutos foi 0 que atingiu maior
solubilizacé@o: 11% para o tratamento hidrotérmico e 19% para o alcalino. De acordo
com Girio et al., (2010) e Ramos (2003) durante o pré-tratamento de explosao a
vapor ocorre a modificagcdo e redistribuicdo da lignina e alta solubilizacdo da
hemicelulose.

As andlises de variancia (ANOVA) dos resultados mostraram que nao houve
diferencas significativas nos teores de celulose e lignina, enquanto que para a
hemicelulose o tempo influenciou significativamente, ocorrendo uma maior
solubilizagdo do material no tratamento alcalino de 60 minutos. Como apresentado
nas tabelas 4a, 4b e 4c, no apéndice.

Para o BCA explodido a utilizacdo do Ca(OH), ndo alterou a composi¢do do
material em relacdo a porcentagem de celulose e lignina, porém obteve-se uma
maior solubilizacéo da fracdo hemicelulésica em funcéo do tempo de pré-tratamento

dos BCAs.
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4.4 Hidrdlise enzimatica dos bagacos pré-tratados

A eficacia de um pré-tratamento é relatada, frequentemente, em termos de
rendimento glicosidico apos sacarificacdo, e ndo apenas em termos de composicao
guimica e das caracteristicas fisicas da biomassa. Assim, para avaliar os efeitos dos
pré-tratamentos na acessibilidade das enzimas, foram construidos perfis de
hidrélise, para cada uma das amostras, nas condicdes 6timas de temperatura e pH
da enzima, com a finalidade de quantificar a glicose liberada.

A figura 16 mostra o perfil de hidrolise enzimatica do BCA in natura e verifica-
se uma maior liberacdo de glicose, para o pré-tratamento alcalino comparado ao
pré-tratamento hidrotérmico, considerando 24 h de hidrdlise, a glicose liberada foi
proporcional ao tempo de pré-tratamento (7, 30 e 60 minutos). Também pode-se
verificar que a hidrolise do BCA sem pré-tratamento (controle) liberou
aproximadamente a mesma quantidade de glicose que a hidrolise do BCA
submetido ao tratamento hidrotérmico, ou seja, as condicdes de tempo e
temperatura utilizadas no pré-tratamento hidrotérmico ndo foram suficientes para
aumentar a acessibilidade do material as enzimas celuloliticas.

A figura 17 mostra o perfil de hidrélise enzimatica para o BCA explodido e
verifica-se 0 mesmo comportamento obtido para o BCA in natura, ou seja, uma
maior liberacdo de glicose para o pré-tratamento alcalino comparado ao pré-
tratamento hidrotérmico. Também pode-se verificar que a hidrélise do BCA sem pré-
tratamento (controle) liberou uma maior quantidade de glicose que a hidrdlise do
BCA submetido ao tratamento hidrotérmico, ou seja, as condi¢cdes de tempo e
temperatura utilizadas no pré-tratamento hidrotérmico podem ter provocado
alteracbes no material que dificultaram o acesso das enzimas celuloliticas ao

substrato.
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Figura 16- Liberagdo de glicose ap6s hidrélise enzimética do BCA in natura submetido aos
pré-tratamentos hidrotérmico (HID) e alcalino (ALC) nos tempos de 7, 30 e 60 minutos a

120 °C.
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Fonte: elaborado pelo autor

Verifica-se pelo perfil de hidrélise do bagaco in natura e explodido (figura 16 e
17), que a primeira fase € rapida (12h) e a medida que aumenta o tempo de hidrolise
ocorre pouca variacdo na glicose liberada, indicando o equilibrio da reacédo
enzimatica. Esse comportamento € caracteristico da cinética enzimatica, no entanto
alguns fatores podem interferir na reagdo, como: o acumulo de glicose no meio
(produto final) que pode causar um efeito repressor, o aumento das ligacoes
improdutivas da enzima, a perda da atividade enzimética e a dificuldade de acesso
das enzimas ao substrato devido ao aumento do teor de celulose cristalina (ZHANG,;
HIMMEL; MIELENZ, 2006; JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007).
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Figura 17- Liberagdo de glicose ap6s hidrélise enzimatica do BCA explodido, submetido aos

pré-tratamentos hidrotérmico (HID) e alcalino (ALC) nos tempos de 7, 30 e 60 minutos a

120 °C.
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Fonte: elaborado pelo autor

Para avaliar o efeito do pré-tratamento no acesso das enzimas celuloliticas

nos bagacos in natura e explodido, foi quantificada a concentracdo de glicose, de
acucares redutores totais (ART) e também a porcentagem de digestao da celulose

apos 72 horas de hidrélise enzimatica. As tabelas 5 e 6 apresentam os resultados

dos diferentes parametros analisados.
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Tabela 5- Hidrélise enzimatica (72 h) do BCA in natura submetido aos pré-tratamento
alcalino (ALC) e hidrotérmico (HID) nos tempo de 7, 30 e 60 minutos e 0s respectivos

resultados de liberacdo de acuUcares redutores totais (ART), glicose e porcentagem de

digestéo de celulose.

ART Glicose Digestéo
Tratamento (mg/g BCA) (mg/g BCA) (%)
IN ALC 7 339,60 + 8,38 255,60 + 12,77 52,16 + 0,17
IN ALC 30 394,69 + 11,08 320,48 + 13,03 57,09 +1,19
IN ALC 60 387,59 + 15,87 384,29 + 13,02 70,46 + 0,25
IN HID 7 86,07 + 6,10 83,05+ 1,15 16,79 + 0,01
IN HID 30 104,69 + 18,44 97,70 + 12,85 19,30 + 3,08
IN HID 60 95,52 +7,38 101,53 + 10,47 21,20+ 1,45

Fonte: elaborado pelo autor

Tabela 6- Hidrélise enzimatica (72 h) do BCA explodido submetido aos pré-tratamento
alcalino (ALC) e hidrotérmico (HID) nos tempo de 7, 30 e 60 minutos e 0s respectivos

resultados de liberacdo de acucares redutores totais (ART), glicose e porcentagem de

digestéo de celulose.

ART Glicose Digestéo
Tratamento (mg/g BCA) (mg/g BCA) (%)
EXP ALC 7 249,92 + 21,54 248,63 + 11,51 37,79 + 1,68
EXP ALC 30 290,01 + 11,52 247,21 + 6,16 39,44 + 0,53
EXP ALC 60 319,67 + 14,51 313,50 + 8,85 48,97 + 1,44
EXP HID 7 174,78 + 12,20 183,40 + 10,16 32,56 + 2,26
EXP HID 30 223,58 + 26,76 250,28 + 12,14 37,35+1,35
EXP HID 60 238,01 + 18,68 210,70 + 18,62 32,56 + 2,25

Fonte: elaborado pelo autor

De acordo com as tabelas 5 e 6, os resultados mostram que o pré-tratamento
alcalino em ambos os materiais (BCA in natura e explodido), possibilita uma maior
acdo das enzimas, liberando uma quantidade maior de ART e glicose, comparado
com o pré-tratamento hidrotérmico em todos os tempos (7, 30 e 60 minutos).

48



Verifica-se que a quantidade de acucares redutores totais (ART) e glicose
liberada na hidrélise enzimatica sdo muito semelhantes em todas as condicdes
testadas tanto para o BCA in natura como para o BCA explodido, indicando que as
enzimas adicionadas no processo atuaram principalmente na celulose e
converteram os oligossacarideos formados, durante 72 horas de hidrdlise, em
glicose. Também podemos observar nessas tabelas, que no BCA in natura
submetido ao pré-tratamento alcalino, a porcentagem de digestao de celulose variou
de 52% a 70% enquanto que para o BCA explodido pré-tratado com alcali, a
variacao ficou em torno de 33% a 37%. Uma explicagdo para o aumento da hidrdlise
no BCA in natura, tratado com Ca(OH),, pode ser a quebra das ligacdes da lignina-
carboidrato e/ou a remocéo de parte da lignina.

Outro fator que também influenciou a hidrélise enzimatica do BCA é o tempo
de pré-tratamento alcalino e hidrotérmico (7, 30 e 60 minutos), constatou-se que 0
aumento dessa variavel resulta em uma maior liberacdo de acuUcares e
consequentemente um aumento da digestao da celulose.

Rabelo, Maciel Filho e Costa (2008) obtiveram uma taxa de digestdo da
celulose de 36% no BCA in natura pré-tratado com 0,1 g Ca(OH),/g BCA a 70 °C por
12 horas. No presente trabalho a porcentagem de digestdo da celulose foi maior,
52% para o BCA in natura pré-tratado com a mesma carga de Ca(OH), por 7
minutos a 120 °C.

Chang, Nagwany e Holtzapple (1998) submeteram o BCA (peneirado) a um
pré-tratamento com 0,1g Ca(OH)./g BCA a 120 °C por 1 hora e obtiveram uma
producéo de glicose de 300 mg/g BCA ap6s uma hidrélise de 72 horas com a carga
de 5 FPU/g BCA. Comparado ao presente trabalho, o rendimento em glicose foi
muito semelhante (320 mg/g BCA) usando BCA in natura pré-tratado com a mesma
carga de Ca(OH), e temperatura por um tempo menor de pré-tratamento (30
minutos), porém com uma carga enzimatica de 15 FPU/g BCA na hidrolise de 72
horas.

Nao h& estudos na literatura usando o BCA submetido a explosdo a vapor e
tratado com Ca(OH),. Silva et al., (2011) avaliaram o BCA explodido e deslignificado
com NaOH 1% (m/v) a 100 °C por 1 h e conseguiram 89% de digestao da celulose.
Esse trabalho obteve 49% de digestédo de celulose para o BCA explodido submetido
a uma deslignificacdo alcalina com Ca(OH), a 1% (m/v) a 120 °C por 1 h, porém
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obteve 70% de digestdo de celulose para o BCA in natura submetido as mesmas
condic¢des de deslignificagao.

Foram feitas andlises estatisticas para o estudo das diferentes condi¢Ges de
pré-tratamento na digestdo da celulose. Para melhor entendimento da efetividade
das variaveis testadas no processo, foram analisadas todas as condi¢cdes de pré-
tratamento e considerada como resposta a porcentagem de digestdo de celulose. A
partir dos resultados apresentados na tabela 8 (no apéndice), verifica-se que todas
as variaveis estudadas e suas interacfes sao estatisticamente significativas, ou seja,
interferem na quantidade de aguUcares liberada no processo de hidrolise enzimatica.

A figura 18 apresenta o grafico dos principais efeitos dos fatores estudados,
ao analisar esse grafico verifica-se que quanto mais afastados do ponto médio maior
a influéncia dos fatores.

Pela analise da figura 18 foi possivel observar que para ambos os BCAs
estudados o uso do Ca(OH), tem um efeito de grande magnitude na digestdo da
celulose. Também se verifica que 0 aumento do tempo de pré-tratamento promove o
aumento da hidrélise enzimatica e o BCA in natura atinge maior porcentagem de

digestéo da celulose do que o BCA explodido.

Figura 18- Principais efeitos sobre a porcentagem de digestdo da celulose.
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Fonte: elaborado pelo préprio autor.
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A figura 19 apresenta o grafico que analisa as interacdes entre os fatores

estudados. Para analisar os graficos € importante salientar que existe interacao,

guando o efeito de uma variavel independente sobre a variavel resposta depende do

valor (nivel) de alguma outra incluida no delineamento experimental. Em outras

palavras, o teste de interacdo da énfase na questdo de se o efeito de um fator € o

mesmo para cada nivel do outro fator, ou se o efeito de um fator ndo € o mesmo

para cada nivel do outro fator. Portanto, quando as linhas estao paralelas, indica que

nao houve interacdo entre os fatores observados. Pela analise desta figura,

verificou-se que ha interacdo entre os fatores estudados, resultado que esta de

acordo com a analise de variancia apresentada na tabela 8, no apéndice.

Figura 19 — Efeito das interacdes sobre a variavel de resposta porcentagem de digestdo da

celulose.

Material

Efeito das interacgoes

- 60 M aterial
—@— IN
—MB— EXP
—a - 40 R
_——= - M aterial
—@— IN
—m— EXP
- 20
] L
_ 60 Tratamento
7 —@— HID
-
— — —8 —l— ALC
Tratamento - 40
- 20

Tempo

Fonte: elaborado pelo autor

O efeito de interacdo mais pronunciado ocorreu entre o material e 0

tratamento, ou seja, a utilizagcdo do Ca(OH), no BCA in natura resultou em maiores
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resultados de digestdo da celulose. Ao analisar a interacdo do tempo com o material,
constatou-se que somente o tempo de 60 minutos apresentou valores diferentes de
digestdo em ambos os materiais, apresentando melhor resultado para o BCA in
natura. Com relacdo a interacdo entre o tratamento e o tempo, verificou-se que o
tratamento alcalino atingiu maior porcentagem de digestdo da celulose que o
hidrotérmico, sendo que os melhores tempos foram 30 e 60 minutos

respectivamente para os tratamentos alcalino e hidrotérmico.

4.5 Efeito da composicado do material na hidrélise enzimatica

As diferentes estratégias de pré-tratamento disponiveis atualmente variam
com relacdo ao pH, temperatura e tempo de pré-tratamento. Essas variacdes nas
condicbes afetam a severidade do pré-tratamento e a composicdo da biomassa,
resultando em diferentes taxas de hidrélise enzimatica.

As figuras 20, 21 e 22 apresentam a analise composicional dos BCAs (in
natura e explodido) submetido ao pré-tratamento alcalino e hidrotérmico nos tempos

de 7, 30 e 60 minutos e a porcentagem de digestdo da celulose para cada amostra.
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Figura 20- Andlise composicional para o BCA in natura (IN) e explodido (EXP), para

o0 pré-tratamento alcalino (ALC) e hidrotérmico (HID) no tempo de 7 minutos.

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 21- Andlise composicional para o BCA in natura (IN) e explodido(EXP), para o

pré-tratamento alcalino (ALC) e hidrotérmico (HID) no tempo de 30 minutos.

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 22- Analise composicional para o BCA in natura (IN) e explodido (EXP), para

0 pré-tratamento alcalino (ALC) e hidrotérmico (HID) no tempo de 60 minutos.

Fonte: elaborado pelo autor

A analise composicional da fibra insollivel do bagaco in natura e explodido
submetidos a todas as condicdes de pré-tratamentos mostrou 0 mesmo
comportamento, verificou-se que a diminuicdo do teor de hemicelulose e lignina
facilitou o acesso das enzimas ao substrato, aumentando a porcentagem de
digestdo da celulose (Figuras 20, 21 e 22). A maior porcentagem de digestdo da
celulose (70%) foi obtida no BCA in natura pré-tratado com Ca(OH), por 60 minutos,
provavelmente devido a solubilizagdo da lignina, a qual atingiu 18 a 30% de
deslignificacdo para o BCA in natura, enquanto que para o BCA explodido a lignina
nao foi solubilizada.

Ramos (2003) descreve que a lignina é modificada durante o pré-tratamento
de explosdo a vapor, ocorrendo uma redistribuicdo dessa lignina nas fibras de
celulose, esse processo ocasiona uma diminuicdo da acessibilidade das enzimas ao
substrato.

Para o BCA in natura, o pré-tratamento com Ca(OH), aumentou a
porcentagem de digestdo da celulose em todos os tempos testados, atingindo de 3 a
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3,3 vezes de aumento comparado com o pré-tratamento hidrotérmico no mesmo
material.

Para o BCA explodido, verifica-se que o pré-tratamento com alcali por 7 e 30
minutos ndo aumentou a porcentagem da hidrélise enzimatica comparado ao pré-
tratamento hidrotérmico, somente para o tempo de 60 minutos observa-se um
aumento de 50% na digestdo da celulose, o que pode estar relacionado com uma
maior solubilizacdo da hemicelulose (11 a 19%) observada no maior tempo de pré-
tratamento. Para o BCA in natura foi obtida uma deslignificagcdo de 17 a 30% pelo
pré-tratamento alcalino e ocorreu um aumento de 3,2 a 4,3 vezes na digestibilidade
da celulose quando comparado ao BCA in natura sem pré-tratamento (controle). Os
resultados obtidos nesse trabalho estdo de acordo com a literatura.

Chang et al., (2001) afirmaram que o aumento do rendimento da hidrolise
enzimatica é dependente da reducéo do contetdo da lignina, esse componente atua
como uma barreira e sua remocao facilita o acesso enzimatico ao substrato.
Também foi citado por Chang et al., (2001) que o grau de ruptura da celulose
cristalina, ou seja, o aumento da porosidade do material influencia no maior
rendimento da hidrolise enzimatica. Xu et al.,, (2010) e Xu e Cheng, (2011),
observaram que a maior digestibilidade do material lignocelulésico esta relacionada
com o aumento da porosidade ocasionada pelo pré-tratamento e que o tratamento
com Ca(OH), promove um aumento da porosidade da biomassa a medida que
aumenta o tempo de pré-tratamento. Por outro lado Wang et al., (2011), trabalhando
com uma espécie de graminea (Coastal Bermudagrass), estudaram as diferencas
dos pré-tratamentos utilizando NaOH e Ca(OH), e mostraram que ndo € necessaria
uma grande remocéo da lignina para aumentar a producao de aclcares.

Outro fator analisado foi o pH atingido pelos diferentes pré-tratamentos
testados nesse trabalho (figura 23), verifica-se que o BCA explodido e in natura
submetidos ao pré-tratamento hidrotérmico atingiram valores de pH entre 3,7 e 5,4
enquanto que o material pré-tratado com Ca(OH), o pH ficou entre 8,7 a 11,75.

Observa-se que a reducdo de pH foi mais pronunciada no BCA explodido
submetido ao pré-tratamento hidrotérmico. Segundo Mosier et al., (2005) o pré-
tratamento de explosdo a vapor e o pré tratamento hidrotérmico geram acidos
derivados de grupos acetil e outros presentes na hemicelulose. Nesse trabalho foi
utilizado o BCA explodido e apds a explosdo a vapor esse material nao foi lavado,
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dessa maneira os acidos gerados no processo ficaram retidos no bagago. Ao realizar
o pré-tratamento alcalino no BCA explodido, os acidos acumulados diminuiram o pH
da solucdo de hidroxido de célcio, resultando em um pré-tratamento com uma

capacidade inferior de solubilizagéo da lignina.

Figura 23- Valores de pH ap0s o pré-tratamento alcalino (ALC) ou hidrotérmico
(HID), no BCA in natura (IN) e explodido (EXP).
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Fonte: elaborado pelo autor

4.6 Andlise estrutural do bagaco pré-tratado por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV)

Foram realizadas analises microscopicas (MEV) dos BCAs in natura e
explodido (sem pré-tratamento e com pré-tratamento alcalino). Os resultados
mostraram que a explosdo promoveu uma fragmentacao da estrutura morfolégica do
material lignoceluldsico e a fragmentacao foi intensificada quando esse material foi
submetido ao pré-tratamento com Ca(OH),,

A analise microscopica do BCA in natura sem pré-tratamento mostra que as
fiboras estdo bem unidas, o mesmo BCA submetido ao pré-tratamento alcalino
apresenta uma pequena fragmentacgéo das fibras, no entanto essa desestruturagéo

€ inferior ao BCA explodido. Apesar de o BCA explodido ter uma alta fragmentacao,
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esse material atingiu resultados de hidrolise enzimatica inferior ao BCA in natura
submetido ao pré-tratamento alcalino, isso pode ser devido a redeposicdo ou
repolimerizacdo da lignina solubilizada durante a explosdo a vapor, dificultando o
acesso das enzimas ao substrato.

Figura 24 - Fotomicrografia do BCA in natura sem pré-tratamento.
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 25 - Fotomicrografia do BCA explodido sem pré-tratamento.
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Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 26 - Fotomicrografia do BCA explodido com pré-tratamento alcalino por 60 minutos.
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 27 - Fotomicrografia do BCA in natura com pré-tratamento alcalino por 30 minutos.
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Fonte: elaborado pelo autor

4.7 Avaliacao do efeito sinergistico entre os pré-tratamentos

Por meio da andlise dos parametros de porcentagem de digestdo da celulose

e liberacéo de glicose, foi construido um gréfico (figura 28) que mostra o efeito dos
pré-tratamentos no BCA in natura e explodido. Os dados de todos os tempos
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testados para os diferentes pré-tratamentos estdo agrupados, sendo que a area de
cada esfera expressa o efeito que o tempo tem sobre os parametros analisados.
Verifica-se que as maiores porcentagens da hidrélise enzimatica foram

obtidas para ambos os materiais pré-tratados com Ca(OH), .

Figura 28- Avaliacédo do efeito dos pré-tratamentos nas diferentes formas do BCA.
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Fonte: elaborado pelo autor

O efeito mais pronunciado do pré-tratamento com Ca(OH), na hidrdlise
enzimatica do BCA in natura pode estar relacionado com os teores dos
componentes (celulose, hemicelulose e lignina) que formam o material e como eles
estdo organizados. Os resultados das andlises composicionais (Tabelas 3 e 4),
comparando o material sem pré-tratamento com o pré-tratado, mostraram que o BCA
in natura é mais susceptivel as alteracbes das fracdes constituintes quando
submetido aos pré-tratamentos. Pode-se verificar pelos resultados obtidos nesse
trabalho, que a utilizacdo do Ca(OH), no BCA in natura apresentou os melhores
resultados de hidrélise enziméatica em todos os tempos de pré-tratamento testados
enquanto que para o pré-tratamento hidrotérmico o efeito do tempo foi pouco
acentuado, ou seja, o tempo de pré-tratamento exerce uma maior influéncia na
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presenca do Ca(OH),. O parametro tempo é muito importante para uma analise
econdmica do processo, ou seja, para avaliar se o aumento de glicose obtido na
etapa de hidrolise enzimatica compensa o gasto energético da utilizacdo de tempos

maiores de pré-tratamento.

O grande desafio para viabilizar a producdo do etanol de segunda geracéo
consiste em determinar a melhor opgdo de disponibilizar a glicose a partir da
hidrolise da celulose em termos de custo global. O uso do BCA in natura traz uma
série de beneficios, como a aplicacdo integral da matéria-prima e a diminuicdo de
uma operacao unitaria na etapa de hidrdlise, o que simplifica o processo e resulta
em reducdo de custos. E a utilizacdo do Ca(OH), comparado com outros alcalis
oferece diversas vantagens, como menor preco que o0s outros alcalis, baixa
toxicidade para o meio ambiente e a facilidade de tratamento e recuperacdo do

residuo.

4.8 Otimizagao da sacarificagao

Com o intuito de determinar uma carga enzimatica minima capaz de levar a
um alto rendimento de acguUcares fermentesciveis foi feito um estudo sobre o efeito do
uso do surfactante Tween 80 na sacarificacao.

Tem sido reportado na literatura que a adicdo de surfactantes n&o-idnicos,
particulamente Tween, melhoram efetivamente a atividade da celulase (CASTANON;
WILKE, 1981; HELLE; DUFF; COOPER, 1993; KAYA; HEITMANN; JOYCE, 1995;
PARK et al., 1992 apud KAAR; HOLTZAPPLE, 1998). Varios mecanismos tem sido
propostos para explicar a ag¢do benéfica da adicdo do surfactante durante o
processo de hidrélise enzimética: (I) o surfactante altera a ultra-estrutura do
substrato, tornando a celulose mais acessivel para o ataque enzimatico (HELLE et
al., 1993); (ll) o surfactante aumenta a estabilidade da enzima pela reducdo da
desnaturacao térmica ou mecanica (KAAR; HOLTZAPPLE, 1998; PARK et al.,
1992); (Ill) o surfactante afeta a interagdo enzima-substrato, prevenindo a inativagédo
das enzimas adsorvidas (HELLE; DUFF; COOPER, 1993; KAAR; HOLTZAPPLE,
1998; CASTANON; WILKER, 1981; ERIKSSON; ORJESSON; TJERNELD, 2002) e
(IV) o surfactante previne a adsor¢cdo da enzima na lignina (ERIKSSON;

ORJESSON; TIERNELD, 2002) apud MESA et al, 2010.
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Em funcdo dos resultados obtidos anteriormente, foi selecionado o BCA in
natura pré-tratado com Ca(OH), por 30 minutos. A sacarificacdo foi otimizada
testando trés niveis de carga (5, 10 e 15 FPU/g BCA) e trés niveis de surfactante
(0%, 5% e 10%), no periodo de 24 horas. A relacdo das cargas enzimatica de
celulase e B-glicosidase (1:5) foi mantida para as diferentes cargas de celulases
estudadas. Foi escolhido o surfactante Tween pelo fato deste nao ser toxico, sendo
adequado para o uso em processos biotecnoldgicos. Foi analisada somente a
liberacdo de glicose, ja que este carboidrato é utlizado pela levedura
Saccharomyces cerevisiae para a producdo de etanol de segunda geracdo. A
otimizacdo foi realizada por meio de um planejamento experimental superficie
resposta, utilizando o delineamento composto central face centrada (DCCF). Nesse
delineamento os pontos axiais se encontram nos niveis intermediarios dos fatores,
com o valor de a (alfa) igual a 1. Os pontos axiais do planejamento experimental
(ensaios de 1 a 6) foram realizados em duplicata.

A tabela 7 mostra as condicfes testadas para cada ensaio com a respectiva
concentracéo de glicose e ART liberados.

Analisando a tabela 7 verifica-se que os maiores rendimentos de glicose
foram obtidos no ponto central do planejamento, ou seja, os valores das variaveis
estavam no ponto médio, que corresponde a uma carga enzimatica de 10 FPU/g
BCA e 5% de tween (g/g).

A partir das anadlises estatisticas dos dados referentes a liberacdo de glicose,
verifica-se que o0 modelo quadratico € o que mais se ajusta aos dados e tem
significancia estatistica ao nivel de 95%, apresentando o menor valor-P (0,003).
Como mostrado na tabela 10 (no apéndice) foi obtido um coeficiente de correlagéao
(R? de 0,7, mostrando que 70% da variabilidade dos dados foram explicados pela
equacédo empirica proposta. As tabelas 10 e 11 (no apéndice), mostram a andlise de
variancia (ANOVA) e os coeficientes regressdo da equagcdao. O modelo obtido néo
mostrou falta de ajuste, atingindo um p-valor de 0,744.
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Tabela 7 - Matriz de planejamento apresentando os rendimentos de glicose e aclcares

redutores (ART) ap0s hidrélise do BCA in natura pré-tratado com Ca(OH), por 30 minutos a

120 °C.
Carga FPU/g BCA Glicose Acucar redutor
Ensaio pré-tratado % Tween (g/q) [Gli] mg/g BCA [ART] mg/gBCA
1 5 0 193,44 216,82
2 15 0 225,82 274,06
3 5 10 242,60 317,95
4 15 10 283,25 342,47
5 5 5 280,42 410,68
6 15 5 294,72 469,75
7 10 0 239,81 311,08
8 10 10 260,45 521,60
9 10 5 285,26 428,22
10 10 5 345,06 404,09
11 10 5 307,71 455,86
12 10 5 356,40 422,72
13 10 5 347,10 516,79

Fonte: elaborado pelo autor

Com os valores do coeficiente de regressdo pode-se estimar a equacao 4

abaixo, onde a carga de enzima utlizada est4 representada como (C) e a

concentragéo de surfactante como (S).

Glicose (mg/g biomassa)= 107,36 + 23,46 (C) + 29,80 (S) - 1,048 (C)?

- 2,657 (S)* + 0,083 (C.S)

(4)

A partir desta equacdo foram construidos os gréficos de superficie de

resposta (Figura 30) e curva de nivel (Figura 29). A curva de nivel mostra que a

regido central, com producdo de glicose acima de 320 mg/g de BCA, foi obtida

utilizando valores de celulase que variaram de 8,5 a 13,5 FPU/g de BCA e

concentragcdes de tween de 4 a 7% (g/g). Estes resultados estdo de acordo com 0s

valores 6timos de carga enzimatica (10 FPU/g BCA) e concentracdo de tween (5%)

obtidos na tabela 7.
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Eriksson, Orjesson e Tjerneld (2002) testaram o efeito da adicdo de diversos

surfactantes na hidrélise enzimatica de madeira (abeto vermelho), os resultados

mostraram que os surfactantes nao iénicos, principalmente Tween (20 e 80) e Triton

promoveram um aumento no rendimento da hidrélise enzimatica.

Figura 29- Curva de nivel descrita pela equacéao 4

Curva de Nivel

|
Bl 200
B 220

240
260

B 280
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T
5,0 7,5 10,0

B 300 -

Glicose

200
220
240
260
280
300
320
320

Fonte: elaborado pelo autor

Santos et al., (2010) avaliaram o efeito da concentracdo de Tween 20 na

hidrélise enzimatica do BCA pré-tratado com acido sulfirico. Foram testadas

concentracbes de Tween de 0 a 0,1 g/g de biomassa e dois coquetéis enzimaticos

com carga de celulase variando de 1,1 a 38 FPU/g biomassa. Para ambos os

coquetéis testados, os resultados mostraram que quanto maior a concentracdo

maior o rendimento da hidrélise enzimatica.
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Figura 30- Superficie de resposta descrita pela equacéo 4.

Superficie de resposta

320

280
Glicose

240

200

15

Carga

Fonte: elaborado pelo autor

Com os resultados obtidos nesse trabalho foi possivel estabelecer que a
condicdo otimizada para a sacarificagdo do BCA submetido ao pré-tratamento
alcalino por 30 minutos, foi de 10 FPU/g bagaco e 5% (g/g) de tween em 24 horas
de hidrélise, essa condicdo obteve aproximadamente o mesmo rendimento de
glicose comparada com a hidrélise realizada no mesmo material, utilizando 15

FPU/g bagaco e o tempo de 72 horas de hidrélise.
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5. CONCLUSOES

1)

2)

3)

Em funcéo dos resultados obtidos nesse trabalho foi possivel concluir que:

O tipo de bagaco (in natura ou explodido), a forma de pré- tratamento e 0
tempo influenciaram na composicdo dos teores de celulose, hemicelulose e
lignina, sendo que a maior taxa de deslignificacéo foi obtida para o bagaco in
natura submetido ao tratamento com Ca(OH), por 60 minutos.

Em relacdo a hidrélise enzimatica, dentre as condicdes testadas de pré-
tratamento, 0 bagaco in natura submetido ao tratamento alcalino atingiu as
maiores taxas de digestdo da celulose, independente do tempo de pré-
tratamento. Este resultado indica que o pré-tratamento com Ca(OH), no

bagaco in natura tornou o material mais acessivel as enzimas celuloliticas.

A otimizagdo do processo de hidrdlise enzimatica no bagacgo in natura,
submetido ao tratamento alcalino, mostrou que o uso do surfactante Tween
80 (5% m/m) permitiu reduzir a quantidade de enzima utilizada de 15 FPU/g
BCA para 10 FPU/g BCA e o tempo de hidrolise de 72 horas para 24 horas, 0
gue possibilita uma reducdo de custos no processo de producédo do etanol

celulbsico.
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APENDICE

Tabela 3a- Analise de variancia para a porcentagem de celulose para o BCA in natura no
pré-tratamento alcalino e hidrotérmico.

Source DF Seqg SS
Tratamento 1 56,047
Tempo 2 10,007
Tratamento*Tempo 2 19,084
Error 6 5,309
Total 11 90,447

Adj SS
56,047
10,007
19,084
5,309

Adj MS
56,047
5,004
9,542
0,885

F
63,35
5,66
10,79

P

0,000
0,042
0,010

Tabela 3b- Andlise de variancia para a porcentagem de hemicelulose para o BCA in natura
no pré-tratamento alcalino e hidrotérmico.

Source DF Seqg SS
Tratamento 1 1,519
Tempo 2 34,368
Tratamento*Tempo 2 2,437
Error 6 11,065
Total 11 49,390

Adj SS
1,519
34,368
2,437
11,065

Adj MS
1,519
17,184
1,219
1,844

F P
0,82 0,399
9,32 0,014
0,66 0,550

Tabela 3c- Analise de variancia para a porcentagem de lignina para o BCA in natura no pré-
tratamento alcalino e hidrotérmico.

Source DF Seqg SS
Tratamento 1 89,269
Tempo 2 6,571
Tratamento*Tempo 2 4,051
Error 6 1,555
Total 11 101,446

Adj SS
89,269
6,571
4,051
1,555

Adj MS
89,269
3,286
2,025
0,259

F
344,39
12,68
7,81

P
0,000
0,007
0,021

Tabela 4a- Andlise de variancia para a porcentagem de celulose para o BCA explodido no
pré-tratamento alcalino e hidrotérmico.

Source DF Seqg SS
Tratamento 1 0,039
Tempo 2 4,450
Tratamento*Tempo 2 3,147
Error 6 19,960
Total 11 27,597

Adj SS
0,039
4,450
3,147

19,960

Adj MS
0,039
2,225
1,574
3,327

F P
0,01 0,917
0,67 0,547
0,47 0,645

Tabela 4b - Andlise de variancia para a porcentagem de hemicelulose para o BCA explodido
no pré-tratamento alcalino e hidrotérmico.

Source DF Seqg SS
Tratamento 1 0,1307
Tempo 2 14,3424
Tratamento*Tempo 2 6,0895
Error [ 2,9253
Total 11 23,4879

Adj SS
0,1307
14,3424
6,0895
2,9253

Adj MS
0,1307
7,1712
3,0447
0,4875

F
0,27
14,71
6,24

P
0,623
0,005
0,034
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Tabela 4c - Andlise de variancia para a porcentagem de lignina para o BCA explodido no

pré-tratamento alcalino e hidrotérmico.

Source DF
Tratamento 1
Tempo 2
Tratamento*Tempo 2
Error 6
Total 11

Seqg SS
0,2598
0,6067
1,6261
5,6418
8,1345

Adj SS
0,2598
0,6067
1,6261
5,6418

Adj MS
0,2598 0
0,3033 0
0,8131 0
0,9403

F
;28
;32
, 86

P

0,618
0,736
0,468

Tabela 8 — Analise de variancia para a porcentagem de digestao de celulose.

Source

Material

Tratamento

Tempo
Material*Tratamento
Material*Tempo
Tratamento*Tempo

D

NN N

Seq SS
58,83
3829,49
415,73
1679, 94
34,08
259,11

Adj SS

58,83
3829, 49
415,73
1679, 94

34,08
259,11

Adj MS F

58,83 22,71
3829,49 1478,65
207,87 80,26
1679, 94 648, 66
17,04 6,58

129,55 50,02

Tabela 9— Andlise de variancia para o ajuste do modelo.

g
=

Source
Regression
Linear
Square
Interaction
Residual Error
Lack-of-Fit
Pure Error
Total

N W IEDNDDN O

[

Seqg SS
24519,0
3737,5
20764, 4
17,1
5116,1
1243, 4
3872,7
29635,1

Adj SS
24519,0
12282, 3
20764, 4

17,1

5116, 1

1243,4

3872,7

Adj MS
4903, 8
6141,2
10382, 2
17,1
730, 9
414,5
968, 2

F
6,71
8,40

14,21
0,02

0,43

P
0,013
0,014
0,003
0,883

0,744

P
0,000
0,000
0,000
0,000
0,012
0,000

Tabela 10 — Andlise de regressao dos coeficientes das variaveis do planejamento superficie
resposta para a massa de glicose liberada.

Term Coef
Constant 107,361
Carga 23,463
Tween 29,802
Carga*Carga -1,048
Tween*Tween -2,657
Carga*Tween 0,083

R® = 70,41%

SE Coef
66,3478
13,4737
88,7434
0,6507
0,6507
0,5407

T
1,618
1,741
3,409

-1,611
-4,084
0,153

P
0,150
0,125
0,011
0,151
0,005
0,883
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