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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi a otimizagao do pré-tratamento de bagaco de
cana com hidroxido de calcio para facilitar a hidrélise enzimatica posterior visando
a producéo de etanol de segunda geracao, além da obtencdo de dados cinéticos
experimentais na etapa do pré-tratamento e de hidrolise enzimatica para

posteriores estudos de modelagem.

O pré-tratamento foi realizado de acordo com um planejamento composto
central 2°,com o objetivo de avaliar a influéncia do tempo de pré-tratamento (h),
temperatura (°C) e concentragdo de hidroxido de calcio (p/p) na liberacdo de
agucares apos hidrolise. A maxima producdo de glicose foi de 228,45 mg/g
biomassa seca, correspondentes a 409,9 mg/g de biomassa seca de agucares
redutores totais (ART), com o pré-tratamento realizado a 90 °C, durante 90 h e
com uma carga de cal de 0,4 g/g biomassa seca.

A cinética do pré-tratamento foi obtida para diferentes temperaturas (60,
70, 80 e 90°C) e um modelo cinético foi determinado para a deslignificagcdo do
bagaco com cal como uma fungdo da temperatura. A energia de ativacdo da
reacao de deslignificagao foi estimada como 31,47 kJ/mol.

A determinagdo dos dados cinéticos durante a hidrélise enzimatica foi
realizada com bagaco pré-tratado nas condi¢gdes o6timas, variando a carga de
sélidos de 1 a 5% (p/v), com uma concentragao fixa de enzima de 500 FPU/L de
celulase e 500 CBU/L de B-glicosidase. Os resultados mostraram rendimentos
glicosidicos proximos aos estequiométricos para a carga de soélidos de 1%.
Experimentos adicionais foram realizados fixando a concentracdo de bagaco em
3% e variando as concentragdes de celulase e B-glicosidase de acordo com um
planejamento 2% + configuragdo composto central. Esta analise mostrou que o
aumento das concentragdes de celulase e B-glicosidase tiveram efeito positivo até
475 FPU/L e 750 CBU/L, respectivamente, e a partir deste ponto um aumento das

concentragdes resultou em uma diminuigdo de rendimento.
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ABSTRACT

The objective of this work was the optimization of the pretreatment of
sugarcane bagasse with calcium hydroxide to enhance the subsequent enzymatic
hydrolysis aiming at the production of second generation ethanol, as well as the
determination of experimental kinetic data of the pretreatment stage and of the

enzymatic hydrolysis for posterior modeling studies.

The pretreatment was performed, according to a 2% central composite
design, in order to evaluate the influence of pretreatment time (h), temperature (°C)
and calcium hydroxide concentration (Ca(OH),).The maximum glucose yield was
228.45mg/g raw biomass, corresponding to 409.9 mg/g raw biomass of total
reducing sugars (TRS), with the pretreatment performed at 90 °C, for 90 h and with
a lime loading of 0.4g/g dry biomass.

Kinetic data of the pretreatment were obtained for different temperatures
(60, 70, 80 and 90 °C) and a kinetic model for bagasse delignification with lime as
a function of temperature was determined. The kinetic model was empirically
established as a first-order reaction corresponding to the bulk phase for
pretreatment time up to 108 h. The activation energy for the delignification reaction

was estimated at 31.47 kdJ/mol.

The kinetic data of the enzymatic hydrolysis were obtained with bagasse
pretreated in the optimal conditions, varying solids loading from 1 to 5% (m/v) with
500 FPU/L of cellulase and 500 CBU/L of B-glucosidase. The results show that
glycosidic yields next to the stoichiometric are attained for solids loading of 1%.
Additional experiments were performed fixing the bagasse concentration at 3% and
varying celulase and p-glucosidase concentrations according to a 22 + star
configuration factorial design. This analysis shows that an increase in the
concentrations of cellulase and [B-glucosidase have a positive effect until up to a
point and from this point up (475 FPU/L and 750 CBUJL, respectively), increasing

concentrations resulted in a decrease in the yield.
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CAPITULO 1. INTRODUGAO

O crescimento econdmico mundial e o aumento na demanda de
energia gerado por este, estdo promovendo uma série de problemas sociais e
ambientais, cuja abordagem vem sendo feita com mais preocupagao e
seriedade. Com isto surge a necessidade de aumentar a produgao de energia
sustentavelmente, a partir de fontes renovaveis, tais como o etanol e o

biodiesel.

Nesse contexto a substituicdo de combustiveis fosseis por
biocombustiveis, para a geragcado de energia, tem sido uma alternativa cada vez
mais adotada, o que tem levado a uma série de perguntas sobre as
consequéncias que isto poderia ocasionar. Dentro destas se podem citar o
aumento de precos e diminuicdo da disponibilidade de alimentos, que poderia
estar sendo causada pela producéo de etanol a partir da cana de agucar e do
milho. Por este motivo, a produgdo de biocombustiveis de segunda geragéo

aparece como solucao deste problema.

Os biocombustiveis produzidos na atualidade estdo tendo impactos
positivos ambientalmente, tais como: a reducdo de emissbes nocivas,
eliminagéo do chumbo da gasolina e redugdes de emissdes de gases de efeito

estufa.

A producdo de alcool a partir da cana-de-acucar tem um efeito
altamente positivo, ja que este processo consume uma pequena quantidade de
combustiveis fésseis. De outro ponto de vista poderia ter impactos negativos,
como levar a destruicdo ou danificacido de areas de elevada biodiversidade,
desmatamento, degradacédo de solos e a contaminagdo ou esgotamento de

recursos hidricos.

O programa de etanol no Brasil tem substituido aproximadamente 1,5%
de toda a gasolina usada no mundo, e este numero ira provavelmente duplicar-
se com a expansdo em curso. Se a atual taxa de crescimento da producao de
etanol no Brasil se mantiver e se outros paises produtores de agucar seguirem
a via aprovada pelo Brasil, parece possivel que mais que 10% de toda a

gasolina usada no mundo possa ser substituida por biocombustiveis nos
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proximos 15-20 anos (GOLDEMBERG, 2008). Esta substituicdo poderia
acontecer em menor tempo com o aproveitamento do bagaco de cana, ja que
seria capaz de incrementar consideravelmente a oferta de alcool sem a
necessidade de aumentar a area de plantio de cana-de-agucar. O bagago
oferece outra grande vantagem por ter custo minimo, vir processado das

moendas, e estar pronto para uso no local (SHLITTLER, 2006).

O bagaco de cana-de-agucar € um material altamente energético. Sua
composi¢gao quimica o torna um material de elevado potencial tecnoldgico,

principalmente para a bioprodugao de etanol.

Para o uso de materiais lignocelulésicos como o bagago de cana para
a producdo de biocombustiveis, € necessario primeiramente submeter o
material a uma etapa de pré-tratamento para facilitar o posterior ataque
enzimatico. Esta é uma das etapas mais custosas devido a utilizacido de
reagentes de precgo elevado, além da geragao de produtos inibidores (caso de
pré-tratamentos acidos e explosao de vapor) para as etapas posteriores de

hidrolise e fermentacéo.

Na ultima década, a maior parte das investigagdes tem-se concentrado
no desenvolvimento de pré-tratamentos de baixo pre¢o e na minimizagao de
inibidores. Um dos pré-tratamentos quimicos que vém sendo considerados é o
realizado com hidroxido de calcio (cal), o qual apresenta diversas vantagens, ja
que o reagente € de baixo prego, seguro e existe a possibilidade de recuperar o
alcali na forma de carbonato de caélcio, através da sua reacao com didxido de
carbono produzido na etapa de fermentacao alcodlica. Este carbonato pode ser
recuperado em forma de hidréxido de calcio através de técnicas convencionais

estabelecidas na industria.

Por varias décadas a hidrolise dos materiais lignoceluldésicos e a
fermentagao posterior dos agucares resultantes, tem sido um grande desafio. A
etapa de hidrdlise atualmente é realizada por duas rotas: a hidrdlise acida ou
enzimatica. Na hidrolise acida, o material a ser hidrolisado & tratado com uma
solucéo de acido diluido ou concentrado, em temperaturas acima de 70 °C por
algumas horas. Esta técnica apresenta grandes desvantagens devido a
formagao de compostos inibidores produzidos pela degradacao da celulose e

da lignina, entre eles estdo os derivados do furano, o furfural, os acidos
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alifaticos, acético, formico, derivados fendlicos, esterois, cera e outros. A outra
rota € a hidrélise enzimatica, a qual utiliza um complexo enzimatico de
celulases. Comparando a hidrélise enzimatica com acida a abordagem é
promissora, pois ela pode alcancar elevados rendimentos de acucares,
trabalha em condicdes menos drasticas de temperatura, pressao e
agressividade quimica, eliminando a necessidade de utilizar grandes
quantidades de produtos quimicos para tratar formacdo de subprodutos
inibitérios como acontece na hidrolise acida (PFEIFER et al., 1984; TRAN e
CHAMBERS, 1986,WYMAN, 1999).

Cada técnica tem suas vantagens e desvantagens, mas a hidrélise
enzimatica tem atraido maior interesse atualmente, por ser mais ecoldgica e
menos dependente de energia. No entanto, a especificidade e necessidades
metabdlicas dos microrganismos e os altos consumos de agua para este
processo sao dificuldades que tornam o processo ainda inviavel, e é por isso
que pesquisas que buscam solucionar estes problemas tém sido de grande

interese.

1.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é a otimizagado do pré-tratamento de bagago
de cana com hidréxido de célcio para a producdo de etanol de segunda
geragao, através do uso de planejamentos experimentais e da metodologia de
superficies de resposta, além da obtencédo de dados cinéticos experimentais na
etapa do pré-tratamento e na hidrdlise enzimatica para posteriores estudos de

modelagem.

1.1.1. Objetivos especificos
e Caracterizar quimicamente o bagago de cana, antes e apos o pré-

tratamento.

e Avaliar a influéncia das variaveis como o tempo, temperatura e
concentracdo de cal durante o pré-tratamento na liberacdo de acucares

apés a hidrolise.
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o Determinar um modelo empirico estatistico que permita a otimizacdo do

rendimento da hidrélise em funcéo das variaveis de pré-tratamento.

e Obter a cinética da deslignificagcdo durante o pré-tratamento com cal a
diferentes temperaturas e determinar um modelo cinético para a

deslignificagdo do bagaco.

e Determinar dados cinéticos experimentais da hidrélise enzimatica com
variagdo de carga de sdlidos e carga enzimatica para posterior

desenvolvimento de um modelo matematico.

1.2. Organizagao do trabalho

O Capitulo 2 apresenta a “Revisao Bibliografica”, com os principais
conceitos sobre a composicao quimica da biomassa, os tipos de pré-tratamento
mais utilizados, tendo énfase no pré-tratamento com hidréxido de calcio, como
também uma revisdo dos conceitos principais de hidrélise enzimatica e da

forma de atuacao, das enzimas utilizadas.

No Capitulo 3, é apresentada a Metodologia Experimental com a

descricdo detalhada de cada procedimento realizado neste trabalho.

O Capitulo 4 apresenta os resultados da analise da influéncia da
agitacado no pré-tratamento, os resultados da otimizagdo das condi¢bes de pré-
tratamento realizada através de um planejamento de experimentos e uma
avaliacdo da influéncia do aumento da carga de solidos na etapa de pré-
tratamento. Sao apresentados também resultados da caracterizacdo do

bagaco, antes e apds o pré-tratamento.

No Capitulo 5 sdo mostrados os dados cinéticos obtidos durante a
etapa de pré-tratamento para diferentes temperaturas. Um modelo cinético é
proposto para descrever a deslignificacao do bagago no pré-tratamento com
hidroxido de calcio em fungcdo da temperatura, obtendo-se as constantes

cinéticas e energia de ativagao do processo.

O capitulo 6 apresenta dados cinéticos da hidrolise enzimatica do
bagaco de cana de acucar pré-tratado com cal. Na primeira etapa séo

realizados ensaios em triplicata com concentragao de enzimas fixa e variando a
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carga de sélidos. Numa segunda etapa a carga de sdélidos € mantida constante
e sao realizados experimentos variando as concentragbes de celulase e [-
glicosidase seguindo um planejamento composto central 2% com 3 repeticoes
no ponto central. Os resultados do planejamento sdo analisados usando o

software Statistica 7.0.
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CAPITULO 2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biomassa Lignocelulésica:

O uso da biomassa lignocelulésica como fonte de energia surgiu devido
a este ser o material mais abundante de nosso planeta, tendo origem em
residuos vegetais, florestais, animais, residuos solidos urbanos e industrias. A
biomassa lignoceluldsica, geralmente contém 30 - 45 % de celulose, 25 -30 %
de lignina, 25-30 % de hemicelulose, e uma pequena quantidade de cinzas e
extrativos. Esta composi¢cao varia em fungdo do tipo do material, como se

observa na tabela 2.1.

Tabela 2.1: Composigdao Quimica dos materiais lignoceluldsicos

Fontes Celulose Hemicelulose Lignina Extrativos
Lignocelul6sicos (%) (%) (%) (%)
Madeira dura 43-47 25-35 16-24 2-8
Madeira mole 40-44 25-29 25-31 1-5
Bagaco de cana 40 30 20 10
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3 n.d
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodéo 95 2 0,3 0,4
Juta 71,5 13,6 13,1 1,8
Palha de trigo 30 50 15 5
Ramie 76,2 16,7 0,7 6,4
Sisal 73,1 14,2 11 1,7

Fonte: HON, D.N. S, 1996, EL-MASRY, 1983; n.d.=ndo determinado

21.1. A Celulose

A celulose é o componente principal na parede celular vegetal, sendo
um homopolimero linear de alto peso molecular que contém uma parte amorfa
e outra altamente cristalina. Este polimero é formado por moléculas de anidro-
glicose (D-glicose) unidas por ligagdes do tipo B(1-4) glicosidicas, sendo sua
féormula geral (CeH100s),. Em sua estrutura, duas unidades de glicose
adjacente sao ligadas pela eliminacdo de uma molécula de H,O entre seus
grupos hidroxilicos, no carbono um e no carbono quatro, dando origem a
molécula de celobiose, a qual é a unidade repetitiva da celulose como se
mostra na figura 2.1 (FENGEL e WEGENER, 1989).
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As moléculas de celulose tém uma forte tendéncia a formar ligacoes
por unides de hidrogénio, cada unidade de glicose forma ligacdes
intramoleculares e intermoleculares. A existéncia destas ligagdes tem um efeito
importante na reatividade que apresentam as fibras celulésicas. As ligagdes
intermoleculares de hidrogénio permitem uma estrutura fibrilar terciaria de alta
cristalinidade. As zonas que apresentam elevada cristalinidade séo dificeis de
penetrar por solventes e reagentes. Por outro lado, as zonas relativamente
mais desordenadas (amorfas) sdo mais acessiveis e mais susceptiveis a todas
as reacgbes quimicas (e favorecem o inchamento que se limita unicamente a
regido amorfa da fibra - inchamento intercristalino- e ndo muda sua estrutura
cristalina). (OTT et. al., 1963; SCALLAN, 1971; GACEN e MAILLO, 1987;
GARCIA HORTAL,1994).

O alto grau de cristalinidade da porgéao cristalina da celulose confere
protecdo a célula e constitui um impedimento estérico (impossibilidade ou
dificuldade de reagir de uma molécula por seu tamanho e pelos angulos de
ligacdo de seus radicais) ao ataque de reagentes. Isto ndo acontece com a

celulose amorfa, que é mais facil de ser degradada pelos pré-tratamentos.

Celubiose Glicose

Figura 2.1: Férmula  estereoquimica da  Celulose (adaptada  de

http://www.Isbu.ac.uk/water/hyara.html)

2.1.2. Hemiceluloses
As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos com cadeias menores que
as da celulose e com uma estrutura linear ramificada. Os constituintes

monomeéricos das hemiceluloses sao pentoses (xilose, arabinose), galactose e
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acidos urbénicos (HOLTZAPPLE, 1993b). As hemiceluloses de folhosas e
resinosas diferem ndo s6 em percentagem, mas também, em composicao

quimica.

As xilanas sao da familia das hemiceluloses e sdo as mais abundantes
na parede celular das plantas. Representam entre 15-30%, e sao constituidas
por uma cadeia principal de unidades de B-D-xilopiranose unidas por ligagdes
B-(1—4), com ramificagdes de acido 4-O-metilglucurénico, unidos a cadeia

principal por ligagdes a-(1—2).

COOH
4]
HO
H xilose
CH

e

........ Osc
HO., OH .- 0., HO
P EAAS

0
OH
0 Hﬂw 0
~ 0
‘0_& OH OAc
AD

3

) .
0 .
---------

Figura 2.2: Férmula estereoquimica da hemicelulose

As hemiceluloses sdo estruturalmente mais parecidas com a celulose
do que com a lignina e sdo depositadas na parede celular em um estagio
anterior a lignificagdo. Sua estrutura apresenta ramificacbes e cadeias laterais
que interagem facilmente com a celulose, dando a estabilidade e flexibilidade
ao agregado (RAMOS 2003). Comparadas com a celulose, as hemiceluloses
apresentam maior susceptibilidade a hidrdlise acida, pois oferecem uma maior
acessibilidade aos acidos minerais comumente utilizados como catalisadores.
Esta reatividade €& usualmente atribuida ao carater amorfo destes
polissacarideos (SCHUERCH, 1963; FENGEL e WEGENER, 1989).

As hemiceluloses se encontram no bagago de cana-de-agucar na
proporcdo de 25% a 27% e quando sofrem hidrolise acida podem ser
decompostas em xilose, arabinose, acido urdnico e furfural (PATURAU, 1989).
O principal agucar encontrado nas hemiceluloses do bagaco é a xilose
(FENGEL e WEGWNER, 1989).
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2.1.3. Lignina

A lignina é, depois da celulose e hemicelulose, uma dos mais
abundantes macromolécula vegetal e se encontra presente na parede celular.
E um heteropolimero amorfo que consiste em trés diferentes unidades de
fenilpropanos (alcool p-cumarilico, alcool coferilico e alcool sinapilico) que sao
mantidos unidos por outro tipo de ligagdo. O obijetivo principal da lignina é dar
a planta apoio estrutural, impermeabilidade, resisténcia contra o ataque
microbiano e o estresse oxidativo. O heteropolimero amorfo ndo é soluvel em
agua e oticamente inativo, o que faz com que a degradagcao da lignina seja
dificil. (FENGEL e WEGENER, 1989)

A lignina, da mesma forma que a hemicelulose, comega a dissolver
aproximadamente a 180 °C em condigbes neutras (BOBLETER, 1994). A
solubilidade da lignina em acido, ou meios neutros ou alcalinos depende dos
precursores da lignina (figura 2.3) (GRABBER, 2005).

(IZI—IEOH CIZ[I-,OII CIL,OoII
I " I
CH CH CH
OCH; I,co OCH;
OH OH OH
I IT I11
alcool p-cumarilico alcool caoniferilico aleool sinapilico

Figura 2.3: Precursores da biossinteses da lignina: () alcool p-cumarilico; (Il) alcool
coniferilico; (1) alcool sinapilico. (FENGEL e WEGENER, 1989).

A estrutura da lignina ndo € homogénea, possui regides amorfas e
estruturas globulares (BIDLACK et al., 1992) . A composi¢cado e a organizagao
dos constituintes da lignina variam de uma espécie para outra, dependendo da

matriz de celulose-hemicelulose.

No processo da hidrdlise enzimatica dos materiais lignoceluldsicos e na
industria de papel e celulose, a lignina € um componente indesejavel e
geralmente € necessario remové-la por meio de tratamentos quimicos. Além de

ser a barreira fisica para as enzimas, as celulases podem ser irreversivelmente
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capturadas pela lignina e consequentemente influenciar na quantidade de
enzima requerida para a hidrélise, assim como dificultar a recuperagao da

enzima apos a hidrolise (LU et al., 2002)

2.1.4. Extrativos e outros

Os extraiveis sdo compostos organicos que nao residem na parede
celular da planta, sdo soluveis em agua, solventes organicos neutros, ou
volatilizados a vapor. O teor de extrativos em madeira de folhosas corresponde
a 3 a 10%, variando em torno de 5 a 8% para as madeiras de coniferas. Esses
constituintes sdao freqlientemente responsaveis por determinadas
caracteristicas da planta, como a cor, o cheiro, a resisténcia natural ao
apodrecimento, o sabor e as propriedades abrasivas (D ALMEIDA, 1998). Nos
extrativos podem ser encontrados gorduras, ceras, acidos graxos, alcodis,

esteroides e hidrocarbonetos de elevada massa molar.

Existem outros materiais que também n&o sdo comumente extraiveis
com os solventes mencionados e também ndo se encontram na parede celular,
tais como os compostos inorgénicos (cinzas), proteinas e substancias pécticas
(RAMOS, 2003).

2.2. A Estrutura dos materiais lignocelulésicos

Geralmente, a estrutura da parede celular é subdividida em parede
primaria, parede secundaria e parede terciaria, como pode ser observada na
figura 2.4. As distribuigbes da celulose, da hemicelulose e da lignina variam
consideravelmente entre as camadas (FENGEL e WEGENER, 1989). A lamela
média € uma camada fina localizada entre as células e nas madeiras maduras
esta quase inteiramente composta de lignina. Essa camada mantém as células
coesas e € a responsavel pela integridade estrutural do tecido das plantas. A
parede primaria em uma célula madura também € altamente lignificada. Esta &
a camada mais fina da parede celular e a primeira a ser depositada nas
células. As duas paredes primarias adjacentes e a lamela média sao
frequentemente chamadas lamela média composta. Do lado de dentro da
parede primaria, € formada a parede secundaria, em uma sequéncia de trés

lamelas, S1, S,, e S3. A camada central dessa parede, S, € usualmente mais
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grossa que as outras. Cada camada da parede secundaria contem
microfibrilas de celulose que se encontram mais ou menos paralelas umas as
outras. Essa orientacio resulta em uma disposicdo helicoidal, que pode ser
caracterizada de acordo com o angulo que as microfibrilas fazem com o eixo
longitudinal da célula. Como o angulo das microfibrilas varia entre as lamelas,

€ formada uma estrutura microfibrilar cruzada. (RAMOS, 1992).

Fibras celulose

< | Matriz A

"ﬁ lignina-cehilose S——

Figura 2.4: Modelo da estrutura da parede celular e relagdo da lignina, hemicelulose,
e celulose na parede secundaria da célula. LM= lamela media, P= parede primaria,
S1=parede secundaria 1, S2=parede secundaria 2, T=parede terciaria e WW=camada
de verrugas (KIRK e CULLEN, 1998, FENGEL e WENEGER, 1989).

2.3. A cana de agucar

A cana-de-agucar, cujo nome cientifico € Saccharum officinarum, é
uma das seis espécies do género Saccharum. Pertencem a imensa familia das

gramineas, que contém mais de 5.000 espécies de plantas.

A cana é composta por partes subterraneas e aéreas. Fazem parte da
subterranea as raizes e rizomas, e das aéreas: o colmo, as folhas e as flores.
Sua reproducéo se faz assexuadamente, isto &, através de colmos sementes
que, pela brotagdo de suas gemas, dao origem aos colmos primarios dos quais
surgirdo os secundarios, depois os terciarios, até a formagao de uma touceira
(SCHLITTLER, 2006). Pode atingir de 2 a 5 metros de altura, e apresentar

diferentes tonalidades de cor. E composta, principalmente, por 4gua e aclcares
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que se concentram nos colmos, sendo a sacarose o carboidrato predominante.
As fibras também sao abundantes e estao distribuidas por todo o vegetal, mas
com maior presenca nas partes duras. A composicdo quimica da cana é
bastante variavel quanto a proporcdo dos elementos; porém, quantitativa e
qualitativamente, exibe regularidades em todas as variedades. (SCHLITTLER,
2006)

2.3.1. O bagacgo de cana de agucar

O bagago de cana-de-agucar € um subproduto da cana de agucar,
remanescente da moagem dos colmos da cana-de-acucar. E obtido na saida
do ultimo moinho das usinas e destilarias, e constitui um conjunto de particulas
de diferentes tamanhos, que oscilam entre 1 e 25 mm, apresentando um
tamanho médio de 20 mm, o qual depende fundamentalmente do niumero de
moagens realizadas e do tamanho dos equipamentos (SCHLITTLER, 2006). A
morfologia do bagago se encontra relacionada com a estrutura da cana, onde
se encontram fibras exteriores do colmo ou da casca, feixes fibrovasculares e
outras formas fibrosas que dao resisténcia ao colmo vegetal. A figura 2.5
mostra a microscopia 6tica digital e eletrénica de varredura da estrutura da fibra
do bagaco. Na estrutura fibrosa do bagago encontram-se as fragbes
polissacaridicas constituidas basicamente de hemicelulose e celulose,
infiltradas por macromoléculas, de alcodis aromaticos, denominados ligninas
(LEE, 1997). Em menores propor¢gdes podem ser encontradas resinas,

taninos, acidos graxos, fenois, compostos nitrogenados e sais minerais.

A composicido quimica do bagaco depende das condi¢des climaticas a
que esteve exposta a cana como também do tipo de microrganismos. Segundo
CHESF, (1987), o bagaco € composto por 36% de celulose, 32% hemicelulose,
19% de lignina e 13% de ceras, proteinas e cinzas. SHLITTER, (2006)
apresenta diversas informacgdes reportadas na literatura do bagago, uma delas
€ o valor das densidades aparentes do bagagco em fung¢ao de sua fase: 80-120
kg/m?® solto, 280-320 kg/m® compactado e 120-140 kg/m® empilhado. A outra
informacdo €& sobre a composicdo elementar realizada pelo centro de
tecnologia canavieira (CTC), antigo centro COPERSUCAR em 2005, onde o

bagago mostrou estar constituido por 44,6% de carbono, 5,8% de hidrogénio,

12|Pagina



Dissertagdo de mestrado Laura Liliana Garzén Fuentes

44,5% de oxigénio, 0,6% de nitrogénio, 0,1% de enxofre e 4,4% de outros

elementos.

(a) (b)

Figura 2.5: Microscopia Otica digital (20um) (a), MEV da fibra do bagago de cana
(20um) (b) (SCHLITTLER, 2006).

Nos anos 2007/2008 a agroindustria sucroalcooleira brasileira,
composta por aproximadamente 350 usinas, processou 4,93x108 toneladas de
cana para produzir 2,2x10” m® de alcool. A quantidade de cana processada
gerou cerca de 1x10'? kg de bagaco (base imida) (dados UNICA 2008). Em
geral o processamento de uma tonelada de cana de agucar gera cerca de 280
Kg de bagago. Segundo GAMEZ et al. (2006), a utilizagdo do bagago
excedente viabilizaria economicamente o investimento necessario para adaptar
as usinas de agucar e alcool, resolvendo o problema de abastecimento da
industria  sucroalcooleira, oferecendo vantagens soécio-ambientais e
aumentando o rendimento econdémico do processo. Na figura 2.6 sao
mostradas as diferentes possibilidades de utilizagdo do excedente do bagaco

de cana visando a montagem de uma biorefinaria.
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Bagaco de
cana

Celulose Hemicelulose Lignina
| *
| | | |
; Polpa ’ ;
Glicose celulosica Furfural Acucares - Oleos
l. | | | |
Hidroximetil- Acidos .
celulose Organicos Etanol = Resinas - Etanol - Fenol
Acido . . Xilitol Resi
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Levulinico = Acido Maleico (S Manitol | Formaldeido
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Figura 2.6: Esquema de uma biorefinaria. Diversidade de opgdes na utilizagdo das
fragdes do bagaco. (SCHUCHARDT et al., 2001).

2.4. Pré-tratamento

Entre os passos cruciais na producdo de etanol estdo a hidrolise
enzimatica da celulose e a fermentacdo das hemiceluloses para a producao de
etanol. A presenga de lignina e de hemiceluloses torna o acesso a celulose
dificil, afetando a eficiéncia da hidrolise. O objetivo do pré-tratamento é
remover ou modificar a estrutura da lignina e das hemiceluloses para facilitar o
ataque enzimatico, evitando a degradagao da celulose. A figura 2.7 apresenta o
esquema das transformacdes que sofre a biomassa lignocelulésica durante o
pré-tratamento com a alteragao da estrutura e aumento da area superficial da

celulose.

A lenta degradacdo da lignina € regida por sua estrutura e pelas
caracteristicas tais como: 1) alta cristalinidade da celulose presente na
biomassa, 2) a lignina, a qual forma uma barreira que envolve a celulose e
dificulta o ataque de enzimas ou &acido. 3) e os sitios da reagdo, que sao
limitados por ter os capilares demasiado pequenos para permitir a entrada de

grandes moléculas reativas como s&o as enzimas. (FAN et al., 1987).
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Pré-tratamenta

Regiio

NV

Hemicelulose

Figura 2.7: Esquema do pré-tratamento na biomassa lignoceluldsica (HSU et al,
1980).

Um bom pré-tratamento € conhecido por alterar a estrutura da lignina,
conseguindo incrementar a acessibilidade da enzima a celulose, desarticulando
a estrutura altamente ordenada da celulose, aumentando o volume do poro e a

area superficial. Certas caracteristicas devem ter:
e Ser de custo minimo e ambientalmente amigavel;

o Possibilitar o maior rendimento de acgucares na hidrélise enzimatica,

evitando a perda de carboidratos;

e Evitar a formagdo de co-produtos inibitérios para a hidrélise e

fermentacgao;

e Tornar a biomassa facilmente hidrolisavel com baixas cargas

enzimaticas.

Diferentes métodos de pré-tratamento tém sido estudados, tais com os pré-

tratamentos fisicos, quimicos e bioldégicos ou combinados.

Diversas desvantagens tém-se apresentados nos pré-tratamentos. Os
fisicos sao relativamente ineficientes no aumento da digestibilidade da
biomassa (FAN et al., 1982), além de consumir grande quantidade de
energia (tratamento mecanico). Os tratamentos combinados raramente
apresentam boa digestibilidade comparada com os tratamentos simples
(GHARPURAY et al., 1983). Na tabela 2.2. Sao mostrados diferentes tipos
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de pré-tratamento, onde s&o observadas as mudangas composicionais na

biomassa.

2.4.1. Pré-tratamentos Fisicos

Os pré-tratamentos fisicos normalmente sdo divididos em duas
categorias: mecanicos e nao mecanicos. Os primeiros, como a moenda, as
forcas de impacto e o cisalhamento, reduzem o tamanho de particula, a
cristalinidade, aumentam a superficie especifica e a densidade aparente (FAN
et al.,1982). Os pré-tratamentos fisicos ndo mecanicos submetem o substrato
celulésico a agao de agentes externos que provocam alteragbes diversas do

material original.

2.4.2. Pré-tratamentos Bioldgicos

Pré-tratamentos bioldgicos envolvem o uso de microrganismos para a
degradagéao da lignina, com o fim de facilitar a hidrélise enzimatica da celulose.
As vantagens deste pré-tratamento € o baixo requerimento energético e, as
condigcbes suaves do processo. Apesar de ser um tratamento efetivo, limpo e
sem producdo de metabolitos indesejaveis, o processo é demasiado lento para
aplica-lo industrialmente. Outra desvantagem € que estes tipos de
microrganismos nao sao seletivos e alem de degradar hemicelulose e lignina
também degradam a celulose (SUNG e CHENG, 2002).

2.4.3. Pré-tratamentos Fisico-Quimicos

Nesta categoria incluem-se misturas de pré-tratamentos fisicos tais
como a explosao a vapor com reagentes quimicos. Um pré-tratamento tipico
nesta categoria € o AFEX, que é também um pré-tratamento alcalino onde
ocorre incremento da reatividade da fragao celulésica devido ao “inchamento”
da mesma, combinado com hidrdlise das hemiceluloses e desintegracdo da
fibra. A biomassa é tratada com amoénia liquida por um periodo de 10- 60 min a
temperaturas moderadas (100 °C) e altas pressoes (3 MPa) (DALE BE et al.,
1982; TEYMOURI et al., 2005). Uma das desvantagens deste pré-tratamento é
a pouca solubilizacado das hemiceluloses e da lignina (GOLLAPALLI, 2002).
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2.4.4. Pré-tratamentos Quimicos

Os pré-tratamentos quimicos podem ser definidos como técnicas que
envolvem agentes quimicos tais como acidos, bases, solventes organicos. Um
tratamento quimico tem como objetivo aumentar a superficie do substrato por
inchacao das fibras e a modificacdo ou a remocao da hemicelulose e/ou da
lignina para fazer a celulose mais accessivel para hidrolise enzimatica. (HSU,
1996; MOISER et al. ,2005).

2.4.4.1 Pré-tratamentos Acidos

Os pré-tratamentos acidos consistem em tratar a biomassa com acidos
diluidos ou concentrados para conseguir a solubilizagdo da hemicelulose, com
o fim de obter uma celulose mais accessivel. O pré-tratamento com acido
diluido consiste na imersdo do material em uma solucdo de &cido de
aproximadamente 4% (p/p) e em seguida aquecer até atingir temperaturas na
faixa de 140 a 200 °C por periodos de tempos curtos (10 min - 1 h). Diferentes
reagdes ocorrem durante os pré-tratamentos acidos; uma delas é a hidrolise
das hemiceluloses, especialmente das xilanas e das glicanas, dando origem a
producdo de compostos toxicos para a fermentagdo como o furfural e
hidroximetilfurfural. (PALMQVIST et. al., 2000).

Uma vantagem do pré-tratamento &acido é a solubilizagdo de
hemicelulose, aumentando a acessibilidade da celulose para as enzimas.
Entretanto, existe o risco de formacgao de produtos volateis de degradacao do
carbono e estes, em muitos casos, diminuem a conversao a etanol. No entanto,
produtos volateis podem ser convertidos a metano. A condensacdo e a
precipitacdo de componentes de lignina solubilizada é uma reagao indesejada,
uma vez que diminui a digestibilidade. Pré-tratamentos com acido concentrado
para a produgao de etanol ndo s&o processos atrativos, devido ao grande risco

de producio de componentes inibidores pela degradacéo de carboidratos.
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Tabela 2.2: Mudangas em caracteristicas composicionais para diferentes técnicas de pré-tratamento

Pré- Caracteristica composicional Vantagem Desvantagem Referencias
tratamento . I
Celulose Hemicelulose Lignina
Moinho de Intensiva diminuigao Nao remove N&o remove Redugéao de Alto consumo de Chang e Holtzapple,
Bolas do grau de cristalinidade energia 2000; Koullas et
cristalinidade al.,1990
Exploséo a Pouca 80-100% de Pouca remogao, Energia eficiente, | Degradagao da xilanas | Grethlein e Converse
Vapor despolimerizagao remogao mas ocorre nenhum custo de | como produto inibitério 1991
mudanca da reciclagem
estrutura.
Acido Pouca 80-100% de Pouca remocgéo, Condicoes Dificil recuperagéo do Torget,
Diluido despolimerizagéo remogao mas ocorre médias, alta acido, corrosivo e 1991;Grethlein e
mudanga da producgéo de xilose | relativamente custoso Converse, 1991
estrutura
AFEX Diminuig&o do grau de | Acima de 60% de 10-20% de Menor perda de Recuperagéo de Dale e Moreira,
cristalinidade solubilizacao solubilizagao xilanas, nao amoOnia, nao é efetivo 1982; Hotzapple et
formacao de para alta concentragao al., 1991
inibidores de lignina
Hidroxido de | Inchag&o significativa Consideravel Consideravel Remocao efetiva Reagente caro, Millett et al., 1976
Saddio solubilizagao solubilizagao, de ésteres recuperacgao alcalina
>50%
ARP Menor que 5% de ~50% de ~70% de Efetiva Recuperagéo Yoon et al.,1995;Kim
despolimerizagao solubilizacao solubilizagao deslignificagao alcalina,relativamente et al., 2003
caro
Hidréxido de Pouca Significativa Solubilizagao Efetiva remocao Menor efetividade Chang et al., 1997
Célcio despolimerizagao solubilizagéo parcial (~40%) de lignina e acetil, devido a pouca
(30%) baixo custo solubilidade da cal.
Ozondlise Quase nenhuma Pequena Solubilizagao Efetiva Caro, necessidade de Vidal e Molinieer,
despolimerizagao solubilizagao acima de 70% deslignificacdo em mais ozdnio 1988

condi¢des suaves
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Organosolv | Consideravel inchacao | Significativo, pode Significativo, Alta producgao de Recuperagao de Chum et al., 1988
ser quase pode ser quase xilose, efetiva solvente cara
completa completa deslignificagcao
Biolégico 20-30% de Acima de 80% de ~40% de Baixo Perda de celulose, Kirk e Farrell, 1987;

despolimerizagéo

solubilizagao

deslignificagao

requerimento de
energia, efetiva
deslignificacao

baixa taxa de hidrdlise

Datta, 1981

Fonte: ZHU, 2005 .* ARP: filtragdo de aménia reciclado, AFEX: explosido de vapor com amoénia
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2.4.4.2. Pré-tratamentos Alcalinos

Este tipo de pré-tratamento geralmente utiliza solugdes alcalinas
diluidas em condicbes moderadas de operacdo, em termos de temperaturas e
pressbes, em comparagao aos sistemas acidos. O principal efeito do pré-
tratamento consiste na remogéo da lignina da biomassa. O alcali, geralmente
soda ou cal, tende a causar um inchamento da biomassa, levando a uma
diminuicdo na cristalinidade do grau de polimerizagédo da celulose. Também
provoca uma quebra das ligagdes lignina-carboidrato, além de perturbacées na
estrutura da lignina. (MC MILLAN, 1994).

Em alguns casos, o pré-tratamento pode ser conduzido a temperatura
ambiente, porém demanda tempos reacionais elevados, da ordem de horas,
dias ou semanas. Ao contrario dos pré-tratamentos acidos, uma limitagcao
ocorre porque algumas bases podem ser convertidas em sais irrecuperaveis ou
incorporadas como sais na biomassa através das reagdes do pré-tratamento
(CHANG e HOLTZAPPLE, 2000).

2.4.4.2.1 Pré-tratamento com Hidréxido de Calcio

O hidréxido de célcio tem sido bastante usado como agente de pré-
tratamento para aumentar a digestibilidade enzimatica de residuos
lignoceluldsicos tais como o bagaco de cana, palha de trigo, palha de milho,
entre outros residuos agroindustriais. (CHANG et al., 1997 e 1998, KAAR et al.,
2000). Varias pesquisas tém utilizado a cal como um dos reagentes com
grande potencial para o pré-tratamento da biomassa por ser um reagente de
baixo custo e seguranca para manipulagdo, apesar de apresentar menor
solubilidade e ser mais fraca quando comparada com outras bases (CHANG et
al.,1998).

LESOING et. al. (1981) trabalharam a palha de trigo com cal a
temperatura ambiente durante 120 horas com a concentracao de hidréxido de
calcio variando de 1 a 4% (p/p), 1,5 mL de agua/g biomassa com particulas de
biomassa de tamanho 2,54 cm. O melhor resultado foi obtido a uma
concentragao de 4% de hidroxido de célcio, com um aumento da digestibilidade

de 41% da biomassa nao tratada para 76% da biomassa tratada.
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VERMA (1983), também estudou os efeitos do pré-tratamento com cal
para a palha de trigo. As reagdes foram realizadas a temperatura ambiente
com concentracdes de cal variando de 1 a 4% e tempos reacionais entre 24 e
120 h. O melhor resultado foi conseguido a uma concentragao de 4 g/g de cal,
com um tempo reacional de 72 h, observando um aumento da digestibilidade

da biomassa de 48% (nao tratada) para 74% (tratada).

Segundo PLAYNE (1984), ap6s um estudo com diferentes bases, o
pré-tratamento com hidroxido de célcio mostrou-se mais eficiente que o de
hidréxido de sddio, devido a menor perda de celulose. Este autor selecionou o
pré-tratamento com cal para o bagago de cana-de-agucar, numa temperatura
de 20 °C, durante 8 dias com variagdo na carga de hidréxido de calcio entre
0,12 e 0,3 g/g biomassa. A quantidade de agua foi de 0,87 g/g biomassa e o
tamanho das particulas de 2,25 mm. A condi¢cdo 6tima de pré-tratamento
mostrou que apos 192 horas o efeito da digestibilidade proporcionou um
aumento de 19% (biomassa ndo tratada) para 72% (biomassa tratada)

utilizando uma proporgéo de 0,3 g Ca(OH)./g de biomassa.

NAGWANI (1992) realizou estudos do pré-tratamento de bagago de
cana com cal e mostrou que o tempo e a temperatura impactam
significativamente no pré-tratamento, representando parametros importantes a
serem analisados. Inversamente, a massa de cal teve muito pouca influencia
no pré-tratamento, apresentando um valor 6timo de 0,1 g Ca(OH)./g biomassa

seca e o volume de agua nao apresentou praticamente nenhum efeito.

CHANG et al. (1997), usaram hidroxido de calcio para aumentar a
digestibilidade de switchgrass. As melhores condigbes de pré-tratamento
foram: temperaturas entre 100 e 120 °C durante duas horas com uma
quantidade de hidréxido de calcio de 0,1 g/g de biomassa e 9 mL de agua/g
biomassa. A hidrdlise foi efetuada durante trés dias com um rendimento de
glicose 5 vezes maior do que usando a biomassa néo tratada. Balangos de
massa mostraram que uma pequena parte da celulose, aproximadamente 10%,
foi solubilizada durante o pré-tratamento e que 26% da hemicelulose e 29% da

lignina foram solubilizadas nessas condig¢oes.
CHANG et al. (1998), estudaram a digestibilidade do bagag¢o de cana-
de-agucar e da palha de trigo utilizando hidréxido de célcio como agente de
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pré-tratamento. O estudo sistematico das condi¢gdes do pré-tratamento sugeriu
que em um pré-tratamento com menor tempo (1-3 h), altas temperaturas (85-
135 °C) séo requeridas para conseguir alto rendimento de agucar, enquanto
que para longos tempos de pré-tratamento (aproximadamente 24 h), baixas
temperaturas (50-60 °C) sao efetivas. A quantidade de hidroxido de calcio
recomendada foi de 0,1 g Ca(OH),/g biomassa seca. A agua apresenta pouco
efeito na digestibilidade. O rendimento em glicose aumentou de 153 para 659
mg glicose/g biomassa seca, e para o pré-tratamento da palha de trigo

aumentou de 65 para 650 mg glicose/g biomassa.

KAAR e HOLTZAPPLE (2000) estudaram o pré-tratamento de residuos
de milho com hidroxido de calcio aumentando o rendimento da hidrolise
enzimatica em 9 vezes quando comparado com o da biomassa sem pré-
tratamento. As condi¢gdes recomendadas para o pré-tratamento foram: 0,075 g
de Ca(OH),/g biomassa seca, 5g de agua/g biomassa seca, tempo de 4 h a
uma temperatura de 120 °C. A hidrdlise foi realizada com varia¢gdes de carga
enzimatica de 10 a 25 FPU/g biomassa seca. O pré-tratamento produz
conversdes de aproximadamente 100% dos polissacarideos. Os autores
concluem que o sucesso da sacarificagdo apds do pré-tratamento depende da

concentragao da enzima.

Segundo CHANG e HOLTZAPPLE (2000), o principal efeito do pré-
tratamento com hidréxido de calcio é a remocdo da lignina da biomassa,
melhorando assim a reatividade dos polissacarideos restantes. Afirmam que
este pré-tratamento remove os grupos acetil e a adigdo de ar/oxigénio a
mistura reacional melhora muito a deslignificagdo da biomassa, especialmente

para materiais altamente lignificados como a madeira.

CHANG et al. (2001) mostraram que o pré-tratamento oxidativo
utilizando hidroxido de calcio na polpa de madeira a 150 °C durante 6 h
removeu 77,5% da lignina e aumentou o rendimento de glicose na hidrolise

enzimatica de 7% (nao tratada) para 77% (tratada).

KIM e HOLTZAPPLE (2005), pré-trataram residuos de milho com um
excesso de hidroxido de calcio (0,5 g Ca(OH)./g biomassa seca) em condi¢des
oxidativas e nao oxidativas a 25, 35, 45 e 55 °C. A condicao 6tima foi de 55 °C

durante 4 semanas de reagao com aeragao. O rendimento global de glicanas e
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xilose foi de 91,3% e 51,8%, respectivamente. O residuo pré-tratado foi
hidrolisado enzimaticamente com 15 FPU/g celulose. Somente 0,073 g de
hidroxido de calcio foram consumidos por grama de biomassa seca. Sob
condigdes intensas 87,5% da lignina inicial foi removida. Os autores concluem
que a deslignificacdo depende da temperatura e da presenga de oxigénio. A
lignina e a hemicelulose foram seletivamente removidas, mas a celulose néo foi
afetada pelo pré-tratamento com cal na faixa de temperaturas de 25-55 °C. O
licor do pré-tratamento nao apresentou efeito inibitério durante o processo de

fermentagao usando Saccharomyces cerevisiae.

MOSIER et al. (2005), afirmaram que para materiais menos
lignificados, tais como a palha de milho, a adigdo do oxigénio aumenta muito
pouco a digestibilidade da biomassa durante o pré-tratamento utilizando uma
relacdo de biomassa/cal de 1:0,075 a 120 °C por até 6 h de reacdo. O pré-
tratamento da palha de milho foi otimizado para um tempo de 4 h a 120 °C com
uma remogao de 32% da lignina. O rendimento glicosidico foi de 88% apds 7

dias de hidrdlise, com uma carga enzimatica de 25 FPU/g de biomassa.

RABELO et al. (2008), avaliaram as interagbes das variaveis que
influenciam os pré-tratamentos do bagago de cana-de-agucar realizados com
peréxido de hidrogénio alcalino e com hidréxido de célcio . A melhor condi¢ao
encontrada no planejamento foi 0,40 g de cal/g de biomassa seca a 70 °C
durante 36 h. Para o pré-tratamento com peréxido hidrogénio o melhor
resultado foi com 5% de peroxido, a 25 °C durante 1 h. Os autores concluem
que os dois processos levam a altos rendimentos de glicose e acgucares
redutores totais (ART).

SAHA e COTTA (2008), estudaram o pré-tratamento da casca de arroz
com hidroxido de calcio. O rendimento maximo de agucares foi de 154 £ 1 mg/g
casca (rendimento de 32%) , utilizando 100 mg Ca(OH),/g biomassa seca a
121 °C por 1 h com sacarificacdo enzimatica a 45 °C, pH 5,0, durante 72 h
usando uma mistura de enzimas comerciais (celulase, B-glicosidase e
hemicelulase). A presenca de furfural e hidroximetilfurfural ndo foi detectavel no
hidrolisado. A concentragao de etanol produzido foi de 138 g/L, utilizando uma
linhagem de Escherichia coli recombinagao a pH 6,5 e 35 °C em 19 h, foi 9,8

0,5 g/L, com um rendimento de 0,49 g/g acgucares livres. Ainda segundo o
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autor, o pré-tratamento com hidréxido de calcio apresenta um alto efeito na
acessibilidade da area superficial do substrato, além de alterar a estrutura e
remover a lignina. Em contrapartida, ele apresenta um menor efeito na
remogao da hemicelulose comparado com outros pré-tratamentos (explosao a

vapor, acido diluido agua quente com pH controlado, etc.).

RONALD H.W et al. (2008), otimizaram o pré-tratamento com cal para
a palha de trigo, obtendo como melhores condi¢des de trabalho 0,15 g/g de cal,
temperatura de 85 °C durante tempos de 20 h, atingindo rendimentos de 93%
de glicanas e 81% de xilanas. O rendimento deste pré-tratamento quando

comparado com o que emprega agua quente € 3 a 4 vezes maior.

2.4.5. Formacgao de inibidores na etapa do pré-tratamento

Componentes inibitérios podem ser classificados em dois grupos:
inibidores originalmente presentes na biomassa e inibidores produzidos por
condicbes severas na etapa do pré-tratamento. Os inibidores presentes na
biomassa lignocelulésica sdo facilmente liberados durante a etapa de pré-

tratamento.

Exemplos de pré-tratamentos que produzem inibidores devido as
condi¢cdes drasticas sdo os pré-tratamentos que trabalham com reagentes
acidos combinados com altas temperaturas. Eles levam a degradagcdo dos
agucares e da lignina e a produgédo de acidos organicos. Da degradacao da
xilose resulta o furfural e da degradagédo das hexoses o inibidor produzido é o
5-hidroximetil furfural (HMF), os quais s&o produtos inibitérios bastante
conhecidos para a etapa da fermentagcao (MUSSATTO e ROBERTO, 2004).
Quando é promovida a degradagcdo destes inibidores, o acido férmico e
levulinico sdo formados. Compostos fendlicos como o acido 4-hidroxibenzéico,
vanilina, catecol e siringaldeido, podem ser formados pela decomposi¢ao
quimica parcial da lignina (PALMQVIST et al., 2000). Uma variedade de
métodos bioldgicos, fisicos e quimicos pode ser aplicada com o fim de reduzir a
concentragao de inibidores antes de realizar uma hidrélise enzimatica e uma

fermentacgao.
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2.5. Hidrélise Enzimatica

A hidrdlise, como o préprio nome descreve, envolve a quebra de
ligacbes por adicdo de agua. As enzimas sdo utilizadas como catalisadores
para separar ou hidrolisar as cadeias de hemicelulose e celulose formando
seus respectivos agucares redutores, inclusive a glicose. Ao contrario dos
catalisadores comuns, as enzimas apresentam uma elevada especificidade em
relacdo ao substrato e sua utilizacdo reduz a obtencdo de subprodutos
indesejaveis na reagao, diminuindo assim os custos de separagao dos produtos
(SEGEL, 1975).

Diversos fatores devem ser considerados importantes para realizar a
hidrolise enzimatica, tais como porosidade (area superficial acessivel),
cristalinidade das fibras de celulose, conteudo de lignina e hemicelulose do
material, entre outras. (SEWALT et. al., 1997). O complexo enzimatico usado
na hidrdlise se vé afetado por estas caracteristicas da biomassa. A celulase é a
enzima encarregada de hidrolisar a celulose, que é degradada em monémeros

de glicose.

Na realidade, uma mistura de varias enzimas, incluindo a
endoglicanase, exoglicanase e B-glicosidase € usada. O mecanismo de agao
delas é visualizado na figura 2.8. O modo de agao tem inicio com o ataque das
endoglicanases, que sédo as encarregadas de atacar as regides amorfas das
fibras de celulose e criam extremos para que seguidamente as exoglicanases
ataquem as regides cristalinas da fibra, por ultimo as B-glicosidases sé&o as
encarregadas de impedir a acumulagdo da celobiose realizando a degradacéao
dela em glicose. As B-glicosidases diminuem o efeito inibitério que a celobiose

exerce nas exoglicanases.

2.5.1. Enzimas celulase

As enzimas celuldsicas sdo produzidas por uma ampla variedade de
bactérias e fungos, aerébicos e anaerdbicos, mesofilos e termofilos. Entretanto,
sao relativamente poucos os fungos e as bactérias que produzem altos niveis

de celulase capazes de hidrolisar grandes quantidades de celulose cristalina.

As celulases podem ser classificadas de diferentes formas, mas os dois

modos comumente usados sdo os baseados na especificidade do substrato e
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os baseados nas semelhancas estruturais da enzima. Com base na
especificidade do substrato (afinidade pela cadeia da glicose) se encontram as
celobiohidrolases (CBHs), também chamadas exo-1,4-B-D-glicanases, e em
endo-1,4-B-D-glicanases(EGs). E uma terceira classe de enzima que trabalha
em conjunto e em forma sinérgica com as CBHs e EGs séo as B-glicosidases
(BG). Uma boa degradacao da celulose exige a agéo sinérgica do complexo
celulolitico, como é o caso do complexo produzido pelos fungos do género
Trichoderma reesei, o qual é formado por diversas enzimas endo- e
exoglicanases (HENRISSAT et al., 1998), e dois tipos de B-glicosidases (CHEN
et al.,, 1992). A sinergia entre as enzimas celuloliticas ocorre quando a agéo
combinada de duas ou mais enzimas conduz a uma taxa de reagdo mais

elevada do que a soma de suas agdes individuais (MANSFIELD et al., 1999).

Beta-glicosidase

. )

N e t CBHII

CBHI Endoglicanasas )

== Cristalina —-| Amorfa Cristalina -+

Figura 2.8: Representagao esquematica da hidrolise da celulose e da agdo do CBHs,
EGs, e BG de Trichoderma reesei. C: regides cristalinas, R: grupos terminais redutores
(circulos preenchidos), NR: grupos terminais ndo-redutores, CBH | e |l: exoglicanases,
EG: endoglicanases (Teeri, 1997).

2.5.1.1. Endoglicanase (EGs)

As endoglicanases realizam quebras aleatdrias nas regides amorfas
internas da cadeia de celulose, ou seja, regides desordenadas hidratadas e
flexiveis, gerando oligossacarideos de varios comprimentos (BOISSET et al.,
2000). As endoglicanases sao as responsaveis pela diminuicdo do grau de
polimerizacdo das cadeias celuldsicas, consequentemente, produzindo novos

lugares de ataque complementados pelas exoglicanases (LYND et al., 2002).
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Como resultado, ha uma rapida diminuigdo no comprimento da cadeia e um
lento incremento nos grupos redutores. O melhor substrato para a medi¢ao da
atividade das endoglicanases € um derivado soluvel da celulose tal como é a

carboximetilcelulose (CMC).

2.5.1.2. Celobiohidrolases (CBHs)

A acdo das exoglicanases (ou CBHs) ataca gradualmente as
extremidades da celulose liberando subunidades de celobiose (ROUVINEN et
al., 1990). Nao sdo muito ativas contra a celulose cristalina, mas exibem agéo
sinérgica altamente cooperativa na presenga de endoglicanases. Estas tém
uma acéo limitada sobre os substitutos de celulose como carboximetilcelulose
(CMC) e hidroximetilcelulose (HEC).

As EGs e as CBHs estao sujeitas a inibigdo pelo produto (celobiose e
glicose). A celobiose apresenta um efeito inibidor nas enzimas maior que a
glicose (HOLTZAPPLE et al., 1990).

LADISCH et al., (1983), mencionam o possivel modo de ag&o das
exoglicanases como constituido dos seguintes passos: 1) adsor¢ao e formagao
do complexo enzima substrato, 2) formagdo do produto, 3) dessorgdo e
readsor¢cdo da enzima ou movimento da enzima ao longo da molécula de

celulose.

2.5.1.3. B-glicosidases (BGs)

As [-glicosidases hidrolisam a celobiose e celooligossacarideos
soluveis a glicose. A remogao da celobiose é importante para diminuir o efeito
inibitério desta nas exo e nas endoglicanases. O mercado atual oferece muitos
complexos de celulase que contém niveis baixos de B-glicosidase, conduzindo
a um aumento do acumulo de celobiose nos hidrolisados enzimaticos. Como a
celobiose apresenta um poder inibidor mais forte do que a glicose e sua
hidrolise ocorre através da ac&o das enzimas B-glicosidases, € indicado que se
adicione no meio reacional uma pequena quantidade desta enzima pura. Isto
com o fim de que haja uma diminuicdo na concentragao de celobiose no meio

reacional, € um aumento na eficiéncia da hidrélise enzimatica (SUN e CHENG,
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2002).

2.5.2. Fatores que afetam a hidrélise enzimatica

Os fatores que afetam a hidrélise da biomassa tém sido
tradicionalmente divididos em dois grupos: o primeiro procede das
caracteristicas estruturais da biomassa e o segundo relacionado com o
mecanismo enzimatico. Os inibidores provenientes de cada grupo encontram-

se reportados na tabela 2.3.

Embora esta classificacdo tenha sido realizada, é importante ressaltar
que muitos fatores estio interligados durante a etapa da hidrélise, e como
resultado, a influéncia de cada fator € dificil de quantificar isoladamente. Um
exemplo disto é a digestibilidade do substrato pelo sistema enzimatico, que é
afetada pelo tipo da biomassa, tipo de pré-tratamento e dosagem das enzimas
na hidrolise (ESTEGHLALIAN et al., 2001).

Tabela 2.3: Principais fatores que afetam a hidrélise enzimatica

Inibigdo Substrato Inibigdo Mecanismo Enzimatico
Cristalinidade da celulose Concentragéo de enzima
Degradagao de polimerizagao (DP) Adsorgéo

Disponibilidade/ acessibilidade na area superficial Sinergismo

Tamanho de particula Inibicao pelo produto final
Lignina Mecanismo de desativagéo
Hemicelulose Inativacdo térmica

2.5.2.1 Efeito da Cristalinidade e do grau de polimerizagao
O indice de cristalinidade (Crl) é fortemente influenciado pela

composicdo da biomassa. Para a biomassa lignoceluldsica, o indice de
cristalinidade mede a quantidade relativa da celulose cristalina nos sélidos
totais. Apesar de que muitas pesquisas tém indicado que a cristalinidade
estd inversamente correlacionada com a digestibilidade, CHANG e
HOLTZAPPLE (2000), observaram um aumento no Crl apds o pré-tratamento
da palha do milho com cal. TANAHASHI et al. (1983) também observou o
incremento na cristalinidade

quando biomassas como o pino e a madeira (Betula celtiberica

Rothm. & Vasc) foram pré-tratadas a explosao de vapor.
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Outro trabalho mostra que a cristalinidade da celulose em diferentes
materiais lignoceluldsicos permaneceu inalterada, independentemente das
mudancgas estruturais causadas no pré-tratamento. No entanto, foi observada
uma redugdo significativa no peso molecular, juntamente com um grande
aumento no grau de sacarificagdo enzimatica. Parece provavel que o grau de
cristalinidade n&o seja, portanto, o principal determinante da degradacédo
enzimatica da celulose (PURI 1984). Esta afirmacgédo foi reforcada pela
conclusdo de que nao era evidente a correlacdo entre o rendimento de
sacarificacdo e a diminuicao da cristalinidade, quando o conteudo de lignina e
hemicelulose eram baixos (SCHWALD et al.,1988). CARRARD et al., (2000)
relatam que a cristalinidade da celulose pode ter influéncia na hidrélise quando
ha auséncia de sinergismo devido a um sistema incompleto de celulases ou a

uma insuficiente carga enzimatica.

2.5.2.2. Tamanho de particula/ grau de polimerizagao

A realizagdo da moagem a seco aumenta o carater amorfo da celulose,
aumentando a disgestibilidade em vitro e o tamanho de area superficial
disponivel, tanto da celulose amorfa como da cristalina. (CAUFIELD e MOORE,
1974).

Estudos sobre a hidrélise da biomassa branqueada pelo processo Kraft
mostrou que maiores tamanhos da particulas deste substrato pode ser um fator
inibitério, uma vez que foi mais lenta a taxa de hidrélise quando a polpa do
processo Kraft ndo foi submetida a uma posterior etapa de reducédo de
tamanho (MOONEY et al.,1999).Para a polpa moida, os autores observaram
um aumento na taxa de hidrdlise devido a uma maior quantidade de éarea
superficial disponivel para a adsorcdo de celulases fornecida pelas particulas
finas e pelas fibras pequenas. Por tanto, a superficie disponivel esta
estritamente relacionada com a forma e a dimensao da particula, e, assim, uma
maior area de superficie disponivel pode significar mais sitios disponiveis para
a adsorgcao das enzimas por grama de substrato. Porém, pré-tratamentos que
diminuem o tamanho do material lignocelulésico aumentam a area superficial,

aumentando a taxa da hidrélise enzimatica.

Outras pesquisas tém mostrado que diminuir o tamanho de particula
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abaixo de 40 mesh ndo aumenta a taxa de hidrolise (CHANG et al.,1997). FAN
et al., (1981), observaram a diminui¢cdo tanto da cristalinidade como da area
superficial especifica quando a celulose foi moida durante 96 h, enquanto a

taxa da hidrélise aumentava significativamente.

2.5.2.3. Acetilagao

O grau de acetilagdao da hemicelulose é um fator que tem recebido
menor importancia, entretanto parece que segundo pesquisas realizadas, a
medida que se desacetila as xilanas das hemiceluloses nas madeiras duras e
herbaceas, a fragdo de celulose e hemiceluloses se torna trés vezes mais
hidrolisavel. (CHANG e HOLTZAPPLE, 2000).

2.5.2.4. Efeito da lignina na hidrodlise

A lignina desempenha um papel importante na taxa e no rendimento da
hidrélise enzimatica. Todos os resultados reportados na literatura tém mostrado
que a disgestibilidade da celulose aumenta com a remoc¢ao da lignina (CHANG
e HOLTZAPPLE, 2000; DRAUDE et al,, 2001; GHARPURAY et al., 1983,
THOMPSON e CHEN, 1992). O principal papel inibitério da lignina foi atribuido
a adsorgao inespecifica da enzima na lignina (OOSHIMA et al., 1990; SEWALT
et al., 1997) e a inacessibilidade a celulose, devido ao impedimento estérico
(MOONEY et al. 1998).

2.5.2.5. Sinergia

O sinergismo € um fendbmeno por meio do qual a agdo de uma mistura
de dois ou mais componentes das celulases individuais € maior que a soma da
agao de cada componente. Estudos realizados por HENRISSAT et al. (1985),
e, WOODWARD et al. (1988), concluiram que a sinergia entre as enzimas
celuloliticas purificadas era dependente da proporgao individual das enzimas

assim como da concentracéo e das propriedades fisico-quimicas do substrato.

Acdes sinérgicas sdo mais evidentes na celulose microcristalina e
menos sobre a celulose amorfa e ndo ha sinergismo quando se utiliza
derivados da celulose soluveis. Os tipos mais comuns de sinergismo sao os

que envolvem a acdo das endoglicanases e das exoglicanases, sendo
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chamadas de sinergia endo-exo (NIDETZKY et al., 1994), ou de duas
exoglicanases complementares, ou seja, atuando nas cadeias terminais
redutoras e ndo redutoras da celulose, sendo denominado sinergismo exo-exo
(HENRISSAT et al., 1985; MEDVE et al., 1994). Apesar dos enormes esforgos
realizados por diferentes pesquisadores, a compreensao do sinergismo durante

a hidrolise enzimatica nao é total.

2.5.2.6. Adsorgao

A adsorcao das enzimas celulases e a formagédo do complexo enzima-
substrato sdo consideradas um passo critico na hidrolise enzimatica da
celulose (WALKER e WILSON, 1991). A adsorgcado da celulase ao material
celulésico insoluvel foi descrita como irreversivel (KRAULIS et al., 1989),
reversivel (MOONEY et al., 1999), ou semi-reversivel (KLYOSOV et al., 1980).

BOUSSAID e SADDLER, (1999), observaram também que a completa
hidrélise do substrato é necessaria, para que ocorra liberacao das enzimas e,

posteriormente, estas possam ser recicladas (GAN et al., 2003).

RAMOS et al. (1993), observaram que a liberagdo das enzimas
adsorvidas depende do conteudo de lignina no substrato. NIDETZKY et al.
(1994), descobriram que, durante a degradagao da celulose por um complexo
de enzimas de T. reesei, a adsorcao especifica de cada componente individual
da enzima aumenta gradualmente, n&o havendo preferéncia de um
componente em alguma fase da hidrolise da celulose. Isto se apresenta em
contradicado a CONVERSE e OPTEKAR (1993), que relataram que a

celobiohidrolase é adsorvida preferencialmente.

2.5.2.7. Inibicao pelo produto final
Sabe-se que as enzimas celuloliticas sao inibidas pela celobiose e pela
glicose, ou por ambas. Os estudos anteriormente realizados mostraram que a

inibicao pela celobiose € maior que a mostrada com a glicose (GHOSE 1969).

KASTEL'YANOS et al. (1995) mostraram que a glicose inibiu a (-
glicosidase, enquanto que a celobiose inibiu a endoglicanase, enquanto a

exoglicanase nao foi inibida pelos produtos finais. Quando a glicose foi
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adicionada a mistura reacional no inicio da hidrdlise, a taxa da hidrolise
diminuiu. O mesmo resultado foi observado na presenca de celobiose, onde a
taxa inicial de producdo de glicose foi diminuida substancialmente.
HOLTZAPPLE et al. (1990), relataram que todas as formas da enzima (livre,
adsorvida e complexada) no processo de hidrélise da celulose estao sujeitas a
inibicao.

ZHENG (2007), classificou a adsorgédo em dois tipos: produtiva e nao
produtiva. O autor define a adsorgcao produtiva como a adsor¢cao de enzimas
que sdo usadas na hidrdlise para a producido de acucares. A adsorgao nao
produtiva refere-se a adsorgdo das enzimas sobre a lignina de materiais
lignoceluldsicos. Estas enzimas nao catalisam a hidrdlise, o que diminui a
eficacia da enzima e o rendimento de agucares. Os ensaios foram realizados
em temperatura constante com enzimas celulases e [-glicosidase
razoavelmente puras e varios substratos. A provavel agado sinérgica entre as
enzimas nao foi considerada. Os autores concluiram que a B-glicosidase nao é
adsorvida em celulose pura, além de evidenciarem a alta capacidade e
afinidade de adsorgao da B-glicosidase em lignina. Na adsorgéo da celulase os
autores notam que a celulase apdés de hidrolisar a celulose em acgucares
soluveis (celobiose e glicose), a enzima é liberada e adsorvida pelo conteudo

de lignina presente.

2.6. Cinética Enzimatica

Enzimas soluveis em substratos insoluveis (ou vice-versa) apresentam
cinética de sistemas heterogéneos. A cinética enzimatica tem sido
principalmente estudada em sistemas homogéneos, que sao sistemas em que
a reagao ocorre em uma unica fase (em geral liquida). Nao obstante, reacdes
muito importantes em sistemas heterogéneos ocorrem e, no caso da hidrolise
de biomassa, dependem de trés grupos de fatores: (1) caracteristicas
estruturais da celulose, (2) a natureza do sistema enzimatico empregado e os

(3) efeitos inibitorios dos produtos.

Modelos que explicam a hidrélise enzimatica da celulose e da
biomassa lignocelulésica podem ser divididos em duas categorias:

mecanisticos e empiricos. Para deduzir um modelo enzimatico mecanistico é
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necessario conhecer as caracteristicas estruturais da celulose e o0 modo de
acdo do complexo enzimatico, como também devem serem examinadas as
caracteristicas cinéticas de sistemas heterogéneos celulose-celulase tais como:
a transferéncia de massa, adsorcdo e dessorcido da enzima, reacdo na

superficie e produtos inibitorios.

Extensos estudos da cinética da hidrolise da celulose foram realizados
ao longo dos ultimos 50 anos para avaliar os possiveis mecanismos de agao
das celulases (BELDMAN et al., 1988) e para desenvolvimento de modelos
cinéticos, os quais podem ser usados para predizer a taxa de sacarificagao de
um determinado composto (MATSUMO et al., 1984;GUSAKOV et al., 1985).
Novos estudos tém dado origem a distintos modelos mecanisticos, cada um
dos quais é capaz de simular uma parte da sacarificagdo no transcorrer do
tempo para um determinado substrato com condi¢cdes definidas. Os modelos
diferem entre si nas hipéteses formuladas em relacdo a composicao das
enzimas celulases, a complexidade do substrato, a inibicdo do produto e a
estabilidade da enzima. No entanto, embora muitos estudos cinéticos tenham
sido realizados, o mecanismo completo da agdo da celulase ndo se conhece

ainda.

A maior parte de modelos mecanisticos sdo modelos de Michaelis-
Menten com inibicdo (HOLTZAPPLE et al., 1984), com mudangas na adsorgao
de enzima e desativacao térmica da enzima. (GUSAKOQV et al., 1992; SOUTH
et al., 1995). Modelos semi-empiricos foram desenvolvidos com base na
suposig¢ao de que a reacdo enzimatica entre a celulose e a celulase poderia ser
descrita pela soma de reagbes de pseudo-primeira ordem (NIDETZKY e
STEINER, 1993; SATTLER et al, 1989). No entanto os modelos nao
conseguiram predizer a disgestibilidade dos tipos de biomassa estudados
devido a complexidade da enzima, as caracteristicas estruturais da biomassa
lignoceluldsica, as mudancgas observadas na adsor¢cdo da enzima na biomassa

com o transcorrer do tempo € a inibicado da enzima pelos produtos finais.

2.7. Conclusoes

Embora muitos estudos tenham sido realizados para o pré-tratamento

com hidroxido de calcio, poucos foram realizados considerando a interacéo
33|Pagina



Dissertagdo de Mestrado Laura Liliana Garzon Fuentes

entre as variaveis que afetam o processo. Um dos alvos deste trabalho é o
estudo da influéncia do tempo, temperatura e concentragdo de cal durante o
pré-tratamento na digestibilidade de bagago de cana, considerando os fatores
individualmente e as interagdes entre eles. O objetivo € determinar os valores
minimos dos fatores que levam ao maior rendimento na produg¢ao de agucares

fermentesciveis na hidrolise.

Foi evidente a necessidade de se conhecer totalmente as
caracteristicas da biomassa antes, durante e apds a etapa de pré-tratamento e
de hidrélise enzimatica, com o objetivo de determinar a variagao dos diferentes
componentes da biomassa e tentar entender o mecanismo de agdo das

celulases.
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CAPITULO 3 - METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Neste capitulo sera apresentado o desenvolvimento da metodologia
experimental que foi requerida para a caracterizagdo do bagago de cana antes
e apos da etapa do pré-tratamento, assim como a descricdo experimental de
todos os procedimentos necessarios para realizar as etapas de pré-tratamento

e hidrolise enzimatica.
3.1. Materiais e Reagentes

Os reagentes utilizados nos experimentos foram os seguintes

Reagente, (Pureza) Marca
+Acido Acético, (99,7%) Synth
+Acido Sulfurico, (95-98%) Synth

« Acido dinitro-3,5-salicilico, (99%) Vetec
+Acido cloridrico, (37%) Merck

« Acido citrico mono hidratado, (199,5%) Dindmica
+ Alcool Etilico ( 99,5%) Synth
*Fenol ,(99%) Vetec
*Hidroxido de sodio, (95-100%) Nuclear
*Hidréxido de calcio, (96%) Merck
*Kit Glicose God-Pap Laborlab
*Tartarato de sddio e potassio tetrahidratado, (99%) Synth
*D-(+)-glicose, (299%) Merck
*D-(+)-celobiose, (299%) Fluka
*DL-xilose Fluka, (299%) Fluka
*D-manose, (299%) Chem Service
*DL-arabinose, (299%) Sigma

3.1.1. Equipamentos

Os equipamentos que foram utilizados nos experimentos sao os
seguintes:

e Agitador eletromagnético e peneiras circulares padronizadas da série de

Taylor da marca Bertel

¢ Aparato soxhlet modelo MA — 188 da marca Marconi
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e Autoclave vertical modelo AV 50 da marca Phoenix

e Agitador mecéanico modelo MA-259 Marconi;

e Agitador magnético com aquecimento modelo MA-085 Marconi;

e Balanca analitica da marca Bel Engineering com preciséo de + 0,001 g
e Balanga da marca Marte com precisao de + 0,01 g.

e Banho termostatizado modelo MA-184 da marca Marconi com precisao
de + 0,01 °C.

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) da Waters, bomba de
injecdo modelo 515, detector de indice de refragdo modelo 410 e
software Empower 2.

e Difratbmetro Rigaku Co. DMAXX 2200 (versao 2.2) com tubo de cobre

o Espectrofotbmetro UV Mini-1240 Shimadzu com precisdo na quarta casa

decimal
e Espectrofotdbmetro 600S Femton com precisdo na terceira casa decimal
e Estufa de secagem especial modelo MA-035/2 da marca Marconi
e Incubadora refrigerada com agitacao (shaker) modelo MA-832 Marconi
¢ Medidor de pH marca Marconi com precisao de 0,01
e Moinho de faca modelo n° 3 da marca Wiley Mill
e Moinho de martelo General Eletronic
e Mufla modelo Q-318D24 da marca Quimis

e Reator/Fermentador de 500 mL, modelo MA 502/1000 da marca Marconi

3.2. Materia Prima

A matéria-prima para todos os experimentos foi 0 bagaco de cana de
agucar proveniente da usina da Pedra, localizada no interior do Estado de Sao
Paulo. Os dados do material fornecidos pela industria foram: a colheita da
cana foi mecanizada e ndo houve queima, o bagago procede da ultima

moenda.
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3.2.1. Preparacao do Bagacgo de Cana

O bagaco de cana foi previamente seco em temperatura ambiente
durante quatro dias. Apés a secagem seu tamanho foi diminuido em um
moinho de martelo marca General Electronic e posteriormente moido em um
moinho de facas marca Wiley Mill modelo n°3, apds deste tratamento fisico foi
separado granulometricamente em peneiras de Taylor de 32, 35, 80, 100, e
150 mesh. O material retido nas peneiras de 35, 80, 100 e 150, as quais
cumpriam com o tamanho desejado para o estudo cinético (0,5 mm ou inferior),
foi misturado e em seguida armazenado no freezer em sacolas hermeticamente

fechadas para evitar o crescimento de microrganismos.

3.3. Caracterizagao Quimica do Bagago de Cana-de-agucar

Foram realizadas analises de composi¢ao quimica para o bagago de
cana antes e apos cada pré-tratamento tais como: teor de umidade, cinzas,
extrativos, analise de carboidratos, lignina soluvel e insoluvel. Estas

metodologias sdo apresentadas a seguir.

O bagago para todos as analises composicionais foi moido e
peneirado. As fracbes retidas nas peneiras de 32 a 100 mesh foram
misturadas, homogeneizadas e utilizadas para todos os procedimentos de

caracterizacgao.

3.3.1. Teor de Umidade

A determinacdo de umidade nas amostras € importante para
apresentar os resultados em termos de biomassa seca. Esta analise foi
baseada na norma do NREL “Determination of Total Solids in Biomass”
(SLUITER et al., 2005). Foram pesados béqueres de 50 mL (M4) previamente
secos em uma estufa a 105 °C durante quatro horas e inseridos em um
dessecador até temperatura ambiente. Amostras de 2 g de bagago foram
pesadas nos béqueres (M.), e levadas a estufa a 105 °C para secagem até
peso constante com variagdo em * 0,001 g na umidade atual ap6s de 1 h de
reaquecimento da amostra. Apos este periodo, as amostras foram retiradas da

estufa e colocadas num dessecador e pesadas novamente (Ms).
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Para o calculo de teor de umidade se tem a equacao 3.1

M; — M;

%T dU'dd=<—
% Teor de Umidade M, = M,

) x 100 3.1

M= massa do béquer vazio (g)
M,= massa da amostra umida com béquer (g)

M;= amostra absolutamente seca com béquer (g)

3.3.2. Determinacgao de Cinzas

Para a determinagdo do teor de cinzas no bagacgo de cana, pesou-se
amostras de 1,0 g £ 0,1 mg do material, com teor de umidade conhecido, em
trés cadinhos de porcelana previamente tarados. Em seguida, as amostras
foram inicialmente calcinadas em uma mufla a 300 °C até total digestao do
material (aproximadamente 10 min) e em seguida, a 800 °C por duas horas.
Apds a calcinagao, os cadinhos foram resfriados em dessecador e pesados. A
calcinagao foi repetida por mais 10 min para atingir massa constante. O teor de

cinzas foi calculado pela equacgao 3.2

M, -M
% Teor de cinzas = (ﬁ) x 100 3.2
M:1 = massa do cadinho + massa do bagago absolutamente seco (g)
M:; = massa do cadinho calcinado vazio (g)

Mcinzas= massa do cadinho com cinzas, (g)

3.3.3. Determinacao de extrativos
A determinacdo de extrativos foi baseada na norma NREL n°10
“Determination of Extractives in Biomass” (SLUITER et al., 2005). Pesaram-se
amostras de 4 g de bagago previamente moido e seco em cartuchos de
extracdo e colocados para ser extraidos em um aparelho soxhlet. 190 mL de
alcool etilico de 99% de pureza foram adicionados a cada baldo do extrator
junto com uma quantidade de pérolas de vidro. A extragcdo termina quando o
solvente que se encontra ao redor do cartucho de extragédo torna-se incolor. Em
seguida foram retirados os cartuchos com as amostras do soxhlet, lavados com
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100 mL de etanol, e secos em uma estufa a 105 °C até massa constante. As
andlises foram realizadas em triplicata. A quantificacdo do conteudo de

extraiveis é descrita na equagéao 3.3.

M, — M;
—_ T} x 100 3.3
)

% Extrativos = (
b

My,= massa de bagaco seco (g)

Ms= massa do bagaco livre de extrativos (g)

3.3.4. Determinacao de Lignina Insoluvel e Soluvel

3.3.4.1. Hidrélise Acida

Para a determinagéo de lignina insoluvel (lignina klason) e lignina
soluvel foram usadas as normas NREL N°003 (HYMAN et al., 2007), e N°004
(TEMPLETON e EHRMAN, 1996), as quais exigem que o bagagco tenha

umidade menor que 10%, e esteja livre de extrativos.

Amostras de 0,3 g de bagago moido e peneirado foram pesadas (M) e
transferidas a tubos de ensaio. Os tubos foram colocados em banho Maria a 30
°C e 3 mL de HySO4 72% (p/p) foram adicionado a cada tubo de ensaio. Os
tubos foram agitados a cada 10 minutos com bastdo de vidro durante 1 h sem
remové-los do banho com o fim de garantir uma hidrélise homogénea. Apos
este tempo, interrompeu-se a reacdo em um banho de gelo fundente
adicionando-se 84 mL de agua destilada e transferindo-se quantitativamente
para erlenmeyers de 250 mL. As amostras foram fechadas e autoclavadas a
121 °C durante 1 h para a total hidrolise dos oligbmeros formados. Apds a
descompressao, os erlenmeyers foram retirados, resfriados e filtrados em um
funil com papel filtro previamente tarado e pesado. O hidrolisado foi filtrado e
transferido para um baldo volumétrico de 100 mL, para posteriores analises de

lignina soluvel e carboidratos.

3.3.4.2. Determinagao de Lignina Klason (insoluvel)
O material retido no papel filtro foi lavado com 1L de agua destilada e

colocado a secar em uma estufa a 105 °C até massa constante (Mya). Parte
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deste material insoluvel é constituida de cinzas, uma vez que estas nao sao
soluveis em acido. Assim, para que nao haja uma superestimag¢ao dos valores
de lignina insoluvel, a metodologia de determinagcdo do teor de cinzas é
realizada como descrito no item 3.3.2. O teor de lignina Klason foi calculado

pela equacgao 3.4

MKla - M

% Teor de lignina klason = ( I p) X 100 — % cinzas 3.4
b

My= massa do bagacgo absolutamente seco, (9)
M,= massa do papel filtro tarado, (g)

Mkia= massa do papel filtro + lignina insoluvel seca, (g)

3.3.4.3 Determinacéao de Lignina soluvel

Transferiu-se 1,0 mL do hidrolisado acido para baldes volumétricos de
25 mL, completando-se com agua destilada. Realizaram-se as leituras em um
espectrofotdbmetro UV-Visivel a 205 nm. As leituras foram feitas antes de
completar 6 horas de hidrdlise. O calculo da concentragao da lignina soluvel é

realizado pela equacgao 3.5

% Lignina solavel

abs * Vg x df
=|———]%x 100 3.5
Elig * B * My

abs = absorbancia da amostra a 205 nm

Vs = volume final do hidrolisado 0,087 L

df = fator de diluicado

B = comprimento do caminho 6ptico, 1 cm

Eiig = absortividade da lignina soluvel a 205 nm, 105 L/g.cm , (FERRAZ,
2000)

M, = massa do bagago absolutamente seco (g)

40|Pagina



Dissertagdo de Mestrado Laura Liliana Garzon Fuentes

3.3.4.4. Determinacgéao de Carboidratos por CLAE (Cromatografia liquida
de alta eficiéncia)

Os teores de celobiose, glicose, xilose e, arabinose presentes no
filtrado da hidrolise com acido sulfurico 72% do material lignoceluldsico
(descrito no item 3.3.4.1), foram analisados por CLAE. Uma pequena aliquota
de aproximadamente 2 mL da solucao foi eluida em um cartucho de extracao
seringa de poros 0,45 ym da marca Whatman e injetadas em uma coluna
Sugar Paks (Waters) utilizando como fase mével agua filtrada e desgaseificada
com fluxo de 0,5 mL/min, a temperatura de 90 °C. Os compostos separados na
fase estacionaria foram monitorados com um detector de indice de refragao
(IR) modelo 410 da Waters a 40 °C. As concentragcdes de cada componente
foram obtidas pela correlacéo entre as areas dos cromatogramas e as curvas
padrao (previamente determinadas por padrées de D-(+) celobiose, D-glicose,

D-xilose e D-arabinose).

As massas de celobiose e glicose foram convertidas em celulose, com
os fatores de 0,95 e 0,90, respectivamente, como também as massas de xilose
e arabinose foram convertidas para hemiceluloses, empregando-se o fator de
0,88. O calculo do teor de carboidratos realizou-se com a equagéo 3.6.

Cerag * Ft = Veintrado
M,

% acucares = ( ) x 100 3.6

CcLae = concentragéo do agucar quantificado por CLAE, (g/L).

Ft = Fator de corregdo para calcular a concentracdo polimérica dos
agucares dada a concentracdo monomeérica dos acgucares (celobiose= 0,95,

glicose= 0,9, xilose= 0,88).
Viirado = Volume do hidrolisado filtrado, (0,087 L)

M, = massa do bagago seco, (g)

3.3.5. Determinacgéo de Cristalinidade
A cristalinidade da celulose foi medida com difragdo de raios X. Este
equipamento usa radiagdo eletromagnética para determinar os espacos

interplanares e a estrutura cristalina do material. Os substratos celulésicos
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apresentam um pico intenso a 22,6° que é devido a sua estrutura cristalina.
Além disso, mostram um ruido na linha de base, o qual é causado
fundamentalmente pela parte cristalina ou pela zona amorfa. O indice de
cristalinidade é calculado usando a equacdo 3.7, a qual emprega as
intensidades de difracdo da estrutura cristalina (plano 002, 26= 22,5°) e da
fragdo amorfa (26=18,7°). O Crl sera determinado com a porcentagem de
material cristalino e amorfa na biomassa (SEGAL et al., 1959) como é

mostrado na figura 3.1.

Ioor — 1
% Crl = (u) X 100 3.7
002
Onde
loo2 = intensidade de difracdo da parte cristalina a uma posicédo de 002,
aprox. 20 = 22,5°.
lam = intensidade de difracdo da estrutura amorfa a 26 =18,7°
GO0
‘.l.-‘ h_l
S00 / \
= 400 - / \
B / AN
2 3004 g /
2 Pae \.\_Vry’ e
£ 200 1 v
e ~ - PL.
100 A
O Rt
10 12 14 16 18 20 22 24 26
28 (graus)

Figura 3.1: Exemplo de difragdo de raios X da madeira. (SEGAL et al., 1959)

3.4. Métodos analiticos para a quantificagao de Agucares

3.4.1. Quantificagao de Glicose

Para a quantificagdo da glicose, foram adicionados 10 pL de cada uma
das amostras em tubos de ensaio (previamente identificados) e adicionado
1,0 mL do kit enzimatico GOD PAP, levados a um banho termostatizado a 30
°C durante 10 min. A reacéao foi interrompida retirando os tubos do banho e
colocando-os em um banho de gelo fundente para terminar a reacéo. A cada

amostra foram adicionados 3,0 mL de agua destilada e a absorbancia foi lida
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em um espectrofotdmetro a 540 nm. Para o calculo de concentragéo de glicose
foi feita uma curva de calibragédo partindo de uma solugao de 1 g/L glicose e
foram feita as diluicbes necessarias para que a absorbancia das amostras

estivesse dentro do intervalo da curva padrao.

3.4.2. Quantificacdo de Agucares redutores totais (ART)

As concentracdes de ART foram determinadas de acordo com o
método do acido dinitrosalicilico (DNS) segundo MILLER (1959). Adiciona-se
0,5 mL de amostras em cada tubo de ensaio e 0,5 mL de reagente DNS. Os
tubos foram mantidos em um banho a 95 °C durante 12 min. Apds este tempo
reacional, as amostras foram resfriadas imediatamente em um banho de gelo
fundente, adicionando-se em seguida 3,5 mL de tartarato de sédio e potassio
tetrahidratado. As leituras da absorbéncia foram efetuadas no
espectrofotdbmetro a 540 nm. Para zerar o espectrofotdbmetro, preparou-se um

branco onde o volume da amostra foi substituido por agua destilada.

Para o calculo de concentracdo de glicose foi feita uma curva de
calibragao partindo de uma solugao de 0,5 g/L glicose e foram feita as diluicoes
necessaria para que absorbancia das amostras estivesse dentro do intervalo

da curva padrao.

3.5. Determinacgao das Atividades Enzimaticas

Para determinacdo da atividade das enzimas foram preparadas
solugcbes com varias concentracdes de enzimas em tampao citrato 0,05 mol/L
pH 4,8.

3.5.1. Determinacgédo da Atividade da Celulase
A atividade foi determinada como unidades de filtro de papel (Filter
Paper Units “FPU”) por volume de enzima original (GHOSE, 1987).

Para a determinacéo da atividade enzimatica, partiu-se de uma solucao
de celulase (marca Sigma-Aldcrich) de diluicdo de 1:20 e 5 novas diluigbes
foram realizadas a partir desta. Em cada tubo de ensaio adicionou-se 50 mg de
papel de filtro e em seguida 1,0 mL de tampao citrato. Os tubos foram
colocados em um banho termostatico a 50 °C durante 10 minutos para um

equilibrio de temperatura. Apdés de este tempo, sem retirar do banho, foi
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adicionado 0,5 mL da enzima diluida a cada tubo e deixados reagir por
60 minutos. Ao final deste periodo, a reagdo é interrompida imediatamente
com a adicdo de 3 mL de DNS misturado. Os tubos foram fervidos durante
5 minutos a 95 °C e posteriormente transferidos para um banho de gelo
fundente. Quando a polpa de papel restante da reacdo foi assentada, a

amostra foi lida no espectrofotdmetro a 540 nm.

Observagao: O preparo do DNS misturado foi realizado tomando uma
aliquota de 100 mL de DNS e adicionado-se 30,6 g de tartarato duplo de sédio
e potassio. Apds a dissolucdo completa do sédio, o volume foi completado até
140 mL. A curva de calibragao foi feita utilizando o método de quantificagéo de
ART descrito na sec¢ao 3.4.2 (utilizando DNS misturado). Foram feitos brancos

de enzima e de papel. Todas as diluicbes foram realizadas em triplicata.

Para o calculo da atividade enzimatica segundo GHOSE (1987), uma
unidade da atividade de enzima (FPU) é baseada na liberagdo de exatamente
2,0 mg de glicose equivalente em mols (2,0/0,18016 umol) do volume de
enzima adicionada a cada ensaio (0,5 mL), e no tempo de incubagéo requerido
(60 minutos) para a geragao dos equivalentes (enzima diluida). Este conceito &

mostrado na equacéo 3.8.

FPU ( 2,0 ) R
= . ,
mL 0,1816 * 0,5 * 60[enzima diluida]/ """ =T T
FPU ( 0,37 ) N
mL ~ \[enzima diluida] )

3.5.2. Determinacgdo da atividade da B-glicosidase

A atividade da B-glicosidase foi determinada através de uma solugao
de celobiose (marca novozymes) 15 mmol/L e expressa em unidades de
celobiose (CBU), a metodologia foi seguida segundo WOOD e BHAT, (1988).

Para a determinacéo da atividade enzimatica, partiu-se de uma solugao
de celulase de diluicido de 1:1000 e 5 novas diluicdes em tampéao citrato 0,05
mol/L pH 4,8, foram feitas a partir desta. Para cada tubo de ensaio, adicionou-

se 1,0 mL de cada uma das diluicbes da enzima e estes foram colocados em
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um banho termostatico a 50 °C durante 10 minutos para um equilibrio da
temperatura. Apos de este tempo, sem tirar os tubos do banho, foi adicionado
0,5 mL da enzima diluida a cada tubo e deixados reagir durante 30 min. Ao
término da reagéao, os tubos foram imersos em um banho de agua fervente por

5 minutos e posteriormente transferidos para um banho de gelo.

Para a determinagédo da concentragao de glicose liberada, coloca-se 20
ML de solugao final com 2 mL do mono-reagente glicose GOD PAP. Os tubos
foram incubados em um banho a 37 °C durante 10 minutos, ao término do
tempo, adiciona-se 0,2 mL de H,SO4 72% em cada tubo e efetuou-se a leitura

a 540 nm em um espectrofotdémetro.

O calculo da atividade baseia-se no conceito da unidade da atividade
de B-glicosidase (CBU), a qual é a liberagcdo de exatamente 1,0 mg de glicose,
isto é, 0,5/0,18016 pmol de celobiose convertida por 1,0 mL de enzima diluida

em 30 minutos de reagdo. A equacgao 3.9 mostra o calculo da atividade

1 *ml—l

CBU _ ( 0,5

l e
0,1816 * 1,0 * 30[enzima diluida]) WMot = min

mL

CBU 0,0926
- |

mL [enzima diluida]

3.6. Planejamento de Experimentos

Para o pré-tratamento do bagaco de cana com cal tomou-se como
ponto de partida o estudo de Rabelo et al. (2008), onde foram realizados os
primeiros avangos nas analises de interagdo das variaveis de pré-tratamento:
tempo de contato (h), temperatura (°C) e concentragdo de Ca(OH), (g/g
biomassa seca). Estes autores concluiram que o pré-tratamento de bagaco
com cal nas condigbes consideradas ndo poderia ser representado por um

modelo linear e sugeriram que se deveria partir para um modelo quadratico.

A partir desta conclusdo e com o fim de otimizar o pré-tratamento com
cal foi realizado um planejamento composto central com as mesmas trés
variaveis do processo usadas por Rabelo et al. (2008), ja que estes autores
determinaram que todas as trés variaveis eram significativas. O intervalo inicial

de trabalho para cada variavel para o planejamento composto central foi:
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Tempo de contato(h): 20-50
Temperatura (°C): 60-80

Massa de Ca(OH); (g/g biomassa seca): 0,25-0,55

3.7. Pré-tratamento do Bagago de Cana com Hidréxido de Calcio (Cal)
Amostras de 4,0 g de bagago de cana foram pesadas em erlenmeyers
de 500 mL, sendo adicionados 100 mL de agua destilada a cada amostra junto
com quantidades de cal, temperatura e durante o tempo previamente
determinados pelo planejamento de experimentos. As amostras foram
fechadas e levadas a incubagao a uma rotagdao de 150 rpm. Ao final de cada
reacao, os erlenmeyers foram submergidos em um banho de gelo fundente
para interromper a reagao. Apos este processo o pH foi ajustado a 7.0 para
calcular o excesso de cal remanescente no pré-tratamento (ver procedimento
3.7.1). Posteriormente, o bagago foi lavado e seco em estufa a 40 °C até

massa constante.

3.7.1. Quantificacdao do excedente de Cal apés do Pré-tratamento

Excesso de cal foi usado para manter um pH alcalino (=12.0),requerido
para o pré-tratamento. Para a quantificagdo do excedente de cal apds o pré-
tratamento, as amostras foram colocadas em agitadores magnéticos e
ajustadas lentamente até pH 7,0 com uma solugédo de acido cloridrico 5 N. O
excedente de cal foi calculado com a equacao (3.10), (KIM et al., 2005).

1 mol de Ca(OH), o Ny X (Vi — Vp)
2mol HCL 1000

W.(g) = X My, 3.10

Onde:

W,= excedente de cal (g)

M. = massa molar de hidréxido de calcio, 74,092 g/mol
NucL = Concentragao do acido cloridrico, (mol/L), (5N)

Vi -V¢ = Volume total da solucdo de HCI para titular o liquido do pré-

tratamento(mL)
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3.8. Hidrdlise Enzimatica do Bagago Pré-tratado

Amostras de 1,0 g de bagago previamente pré-tratadas foram pesadas
em erlenmeyers de 500 mL adicionando-se 300 mL de agua destilada. As
solucdes foram ajustadas a um pH 6timo de 4,8 (Rabelo et al., 2008) . Apds o
ajuste foram adicionados a cada amostra uma carga enzimatica de 1 CBU/g
biomassa seca e 5 FPU/ g biomassa seca de enzima B-glicosidase e de enzima
celulase, respectivamente. Os erlenmeyers foram fechados e levados a
incubacdo em um shaker a temperatura de 50 °C com rotacao de 100 rpm.
Durante a hidrolise, aliquotas de 2 mL foram coletadas em tempos de 0, 1, 3, 6,
12, 24, 36, 48, 60 e 72 h para analises posteriores de glicose e ART. As
aliquotas foram tomadas em tubos de ensaio devidamente identificados e
fervidas a 105 °C durante 10 min. para a desativagao da enzima. Ao final das
72 h de hidrolise, os residuos restantes foram lavados com agua destilada em
uma peneira de 150 mesh. As amostras foram levadas a secagem a 105 °C, e

pesadas para determinar a massa hidrolisada.

3.9. Analise Estatistica

Os planejamentos fatoriais tém sido amplamente utilizados para a
otimizagao de varios tipos de processos devido a possibilidade de investigar
simultaneamente diversas variaveis com um numero reduzido de experimentos,
economizando tempo e reagentes. Outra grande vantagem dos planejamentos
de experimentos & permitir verificar os efeitos individuais dos fatores e suas

interacoes.

A significancia dos fatores experimentais foi testada pelo teste t de
Student considerando o nivel de significancia de 10%. Para a analise
estatistica dos efeitos dos fatores foram selecionados os pontos nos quais as
respostas (massas e as concentragdes de ART e glicose da hidrdlise
enzimatica) atingiram valores constantes com o tempo (aproximadamente 60
h).

Um planejamento composto central com trés replicas no ponto central

foi realizado. Os fatores foram codificados de acordo com a equagéo 3.11
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_ (X; — Xo)

; =12, .... A1
xl AXl l 14 Jk 3

Onde x;e, X; sdo os valores codificados e real do fator |,
respectivamente, X, é o valor real do fator no ponto central e AX; € a variagéo

de X correspondente a uma unidade de variagdo na escala codificada.

Vi = b0+Zbixi+Zbiixi2+Zbijxixj i= 1,2,..,k;j = 1,2,.,k;i :/:] (312)

A equacgéao 3.12 descreve as contribuicdes dos varios fatores na resposta, onde
o coeficiente by € a resposta do ponto central e os outros coeficientes
correspondem a metade dos efeitos principais e de intera¢gdes das variaveis
codificadas na resposta. Nessa equacgao, os efeitos das variaveis codificadas

podem ser comparados diretamente com o coeficiente da equacéo.
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CAPITULO 4- OTIMIZAGAO DO PRE-TRATAMENTO COM HIDROXIDO DE
CALCIO E CARACTERIZAGAO DO BAGAGO DE CANA-DE-AGUCAR

Entre todos os fatores que influenciam a hidrélise enzimatica da
biomassa lignoceluldsica, entre os mais complicados estdo as caracteristicas
estruturais. E amplamente conhecido que a area superficial acessivel e o
conteudo de lignina desempenham um papel importante na taxa e no
rendimento da hidrolise da biomassa. A digestibilidade da biomassa aumenta
com um incremento na acessibilidade da area superficial e na remocao de
lignina (THOMPSON e CHEN, 1991). Neste capitulo, estudaram-se as
melhores condi¢des de pré-tratamento com cal, realizando a analise dos efeitos
das variaveis tempo de pré-tratamento, temperatura e concentragcédo de cal com
0 objetivo de maximizar a produgcédo de agucares fermentesciveis na hidrélise

enzimatica posterior.

4.1. Caracterizagao do Bagago de Cana de Agucar

Para a caracterizagdo do bagago de cana, previamente foi determinado
o conteudo de umidade e de cinzas, que foram de 5,12% e 1,55%,
respectivamente, (item 3.3). Apds a caracterizagdo fisica, o bagago foi
submetido a uma hidrdlise acida tal como foi descrito no item 3.3.4, com o fim
de obter o teor de seus constituintes. Os resultados da hidrolise dos

polissacarideos e da composi¢cado em geral s&o apresentados na tabela 4.1.

Os compostos presentes no bagago de cana em maior quantidade
foram: a celulose, a lignina e a hemicelulose, e em menores quantidades
encontraram-se extrativos e cinzas. Apesar de o baga¢o usado ter sido
proveniente de colheita crua e mecanizada, a porcentagem de cinzas é

considerada baixa.

A quantidade de lignina reportada na tabela 4.1 envolve a lignina
soluvel e insoluvel. A insoluvel é definida como um residuo que nao se
solubilizou em acido e que permanece retida na biomassa (retida no papel
filtro) apds sofrer hidrolise acida com aplicagao de acido sulfarico 72% (p/p). A
lignina soluvel representa a por¢cao que sofre degradagéo durante a hidrdlise

acida e, desta forma, permanece no liquido do filtrado hidrolisado. A
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composi¢ao apresenta um 9,11% de outros compostos tais como o conteudo

de furfural, hidroximetilfurfural, fendis e grupos acetil.

Tabela 4.1: Composigcdo quimica do bagago de cana proveniente da usina da

pedra livre de extrativos em base seca.

Componentes Porcentagem (%) Desvio Padrao
Cinzas 1,55 0,48
Celulose 37,35 0,51
Hemicelulose 23,65 0,88
Lignina 25,09 0,45
Extrativos 3,25 0,20
Outros 9,11 -

4.2. Anadlise das melhores condi¢gées de agitacdo para o pré-tratamento

com hidréxido de calcio

Esta analise foi realizada visando encontrar a melhor condicdo de
agitacdo no pre-tratamento com cal, além de observar se a agitacéo realizada
na incubadora tinha o mesmo efeito que a realizada em um reator com um
agitador tipo turbina axial. Os pré-tratamentos foram realizados a diferentes
agitagdes (150, 250 e 350 rpm) em um reator com 100 mL a uma temperatura
de 87 °C durante 72 h e 0,14 g de cal/g de bagago. Estas mesmas condigbes
foram usadas para os experimentos no shaker. Apds o periodo do pré-
tratamento, o bagago foi levado as condi¢des necessarias para realizar a
hidrélise enzimatica (ver item 3.8). Todas as analises foram realizadas em

triplicata.

Na figura 4.1 sdo apresentados os diferentes perfis de hidrélise para
analise de agitacao durante o pré-tratamento. A etapa de hidrélise foi sempre
realizada em shaker. Nao se notou diferenga no rendimento em glicose quando
o pré-tratamento foi realizado com a mesma agitacdo em shaker ou reator.
Observou-se uma queda na produgao de glicose com o0 aumento da agitagéo.
Um dos motivos provavelmente foi que a maior parte da biomassa permaneceu
aderida nas paredes do reator, evitando assim, a homogeneizagdo do material,
e consequentemente uma diminuicdo na efetividade do pré-tratamento. A

maxima produgao de glicose foi de 0,169 g/g biomassa seca, com a agitagcéo
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no shaker e 0,171 g glicose/g biomassa seca para a realizada no reator a 150

rpm.

B0 -*-Reactor:150 rpm “*Reator:250 rpm

-e-Reator:350 rpm —-+-Shaker:150 rpm
-+ Shaker 250 rpm

o
N
o
o

W
0,160

0,120

0,080

Concentracao de Glicose
(g/g biomassa bruta)
o
g
[

0,000
0 20 40 60 80
Tempo(h)

Figura 4.1: Perfis de hidrélise enzimatica a diferentes velocidades de agitagao na

etapa do pré-tratamento.

O shaker com agitacdo de 150 rpm foi escolhido como equipamento
para realizar 0s ensaios posteriores de pré-tratamento, para possibilitar a

realizacao de varios experimentos ao mesmo tempo.

4.3. Otimizagao do Pré-tratamento com Cal

4.3.1. Primeiro Planejamento fatorial composto central do pré-tratamento

com hidréxido de calcio.

Como foi explicado no capitulo 3, baseado em RABELO et al.(2008),
foram estudadas trés variaveis do processo de pré-tratamento com cal: o
tempo de reagao (h), a temperatura (°C) e a concentragado de cal (Ca(OH),)
(g/g biomassa seca)). Para isso foi realizado um planejamento composto
central com trés repeticdes no ponto central. A agitacao foi fixada em 150 rpm.
A Tabela 4.2 apresenta as faixas escolhidas para cada uma das variaveis com

seus niveis respectivos.

A etapa de pré-tratamento e a hidrélise enzimatica foram realizadas

com a metodologia experimental descrita nos itens 3.7 e 3.8, respectivamente.

51|Pagina



Dissertagdo de Mestrado Laura Liliana Garzon Fuentes

Em todos os ensaios foram medidas as concentragdes de glicose e de ART
liberadas durante a hidrélise enzimatica do bagago pré-tratado em fungao do

tempo.

Tabela 4.2: Faixa de valores estudados no planejamento composto central

Fatores Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Tempo de contato (h) 7,41 20 37 54 64,6
Temperatura (°C) 53,2 60 70 80 86,8

Concentracdo de Cal(g/g de biomassa 0,15 0,25 0,4 0,55 0,65
seca)

E apresentada na tabela 4.3 a matriz de planejamento composto
central com as combinacbes dos niveis para cada um dos ensaios € sua
respectiva resposta de concentracdo de glicose e ART, as quais foram
quantificadas com a metodologia descrita no item 3.2. Os ensaios 15.1, 15.2 e
15.3, representam repeticdbes no ponto central. As concentragbes de ART e

glicose sédo expressas como g/g biomassa bruta seca.

Tabela 4.3: Matriz de planejamento composto central com trés pontos centrais com
suas respostas.

Ensaio Tempo Temperatura Concentragio de Glicose ART
(h) (C) cal (gla) (9/g) (9/g)

1 20 60 0,25 0,140 0,243
2 20 60 0,55 0,169 0,258
3 20 80 0,25 0,164 0,370
4 20 80 0,55 0,186 0,315
5 54 60 0,25 0,182 0,283
6 54 60 0,55 0,174 0,347
7 54 80 0,25 0,200 0,366
8 54 80 0,55 0,205 0,386
9 7,41 70 0,40 0,136 0,230
10 64,6 70 0,40 0,197 0,371
11 37 53,2 0,40 0,177 0,288
12 37 86,8 0,40 0,192 0,419
13 37 70 0,15 0,183 0,348
14 37 70 0,65 0,176 0,330
15.1 37 70 0,40 0,188 0,362
15.2 37 70 0,40 0,177 0,402
15.3 37 70 0,40 0,179 0,345
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Na referida tabela observa-se que a maior liberagdo de glicose e de
ART ocorreu nos ensaios 8 e 12, respectivamente. A maior producdo de
glicose aconteceu no nivel +1 para todos os fatores (54 h, 80 °C e 0,55 g cal/g
biomassa) com um valor de 0,205 g glicose/g biomassa seca e a maior
producao de ART foi de 0,419 g/g biomassa seca quando o tempo e a

concentragéo de cal estavam nos valores de ponto central e a temperatura no
nivel maximo considerado (+1,41).

A figura 4.2 mostra as massas restantes apos o pré-tratamento de 4 g
de bagaco e apds a hidrélise enzimatica de 1 g de bagago pré-tratado. Nela
nota-se que aproximadamente 30% de biomassa foi solubilizada no pré-
tratamento e 50% de massa € hidrolisada. Alem disso, observa-se que a maior
perda de massa ocorreu no ensaio 8 da etapa de pré-tratamento, igualmente,

este ensaio foi 0 que apresentou maior produgdo de glicose na hidrélise.

A baixa perda de massa no pré-tratamento com hidroxido de calcio
pode ser explicada pela pouca remocao de hemicelulose, caracteristica deste
tipo de pré-tratamento. Este tem um alto efeito na acessibilidade da area
superficial do substrato, pois altera a estrutura da lignina e da hemicelulose
facilitando o ataque enzimatico (MOISER et al. 2005).
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L1 % de massa solublizada
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Figura 4.2: Massa de bagaco solubilizada ap6s o pré-tratamento de 4 g de bagaco e
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Os graficos apresentados na figura 4.3 (a-0) mostram os perfis da
liberagéo de glicose e de ART na hidrolise de bagago pré-tratado em termos de
massa, com o fim de avaliar a etapa do pré-tratamento. Os dados
experimentais das figuras podem ser visualizados no anexo C. Na figura
referida observa-se uma maior liberagdo de ART em comparagao com glicose.
A quantificacdo de ART inclui a concentracao de glicose e de todas as outras

hexoses e pentoses liberadas, assim como da celobiose.
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Figura 4.3: Perfis de hidrolises dos ensaios do 1° planejamento composto central das

concentracdes de glicose e ART por grama de biomassa seca.
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4.3.1.1.

planejamento composto central

Andlise estatistica da produgdo de glicose (g/g) do 1°

Com o fim de avaliar a etapa do pré-tratamento com cal, foi tomada
como variavel de resposta mais importante na analise estatistica a producao de

glicose na hidrolise enzimatica posterior.

A analise dos efeitos principais e das interagdes no planejamento
composto central pode ser visualizada na tabela 4.4 considerando um nivel de
confianga de 90%. O efeito principal com maior significAncia na producéo de
glicose foi o tempo, seguido da temperatura, sendo os dois efeitos positivos.
Além disto, se mostraram significativos o termo quadratico do tempo e a

interacédo entre o tempo e a concentragao de cal (“1 e 3”).

Tabela 4.4: Analise dos efeitos principais e de interagbes do planejamento composto

central, utilizando o erro puro para a concentragéo de glicose (g/g) produzida.

Fator Efeito Errg t(2) P Coeficiente
Padrao
Média 1,812 x10™ | 3,325x10® | 5449x10" | 3,370x10* | 1,812 x10™
(1)Tempo 2,979 x102 | 3,123 x10 9,539 1,081 x102 | 1,490 x107
Tempo(Q) 41,012 x102 | 3,437 x10° 2,946 9,846 x10? | -5,064 x107
(2)Tempe. 1,682 x10% | 3,123 x10° 5,386 3,278 x10% | 8,411 x10°
Tempe(Q) 2,780 x10° | 3,437 x10° | 8,100 x10™" | 5,027 x10" | 1,393 x10°
(3)Conc de cal(g/g ) | 5,160 x10° | 3,123 x107 1,652 2,402x10" | 2,580 x10°
Conc. de cal(g/g) (Q) | -8,200 x10™ | 3,437 x10° | -2,390 x10™ | 8,329 x10™" | -4,120 x10™
1e2 2,079 x10° | 4,080 x10° | 5,090 x10" | 6,610 x10" | 1,040 x10°
1e3 1,361 x102 | 4,080 x10° -3,336 7,931 x10% | -6,806 x107
2e 3 1,680 x10° | 4,080 x10° | 4,140 x10" | 7,190 x10" | 8,450 x10™

As significancias dos efeitos também podem ser determinadas no
grafico normal apresentado na figura 4.4. Verifica-se que os efeitos que

passam por uma reta proxima do valor “0” do eixo “x” sdo os efeitos néo
significativos tais como: a temperatura quadratica, a massa de cal linear e
quadratica, e as interagdes de dois fatores “2 € 3” e “1 e 2”. Os efeitos que se
encontram afastados do zero, sao fatores que tém significancia estatistica,
como foram os efeitos linear e quadratico do tempo, o efeito linear da
temperatura e a interagéo “1 e 3”. A significancia determinada por meio da

analise dos graficos normais depende do nivel de confianga. Como a analise
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por grafico normal deu resultados similares a anadlise da tabela 4.4, que

considerou nivel de confianga de 90%, a escolha do nivel de confianga é

adequada.
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Figura 4.4: Grafico normal dos efeitos na produgéo de glicose

Comprovando o resultado da tabela dos efeitos com o grafico normal
se prossegue a reportar o modelo quadratico completo descrito na equagéo 4.1

com os valores dos coeficientes das variaveis (tabela 4.4).

Glicose (§> =0,1811 + 0,0148t — 0,0050t2 + 0,0084T + 0,001393T?

+ 0,002580m — 0,000412m? + 0,01040tT — 0,0068tm
+ 0,000845Tm 411

! Equagdo 4.1 apresentada em variaveis codificadas; t=tempo, T=temperatura,m=concentragéo
de cal
Para que o modelo anterior possa ser usado para fins preditivos é

necessario que as duas condi¢des do teste F sejam cumpridas:

O valor do teste Fregressao Calculado deve ser maior do que o tabelado
para verificar a significancia da regressao, e para verificar a falta de ajuste o
teste Fr,; calculado pelo modelo deve apresentar um valor menor que o valor
tabelado. Se essas duas condigbes forem satisfeitas, o modelo é considerado

apropriado para fins preditivos. A seguir sdo apresentados os valores tabelados
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dos testes F para a produgcdo de glicose com seus respectivos graus de
liberdade:

F(tab.)e7 = 2,72 no nivel de 90% para a regressdo (BARROS NETO et al.,
2003).

F(tab.)s2 = 9,29 no nivel de 90% para a falta de ajuste (BARROS NETO et al.
,2003).

Assim, analisando a tabela 4.5, podemos perceber que o valor do teste
Fregressao Calculado para o modelo completo foi de 6,63, sendo maior que o valor
tabelado (Fg7 = 2,72). A segunda condigdo também foi satisfeita, ja que o F,;
calculado apresentou um valor de 3,03, o qual foi menor que o valor tabelado
(F(tab.)s2 = 9,29). Com estes resultados a equagdo do modelo quadratico pode
ser considerada significativa com 90% de confianga, podendo ser usada para

fins preditivos.

Tabela 4.5: Analise de variancia (ANOVA) — Glicose

Graus de Media Fcal
Fonte de Variagao Soma Quadratica Liberdade Quadratica
Regressio (R) 4,87x10% 9 5,41x10™* *6,63
Residuo (r) 5,71x10* 7 8,15x10%°
Falta de ajuste (faj) 5,04x10™ 5 1,01x10°% *3,03
Erro puro (ep) 6,66x10°° 2 3,33x10™
Total (T) 5,44x10% 16
Y%Variagao explicada
(R%) 89,5
Maxima variagao
explicada 98,8

* Teste F calculado para verificar a significancia estatistica da regressao

**Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo

4.3.1.1.1 Andlise da superficie de resposta de glicose do 1° planejamento

composto central

As superficies de resposta tracadas com o modelo descrito pela
equacao 4.1 sdo apresentadas nas figuras 4.5 a 4.7. Da figura 4.5 nota-se
que, mantendo a concentracao de cal no ponto central, as variaveis do tempo e

da temperatura atingem a maior liberagdo de glicose no nivel +1,41 com uma
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producdo de glicose de 0,2 g/g biomassa bruta. Observando-se a curva de
nivel é aconselhavel trabalhar nos maiores tempos e temperaturas para obter

maior concentragao de glicose.
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Figura 4.5: Superficie de resposta (a) e Curva de nivel (b) para a glicose em fungao

do tempo e da temperatura, mantendo a concentracao de cal no ponto central
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Figura 4.6: Superficie de resposta(a) e Curva de nivel (b) para a variavel glicose em

fungao do tempo e da concentragéo de cal, mantendo a temperatura no ponto central.
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Figura 4.7: Superficie de resposta (a) e curva de nivel (b) para a variavel glicose em
fungado da concentragéo de cal e da temperatura, mantendo o tempo no ponto central.

Quando a temperatura € mantida no ponto central (figura 4.6), a massa
de cal parece ndo ter influencia a 90% de confianca. Com aumentos de tempo
de pré-tratamento a superficie apresenta um comportamento de um plano
ascendente buscando atingir um maximo de produgéo de glicose. Este mesmo
comportamento € notoério quando o tempo é fixado no ponto central (figura 4.7),
ou seja, pode-se concluir que mantendo a temperatura e o tempo nos maiores
valores considerados no planejamento, a concentragdo de cal tem baixa
influéncia na liberagao de glicose ap6s a hidrolise. Segundo CHANG (1998), o
pré-tratamento com cal € um pré-tratamento lento que requer tempos longos e

temperaturas moderadas para obter uma maior liberagéo de agucares.

4.3.1.2. Analise de producgio de ART (g/g) do 1° planejamento composto

central

Na tabela 4.6 é mostrada a analise dos efeitos principais e de
interacdo na produgao de ART, sendo a variavel resposta, a concentragéao de
ART produzida na hidrélise do bagago pré-tratado. Os efeitos com valores de
p<0,1 s&o significativos, estes foram: o efeito linear e quadratico do tempo e o

efeito linear da temperatura.
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Tabela 4.6: Analise dos efeitos principais e de interagbes do planejamento composto

central, utilizando o erro puro para a massa de ART(g/g) produzida.

Fator Efeito Erro t(2) P Coeficiente
Padrao

Média 3,702 x10" | 1,688x102 | 2,192x10" | 2,074 x10° | 3,702 x10™
(1)Tempo 6,358 x107 | 1,585 x107 4,010 5,694 x10% | 3,179 x10°
Tempo(Q) -5,233 x10% | 1,745 x10 -2,998 9,558 x107% | -2,616 x107
(2)Tempe. 7,712 x102 | 1,585 x107 4,863 3,978 x10% | 3,856 x10”
Tempe(Q) -1,495 x10% | 1,745 x10% | -8,567 x10" | 4,819x10™" | -7,470 x10°
(3) Conc. de cal (g/g )| 1,960 x10° | 1,585 x10% | 1,239 x10" | 9,127 x10" | 9,820 x10™*
Conc.de cal (g/g) (Q) |-2,509 x10? | 1,745 x10 -1,437 2,872x10" | -1,254 x107
1e2 -1,557 x102| 2,072 x10% | -7,519x10" | 5,306 x10™" | -7,790 x10®
1e3 3,141 x10% | 2,072 x107 1,516 2,687 x10" | 1,571 x107
2e 3 -2,876 x10?2| 2,072 x10? -1,388 2,995 x10" | -1,438 x107

Constataram-se as respostas da tabela 4.6 com o grafico normal
apresentado na figura 4.8. Os efeitos ndo significativos sédo os que se
encontram sobre a reta que passa pelo valor “0” do eixo “X” Os efeitos
afastados da reta séo efeitos significativos. A analise concorda com a tabela
4.6 dos efeitos, o qual quer dizer que a porcentagem de 90% utilizada é

adequada para analisar o modelo.
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Figura 4.8: Grafico normal do primeiro planejamento composto central para a
produgao de ART(g/g)
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Assim, a equacdo 4.2, reporta o modelo quadratico completo da
producao de ART.
ART (%) =0,37019 + 0,03179t — 0,02616t% + 0,038562T — 0,00747T? +
0,000982m — 0,01254m? — 0,01254T¢t + 0,015709tm — 0,01438Tm (4.2%)

2 Equacéo 4.2 apresentada em termos de variaveis codificadas

Sendo: t=tempo; T=temperatura, m= concentragéo de cal.

Para a validacdo do modelo é realizada a analise da tabela ANOVA
(tabela 4.7) onde sao calculados os valores F para falta de ajuste e de
regressao. Os valores tabelados da distribuicdo F com seus respectivos graus

de liberdade a 90% de confianga séo:
F(tab.)e7 = 2,72 para a regresséo (BARROS NETO et al., 2003).
F(tab.)s > = 9,29 para a falta de ajuste (BARROS NETO et al., 2003).

Como foi dito anteriormente, para que o modelo possa ser usado para

fins preditivos o teste F deve cumprir as condigdes:
F(regresséo calculado) > F(regresséo tabelado)9,7 = 10,6O> 2,72

I:(Falta ajuste calculado) < F(Falta de ajuste tabelado)5,2 = 3,91 < 9,29

Tabela 4.7: Analise de variancia (ANOVA) — ART (g/g)

Soma Graus de Media Fcalculado
Fonte de Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressio (R) 4,63x10°? 9 5,14x10 10,60*
Residuo (r) 3,39x10% 7 4,85x10°%
Falta de ajuste (faj) 1,68x107% 5 3,35x10™ 3,91*
Erro puro (ep) 1,72x10 2 8,59x10%*
Total (T) 4,97x102 16
% Variaggo explicada(R?) 93,20
Maxima % variagao
explicada 96,50

*Teste F calculado para verificar a significancia estatistica da regresséo

**Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo

Assim, as duas condigdes foram satisfeitas para o teste F, de forma
que se considera o modelo estatisticamente significativo a 90% de confianga,

podendo este ser usado para fins preditivos na faixa estudada.
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Foram tracadas as superficies de resposta e as curvas de nivel na
figura 4.9 para se observar o comportamento da produgcdo de ART com
respeito as variaveis independentes. Em ela observa-se que a maior producao
de ART encontra-se nas maiores temperaturas do planejamento e em valores
de tempo de pré-tratameanto de 40 a 60 h, atingindo uma produgéo de 0,4 g de
ART/g biomassa seca. Como o efeito linear e o quadratico da concentragao de
cal, e nenhuma das interagdes envolvendo a massa de cal ndo foram
estatisticamente significativas, esta variavel foi retirada da analise, concluindo-
se que a liberagdo de ART apos da hidrélise € independente da concentragao

de cal na faixa estudada.
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Figura 4.9: Superficie de resposta (a) e, curva de nivel (b) para a resposta de ART em

funcao do tempo e da temperatura, mantendo a concentragéo de cal no ponto central.

4.3.2. 2° Planejamento Composto central do Pré-tratamento com cal

Como os valores de tempo, temperatura e concentracdo de cal que
levaram a maxima producgédo de glicose no planejamento anterior estavam na
extremidade da faixa estudada, novos ensaios de pré-tratamento foram
realizados, visando alcangar o ponto 6timo de produgéo de glicose. Para este
fim se continuou usando a metodologia de superficies de resposta, e foram
aumentadas as faixas de tempo e temperatura como foi indicado pela analise
estatistica realizada anteriormente (item 4.3.1.1.1). A massa de cal no 1°
planejamento ndo mostrou significancia, porém, o efeito de iteracédo entre ela e

o tempo foi significativo, motivo pelo qual se resolveu néo tirar do planejamento
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esta variavel e trabalhar no mesmo intervalo anteriormente estudado. As novas

faixas de estudo se encontram reportadas na tabela 4.8.

Tabela 4.8: Faixa das variaveis estudadas na otimizagao.

Fatores Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Tempo de contato (h) 53,1 65 82,5 100 111,9
Temperatura (°C) 83,3 86 90 94 96,7
Concentragao de Cal (g/g) 0,15 0,25 0,4 0,55 0,65

Na tabela 4.9 ¢ apresentado a matriz do 2° planejamento composto
central com suas respectivas respostas (glicose e ART). A maior produgao de
glicose foi obtida nos ensaios 15 (pontos centrais) com uma produgao de 0,23
g de glicose/g biomassa bruta correspondente a uma concentragdo de 0,36 g
ART/g biomassa bruta. Os ensaios realizados nas condigdes menores de

tempo e temperatura mostraram menor producéo de agucares.

Tabela 4.9: Matriz de 2° planejamento composto central com trés pontos centrais com

suas respostas.

Concentragao de Glicose ART
Tempo Temperatura cal (9/9) (9/9)
Ensaio (h) (°C) (g/9)
1 65 86 0,25 0,192 0,336
2 65 86 0,55 0,177 0,333
3 65 94 0,25 0,190 0,344
4 65 94 0,55 0,175 0,349
5 100 86 0,25 0,203 0,379
6 100 86 0,55 0,207 0,367
7 100 94 0,25 0,209 0,385
8 100 94 0,55 0,192 0,348
9 53,07 90 0,4 0,191 0,326
10 111,93 90 0,4 0,202 0,354
11 82,5 83,27 0,4 0,199 0,381
12 82,5 96,73 0,4 0,199 0,337
13 82,5 90 0,15 0,178 0,360
14 82,5 90 0,65 0,200 0,350
15.1 82,5 90 0,4 0,239 0,366
15.2 82,5 90 0,4 0,230 0,367
15.3 82,5 90 0,4 0,228 0,365
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A tabela 4.9 também permite concluir que nos ensaios do ponto central
a producgdo de glicose aumentou em pequena proporgdo comparada com o
ponto étimo do primeiro planejamento. Este aumento na liberagcdo de glicose
ocorreu, entre outros fatores, devido a maior remoc¢ao de hemicelulose ocorrida
com o aumento do tempo e da temperatura na etapa do pré-tratamento. Este
resultado pode ser corroborado observando o perfil de hidrélise apresentado na
figura 4.10(0), onde se mostram uma menor concentracdo de ART produzida
na hidrolise enzimatica comparada com o ensaio 8 da analise anterior (Figura
4.3h).

Na figura 4.10 pode-se observar em todos os perfis de glicose nas
primeiras horas de hidrolise apresentam uma pequena inibicdo, que
provavelmente é causada pela liberagdo de celobiose que n&o é rapidamente
convertida a glicose. Aproximadamente apds 36 h de hidrolise é obtida a maior
producdo de acucares, que se mantém constante até as 60 h de hidrdlise. Os
pontos centrais 15.1, 15.2 e 15.3 apresentam boa reprodutibilidade, como se
pode observar nos perfis deles mostrados na figura 4.10.(0).
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Figura 4.10: Perfis de hidrolise dos ensaios da otimizagdo do planejamento composto

central de concentragdes de glicose e ART.

4.3.2.1 Andlise de producido de Glicose (g/g) do 2° planejamento

composto central

Na andlise estatistica apresentado na tabela 4.10 e com o grafico
normal apresentado na figura 4.11, observa-se que o efeito linear e quadratico
do tempo, o efeito quadratico da temperatura e o efeito quadratico da
concentragao de cal foram estatisticamente significativos a 90% de confianga,
ja que apresentaram um valor de p<0,1, sendo o maior efeito o quadratico da
concentracao de cal. Os efeitos de interacdo, e os efeitos lineares da
concentragao de cal e da temperatura ndo apresentaram significancia na faixa

estudada.

A equacao 4.3 mostra o modelo completo que foi obtido com os valores
dos coeficientes tomados da tabela 4.10. Para validar este modelo foi
necessario realizar o teste F. Para que o modelo possa ser usado para fins
preditivos é necessario passar pelas duas condi¢cdes; uma esta relacionada

com a regressao e a outra com a falta de ajuste.

Glicose(g/g) = 0,2321 + 0,00704t — 0,01252t? — 0,00095T — 0,01153T2 —
0,00038m — 0,01524m? — 0,00063Tt + 0,00224tm — 0,00257Tm (4.3)3

3Equag;éo 4.3 apresentada em termos de variaveis codificadas

Sendo: t=tempo, T=temperatura, m =concentragéo de cal
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Tabela 4.10: Andlise dos efeitos principais e de interagdes do 2° planejamento

composto central, utilizando o erro puro para a massa de glicose (g/g) produzida.

Erro Padrao

Fator Efeito t(2) P Coeficiente
Média 2,322x10" | 3,220 x10° | 7,199 x10" | 1,900 x10* | 2,322 x10™
(1)Tempo 1,408 x10™ | 3,030 x107 4,648 4,330 x102 | 7,040 x10
Tempo(Q) -2,504 x10™ | 3,330 x10° -7,511 1,727 x10? | -1,252 x107
(2)Tempe. -1,900 x10® | 3,030 x10° | -6,268 x10™ | 5,948 x10" | -9,500 x10™*
Tempe(Q) -2,305 x102 | 3,330 x10° -6,915 2,028 x10% | -1,153 x10
(3)Conc. de cal(g/g ) | -7,700 x10* | 3,030 x10° | -2,542x10™" | 8,231 x10" | -3,800 x10™
Conc. Cal (g/g ) (Q) | -3,053 x102 | 3,330 x107 9,157 1,172 x102 | -1,526 x107
1e2 41,260 x10° | 3,960 x10° | -3,184 x10™ | 7,803 x10" | -6,300 x10™
1e3 4,480 x10° | 3,960 x10 1,132 3,750 x10™" | 2,240 x10°
2e 3 -5,150 x10° | 3,960 x10°° -1,301 3,231x10" | -2,570 x10
3n
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Figura 4.11: Grafico normal para a producgéo de glicose (g/g)

A equacao 4.3 mostra o modelo completo que foi obtido com os valores

dos coeficientes tomados da tabela 4.10. Para validar este modelo foi

necessario realizar o teste F. Para que o modelo possa ser usado para fins

preditivos é necessario passar pelas duas condi¢cdes; uma esta relacionada

com a regressao e a outra com a falta de ajuste.
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Glicose(g/g) = 0,2321 + 0,00704t — 0,01252t2? — 0,00095T — 0,01153T2 —
0,00038m — 0,01524m? — 0,00063Tt + 0,00224tm — 0,00257Tm (4.3)°

3Equacao 4.3 apresentada em termos de variaveis codificadas

Sendo: t=tempo, T=temperatura, m =concentragéo de cal

Na tabela 4.11 sdo exibidos os valores calculados do teste F, e os

valores da distribuicao F tabelados a 90% de confianga séo:
F(tab.)e 7 = 2,72 para a regressao (BARROS NETO et al. 2003).
F(tab.)s2 = 9,29 para a falta de ajuste (BARROS NETO et al. 2003).

Como anteriormente dito o teste F deve cumprir com as duas

condicdes de regressao e de falta de ajuste sendo:
F(regresséo calculado) > F(regresséo teérico)9,7= 4,72>2,72
I:(Falta ajuste calculado) < F(Falta de ajuste teérico)5,2= 4,40<9,29

Assim, as duas condigdes foram satisfeitas para o teste F, de forma
que o modelo é estatisticamente significativo a 90% de confianga e pode ser

usado para fins preditivos.

Tabela 4.11: Analise de variancia (ANOVA) para o 2° planejamento composto central

Soma Graus de Media F

Fonte de Variacao Quadratica Liberdade Quadratica calculado
Regressao (R) 4,56x10% 9 5,06x10™ 4,72*
Residuo (r) 7,51x10* 7 1,07x10°%
Falta de ajuste (faij) 6,89x10™ 5 1,38x10°™ 4,40
Erro puro (ep) 6,26x10% 2 3,13x10°%
Total (T) 5,31x10” 16
% Variag3o explicada (R?) 85,84
Maxima variagdo explicada
(%) 98,81

* Teste F calculado para verificar a significancia estatistica da regressao
**Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo

Com o objetivo de encontrar a regido o6tima foram tracadas as
superficies de resposta apresentadas na figura 4.12, onde é encontrada uma

maxima producao de glicose de aproximadamente 0,22 g/g biomassa seca.
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Figura 4.12: Superficies de resposta da producado de glicose, (a) concentragdo de cal

no ponto central, (b) temperatura no ponto central

As curvas de niveis apresentadas na figura 4.13 podem ser usadas
para definir melhor a regido da produgdo maxima de glicose. Fica claro que as
condigcbes 6timas se encontram em torno do ponto central, havendo uma faixa

ampla de temperatura, tempo e concentragdo de cal onde ha rendimentos

altos.
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Figura 4.13: Curvas de nivel para a variavel glicose (a), concentragdo de cal no ponto

central, (b) temperatura no ponto central.

Para quantificar os valores das condigcbes o6timas o modelo

apresentado na equagéao 4.3 é derivado parcialmente em relacdo a cada um
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dos fatores e as equagbes séo igualadas a zero. As derivadas com respeito a

cada variavel sao:

oM, ;

g“+e(g/g) = 0,007039 — 0,02504t — 0,000630T + 0,002241m = 0 (4.4)
OMgiicose(g/9)

— D = —0,000949 — 0,023052T — 0,000630¢ — 0,002574m =0 (4.5)
oM,

W = —0,000385 — 0,030528m — 0,002241t — 0,002574T =0  (4.6)

Resolvendo o sistema de equacobes lineares temos os valores 6timos

das variaveis em termos codificados:
t =0,2834

T = —5,03045 x 1072

m = 1,2440 x 1072

Decodificacao das variaveis:

1—-t 100 h —Tempo
—1—-0 65h—825h

Tempo=87,45 h

1-T 94°C—Temperatura

-1-0 86°C — 90 °C

Temperatura= 89,79 °C

1—m _ 0,55 — concentracdo de cal

-1-0 0,25-0,4

Concentracao de cal= 0,4018 g/g biomassa bruta.

Logo, com os resultados anteriores 0 modelo prediz que o 6timo global
para a producdo de glicose encontra-se nas condi¢cdes de pré-tratamento
devem realizar-se a uma temperatura de 89,79 °C durante 87,45 h com uma
concentragdo de cal de 0,4 g/g. Com o objetivo de trabalhar com valores
inteiros, o 6timo foi aproximado a condigdes de 90 °C, 90 h, e 0,4 g de cal/g

biomassa bruta.
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4.3.2.2. Analise estatistica da producao de ART(g/g) do 2° planejamento
Para a producao de ART s&o analisados a tabela 4.12 e o grafico
normal apresentado na figura 4.14, concluindo-se que todos os efeitos
principais e de interacdo apresentaram p<0,1, sendo estatisticamente
significativos a 90% de confianga. O maior efeito € o do tempo de pré-
tratamento (linear e quadratico), seguido do efeito de interagédo
tempo/concentracéo de cal. Entre os trés fatores, o que apresenta menor efeito

na producao de ART é a temperatura.
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Figura 4.14: Grafico Paretto para a produgédo de ART(g/g) no segundo planejamento

composto central.

Na tabela 4.12 sao apresentados os coeficientes do modelo completo
obtido para representar a produgcdo de ART(g/g) na regido de

estudo,representada na equagéao 4.7.

ART(g/g) = 0,36773 + 0,012004t — 0,008290t% — 0,004667T — 0,00141T? —
0,00474m — 0,00286m? — 0,00452tT — 0,00634tm — 0,0206Tm 4.7%

*Equagdo 4.7 apresentada em termos de variaveis codificadas

Sendo: t=tempo, T=temperatura, m = concentragéo de cal
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Tabela 4.12: Andlise dos efeitos principais e de interagbes do 2°

composto central, utilizando o erro puro para ART(g/g) produzida.

planejamento

Efeito Erro Padrao t(2) P Coefi.
Fator
Média 3,658x10"" [6,190 x10%  |5,906x10* |3,000x10°|3,658 x10™
(1)Tempo 2,400 x10® | 5,820 x10% | 4,127 x10" |5,870 x10°*| 1,200 x102
Tempo(Q) -1,658 x10? (6,400 x10%  |-2,590 x10' | 1,488 x10%°|-8,290 x10™°
(2)Tempe. 9,330 x10° 5,820 x10%  |-1,605 x10' | 3,862 x10%*| -4,660 x10®
Tempe(Q) 2,830 x10 6,400 x10**  |-4,420 4,756 x10%?[-1,410 x10°
(3)Conc. de cal(g/g ) 9,490 x10° 5,820 x10%*  |-1,632 x10" 3,731 x10%%| -4,740 x10®
Conc. de cal(g/g) (Q) -5,720 x10™ 6,400 x10**  |-8,938 1,229 x10%? | -2,860 x10°°
1e2 9,050 x10 [ 7,600 x10®  |-1,191 x10" [ 6,974 x10°%|-4,520 x107
1e3 1,268 x102 (7,600 x10®  |-1,668 x10' [ 3,573 x10°%|-6,340 x107
2e 3 -4,130 x10 [ 7,600 x10**  |-5,446 3,210 x10°%|-2,060 x10°

A tabela 4.13 mostra a ANOVA, usada para a validacao do modelo

descrito na equacao 4.7. A referida tabela apresenta um coeficiente de
determinacao de 77%, indicando que o modelo explica esta porcentagem em
torno da média em termos de produgdo de ART, sendo os 23% restantes

devidos aos residuos.

A seguir sdo apresentadas as duas condigbes que o teste F deve

satisfazer para a validagédo do modelo.
F(regresséo calculado) > F(regresséo teérico)9,7 = 2,74>2,72

I:(Falta ajuste calculado) < F(Falta de ajuste tec’)rico)5,2= 190,46 < 9,29

Tabela 4.13: Andlise de variancia (ANOVA) para ART, 2° planejamento composto

central

Soma Graus de Media Teste F

Fonte de Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressio (R) 3,89x10% 9 4,32x10°% 2,74
Residuo (r) 1,10x10% 7 1,57x10
-03 -04

Falta de ajuste (faj) 1,10x10 5 2,20x10 190,46
Erro puro (ep) 2,24x10™° 2 1,12x10
Total (T) 4,99x10 16
% Variacao explicada (Rz) 77,90
Maxima variacéo explicada 99,95
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* Teste F calculado para verificar a significancia estatistica da regressao

**Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo

Ao analisarmos os resultados do teste F obtidos podemos perceber
que o valor da primeira condigdo de regressao € satisfeita, embora bem no
limite, mas 0 modelo estudado apresenta evidéncia de falta de ajuste, pois nao
satisfaz a segunda condigdo. Assim, o modelo que descreve a concentragao
de ART liberada durante a hidrolise do bagago ndo é estatisticamente

significativo a 90% e nao deve ser usado para fins preditivos.

Como o objetivo principal deste trabalho era encontrar as condigdes
6timas do pré-tratamento com cal para a liberagéo de glicose, e elas ja foram
encontradas no item 4.3.2.1, ndo é necessario fazer estudos adicionais para a

maximizacao da producao de ART.

4.3.3. Analise e caracterizagao Quimica do bagago pré-tratado nas

condicoes otimizadas

Com o fim de validar o valor étimo encontrado pelo modelo estatistico
foi realizado um ensaio em triplicata nas condicbes 6timas de pré-tratamento
de 0,4 g de cal/g biomassa bruta a uma temperatura de 90 °C durante um
tempo de 90 h. Apéds esta etapa efetuou-se a hidrélise enzimatica realizada nas

mesmas condi¢cdes do item 3.8 descrito anteriormente.
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Figura 4.15: Perfil de Hidrdlise de glicose das condi¢des 6timas do pré-tratamento

A figura 4.15 apresenta os perfis de hidrolise enzimatica, observando-
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se uma liberagao maxima de 0,246 g de glicose/g de biomassa bruta e 0,356 g
de ART/g biomassa bruta. Com bagago sem pré-tratamento obteve-se um
rendimento de glicose de 14,30%, e o rendimento foi de 59,64% quando o
bagaco foi pré-tratado nas condi¢des 6timas. O rendimento foi calculado com a

equagao 4.8.

g glicose hidrolisada * fator

Rendimento(%) = - p” =
g glucana na biomassa nao tratada

g glicose  162,2

Rendimento(%) — x x 1009 9
endimento(%) g glucana = 180,2 &

o
|

Figura 4.16: Aspecto do bagago de cana (A) antes e (B) apos o pré-tratamento. (C)

Apos a etapa de hidrdlise enzimatica.

Na figura 4.16 observa-se o bagago sem e com pré-tratamento, assim
como o bagacgo hidrolisado. Na etapa de pré-tratamento, aproximadamente
50% da biomassa foram solubilizadas nas condigdes o6timas e 70% da

biomassa foi hidrolisada na etapa de hidrélise.

Tabela 4.14: Caracterizagdo quimica do bagago antes e apos do pré-tratamento

Compostos Antes do pré-tratamento ApOs o pré-
tratamento
100 g
58,73 g
Cinzas 1,79g9g+0,48¢g -
Celulose 37,35g+0,51¢g 3550g+0,52¢g
Hemicelulose 23,66g+0,88¢g 12,53g+0,34g
Lignina 25109g+0,484¢ 9,16g+0,14 g
Extrativos 3,259g+0,20¢g -
Outros 9,11g+0,009g 1,54 g+0,00g

A tabela 4.14 apresenta o balanco de massa para as composicoes do
bagaco antes e apds o pré-tratamento. A caracterizacdo do material foi
realizada com a metodologia descrita no item 3.3. Os teores de extrativos e
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cinzas nao foram observados para o material pré-tratado com cal, pois estes

dois componentes sao degradados durante a etapa de pré-tratamento.

Observa-se na referida tabela que o pré-tratamento com cal
aproximadamente um 5% de celulose, 27% de hemicelulose e um 39% de
lignina foram solubilizados. A literatura caracteriza o pré-tratamento com cal
como um pré-tratamento capaz de modificar a estrutura da lignina e da
hemicelulose para facilitar o ataque enzimatico. Cabe-se ressaltar que com o
planejamento composto central foi possivel trabalhar com menor tempo de pré-
tratamento do que os encontrados na literatura (tempos maiores a uma
semana)( PLAYNE,1984; KIM, 2005; COTLEAR, 2004 ).

O indice de cristalinidade foi medido para o bagago antes e apds a
etapa de pré-tratamento, como é mostrado na figura 4.17. O indice de
cristalinidade para o bagaco pré-tratado foi de 64,23%, enquanto para o
bagaco bruto foi de 46,37%, ou seja, houve um aumento no indice de
cristalinidade apos o pré-tratamento. De acordo com Kim (2004), o indice de
cristalinidade € uma medida da quantidade relativa de celulose cristalina no
so6lido. Como o pré-tratamento com cal remove lignina e hemicelulose, amorfas,
ha um aumento no indice de cristalinidade. O aumento no indice de
cristalinidade apds pré-tratamento foi reportado em varios outros trabalhos
(Chang e Holtzapple, 2000; Tanahashi et al.,1983; Kim 2004)
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Figura 4.17 : Difracdo de raios X para o bagago de cana pré-tratado e sem pré-

tratamento
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4.4. Aumento de carga de sélidos no pré-tratamento

Foram realizados testes para aumentar a carga de sélidos no pré-
tratamento. Este analise foi realizada nas condigbes 6timas encontradas no
pré-tratamento (90 °C por um periodo de 90 h com 0,4 g de cal/g de bagaco)
com variagao de solidos de 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10% (p/v). A hidrdlise enzimatica

foi realizada com as condicbes descritas anteriormente no item 3.8.

Na realizacdo dos experimentos, observou-se que com 0 aumento da
carga de solidos, tornava-se mais dificil obter a homogeneizagdo de todo o
material, pois a maioria deste ndo permanecia no meio reacional, ficando
aderido nas paredes no transcorrer do tempo e, consequentemente,
queimando. Além disso, o liquido reacional foi insuficiente, o que nao
possibilitava o contato efetivo da cal com a biomassa. Estes foram uns dos
motivos do porque com um aumento de soélidos para 10% mostrou-se uma
menor liberagdo de carboidratos comparada com o pré-tratamento com 4% de

solidos(figura 4.18).

Ao analisar a figura 4.18 observa-se que o perfil de hidrélise do bagago
que nao foi submetido a etapa do pré-tratamento atingiu uma pequena
producao de 0,052 g de glicose/g biomassa seca. Comparando este resultado
com o bagaco pré-tratado com 4% de sdlidos, a produgao dele supera mais de

trés vezes que o produzido sem pré-tratamento.
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Figura 4.18: Influéncia de carga de solidos no pré-tratamento com cal
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4.5. Conclusoes

A agitacao foi considerada uma variavel importante no pré-tratamento
com cal, devido a importancia de ter o material homogeneizado no meio
reacional para obter o maior contato entre substrato e reagente. A melhor
condigdo de agitagdo encontrada foi de 150 rpm e a realizagdo dos
experimentos no shaker e no reator de 500 mL levou a resultados

semelhantes.

As melhores condigdes para producdo de glicose na hidrélise
enzimatica determinadas usando planejamento de experimentos e a
metodologia das superficies de resposta foram realizando o pré-tratamento
com 0,4 g de cal/g de biomassa bruta a uma temperatura de 90 °C durante 90
h. O rendimento de producdo de glicose nas condigbes o6timas de pré-
tratamento e hidrolisadas com 5 FPU de celulase/g biomassa bruta e 1 CBU de
B-glicosidase/g biomassa bruta, foi de 59,64%. Por tratar-se s6 de avaliar a
etapa de pré-tratamento, se trabalhou com baixas cargas enzimaticas.
Entretanto, outros experimentos mostraram que maiores rendimentos podem

ser obtidas com maiores cargas enzimaticas.

Ao realizar a hidrdlise enzimatica com o bagago que nao foi submetido
a etapa de pré-tratamento, os rendimentos da hidrélise enzimatica foram muito
baixos. Isto mostra a importancia de se retirar ou modificar as estruturas da

lignina e das hemiceluloses usando um pré-tratamento.

Durante o pré-tratamento com hidréxido de calcio, baixa remocao de
hemicelulose e pouca solubilizagdo de glicose foram encontradas. Na hidrélise
enzimatica uma consideravel massa de ART foi liberada comparada com a
glicose. Os acgucares redutores incluem n&o s6 a glicose, mas também
pentoses e hexoses presentes na hemicelulose, que também é hidrolisada em
algum grau pelas enzimas celulases (RABELO, 2007). Entre os agucares
redutores também ha celobiose, como sera mostrado nas analises posteriores

realizadas em HPLC.
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CAPITULO 5-OBTENGAO DE DADOS CINETICOS NA DESLIGNIFICAGAO
DO BAGAGO NO PRE-TRATAMENTO COM CAL

Durante o pré-tratamento com cal, parte da holocelulose é removida
pela acado de ions hidroxido (KIM 2004). As massas de cada componente da
biomassa mudam devido a solubilizagdo dos componentes durante o pré-
tratamento alcalino. Neste capitulo o pré-tratamento de bagago com cal foi
realizado em 4 temperaturas diferentes (60, 70, 80 e 90 °C) e balangos de
massa foram realizados para o calculo da massa perdida dos componentes
durante o processo de deslignificacdo a fim de mostrar o comportamento e

encontrar a cinética de deslignificagao do pré-tratamento.

5.1. Revisao bibliografica

O mecanismo de deslignificacdo pode ser descrito em trés etapas: a
Inicial, a “bulk” (dominante) e a residual (AURELL 1964, DE GROOT 1994)
como mostrado na figura 5.1. Na etapa inicial, alguns compostos fendlicos com
ligacbes a-O-4 e B-O-4 tém estas ligagbes quebradas (GIERER et al. 1985).
Na etapa dominante, a principal reagéo que ocorre € a ruptura das ligagdes néo
fendlicas B-O-4, (GIEREN e NOREN 1980) e durante a etapa residual da
deslignificacédo, ligacbes carbono-carbono na lignina sdo quebradas e os
carboidratos sdo degradados (DE GROOT 1995).

DOLK et al. (1989) considerou a possibilidade de que a fase inicial,
devido a sua rapidez, pode nao ser controlada pela reagao quimica, e sim pela
difusdo. LI e MUI (1999), confirma esta teoria e sugere a diminuicdo no
tamanho das particulas e da temperatura para medir a cinética quimica desta

etapa.

DE GROOT et al. (1995), descreveram a deslignificacdo da madeira
como descrito anteriormente por AURELL (1964). Para os autores, a etapa
inicial remove uma grande quantidade de hemiceluloses e pouca lignina. Na
etapa dominante ocorre a maior remogao de lignina e hemiceluloses e,
finalmente, na fase residual, a celulose e o restante da hemicelulose séo

decompostas, enquanto a remogao da lignina ocorre lentamente.
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Etapa de Deslignificagao Principais Quebras de ligagoes Taxa Relativa

Ligacdes Fendlicas
a-0-4

Inicial B-0-4 Rapida

Ligacdes nédo
Fendlicas Media
Bulk B-0-4

Ligacdes
Residual C-C Lenta

Figura 5.1. Etapas de deslignificagdo no processo da transformagédo da madeira (Kim
2004).

FERNANDEZ et al.(1985) mostraram que a lignina do bagaco de cana
€ mais reativa e acessivel do que a lignina da madeira. No caso do pré-
tratamento com soda a altas temperaturas (100-165 °C), SEBATIER et al.
(1993) mostraram que o bagago n&o apresentava a etapa inicial na
deslignificagdo, motivo pelo qual o autor considera no modelo apenas a etapa
dominante e a residual. Eles sustentam esta afirmagdo mostrando que o
processo de deslignificagdo alcalina no bagago tem inicio com uma alta
remocao de lignina comparada com a pouca remog¢ao de hemicelulose, o que

na madeira ndo é caracteristico da etapa inicial e sim da etapa dominante.

COTLEAR (2004) estudou a deslignificagdo do bagag¢o de cana-de-
acucar pré-tratado com hidréxido de sédio, com e sem a adicido de oxigénio.
Ele mostrou que em periodos longos de pré-tratamento, em temperaturas
inferiores a 60 °C, o bagago apresenta uma diminui¢do no conteudo de lignina
rapidamente e pouca remog¢ao de hemicelulose durante a primeira semana, o
que o autor conclui ser devido a caréncia da etapa inicial. Além disso, observa-
se 0 comego da etapa residual apés a primeira semana, na qual a

deslignificagédo se caracteriza por ocorrer muito lentamente.

KIM (2004), estudou a deslignificacdo da palha de milho pré-tratado
com hidroxido de calcio, com e sem adigdo de oxigénio. A palha de milho foi
moida até um tamanho de particula menor que 0,6 mm com a finalidade de
evitar problemas de difusdo durante a deslignificacdo. O modelo cinético foi
determinado empiricamente por trés reacdes simultdneas de primeira ordem. A
energia de ativagdo para a deslignificagdo oxidativa e ndo oxidativa, para a
fase dominante, foi de 50,15 kJ/mol e 70,24 kJ/mol, respectivamente.
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5.2. Descrigado da metodologia

Dados cinéticos foram coletados em torno do ponto 6timo do pré-
tratamento. 4 g de bagago moido e seco foram tratados com 0,4 g de cal/g de
biomassa bruta a diferentes condi¢gdes de temperaturas 60, 70, 80, e 90 °C.
Para cada uma destas isotermas foram realizados experimentos finalizando a
reacao a diferentes tempos de 24, 48, 60, 72, 84, 90 e 110 h. Apds do pré-
tratamento o material foi ajustado pH até ser neutralizado (item 3.7.1) para a
remogao de cal que ndo foi consumida, seguidamente foi lavado, seco e levado
a uma posterior hidrélise acida para a quantificagado de celulose, hemicelulose

e lignina (ver procedimento 3.3.4).

5.3. Resultados e Discussoes

Durante o pré-tratamento com cal pode-se observar, com o transcorrer
do tempo, a degradacdo da holocelulose (xilanas+glicanas) e da lignina
(soluvel+insoluvel (Klason)). Como mostra a figura 5.2, a perda de massa é
favorecida com o aumento da temperatura e do tempo. 30% do material foi

solubilizado com 108 horas de pré-tratamento e 90 °C.
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Figura 5.2: Massa total de sdlidos, holocelulose, lignina total a: (a) 60°C, (b) 70°C, (c)

80°C, (d) 90°C.
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Nas figuras 5.3 e 5.4 sdo mostrados os conteudos de xilana e glicana
no bagaco durante a deslignificagdo com cal a diferentes temperaturas. A maior
perda de glicana ocorreu a 90 °C, e a maior solubilizagdo de xilanas ocorreu a
temperaturas maiores que 70 °C, ambos no tempo maximo de pré-tratamento.
Por outro lado, a menor perda ocorreu a 60 °C para tempos menores que 48 h,
sendo observado para os dois agucares. Entretanto, estas foram as condigbes
onde houve menor degradagao de lignina, como é visualizado nas figuras 5.5 e
5.6, as quais mostram os conteudos de lignina Klason e lignina soluvel no
bagaco. Destas figuras pode-se observar que a degradagdo da lignina é
favorecida com incrementos do tempo e da temperatura. A tendéncia da
reducéo no conteudo da lignina soluvel foi semelhante a da lignina Klason. O
conteudo de lignina no bagago pré-tratado a 90 °C durante 108 h diminuiu de
24,47 para 9,10 g lignina Klason/100 g biomassa pré-tratada, equivalentes a
uma remogao de 63% da lignina klason inicial, e 1,72 g passaram para 0,66 g

lignina soluvel/ 100 g biomassa pré-tratada.

Nos perfis das figuras 5.3 a 5.6 nota-se que o aumento de temperatura
favorece bastante a deslignificacdo, mas influencia menos a perda de xilana e
glicana, ao contrario do aumento tempo de pré-tratamento, que influencia as
trés variaveis (lignina, glicana e xilana). Isto indica que talvez seja interessante
avaliar a possibilidade de realizar o pré-tratamento em temperaturas mais altas

e por menores tempos em estudos futuros.
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Xilana
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Figura 5.3: Conteldo de xilanas em fungdo do tempo durante a etapa de

deslignificagcao
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Figura 5.4: Conteudo de glicana em fungdo do tempo durante a etapa de

deslignificagao
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Figura 5.5: Comportamento do conteudo de lignina Klason em fungéo do tempo

durante a etapa de deslignificagéo
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Figura 5.6: Degradacao da lignina soluvel durante a deslignificagdo com cal

A equacao 5.1 foi utilizada para o calculo das conversbes de lignina
durante a etapa de deslignificagao para cada isoterma. A figura 5.7 mostra os
perfis da conversao de lignina total em fungdo do tempo. A maior converséo
obtida foi de 52% e 62% para as temperaturas de 80 °C e 90 °C,
respectivamente. A menor conversdo de lignina atingiu 30% para a
deslignificacao realizada a 60 °C. Nestas figuras pode-se também observar que
as maiores deslignificagbes ocorreram nos tempos maximos de pré-tratamento

para todas as temperaturas estudadas.

Ly, —1L
L, =22 T x100% 5.1
Lo
Onde:
Le = Conversao de lignina total no tempo t, g de lignina removida no tempo

t/g lignina inicial t=0.

L7, = Conteudo de lignina total no t=0, g de lignina total no tempo t=0/g
biomassa pré-tratada.

Ly = Conteudo de lignina total no t, g de lignina total no tempo t/g biomassa
pré-tratada.
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Figura 5.7: Converséao da Lignina total em fungéo do tempo a 60, 70, 80 e 90 °C.

A seletividade da deslignificagdo (g de holocelulose perdida/ g lignina
removida) € um parametro de vital importancia devido ao fato que esta
descreve a eficacia do processo. Idealmente, uma boa deslignificacdo no
processo deve remover altos conteudos de lignina sem uma significante perda
de holocelulose: Portanto, valores pequenos de seletividade sdo desejaveis
(COTLEAR 2004). A figura 5.8 (a-d) mostra a perda de holocelulose em relagéo
a degradacao de lignina a diferentes temperaturas, a qual foi calculada através

da equagao 5.2.

Mp =M, — M, 5.2
Onde:
Mp = Massa perdida de holocelulose ou de lignina Klason, (g/100 g de

biomassa pré-tratada).

M, = Massa inicial de lignina Klason ou holocelulose no tempo t=0, (g/100 g

de biomassa pré-tratada).

M; = Massa de lignina Klason ou holocelulose no tempo t, g/100 g de

biomassa pré-tratada.

Estas correlagbes reportadas na figura referida ndo incluem o ponto
inicial de perda de holocelulose e lignina removida no tempo t=0. Este ponto o
qual pertence a etapa inicial ndo apresenta um comportamento similar ao

demais dados de deslignificacdo. Observa-se também que inicialmente houve
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maior perda lignina comparada com a remogao de hemicelulose, sendo esta, a
principal caracteristica da etapa dominante e nao da etapa inicial. SEBATIER et
al.(1995), propds que a deslignificagdo do bagago ocorre inicialmente com uma
alta taxa de remogéo de lignina comparada com a perda de carboidratos, fato

pelo qual justifica a falta da etapa inicial na deslignificagao alcalina do bagaco.

Foram utilizadas regressdes lineares para obter a inclinagao da reta,
que representa a seletividade. O processo se mostrou mais seletivo quando a
deslignificacdo é realizada a uma temperatura de 90 °C, onde houve maior

solubilizag&o de lignina com baixa perda de holocelulose.
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Figura 5.8: Perdas de holocelulose versus remocg¢ao de lignina Klason no pré-
tratamento com cal a: (a) 60 °C, (b) 70 °C, (c) 80 °C e (d) 90 °C.
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5.3.1. Cinética da deslignificagcao do bagago de cana-de-agucar

Como foi visto na revisao bibliografica deste capitulo, a degradacao da lignina
ocorre em trés fases: a inicial, a dominante e a residual. Do ponto de vista
cinético, a lignina pode ser classificada em trés diferentes classes de acordo
com a fase onde é degradada (equacao 5.3). KIM e HOLTZAPPLE, (2005)
mostraram que, dependendo do substrato e do reagente utilizado no pré-

tratamento, algumas fases podem néao estar presentes na deslignificagéo.

LLTkO = a; exp(—k; X t) + ap exp(—k, X t) + a, exp(—k, X t) 5.3
Esta equacéo esta restrita pela condigao de: a; + a; + a, = 1, quando

LLTko = 1 para t=0.

Onde:

Lk = Conteudo total de lignina no tempo t, g lignina no tempo t/ g total de

solidos secos.

Lo = Conteudo total de lignina em t=0, g lignina no tempo 0/ g biomassa
bruta seca.
a = Fragao de lignina que pode ser removida em uma etapa especificada,

g lignina na etapa especificada no tempo t=0/g lignina no tempo t=0.
k = Constantes cinéticas para a etapa especificada, 1/h

Com os resultados obtidos de seletividade e conversao de lignina obtidos no
item 5.5, conclui-se que a deslignificagcdo do bagago em tempos menores de
108 h s6 apresenta uma fase (dominante ou “bulk). A caréncia da fase inicial na
deslignificagédo foi observada no estudo de seletividade, ja que a remogéao de
lignina inicialmente foi maior que a perda de hemicelulose; caracteristica
principal da etapa dominante e ndo da etapa inicial.

A caréncia da etapa residual na deslignificacdo realizada para tempos
curtos (=108 h) foi observada com os resultados de seletividade e converséo
de lignina. A principal caracteristica da fase residual é que a remogao da lignina
procede muito lentamente, enquanto os carboidratos sdo degradados (DE
GROOT et al, 1995). Este fato nao foi observado nos estudos de
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deslignificagéo para as condi¢gdes de pré-tratamento deste trabalho. Em todos
os casos a degradagéao da lignina é significativa durante todo o pré-tratamento.
Portanto, mediante as condi¢cdes de trabalho, concluimos que a
deslignificagdo do bagago de cana pré-tratado com cal carece da etapa inicial e
residual para tempos curtos e temperaturas entre 60-90 °C. Este resultado esta
de acordo com os obtidos por COTLEAR, (2004), que verifica o surgimento de

tal etapa somente apds a primeira semana de pré-tratamento.

SEBATIER et al. (1995) mostram que o bagago submetido a
deslignificagdo com soda nao apresenta a etapa inicial. Os autores confirmam
este fato mostrando que processos de deslignificagao alcalinos para o bagago
inicialmente comegam com altas degradagdes de lignina, comparada com as
degradagdes dos carboidratos, 0 que nao é caracteristico da fase inicial e sim
da fase residual (DE GROOT et al., 1995). Este mesmo fato foi observado por
COTLEAR (2004), pré-tratando o bagago com cal. O autor afirma que esta fase

€ tdo pequena que nao poderia ser detectada por uma simples inspec¢ao visual.

Considerando s6 a fase dominante, o modelo apresentado na equacgéao

5.4 é reduzido a equacao 5.5.
1n(Lk) = _kb Xt+ ln LOk (55)

Plotando In(Lx) contra o tempo (figura 5.9), foi possivel determinar, a
partir da inclinacdo da reta, as constante de velocidade,’k,”, para as
temperaturas de 60, 70, 80 e 90 °C como: ky1= 0,0039 h™", kpo= 0,0045 h™", kps=
0,0074 h™' e kps = 0,0094 h™", respectivamente. O coeficiente linear representa o
logaritmo neperiano da composigao inicial da lignina Klason. Os resultados

mostram que a constante cinética aumenta com o aumento da temperatura.

A figura 5.10 apresenta a degradagao da lignina em fungéo do tempo
calculada pelo modelo apresentado na equacao 5.5 (linhas continuas) e os
dados obtidos experimentalmente (pontos) para cada temperatura.
Comparando o modelo com os dados experimentais, observa-se que houve um

bom ajuste com as hipéteses consideradas.
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Figura 5.9: Graficos de logaritmo natural da lignina Klason versus tempo para as
temperaturas de: (a) 60 °C, (b) 70 °C, (c) 80 °C e (d) 90 °C.
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Figura 5.10: Modelo cinético para a predigao da lignina Klason
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Embora o modelo apresentado na equagéo 5.5 seja semi-empirico, uma das
suas importantes caracteristicas € que com as constantes cinéticas obtidas
anteriormente pode ser calculada a energia de ativagdo do processo de
deslignificagéo utilizando a equagao de Arrhenius (DOLK et al., 1989; CHIANG
et al., 1990):

In(k) = In(4) + (— %) (5.6)
Onde:
A = Fator pré-exponencial ou fator de freqténcia (1/h)
T = Temperatura, K,
E, = Energia de ativagao Joule/mol
k = Constantes cinéticas para cada temperatura, 1/h
R =Constante universal dos gases, 8.314 J/(mol*K)

A energia de ativacao foi determinada plotando o Ln(K,) versus 1/T,
como é ilustrado na figura 5.11, e o valor obtido foi de 31,47 kd/mol. Este valor
foi menor que a energia de ativagdo para a madeira e palha de trigo
(aproximadamente 120-130 kJ/mol e 50kJ/mol, respectivamente) na fase
dominante (Kim, 2005), quando estas matérias-primas foram deslignificadas
com cal em condi¢gdes oxidativas. O bagago parece ter uma estrutura mais
favoravel que a madeira e que o milho para remogao de lignina nas condigbes

alcalinas estudadas, por ter uma menor energia de ativagdo na deslignificagao.

2,72 2,82 2,92 3,02

y = -3,7858x + 5,7545
R?=0,9547

Ln Kb (1/h)

1/T (1000/K)

Figura 5.11: Grafico In(k/s-1) versus 103/T(K) para a determinagdo da Ea para

deslignificacao do bagaco.
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Sabe-se que a energia de ativacdo € a energia minima que os
reagentes necessitam para a formagdo dos produtos. Assim, o fator

exponencial “e¥R™

pode ser interpretado como a fracdo de colisbes que tém
energia suficiente para promover a reagdo. Com o resultado anterior
poderiamos interpretar que seria necessaria uma energia de ativagdo minima
de 31,47 kJ/mol para obter uma remogao de lignina do bagaco pré-tratado nas

condi¢des estudadas.

5.4. Conclusodes

O processo de deslignificagdo se mostrou mais seletivo quando o
bagaco foi pré-tratado a temperaturas de 90 °C. Nestas condi¢des, foram
obtidas as maiores remoc¢des de lignina e as menores perdas de carboidratos.
Isto confirma a temperatura de 90 °C como a melhor temperatura para pré-
tratamento de bagaco de cana com cal na faixa operacional considerada, como
ja tinha sido determinado durante os planejamentos de experimentos

realizados no capitulo 4.

O modelo cinético da deslignificagdo do bagaco de cana tratado com
hidréxido de calcio foi empiricamente estabelecido como uma reacao de
primeira ordem, correspondendo a fase dominante, para tempos de pré-
tratamentos menores ou iguais a 108 h. A energia de ativacdo da
deslignificacao foi estimada com um valor de 31,47 kJ/mol, o qual € menor que
a energia de ativagdo da deslignificagdo para a madeira e a palha de milho
(120-139 kJ/mol e 50 kJ/mol, respectivamente) pré-tratadas com cal em
condigbes oxidativas (KIM e HOLTZAPPLE, 2006).
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CAPITULO 6- OBTENGAO DE DADOS CINETICOS NA HIDROLISE
ENZIMATICA

A hidrélise enzimatica apresenta-se como uma das alternativas mais
adequadas para a producdo de acucares a partir de biomassas
lignoceluldsicas. Este processo se caracteriza por utilizar condigdes suaves
durante o processo, 0 que leva a uma menor quantidade de subprodutos
toxicos na fermentagédo, além de, produzir altos rendimentos em glicose. A
hidrélise enzimatica é afetada por diferentes fatores tais como: a temperatura, o
tempo, o pH, a carga enzimatica, a concentragao de substrato, a concentragao
de produtos e as caracteristicas estruturais da biomassa. Uma maior
concentracdo de substrato, dentro de uma margem, ajuda a aumentar a
concentragcao de acucares fermentesciveis produzidos na hidrélise para uma
mesma relagdo enzima:substrato. Do mesmo modo, o emprego de elevadas
concentragdes de substrato lograria diminuir os requerimentos de agua do
processo. Porém, aumentar a quantidade de substrato leva a uma serie de
inconvenientes: por um lado, aumenta-se a concentragcdo de compostos
inibidores gerados durante o pré-tratamento (degradagdo da lignina,
hemicelulose, etc.), e, dada a maior liberagao de agucares durante a hidrdlise,
a inibicao por produto final também aumenta. Outra dificuldade é manter uma

boa homogeneizagao de todo o material, o que dificulta a difusdo das enzimas.

Alguns dos fatores que afetam a hidrolise enzimatica, tais como o
aumento na carga de solidos e a variagdo de carga de enzimatica, foram
estudados neste capitulo com o fim de fornecer dados cinéticos ao nosso grupo
de pesquisa para posteriores estudos de modelagem cinética da hidrélise

enzimatica.

6.1. Obtencdo de Dados Cinéticos Variando a Carga de Soélidos na

Hidrolise Enzimatica

Neste item é estudado o comportamento da hidrélise enzimatica com a
variacdo na concentracdo de solidos, com a finalidade de obter dados que
possibilitem um estudo cinético detalhado do processo, como também avaliar a
possibilidade de se trabalhar com maiores concentracdes de sélidos, o que

resulta em uma redugdo no consumo da agua.
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6.1.2. Descrigao da Metodologia

Neste estudo, bagago previamente pré-tratado nas condigbes 6timas
descritas no capitulo 4, foi submetido a etapa de hidrélise com o objetivo de
avaliar a influéncia da concentracdo de bagaco na hidrolise enzimatica.
Experimentos foram realizados com 1, 2, 3, 4 e 5% (p/v) de sdlidos, usando
como solugao tampao citrato com 0,07g de azida. Este meio foi utilizado com o
fim de evitar a proliferagdo de microrganismos. A carga enzimatica empregada
para esta analise foi de 500 FPU/L de celulase e 500 CBU/L de B-glicosidase
para todas as porcentagens de sdélidos. O pH foi ajustado com acido acético
até ficar estavel em um valor de 4.8. As condi¢des de temperatura e agitagao
foram mantidas a 50 °C e 150 rpm, respectivamente. Aliquotas foram retiradas
aos 10 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h,
60 h e 72 h de reacdo, sendo a reagao interrompida pelo aumento da
temperatura a 80 °C durante 10 minutos. Foram realizadas as leituras em
HPLC para a quantificacdo dos acucares. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

A tabela 6.1 apresenta as cargas enzimaticas da B-glicosidase e
celulase para cada concentracdo de substrato em unidades da enzima por

grama de biomassa pré-tratada.

Tabela 6.1: Condigdes das cargas enzimaticas a diferentes concentragdes de bagago

Concentraciao de bagago Concentracio de celulase e beta-glicosidase
(ml/v) (CBU ou FPU/g.b.s)
1% 50
2% 25
3% 16,7
4% 12,5
5% 10

g.b.s= gramas de biomassa seca

6.1.3. Analises de Resultados

Nas figuras de 6.1 a 6.3 sao apresentados os perfis de hidrdlise em
termos de concentragao (g/L) para a celobiose, glicose, xilose e arabinose. Os
valores experimentais sdo reportados no anexo F. Nas figuras referidas
observou-se maior liberacdo de acucares com o aumento na concentragao de

sélidos. Com 5% obteve-se uma produgao de glicose de 25,20 g/L, enquanto a
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menor produgdo ocorreu com 1% de sodlidos, quando atingiu-se uma
concentragéo de 6,62 g de glicose/L. A maior concentragdo de celobiose
ocorreu na concentracdo de sélidos de 5%, sendo que a concentragao deste
agucar diminui com a diminuigdo da carga de sélidos. Apesar de se obter
maiores concentragdes de glicose com cargas de solidos maiores, a figura 6.1
mostra que seria necessario utilizar maiores cargas enzimaticas de [-
glicosidase para converter maior quantidade de celobiose nas concentragbes

de 3, 4 e 5%.

2%

Concentragao de celobiose (g/L)

2000 3000 4000 5000

Tempo{min}

Figura 6.1. Perfis de hidrdlise de celobiose (g/L) com 1, 2, 3, 4 e 5% de sdlidos
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Figura 6.2: Perfis de hidrolise de glicose (g/L) com 1, 2, 3, 4 e 5% de solidos
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Figura 6.3: Perfis de hidrolise de xilose (g/L) com 1, 2, 3, 4 e 5% de solidos
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Figura 6.4: Perfis de hidrélise de arabinose (g/L) com 1, 2, 3, 4 e 5% de sélidos

BREULI (1991), reporta que concentragbes de celobiose estiveram
presentes em todas as hidrolises com concentragdes de substrato de 10%
(m/v). Este autor, conseguiu aumentar a conversao de celobiose com o
incremento na quantidade de [B-glicosidase, a qual foi inibida pelas altas
concentragbes de glicose. ZHU (2005), reporta que, incrementos na
concentragao de substrato tém dois efeitos na hidrélise das glicanas, afetando
o rendimento: 1) incrementos nas concentragdes de substrato e enzima elevam
a formagéo do complexo enzima-substrato, acelerando a taxa de hidrdlise, e (2)

causam maiores concentragdes de produtos finais, os quais inibem as enzimas.
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Figura 6.6: Rendimento de xilose da hidrolise para 1, 2, 3, 4 e 5% de sélidos

Além de ter obtido perfis de hidrolise em termos de concentragao,

foram avaliados os rendimentos para a glicose e a xilose no transcorrer da

hidrélise (figura 6.6 e 6.7). O calculo da conversao dos carboidratos que foram

hidrolisados para glicose e xilose € baseado na reagdo estequiométrica

descrita a seguir:

[C6H1005]n + nH,0 - nCeH1;06
Glucana Glicose
_ 9 _
Massa molar = 162,2 (mol) Massa molar = 180,2 (g/mol)

(6.1)
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[CsHgO,4),, + nH,0 - nCsH1¢0s (6.2)
Xilana Xilose

- 9 —
Massa molar = 132,1 (ﬁ) Massa molar = 150,1 (g/mol)

Conhecendo o conteudo de carboidratos estequiometricamente, pode-

se calcular o rendimento com as equagdes 6.3 € 6.4.

162,2
180,2

g glucana ap6s o pré — tratamento

g glicose hidrolisada *

Rendimento glicose(%) = X 100% 6.3

132,1
150,1
g xilana apos o pré — tratamento

g xilose hidrolisada X

Rendimento xilose(%) = x 100% 6.4

Na figura 6.6 observa-se que os maiores rendimentos ocorreram para
as menores concentragdes de soélidos. Com 1% de sdlidos obteve-se 99,37%
de rendimento em glicose, enquanto o menor rendimento em glicose ocorreu
com 5% de solidos, sendo de 75,28%. Este mesmo comportamento foi notado
com a xilose. Rendimentos de 79,90% de xilose foram obtidos para 1% de
solidos e 40,03% para 5% de sdlidos. Os rendimentos em xilose sdo baixos
porque nao se usam enzimas xilanases, mas o fato de haver liberacdo de
xilose mostra que as celulases também hidrolisam as hemiceluloses. Os

valores experimentais sdo reportados no anexo F.

Comparando com os resultados anteriores expressos em g/L, observa-
se que, apesar de se obter maiores concentragdes de glicose com o aumento
na carga de sélidos, a conversao diminui. Uma explicagéo para este fato esta
relacionada com a concentragdo de enzima que foi adicionada por grama de
bagaco a cada ensaio (tabela 6.1). A concentragdo de enzima (FPU ou CBU/g
biomassa seca) diminuiu com o incremento na concentragdo de solidos. Outra
explicagdo para a diminuicdo do rendimento com o aumento da carga de
solidos é que para elevadas concentracbes de substrato a fase aquosa é
reduzida, o que dificulta a homogeneizagcao do material e com isso a difusao
das enzimas, diminuindo a eficiéncia da hidrélise. Além disso, quando sao
liberadas maiores concentragbes de agucares, a inibicdo por produto final é

favorecida.
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6.2. Obtencao de Dados Cinéticos com Variagao na Carga Enzimatica

A carga enzimatica e as caracteristicas estruturais estao intimamente
interligadas durante a hidrélise enzimatica dos materiais lignocelulésicos, ou
seja, biomassas com caracteristicas estruturais mais accessiveis para a
enzima necessitardo menores cargas de enzima para atingir elevados teores
de acgucares, enquanto, a digestibilidade da biomassa com caracteristicas
recalcitrantes pode ser melhorada, em certa medida, com altas cargas
enzimaticas. Devido ao alto preco das enzimas, reduzir a quantidade de
enzima necessaria para atingir altos rendimentos a partir da biomassa se torna
uns dos alvos da hidrélise enzimatica. Este estudo analisara o efeito de carga
enzimatica para as condigbes 6timas de pré-tratamento com o fim de encontrar
a carga enzimatica ideal para obter maior producdo de acgucares
fermentesciveis, além de fornecer dados cinéticos para posteriores estudos de

modelagem.

6.2.1. Metodologia Experimental

Neste estudo, a concentracédo de solidos foi fixada em 3% (m/v) (3
gramas de bagaco pré-tratado nas condigbes 6timas). Ao bagago pesado foram
adicionados 100 mL de tampé&o citrato com 0,07 g de azida. O meio reacional
foi ajustado ao ph 4.8 durante trés dias. As condigdes de temperatura e
agitacdo foram mantidas a 50 °C e 150 rpm. A cada ensaio foram adicionadas
diferentes concentragcdes de celulase e B-glicosidase de acordo com um
planejamento composto central 2% com trés pontos centrais. A tabela 6.2
mostra a matriz de planejamento. Na primeira e na terceira colunas encontram-
se expressas as concentragdes enzimaticas de celulase e B-glicosidase por
grama de bagaco pré-tratado, na segunda e na quarta colunas estao
mostradas as concentragdes enzimaticas equivalentes em termos de
concentragao de enzima por litro de solugdo. Aliquotas foram retiradas aos 10
min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 1 h, 3 h, 6 h, 12h,24 h, 36 h, 48 h,60 h e
72 h de reagao e a reacgao foi interrompida com o aumento na temperatura até
80 °C durante 10 min, sendo realizadas as leituras em HPLC para a

quantificacao dos agucares.
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Tabela 6.2: Matriz de planejamento composto central para a variagdo de carga

enzimatica
Celulase Celulase Beta-glicosidase Beta-glicosidase
Ensaio (FPU/g.b.s) (FPU/L) (CBU/g.b.s) (CBUIL)
1 5,83 175 7,33 220
2 5,83 175 42,66 1280
3 25,83 775 7,33 220
4 25,83 775 42,66 1280
5 1,66 50 25 750
6 30 900 25 750
7 15,83 475 0 0
8 15,83 475 50 1500
9 (C) 15,83 475 25 750
10 (C) 15,83 475 25 750
11 (C) 15,83 475 25 750

g.b.s = gramas de biomassa seca

6.2.2. Analise de Resultados

Na tabela 6.3 € apresentada a matriz de planejamento com as
respostas concentragédo de glicose e rendimento em glicose obtido na hidrdlise
enzimatica. Nela pode-se notar que, a maior produgao de glicose ocorreu nos
pontos centrais, onde as concentragdes de celulase e [-glicosidase
adicionadas foram de 475 FPU/L e 750 CBUI/L, respectivamente. O valor
maximo atingido foi de 15,88 g/L de glicose com um rendimento de 78,55%. O
segundo maior rendimento foi obtido no ensaio 3. Este ensaio atingiu um valor

de 78,55% de rendimento o qual foi proximo ao maximo encontrado.

A menor liberagdo de glicose ocorreu no ensaio 5, que foi realizado
com a menor carga enzimatica de celulase. O ensaio 7 atingiu um rendimento
de glicose de 66,24%, sendo o segundo mais baixo. Apesar de nao ter sido
adicionada B-glicosidase neste ensaio, o rendimento ndo foi tdo baixo

comparado com o ensaio que continha baixa carga de celulase.
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Tabela 6.3: Matriz de planejamento composto central com as respostas de glicose e

rendimento

Celulase B-glicosidase Glicose Rendimento
Ensaio (FPUIL) (CBUIL) (glL) Glicose (%)

1 175 220 14,65 71,08

2 175 1280 14,29 70,99

3 775 220 15,50 78,55

4 775 1280 14,73 74,64

5 50 750 12,39 62,76

6 900 750 14,88 75,39

7 475 0 13,07 66,24

8 475 1500 14,80 74,99

9 (C) 475 750 15,88 80,48

10 (C) 475 750 15,82 80,15

11 (C) 475 750 14,97 75,86

Na figura 6.7 sao apresentados os perfis de hidrélise para cada ensaio
com sua respectiva producao de glicose, xilose e celobiose. Nos ensaios 3 e 4
(figuras 6.7c e 6.7d) observou-se uma mesma concentracdo de xilose liberada.
Entre estes dois ensaios manteve-se a mesma concentracdo de celulase e
variou-se a concentragdo de [-glicosidase (220 e 1280 CBUIL,
respectivamente). A figura 6.7i apresenta a media dos pontos centrais com

seus respectivos desvios padrao.

Observa-se da tabela 6.3 que, mantendo a concentragcao de celulase
fixa, e aumentar muito a concentracdo de [-glicosidase nao favorece a
liberagao de glicose. Isto pode ser confirmado ao comparamos o ensaio 1 com
0 ensaio 2, 0 ensaio 3 com o0 ensaio 4 e o ensaio de ponto central com o ensaio
8. Uma explicagao possivel para este fato € a alta afinidade que a lignina tem
pela B-glicosidase (HUANG e PENNER, 2002). Grandes concentracdes de [3-
glicosidase provavelmente levam a alta adsor¢do desta enzima quando ha
lignina no material, o que cobre o material lignoceluldsico, diminuindo os sitios
ativos e impedindo o passo da celulase a celulose. Por outro lado, comparando
0 ensaio 7 com os ensaios de ponto central ou com o ensaio 8, nota-se que
quando a concentragdo de [-glicosidase € muito baixa, o aumento da

concentracao desta enzima favorece o aumento do rendimento.
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No ensaio 7 observa-se uma grande quantidade de celobiose que nao
foi convertida em glicose (figura 6.7 g), j4 que ndo houve adicdo de -
glicosidase e esta enzima é a responsavel por hidrolisar a celobiose em
glicose. Apesar do complexo da celulase conter B-glicosidase, se observa a
necessidade de adicionar quantidades puras desta enzima para obter maiores

rendimentos de glicanas e diminuir a inibicdo causada pela celobiose.

Da tabela 6.3 pode-se observar também que, a partir de uma dada
concentragao de celulase, mantendo-se a concentragao de B-glicosidase fixa,
aumentar a concentracao de celulase causa um aumento no rendimento. Isto
pode ser observado ao se comparar o0 ensaio 1 com o ensaio 3, 0 ensaio 2 com
0 ensaio 4, e o0 ensaio 5 com o ensaio 6. No entanto um aumento excessivo na
concentracdo de celulase diminui o rendimento da hidrélise, como pode ser

visto ao se comparar o ensaio 6 com os ensaios de ponto central.
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Ensaio 5 Ensaio b
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Figura 6.7: Perfis de Hidrdlise enzimatica para a variagdo de carga enzimatica da

celulase e da B-glicosidase
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2.2.1. Analise estatistica para o rendimento de glicose do planejamento

composto central

Para a analise dos efeitos das concentragcbes de enzima no rendimento
em glicose sédo analisados a tabela 6.4 e o grafico normal apresentado na
figura 6.8. Neles nota-se que somente o efeito linear e quadratico da
concentracao de celulase apresentaram um valor p< 0,1, o que quer dizer que
sdo estatisticamente significativos a 90% de confianga, sendo o efeito
quadratico da concentracdo de celulase o efeito de maior significAncia, com

valor negativo, indicando uma regido de maximo rendimento.
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Figura 6.8: Grafico normal para o rendimento em glicose

A equacéao 6.1 mostra o modelo completo que foi obtido com os valores
dos coeficientes tomados da tabela 6.4. Com o fim de validar este modelo é
necessario realizar o teste F. Para que o modelo possa ser usado para fins
preditivos é necessario passar pelas duas condi¢cdes; uma esta relacionada

com a regressao e a outra com a falta de ajuste.

Rendimento = 78,83 + 3,61C — 3,87C? + 1,04B — 3,11B%? — 0,95CB 6.1°
°Equagéo 6.1 apresentada em termos de varidveis codificadas

Sendo: C=Concentragéo de celulase, B=concentragdo de B-glicosidase
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Tabela 6.4: Analise dos efeitos principais e de interagbes do planejamento composto

central, utilizando o erro puro para o rendimento em glicose

Fator Efeito Errc3 t(2) P Coeficiente
Padrao

Media 7,883 x10" | 1,487 5,301 x10° 3,560 x10* 7,883 x10'
(1)Celulase 7,219 1,818 3,971 5,797 x10% | 3,609
Celulase(Q) -7,736 2,160 -3,581 6,991 x10% | -3,868
(2)Beta-glicosidase |2,091 1,821 1,148 3,697 x10" 1,045
Beta-glicosidase(Q) | -6,225 2,168 -2,872 1,029 x10™ -3,112

1L by 2L -1,902 2,571 7,396 x10" 5,366 x10" | -9,508 x10™

Na tabela 6.5 é mostrada a tabela ANOVA para analisar a significancia
do modelo. Em seguida sdo apresentadas as duas condi¢gbes que o teste F

deve satisfazer o para que o modelo seja significativo.
F(regresséo calculado) > F(regresséo teérico)5,5 = 2,69>3,45

I:(Falta ajuste calculado) < F(Falta de ajuste teérico)3,2= 3,56 < 9, 1 6

Tabela 6.5: Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo completo

Soma Graus de Media Teste F
Fonte de Variacao Quadratica Liberdade Quadratica
Regresséao (R) 226,49 5 45,30 2,69*
residuo (r) 84,16 5 16,83
falta de ajuste (faj) 70,89 3 23,63 3,56*
erro puro (ep) 13,27 2 6,63
Total (T) 310,65 10
% variagao explicada (RZ) 52,30
Maxima variagao explicavel 95,54

* Teste F calculado para verificar a significancia estatistica da regressao
**Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo

Ao analisarmos os resultados do teste F obtidos podemos perceber
que o valor da segunda condicdo de regressao é satisfeita, mas o modelo
estudado apresenta evidéncia na regressao, pois nao satisfaz a primeira

condicdo. Assim, o modelo que descreve o rendimento de glicose durante a

hidrélise do bagago n&o pode ser utilizado para calcular as concentragdes
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otimas de celulase e p-glicosidase. Observa-se que o coeficiente de
determinacao é de apenas 52,30%, o que quer dizer que o modelo descreve
apenas 52,30% da variacdo dos dados em torno da média. O comportamento
da resposta considerada, rendimento em glicose, em funcdo das
concentracdes de enzimas é altamente ndo linear e um modelo polinomial
simples como o da equagéao 6.1 ndo é capaz de descrevé-lo, sendo necessario

um modelo mais complexo.

6.3. Conclusoes

No primeiro estudo, quando a concentragdo de bagaco na hidrélise
enzimatica foi aumentada, constatou-se que apesar das concentracdes de
acucares aumentarem, o rendimento da hidrélise diminuiu com o aumento na
carga de sélidos. A medida que a concentragdo de sélidos é aumentada, a
liberagdo de agucares na hidrolise enzimatica é afetada pela transferéncia de

massa, que ocasiona dificuldade na adsor¢ao das enzimas.

No segundo estudo, quando foi fixada a concentragdo de sodlidos e
variada a carga enzimatica, foi possivel confirmar a necessidade de adicionar
B-glicosidase, ja que com ela foi possivel converter maior quantidade de
celobiose presente no meio para glicose, o que diminui o efeito inibitério.
Concluiu-se que o aumento das concentragbes de celulase e B-glicosidase
tiveram efeito positivo até certo ponto, quando um aumento das concentracbes

resultou em diminuicdo de rendimento.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Nos préoximos trabalhos s&o sugeridos os seguintes temas:

» Modelagem cinética durante a etapa de hidrolise enzimatica usando

modelos deterministicos e/ou redes neuronais.

» Caracterizagao das ligninas e das hemiceluloses obtidas durante a etapa de
pré-tratamento com hidréxido de calcio e determinacédo de formas possiveis

de aproveitamentos destas fragdes.

» Comparacao da cinética de deslignificacdo do bagaco de cana usando cal
obtida neste trabalho com a deslignificagdo com peréxido de hidrogénio
obtida por GARCIA, (2009).

» Quantificagdo dos compostos inibidores para a fermentagdo, como o acido

acético, furfural e hidroximetilfurfural.

» Determinacédo da cinética durante a etapa de fermentagdo usando como
substrato misturas de melaco e de hidrolisado provenientes do pré-

tratamento com hidréxido de calcio.

» Analise de custos e balangos de massa para avaliar a viabilidade do pré-

tratamento, para realizar a comparagao com diversos pre-tratamentos

» Determinacéo da cristalinidade durante o processo da hidrélise enzimatica
para a encontrar uma relagdo entre o indice de cristalinidade e a

digestibilidade da biomassa durante a hidrélise.
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ANEXOS

ANEXO A
Determinagao da Atividade Enzimatica da Celulase

A atividade da celulase Novozyme nos experimentos foi determinada
com a metodologia descrita no item 3.5.1 com o fim de conhecer a
concentragao de enzima inicial das enzimas. A figura A.1 apresenta a

correlacdo dos dados obtidos na determinacao da atividade da celulase.

Massa de glicose liberada (mg/0,5mL)
(2,0) T T T T T T T T
1[0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2 2,4 2,6 2/8
T @ .
,% y =0,4702x - 3,1791
S (2,2) R? = 0,9951
©
°
2 (2,3) A
O
g
£ (24) -
o
c
)
: (2,5) i B Amostra 1
-g, A Amostra2
3 (2,6) ® Amostra3
' * Média
—Lineal (Média)
(2,7)

Figura A.1. Grafico da concentragdo da enzima em cada diluigdo em fungdo da
massa de glicose liberada por 1,0 mL da enzima diluida em condi¢des reacionais pré-

determinadas.

Pela Equacao 3.8 mostrada na sec¢éo 3.5.1, observando-se a Figura
A.1 e a equagdo da reta encontrada, calculou-se a atividade apresentada

pela enzima celulase.
log[enzima] = —2,2387

[enzima] = 5,7717x1073
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FPU 0037 0,037
mL  [enzimadiluida]  5,7717x10-3

= 64,106 FPU/mL

O valor encontrado para a atividade da celulase foi de 64,106
FPU/mL e passou a ser adotado para que fosse possivel encontrar o volume

de enzima a ser empregado na etapa de hidrélise enzimatica.
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ANEXO B

Determinacgao da Atividade Enzimatica da B-glicosidase

A atividade da B-glicosidase da Novozyme foi determinada com a
metodologia descrita no item 3.5.2 com o fim de conhecer a concentragao de
enzima inicial da enzima. A figura B.1 apresenta a correlagdo dos dados

obtidos na determinacao da atividade da celulase.

9,0E-04 1
y =0,0002x + 0,0001
R?=0,9841 *
o
© 04 1
£ 7,0E-04 .
N
c
)
3
o 5/0E-04 1 *
ug
o
©
=
[=
*
& 3,06-04 1
=
o
(&)
*
1,0E-04 - - -
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
Massa de glicose liberada (mg)

Figura B.2: Grafico da concentragdo da enzima em cada diluicdo em fungao da
massa de glicose liberada por 1,0 mL da enzima diluida em condigbes
reacionais pre-determinadas.

Pela Equacao 3.9 mostrada na sec¢éo 3.5.2, observando-se a Figura
B.2 e a equacéo da reta encontrada, calculou-se a atividade apresentada

pela enzima celulase.
[enzima] = 0,0002 X (massa de glicose liberada) + 0,0001
[enzima] = 0,0002 x (1,0) + 0,0001
[enzima] = 0,0003

Com o valor da concentragdo da enzima, pode-se calcular a atividade

enzimatica da enzima B-glicosidase através da Equagéao 3.9.

- o 0,5
Atividade da B — glicosidase = 01816 1.0+30+0,0003 308,92 CBU/L
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ANEXO C
DADOS DAS CONCENTRAGOES DE ART E GLICOSE DO PRIMEIRO PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL

Tabela C.1. Dados de concentracdo de glicose(g/L) da hidrélise enzimatica do primeiro planejamento composto central

Glicose(g/L)

Tempo (h) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Pontos centrais
0 0,000 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000+0,000
1 0,084 0,084 0,098 0,084 0,084 0,178 0,78 0,124 0,084 0,071 0,084 0,084 0,084 0,071 0,102+0,008
3 0,204 0,204 0,191 0,204 0,231 0,231 0,191 0,191 0,164 0,244 0,191 0,178 0,178 0,151 0,186+0,020
6 0,257 0,297 0,310 0,297 0,297 0,297 0,350 0,297 0,244 0,257 0,297 0,284 0,257 0,231 0,301+0,020
12 0,404 0483 0,510 0576 0483 0510 0,590 0,497 0,483 0443 0443 0,497 0470 0,457 0,509+0,000

24 0,550 0,656 069 0,736 0,723 0,736 0,789 0,876 0536 0,696 0590 0,762 0,616 0,656 0,691+0,015
36 0,643 0,776 0,842 0935 0,842 0,802 0,975 1,042 0683 0909 0802 0,988 0,829 0,882 0,815+0,093
48 0,643 0,776 0816 1,068 0,776 0,842 1,055 1,055 0,709 0,909 0,802 0,988 0,855 0,855 0,873+0,050
60 0,669 0,776 0,776 1,065 0,816 0,829 1,042 1,055 0643 0975 0,749 1,042 0,816 0,829 0,873+0,061
72 0,629 0,749 0,789 1045 0,816 0,882 1,002 1,055 0,656 0,988 0,749 1,042 0,842 0,842 0,864+0,047
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Tabela C.2. Dados de concentragdo de ART(g/L) da hidrélise enzimatica do primeiro planejamento composto central
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ART(g/L)
Ensaio/ Pontos
Tempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 centrais
0 0,000 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000+0,000
1 0,162 0,192 0,276 0,227 0,206 0,184 0,203 0,139 0,090 0,085 0,158 0,095 0,115 0,103 0,212+0,032
3 0,560 0,703 0,746 0690 0,700 0,675 0,732 0633 0435 0433 0651 0571 0,538 0,454 0,697+0,107
6 0,644 0817 0920 0972 0,864 0904 0994 0,824 0616 0,709 0,867 0,861 0,684 0,672 0,912+0,022
12 0,876 0,986 1,049 1,234 1,015 1,007 1,319 1,437 0806 1,177 1,003 1,274 1,020 1,139 1,280+0,014
24 0978 1,136 1,290 1,394 1,166 1,217 1517 1,538 0,875 1,373 1,051 1,587 1,265 1,057 1,173+0,046
36 1,115 1,232 1,583 1,584 1,306 1,373 1,703 1,775 1,042 1517 1,230 1,919 1506 1,404 1,436+0,070
48 1,275 1,378 1,836 1672 1466 1,491 1,796 1,997 1,197 1,703 1,306 2,152 1,626 1,605 1,642+0,126
60 1,255 1,428 1,794 1,784 1517 1658 1,888 1,961 1,208 1,841 1,407 2,165 1,618 1,648 1,865+0,053
72 1,281 1,454 1,784 1,721 1543 1621 1,836 1,988 1213 1,757 1,391 2,069 1,608 1,616 1,745+0,093
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Tabela C.3. Concentragdo de glicose(g/g biomassa seca) durante a hidrolise enzimatica do primeiro planejamento composto central
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Glicose (g/g biomassa seca)

Ensaio/

Tempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000+0,000
1 0,018 0,018 0,020 0,017 0,018 0,037 0,035 0,024 0,016 0,014 0,019 0,016 0,018 0,015 0,019+0,004
3 0,045 0,045 0,040 0,041 0,050 0,048 0,038 0,037 0,032 0,049 0,042 0,035 0,038 0,031 0,038+0,007
6 0,066 0,065 0,064 0,059 0,064 0,062 0,070 0,058 0,047 0,052 0,066 0,055 0,055 0,047 0,059+0,011
12 0,088 0,105 0,106 0,114 0,705 0,107 0,118 0,096 0,093 0,089 0,098 0,097 0,101 0,094 0,098+0,018
24 0,120 0,143 0,145 0,146 0,156 0,154 0,157 0,170 0,103 0,140 0,130 0,148 0,132 0,135 0,131+0,024
36 0,140 0,169 0,175 0,186 0,182 0,168 0,194 0,202 0,131 0,183 0,177 0,192 0,177 0,181 0,152+0,041
48 0,140 0,169 0,169 0,212 0,168 0,176 0,210 0,205 0,136 0,183 0,177 0,192 0,183 0,176 0,162+0,034
60 0,146 0,169 0,161 0,212 0,177 0,174 0,208 0,205 0,123 0,197 0,165 0,203 0,175 0,171 0,162+0,036
72 0,137 0,163 0,164 0,208 0,177 0,185 0,200 0,205 0,126 0,199 0,165 0,203 0,180 0,173 0,163+0,035
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Tabela C.4. Concentragdo de ART(g/g biomassa seca) durante a hidrolise enzimatica do primeiro planejamento composto central

ART(g/g biomassa seca)

Ensaio/ Pontos
Tempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 centrais
0 0,000 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000+0,000
1 0,049 0,042 0,057 0,045 0,045 0,038 0,041 0,027 0,017 0017 0035 0,018 0,025 0,021 0,044+0,006
3 0,168 0,153 0,155 0,137 0,152 0,141 0,146 0,123 0,083 0,087 0,144 0,111 0,115 0,093 0,147+0,026
6 0,193 0,178 0,191 01193 0,187 0,189 0,198 0,160 0,118 0,143 0,191 0,168 0,146 0,138 0,192+0,010
12 0,263 0,215 0,218 0,245 0,220 0,211 0263 0,279 0,155 0,237 0,221 0,248 0,218 0,234 0,270+0,010
24 0,294 0,248 0,268 0,277 0,252 0,255 0,302 0,299 0,968 0,277 0,232 0,309 0,271 0,217 0,247+0,008
36 0,334 0,269 0329 0315 0283 0,287 0,340 0,345 0,200 0,306 0,271 0373 0,322 0,289 0,302+0,009
48 0,382 0,300 0,381 0332 0317 0312 0,358 0,388 0,230 0,344 0,288 0419 0,348 0,330 0,346+0,018
60 0377 0311 0373 0354 0,328 0347 0376 0381 0232 0371 0310 0421 0346 0,339 0,393+0,011
72 0384 0317 0370 0342 0,334 0340 0,366 0386 0,233 0,354 0,307 0403 0,34 0,332 0,368+0,029
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Tabela D.1. Dados de concentragao de glicose(g/L) da hidrdlise enzimatica do segundo planejamento composto central
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ANEXO D

DADOS DAS CONCENTRAGOES DE ART E GLICOSE DO SEGUNDO PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL

Glicose(g/L)

TE;T:(‘;%) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14  Pontos centrias
0 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0,000 0,000 0000  0,000£0,000
1 0,033 0,033 0033 0047 0033 0,047 0,033 0033 0061 0047 0033 0,047 0033 0061  0,056£0,008
3 0,170 0,198 0,170 0157 0225 0,157 0,239 0,157 0252 0211 0,198 0,184 0,184 0211  0,211:0,014
6 0239 0,225 0239 0252 0266 0,225 0,294 0,143 0280 0,307 0,239 0,294 0225 0,98  0,238£0,027
12 0609 0,568 0540 0581 0691 0677 0650 0527 0595 0,636 0581 0,636 0609 0650  0,649:0,024
24 0,883 0,856 0,897 0,787 00993 0,951 0,993 0,938 0787 0993 0883 0,869 0856 00993  0,951:0,014
36 0924 0869 0869 0883 1,061 1,088 1,006 1,034 0897 1,075 1,047 0951 0965 1,020  1,051£0,008
48 0957 0,951 0951 0897 1,088 1,157 1,102 1,102 0938 1,102 1,102 0,979 0,897 1,130  1,080£0,090
60 0979 0,910 1,006 0897 1,075 1,212 1,034 1,184 0979 1,198 1,034 1,006 0910 1,171  1,143£0,060
72 1,006 0924 1,006 0951 1,088 1,198 1116 1,184 0,965 1,088 1,034 1,006 0910 1,170  1,129:0,063
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Tabela D.2. Dados de concentracdo de ART(g/L) da hidrélise enzimatica do segundo planejamento composto central

ART(g/L)

Ensaio/

Tempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Pontos centrais
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000+0,000
1 0,103 0,155 0,082 0,113 0,143 0,104 0,149 0,087 0,162 0,124 0,132 0,108 0,079 0,106 0,124+0,024
3 0,402 0451 0359 0,391 0491 0375 0482 0,285 0,507 0,427 0,343 0417 0372 0,368 0,431+0,007
6 0,800 0,766 0,704 0,783 0977 0,820 0,943 0649 0,840 0934 0,746 0837 0,775 0,812 0,897+0,036
12 1,177 1,187 1,139 1,139 1414 1,282 1,400 1,087 1,097 1,367 1,206 1,196 1,125 1,248 1,325+0,032
24 1,391 1,395 1,353 1,320 1,718 1,585 1,561 1,514 1,320 1,628 1,509 1,405 1,301 1,571 1,572+0,022
36 1,652 1,694 1,727 1647 1,979 2,002 1912 1941 1,628 2,088 1,941 1,737 1,756 1,993 1,907+0,066
48 1,723 1,708 1,765 1,685 2,026 2,031 1,931 1,969 1,609 2,097 1,988 1,689 1,742 2,012 1,864+0,017
60 1,765 1,775 1,822 1,777 2,031 2,149 2,002 2,145 1,585 1,941 2,078 1,689 1,836 2,045 1,981+0,081
72 1,751 1,794 1,784 1,794 1,983 2,064 2,059 2,135 1,666 2,040 2,107 1,699 1,846 2,036 1,885+0,108

132|Pagina



Dissertagdo de Mestrado

Laura Liliana Garzén Fuentes

Tabela D.3. Concentracao de glicose (g/g biomassa seca) durante a hidrdlise enzimatica do segundo planejamento composto central

Glicose(g/g biomassa seca)

Ensaio/ Pontos
Tempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 centrias
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000+0,000
1 0,006 0,006 0,006 0,009 0,006 0,008 0,006 0,006 0,012 0,008 0,006 0,009 0,006 0,010 0,010+£0,001
3 0,032 0,037 0,032 0,030 0,042 0,027 0,045 0,025 0,049 0,036 0,036 0,036 0,036 0,036 0,040+£0,002
6 0,046 0,042 0,045 0,049 0,050 0,038 0,055 0,023 0,065 0,052 0,043 0,068 0,044 0,034 0,045+0,006
12 0,116 0,105 0,102 0,113 0,129 0,116 0,122 0,085 0,116 0,107 0,105 0,926 0,119 0,111 0,124+0,002
24 0,168 0,159 0,769 0,153 0,185 0,163 0,186 0,152 0,154 0,167 0,160 0,172 0,167 0,170 0,182+0,004
36 0,176 0,161 0,164 0,172 0,198 0,186 0,188 0,168 0,175 0,181 0,190 0,189 0,188 0,174 0,201+0,002
48 0,182 0,177 0,179 0,175 0,203 0,198 0,206 0,179 0,183 0,186 0,199 0,194 0,175 0,193 0,208+0,017
60 0,187 0,169 0,190 0,175 0,200 0,207 0,193 0,192 0,191 0,202 0,187 0,199 0,178 0,200 0,219+0,010
72 0,192 0,171 0,190 0,185 0,203 0,205 0,209 0,192 0,189 0,183 0,187 0,199 0,178 0,200 0,216+0,011
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Tabela D.4. Concentracdo de ART(g/g biomassa seca) durante a hidrolise enzimatica do segundo planejamento composto central

ART(g/g biomassa seca)

Ensaio/
Tempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Pontos centrais
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000+0,000
1 0,020 0,029 0,015 0,022 0,027 0,018 0,028 0,014 0,032 0,021 0,024 0,021 0,015 0,018 0,023+0,005
3 0,077 0,084 0,068 0,076 0,091 0,064 0,090 0,046 0,099 0,072 0,062 0,083 0,073 0,063 0,079+0,003
6 0,153 0,142 0,133 0,153 0,182 0,140 0,176 0,105 0,164 0,157 0,135 0,166 0,151 0,139 0,166+0,013
12 0,224 0,220 0,215 0,222 0,264 0,219 0,262 0,176 0,214 0,230 0,218 0,237 0,220 0,213 0,245+0,012
24 0,265 0,259 0,255 0,257 0,320 0,271 0,292 0,246 0,258 0,274 0,273 0,278 0,254 0,269 0,290+0,013
36 0,315 0,314 0,326 0,321 0,369 0,342 0,358 0,315 0,318 0,352 0,351 0,344 0,343 0,341 0,352+0,001
48 0,328 0,317 0,333 0,328 0,378 0,347 0,361 0,320 0,314 0,354 0,360 0,335 0,340 0,344 0,344+0,009
60 0,336 0,329 0,344 0,346 0379 0,367 0,375 0,348 0,310 0,327 0,376 0,335 0,358 0,350 0,366+0,001
72 0,334 0,333 0,337 0,349 0,370 0,353 0,385 0,346 0,326 0,344 0,381 0,337 0,360 0,348 0,348+0,009
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ANEXO E

OBTENGAO DE DADOS CINETICOS NA DESLIGNIFICAGAO DO BAGAGO DE CANA PRE-TRATADO COM Ca(OH);,

Tabela E.1. Dados de deslignificagdo do bagaco de cana a 60 °C

Temperatura 60°C, Composicao (g/100 g biomassa pré-tratada)

Tempo(h) Lignina Klason Lignina soluvel Glicana Xilana

0 24,47+0,48 1,72+0,03 37,35+0,51 23,3340,88
24 22,1640,57 1,46+0,03 36,98+0,69 22,5840,18
48 21,04+0,85 1,45+0,04 36,92+0,58 22,57+0,52
60 19,26+0,02 1,42+0,03 35,96+0,89 21,08+0,81
72 17,94+0,82 1,34+0,03 35,87+0,22 20,09+0,11
84 17,60+0,50 1,30£0,02 35,50+0,73 19,89+0,65
96 16,53+0,82 1,26+0,03 34,96+0,22 18,72+0,42
108 16,52+0,29 1,27+0,02 34,65+0,25 18,50+0,88
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Tabela E.2. Dados de deslignificagdo do bagaco de cana a 70 °C

Temperatura 70°C, Composicao (g/100 g biomassa pré-tratada)

Tempo(h) Klason Solavel Glicana Xilana
0 24,47+0,48 1,72+0,04 37,35+0,51 23,65+0,88
24 21,2240,20 1,34+0,02 36,79+0,62 21,8940,36
48 19,10+0,77 1,30+0,12 36,40+0,12 19,40+0,26
60 18,19+0,46 1,27+0,00 36,04+0,38 18,24+0,56
72 17,01+0,49 1,21+0,08 35,98+0,38 16,26+0,031
84 16,01+0,39 1,17+0,04 35,50+0,27 14,09+0,16
96 15,69+0,78 1,07+0,03 35,06+0,14 13,73+0,30
108 15,07+0,51 1,07+0,03 34,54+1,78 12,25+0,49

Tabela E.3. Dados de deslignificagdo do bagago de cana a 80 °C

Temperatura 80 °C, Composicao (g/100 g biomassa pré-tratada)

Tempo(h) Klason Soluvel Glicana Xilana
0 24,47+0,48 1,72+0,04 37,35+0,51 23,65+0,88
24 19,96+0,15 1,19+0,04 36,08+0,62 21,8940,40
48 16,6810,36 1,15+0,04 35,95+0,12 19,60+0,14
60 15,1940,29 1,12+0,05 35,45+0,38 17,54+0,17
72 13,91+0,86 1,09+0,02 35,21+0,27 15,40+0,36
84 12,3940,29 0,96+0,02 35,18+0,14 13,29+0,10
96 11,61+0,55 0,94+0,02 35,1162777 12,5340,73
108 11,3540,43 0,92+0,01 34,99+0,14 12,45+0,78
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Tabela E.4. Dados de deslignificagdo do bagago de cana a 90°C

Temperatura 90 °C, Composicao (g/100 g biomassa pré-tratada)

Tempo (h) Klason Solavel Glicana Xilana

0 24.47+0,48 1,7210,04 37,35+0,51 23,65+0,88
24 18,34+0,17 0,99+0,01 35,9410,82 20,9540,59
48 14,65+0,67 0,97+0,02 35,76+0,40 18,25+0,29
60 12,60+0,36 0,95+0,02 35,56+0,51 16,23+0,52
72 11,26+0,73 0,86+0,01 35,4840,23 14,13+0,31
84 10,23+0,39 0,80+0,02 35,3940,28 13,56+0,48
96 9,49+0,50 0,76+0,02 35,29+40,28 12,78+0,11
108 9,10+0,38 0,66+0,00 34,21+0,37 12,59+0,17
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Tabela E.5. Massa perdida das holoceluloses durante a deslignificagéo

Perda de massa de Holoceluloses(xilana+glicana)

Tempo (h) 60 °C 70 °C 80 °C 90 °C
0 0,000 0,000 0,000 0,000

24 1,127 2,011 2,723 3,799

48 1,193 4,883 5,138 6,679

60 3,645 6,412 7,693 8,893
72 4,727 8,444 10,078 11,076
84 5,300 11,092 12,218 11,742
96 7,012 11,899 13,048 12,617
108 7,536 13,898 13,252 13,885

Tabela E.6. Massa perdida da Lignina Klason durante a deslignificacéo
Perda de massa da Lignina Klason

Tempo(h) 60 °C 70 °C 80 °C 90 °C
0 0,000 0,000 0,000 0,000

24 2,313 3,248 4,507 6,128

48 3,429 5,366 7,782 9,817

60 5,212 6,279 9,279 11,867

72 6,526 7,452 10,560 13,206

84 6,869 8,451 12,072 14,234

96 7,939 8,779 12,851 14,980

108 7,950 9,397 13,118 15,367

138|Pagina



Dissertagdo de Mestrado Laura Liliana Garzon Fuentes

Tabela E.7. Conversao da lignina total durante a deslignificagdo do bagago com hidréxido de célcio

Conversao de Lignina Total

Tempo(h) 60 °C 70 °C 80 °C 90 °C
0 0,000 0,000 0,000 0,000

24 9,816 13,859 19,223 26,176

48 14,127 22,075 31,872 40,345

60 21,027 25,676 37,702 48,257

72 26,351 30,377 42,655 53,707

84 27,832 34,342 48,992 57,849

96 32,067 36,003 52,045 60,856
108 32,073 38,368 53,142 62,696

Tabela E.8. Conversao da lignina Klason durante a deslignificacao do bagaco com hidroxido de calcio

Conversao de Lignina Klason

Tempo 60°C 70° 80°C 90°C
0 0,000 0,000 0,000 0,000
24 9,454 13,275 18,416 25,043
48 14,011 21,931 31,800 40,118
60 21,299 25,660 37,919 48,496
72 26,671 30,455 43,154 53,970
84 28,071 34,535 49,333 58,171
96 32,446 35,877 52,515 61,217
108 32,489 38,400 53,608 62,800
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ANEXOF
DETERMINAGAO DE DADOS CINETICOS NA HIDROLISE ENZIMATICA COM VARIAGAO NA CARGA DE SOLIDOS

Tabela F.1. Concentracio de celobiose durante a hidrélise enzimatica a diferentes concentracoes de soélidos

Celobiose (g/L)
Conc. Sélidos/
Tempo(min) 1% 2% 3% 4% 5%
0 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+£0,000 0,000+0,000
10 0,136+0,029 0,194+0,004 0,185+0,048 0,142+0,034 0,186+0,049
20 0,258+0,025 0,228+0,019 0,297+0,025 0,289+0,052 0,310+0,053
30 0,320+0,022 0,377+0,018 0,548+0,049 0,462+0,056 0,392+0,060
40 0,351+0,033 0,374+0,006 0,624+0,022 0,659+0,091 0,469+0,041
50 0,339+0,027 0,409+0,019 0,656+0,032 0,725+0,095 0,497+0,041
60 0,305+0,148 0,475+0,000 0,763+0,016 0,806+0,042 0,599+0,023
180 0,437+0,006 0,590+0,023 0,987+0,006 1,240+0,023 1,315+0,071
360 0,501+0,027 0,825+0,029 1,382+0,061 1,694+0,235 2,32040,028
720 0,445+0,071 0,763+0,009 1,418+0,033 1,753+0,207 2,44040,046
1440 0,297+0,004 0,631+0,072 2,313+0,003 3,002+0,413 2,868+0,013
2160 0,250+0,029 0,569+0,011 1,902+0,000 3,053+40,254 4,252+0,012
2880 0,260+0,081 0,441+0,017 1,000+0,054 2,80540,217 3,906+0,015
3600 0,285+0,130 0,400+0,012 0,868+0,016 1,526+0,212 3,630+0,069
4320 0,230+0,139 0,352+0,016 0,712+0,024 1,393+0,174 3,750+0,030
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Tabela F.2. Concentracao de glicose durante a hidrélise enzimatica a diferentes concentracdes de soélidos

Glicose (g/L)

Conc. Sélidos/

4%

5%

Tempo(min) 1% 2% 3%
0 0,000+£0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000
10 0,644+0,028 0,839+0,063 0,631+0,076 0,604+0,030 0,731+0,195
20 1,107+0,082 1,201+0,094 1,025+0,049 0,989+0,128 1,049+0,207
30 1,574+0,130 1,781+0,056 1,710+0,053 1,597+0,151 1,397+0,261
40 1,998+0,219 2,06040,029 2,32340,043 2,29140,360 1,815+0,392
50 2,133+0,157 2,425+0,082 2,551+0,139 2,763+0,341 2,060+0,502
60 2,355+0,082 2,93040,025 3,162+0,067 3,275+0,293 2,444+0,348
180 3,956+0,062 5,385+0,137 6,558+0,137 7,765+0,249 6,437+0,131
360 5,765+0,051 8,894+0,330 11,119£0,579 13,259+0,626 9,797+0,070
720 6,33240,275 9,414+0,329 13,105+0,466 15,414+0,933 16,085+0,518
1440 6,330£0,073 10,852+0,753 15,270+£0,653 17,248+0,320 21,091+0,540
2160 6,622+0,043 11,495+0,292 16,449+0,685 20,748+0,165 25,227+0,077
2880 6,525+0,080 11,077+0,649 16,429+0,618 21,365+0,175 24,720+0,681
3600 6,556+0,816 12,017+0,218 16,338+0,039 21,900+0,736 25,233+0,213
4320 6,388+0,382 11,340+0,650 16,563+0,559 22,804+0,172 25,203+0,573
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Tabela F.3. Concentracao de xilose durante a hidrdlise enzimatica a diferentes concentragdes de sélidos

Xilose (g/L)
Conc. Sélidos/
Tempo(min) 1% 2% 3% 4% 5%

0 0,000+£0,000 0,000+0,000 0,000+0000 0,000+£0,000 0,000+£0,000

10 0,472+40,049 1,005+0,029 0,32240,134 0,287+0,064 0,436+0,351

20 1,106+0,025 1,198+0,164 0,723+0,141 0,608+0,163 0,637+0,238

30 1,340+0,048 1,447+0,041 1,11410,078 0,961+0,167 0,697+0,215

40 1,370+0,075 1,488+0,058 1,190+0,069 1,125+0,242 0,728+0,247

50 1,381+0,136 1,618+0,306 1,127+0,125 1,14240,193 0,921+0,249

60 1,421+0,044 1,694+0,058 1,242+0,026 1,235+0,131 0,974+0,232

180 1,487+0,021 1,667+0,008 1,796+0,022 1,973+0,045 1,579+0,361

360 1,960+0,043 2,375+0,106 2,61840,153 2,936+0,094 3,069+0,023

720 2,03040,028 2,31840,099 2,802+0,111 3,150+0,164 3,170+0,196
1440 1,972+0,196 2,603+0,101 3,333+0,349 3,343+0,390 3,880+0,250
2160 2,046+0,118 2,768+0,033 3,480+0,166 4,18410,156 4,69040,103
2880 2,098+0,063 2,72040,175 3,426+0,220 4,200+0,168 4,749+0,236
3600 2,164+0,177 2,836+0,098 3,565+0,304 4,62810,394 4,82110,414
4320 2,167+0,101 2,880+0,249 3,564+0,132 4,606+0,413 5,168+0,194
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Tabela F.4. Concentragao de arabinose durante a hidrolise enzimatica a diferentes concentragbes de sélidos

Arabinose (g/L)

Conc. Sdlidos/

Tempo(min) 1% 2% 3% 4% 5%
0 0,000+0,000 0,000+£0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+£0,000
10 0,13240,000 0,15940,007 0,132+0,000 0,13240,000 0,132+40,000
20 0,163+0,002 0,166+0,000 0,153+0,018 0,15040,016 0,15240,018
30 0,176+0,003 0,189+0,003 0,191+0,003 0,167+0,031 0,170+0,012
40 0,19040,010 0,193+0,002 0,21040,002 0,20940,017 0,184+0,018
50 0,182+0,006 0,200+0,003 0,218+0,005 0,223+0,016 0,191+0,025
60 0,186+0,031 0,211+0,004 0,236+0,001 0,23940,010 0,21540,024
180 0,225+0,001 0,277+0,004 0,339+0,001 0,387+0,004 0,397+0,057
360 0,285+0,002 0,375+0,008 0,470+0,027 0,548+0,014 0,623+0,000
720 0,306+0,009 0,384+0,012 0,501+0,012 0,576+0,032 0,650+0,039
1440 0,316+0,021 0,407+0,002 0,570+0,023 0,604+0,053 0,714+0,017
2160 0,32940,014 0,463+0,004 0,626+0,023 0,74510,025 0,874+0,033
2880 0,333+0,005 0,468+0,018 0,627+0,033 0,75040,033 0,853+0,011
3600 0,369+0,027 0,492+0,005 0,650+0,061 0,79940,083 0,913+0,069
4320 0,351+0,028 0,515+0,031 0,641+0,037 0,804+0,058 0,923+0,056
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Tabela F.5. Rendimento de glicose durante a hidrélise enzimatica a diferentes concentragdes de solidos

Rendimento de Glicose (%)

Con. Sélidos/

Tempo(min) 1% 2% 3% 4% 5%
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 9,61 6,27 3,14 2,26 2,19
20 16,53 8,97 5,11 3,70 3,13
30 23,50 13,30 8,51 5,96 4,17
40 29,82 15,38 11,57 8,56 5,42
50 31,83 18,11 12,70 10,32 6,16
60 35,16 21,88 15,74 12,23 7,30
180 59,04 40,21 32,64 29,00 19,23
360 86,04 66,41 55,35 49,51 29,26
720 94,49 70,30 65,23 57,56 48,05
1440 94,46 81,03 76,01 64,41 63,00
2160 98,81 85,83 81,88 77,48 75,36
2880 97,37 82,71 81,78 79,78 73,84
3600 97,84 89,73 81,32 81,78 75,37
4320 95,33 84,68 82,44 85,16 75,28
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Tabela F.6. Rendimento de xilose durante a hidrélise enzimatica a diferentes concentragdes de solidos

Conc. Sdlidos/

Rendimento de Xilose (%)

5%

Tempo(min) 1% 2% 3% 4%
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 15,97 16,99 3,63 2,43 2,95
20 37,39 20,27 8,15 5,15 4,32
30 45,32 24,47 12,56 8,13 4,72
40 46,34 25,16 13,42 9,52 4,93
50 46,68 27,37 12,71 9,66 6,23
60 48,05 28,64 14,01 10,45 6,59
180 50,18 28,19 20,25 16,69 10,69
360 66,26 40,17 29,51 24,84 20,77
720 68,63 39,20 31,60 26,65 21,45
1440 66,68 44,01 37,58 28,28 26,25
2160 69,18 46,81 39,24 35,39 31,73
2880 70,92 46,00 38,63 35,53 32,14
3600 73,15 47,96 40,19 39,15 32,62
4320 73,24 48,71 40,18 38,97 34,97
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ANEXO G

DETERMINAGAO DE DADOS CINETICOS NA HIDROLISE ENZIMATICA COM VARIAGAO NA CONCENTRAGAO DE
ENZIMA

Tabela G.1. Concentracao de celobiose (g/L) durante a hidrdlise enzimatica com variagao da carga enzimatica.

Celobiose (g/L)
Ensaio/ Tempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 pontos centrais
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000+£0,000
10 0,919 0,079 1,171 1,299 0,079 1,190 0,889 0,881 0,908+0,056
20 0,938 1,810 1,468 1,674 0,079 1,665 1,110 1,238 1,236+0,052
30 1,096 2,128 1,787 1,986 1,146 1,912 1,327 1,456 1,268+0,213
40 1,108 1,285 2,008 2,289 1,620 2,228 1,607 2,834 1,654+0,062
50 1,490 2,408 2,445 3,789 0,079 2,479 1,782 2,651 3,123+0,129
60 1,272 2,438 2,658 3,924 1,221 3,976 3,055 3,293 3,296+0,297
180 1,903 3,426 4,550 4,444 2,261 4,891 4,409 4,179 4,352+0,107
360 3,783 3,760 1,384 4,240 2,462 4,377 5,909 4,067 4,254+0,109
720 3,420 3,173 2,309 2,094 2,573 2,273 5,282 3,103 3,277+0,189
1440 2,338 2,672 1,568 1,249 2,598 1,293 5,693 1,568 1,627+0,061
2160 2,568 2,349 1,853 1,889 2,337 2,001 5,723 1,817 1,72110,070
2880 2,032 1,709 1,234 1,257 2,034 2,455 5,355 1,484 1,297+0,084
3600 1,533 1,397 1,450 1,255 2,002 1,366 5,129 0,618 1,192+0,075
4320 1,010 1,108 1,457 1,093 2,003 1,301 4,824 0,607 1,105+0,024

Tabela G.2. Concentragao de glicose (g/L) durante a hidrdlise enzimatica com variagao da carga enzimatica.
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Glicose (g/L)

Ensaio/

Tempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 pontos centrais
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000+0,000
10 2,042 2,744 2,704 2,608 3,520 2,697 2,383 3,015 2,087+0,522
20 2,071 3,048 2,766 4,085 3,817 3,814 2,236 3,855 3,008+0,456
30 2,574 2,684 3,897 4,995 2,869 4,376 3,132 4,446 3,114+0,756
40 3,134 4,584 4,493 6,056 2,087 5,507 4,327 5,506 4,325+0,514
50 3,405 5,132 5,183 6,201 4,299 6,257 4,706 4,920 5,025+0,604
60 3,620 5,154 5,337 6,307 3,325 6,347 5,592 6,453 5,468+0,310
180 8,747 9,880 9,278 9,865 4,998 9,882 9,807 9,784 9,291+0,161
360 10,879 12,338 12,285 12,212 6,621 12,385 12,483 13,044 12,269+0,147
720 12,129 12,686 12,749 12,260 8,706 12,521 12,622 13,391 12,731+0,157
1440 13,146 13,635 12,868 12,362 10,383 12,892 13,382 14,131 13,650+0,336

2160 14,652 14,009 14,355 14,729 12,128 14,443 13,831 14,339 15,580+0,401
2880 14,019 14,020 15,501 14,294 12,385 14,170 14,070 14,778 15,848+0,508
3600 14,028 14,022 15,821 14,235 12,265 14,878 13,072 14,799 16,685+0,226
4320 14,064 13,189 15,356 13,663 12,190 14,706 13,032 14,395 15,375+0,804
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Tabela G.3. Concentragao de xilose (g/L) durante a hidrélise enzimatica com variagao da carga enzimatica.

Xilose (g/L)
Ensaio/ Tempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 pontos centrais
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000+£0,000
10 0,907 0,782 3,201 3,038 0,272 3,334 1,815 1,693 1,895+0,089
20 0,906 0,883 2,947 3,422 0,334 3,795 1,884 2,090 2,128+0,033
30 0,922 1,019 3,261 3,483 0,278 3,716 2,102 2,158 1,91210,482
40 0,955 1,099 3,332 3,574 0,389 3,892 2,224 2,334 2,214+0,156
50 0,989 1,221 3,344 3,598 0,324 3,856 2,192 2,062 2,309+0,073
60 1,030 1,170 3,374 3,668 0,328 3,943 2,346 2,421 2,364+0,048
180 1,431 1,561 3,788 4,389 0,648 4,830 3,158 3,096 3,147+0,062
360 2,180 2,249 5,139 5,518 1,065 5,584 3,811 3,952 3,855+0,002
720 2,543 2,634 5,366 5,593 1,484 5,974 3,985 4,128 4,01310,265
1440 2,262 2,650 5,356 5,707 1,200 5,176 4,207 3,621 4,256+0,029
2160 2,889 3,054 5,903 5,828 2,063 6,259 4,304 4,413 4,16610,314
2880 2,623 2,565 5,419 5,911 1,578 4,983 3,972 4,341 3,938+0,028
3600 2,629 2,886 5,437 5,832 2,052 5,708 4,648 3,752 4,43410,206
4320 2,578 2,697 4,851 5,261 1,847 4,725 3,706 3,594 4,053+0,280
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Tabela G.4. Rendimento de glicose durante a hidrdlise enzimatica com variagao da carga enzimatica.

Rendimento de Glicose(%)

Ensaio/
Tempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 Media Pontos Centrais
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 10,347 13,906 13,705 13,218 17,836 13,665 12,078 15,280 10,578
20 10,495 15,447 14,016 20,703 19,341 19,326 11,331 19,536 15,247
30 13,042 13,601 19,750 25,311 14,540 22,174 15,871 22,532 15,781
40 15,884 23,228 22,768 30,689 10,575 27,908 21,926 27,900 21,919
50 17,254 26,007 26,265 31,424 21,788 31,705 23,848 24,934 25,466
60 18,344 26,120 27,047 31,959 16,847 32,162 28,340 32,700 27,713
180 44,328 50,065 47,016 49,990 25,327 50,079 49,696 49,583 47,084
360 55,129 62,526 62,257 61,885 33,551 62,763 63,257 66,099 62,176
720 61,464 64,287 64,604 62,127 44,118 63,449 63,963 67,858 64,515
1440 66,618 69,099 65,208 62,646 52,615 65,334 67,814 71,612 69,176
2160 74,250 70,991 72,747 74,641 61,462 73,190 70,092 72,664 78,957
2880 71,043 71,047 78,553 72,438 62,762 71,807 71,300 74,888 80,315
3600 71,091 71,057 80,173 72,136 62,151 75,395 66,244 74,993 84,556
4320 71,270 66,834 77,819 69,236 61,774 74,522 66,043 72,948 77,914
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