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A vitalidade é demonstrada ndo apenas pela persisténcia,
mas pela capacidade de comecar de novo.
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“Tudo posso, naquele que me fortalece.”
Filipenses 4: 10-20.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer a Deus por me guiar e iluminar durante
estes dois anos.

Aos meus pais, por mesmo longe estaerem sempre presentes, me incentivando e
por compreender a necessidade desta etapa em minha vida.

Ao meu irmdo Vitor Hugo e aos meus primos Allan e Ivo Raphael (irméos
adotivos) por me proporcionarem momentos de descontracao.

Aos meus primos Danielle e Evandro que me acolheram na sua casa, dividindo o
dia a dia deles comigo, e ao Vicente Kupfer pela parceira durante o
mestrado.

Ao meu orientador Luiz Pereira Ramos por disponilizar seu tempo e conhecimento
para me ensinar; obrigada por ndo desistir de mim.

A professora Dra. Elina Bastos Caramao pela disponibilidade e por me auxiliar
nas andlises e no tratamento dos dados de GCxGC/TOFMS que foram
necessarios para a conclusao da dissertacao.

A minha “co-orientadora” Ana Paula Pitarelo por me auxiliar principalmente no
inicio do mestrado e que me ajuda quando preciso, mesmo estando super
ocupada.

Aos amigos do CEPESQ, em especial Luana, Marcos, Vinicius, Aligia, Mateus,
Edilson, Leyanis, Gustavo e Douglas, por me auxiliarem em algumas etapas
deste trabalho, por me proporcionarem momentos de descontracdo e por
aguentarem meus momentos explosivos.

Agradecimento em especial ao Bruno Vanelli, nés iniciamos o mestrado juntos,
fizemos experimentos juntos, brigamos como irmaos, mas sempre
estdvamos ali um pra ajudar o outro, e vamos terminar isso juntos.

Aos meus amigos Ana Claudia, Ana Karina, Wagner Camacho e Aline Oliveira, e
aos amigos da UFPR, Agne, Aline, May, Fran, Andrea, Prof2 Cida e Juliana

pela amizade e palavras de incentivo.



RESUMO

Com o intuito de avaliar a possivel influéncia que os extraiveis do bagaco de
cana-de-acUcar poderiam provocar sobre as etapas de pré-tratamento, hidrélise
enzimatica e fermentacdo para a producdo de etanol celulésico, duas amostras
foram utilizadas, o bagaco in natura (BIN) e o bagaco submetido a uma extracao
em Soxhlet com etanol 95%, denominado bagago lavado com etanol (BLE). O BIN
e 0 BLE foram caracterizados e pré-tratados por explosédo a vapor (195 °C, 7,5
min) na auséncia e na presenca dos acidos fosférico e sulfdrico (9,5 mg g*) como
catalisadores. O extrato etandlico foi caracterizado por GCxGC/TOFMS, onde
foram identificados hidrocarbonetos, ésteres e acidos graxos, compostos
fendlicos, cetonas e aldeidos comumente encontrados em plantas. A composi¢cao
qguimica do BIN apresentou 33,9% de anidroglucose, 17,9% de anidroxilose,
2,38% de grupos acetila, 1,92% de anidroarabinose, 21,9% de lignina total, 4,5%
de cinzas e 4,7% de extraiveis totais, enquanto que o BLE apresentou 39,3%,
21,3%, 2,93%, 2,0%, 20,4%, 3,7% e 2,1% destes mesmos componentes,
respectivamente. O material pré-tratado por auto-hidrélise foi 0 que apresentou
melhores rendimentos de recuperacdo massica (62%) e composi¢cdo quimica com
60,4% de glucanas para o BLE e 54,9% para o BIN. Entre os materiais pré-
tratados na presenca de um acido, a catalise fosférica apresentou melhores
resultados com 51,8% de glucanas para BLE e 53,4% para o BIN, e recuperacéo
massica de 62 e 51%, respectivamente. Ja o0 material pré-tratado por catélise
sulfurica apresentou menores rendimentos de recuperacao (55% para BLE e 49%
para BIN) e uma composicdo quimica com 48% de glucanas. As amostra preé-
tratadas foram submetidos aos ensaios de hidrélise enzimatica e fermentacao,
seja em separado (SHF) ou simultaneamente (SSF). Nos ensaios de hidrolise
enzimatica, a conversao variou entre 90-100% entre as amostras pré-tratadas,
demonstrando que o pré-tratamento foi eficiente em relacdo ao acesso das
enzimas ao substrato. Os ensaios de SHF apresentaram melhores resultados que
0S ensaios SSF, sendo que a auto-hidrolise se sobressaiu dentre os pré-
tratamentos com uma producdo de etanol de 27 e 25 g L para BLE e BIN,
respectivamente. Entre os outros experimentos, a catalise fosférica alcancou uma
producédo de 24 g L para BIN e BLE, enquanto que a catalise sulfdrica produziu
21 a 23 g L* de etanol, respectivamente. Nos ensaios de SSF, as amostras de
bagaco autohidrolisado apresentaram uma producédo de etanol de 18 g L para
BIN e BLE, sendo que os demais resultados foram iguais ou um pouco inferiores
a este valor. Considerando as perdas constatadas durante todo o processo, 0S
materiais pré-tratados por auto-hidrolise e por catélise fosforica apresentaram
eficiéncias de 75-76% na fermentacdo, embora o SHF do BIN pré-tratado por
auto-hidrdlise tenha gerado resultados um pouco superiores (79%); ja o material
obtido por catalise sulfurica gerou eficiéncia 30% menor devido as perdas de
processo. Nos ensaios de SSF, o BIN autohidrolisado novamente atingiu a maior
eficiéncia (52%), enquanto que o BLE autohidrolisado e os substratos derivados
da catdlise fosforica geraram eficiéncias em torno de 45%. Em suma, 0s
resultados de auto-hidrolise foram aparentemente equivalentes aos de catélise
fosforica e muito superiores aos de catdlise sulfurica, mas a remocédo dos
extraives em etanol ndo gerou aumento significativo na producdo de etanol nas
condicOes utilizadas nestes ensaios.

Palavras-chave: bagaco de cana, extraiveis, explosdo a vapor, catalise acida,
etanol celuldsico



ABSTRACT

The possible influence of biomass extractives on the pretreatment, enzymatic
hydrolysis and fermentation from sugarcane bagasse was evaluated for the
production of cellulosic ethanol. Two samples were used for this purpose: native
cane bagasse (BIN) and bagasse subjected to a Soxhlet extraction with 95%
ethanol, named ethanol-exgtracted cane bagasse (BLE). Both BIN and BLE were
characterized and pretreated by steam explosion (195 °C, 7.5 min) in the absence
and presence of either phosphoric acid or sulfuric acid (9.5 mg g*%) as the
pretreatment catalyst. The ethanol extract was characterized by bidimensional gas
chromatography detection by time-of-flight mass spectrometry (GCxGC/TOFMS)
and the following families of chemicals were identified: hydrocarbons, esters and
fatty acids, phenolic compounds, ketones and aldehydes, amonf others. The
chemical composition of BIN showed 33.9% of anhydroglucose, 17.9% of
anidroxilose, 2.38% of acetyl groups, 1.92% of anidroarabinose, 21.9% of total
lignin, 4.5% of ash and 4.7% of total ethanol extractable material, while the BLE
showed 39.3%, 21.3%, 2.93%, 2.0%, 20.4%, 3.7% and 2.1% of these same
components, respectively. Pretreatment by autohydrolysis showed the best mass
recoveries (62%). BLE contained 60.4% of glucan while BIN had 54.9% of this
same component. Among the materials pretreated in the presence of an acid
catalyst, phosphoric acid showed the best results with 51.8% of glucan for BLE
and 53.4% for the BIN and mass recovery of 62 and 51%, respectively. The
material pre-treated with sulfuric acid showed lower recovery yields (55% to BLE
and 49% for BIN) and a chemical composition with 48% of glucans. The pre-
treated samples were subjected to enzymatic hydrolysis and fermentation, either
separately (SHF) or simultaneously (SSF). In tests of enzymatic hydrolysis, the
conversion of glucans to glucose ranged from 90 to 100%, demonstrating that the
pretreatments were efficient in relation to the development of substrate
accessibility. The SHF tests showed better results than the SSF tests but
autohydrolysis was even better, with an ethanol production of 27 and 25 g L™ for
BLE and BIN, respectively. Among other experiments, the use of phosphoric acid
gave a production of 24 g L of ethanol for BLE and BIN, while the use of sulfuric
acid produced 21 to 23 g L%, respectively. In SSF tests, both autohydrolysed cane
bagasse showed an ethanol production of 18 g L, and the other results were
either equal to or slightly lower than this amount. Considering the mass losses that
were observed during the processes, the materials derived from autohydrolysis
and phosphoric acid catalysis exhibited efficiencies of 75-76% in fermentation. The
SHF of the autohydrolysed BIN generated slightly higher numbers (79%) while the
material derived from sulfuric acid catalysis had yields 30% lower due to process
losses. In SSF tests, the autohydrolysed BIN reached the maximum efficiency
(52%) once again, while the autohydrolysed BLE and substrates derived from
phosphoric catalysis generated efficiencies around 45%. In summary,
autohydrolysis of cane bagasse was apparently equivalent to phosphoric acid
catalysis but much better than sulfuric acid catalysis. However, extractives
removal by ethanol washing did not influence the cellulosic ethanol production
from cane bagasse under the conditions used in these tests.

Keywords: sugarcane bagasse, extractives, steam explosion, acid catalysis,
cellulosic ethanol.
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1. INTRODUCAO

1.1 Etanol celulésico

Durante os ultimos anos, a busca por fontes renovaveis de energia tem
sido constante e crescente com o intuito de substituir ainda que parcialmente a
utilizacdo de combustiveis fésseis como a gasolina e o 6leo diesel. Tal iniciativa
visa reduzir as emissdes dos gases ligados ao efeito estufa e dimimuir o alto
impacto do preco de um barril de petréleo, cujas oscilacdes de mercado tem
prejudicado o desenvolvimento de economias emergentes (ABOLHOSSEINI e
HESHMATI, 2014). O etanol é o biocombustivel mais amplamente usado para
transporte em todo o mundo, seja puro ou em mistura com a gasolina. Trata-se de
uma fonte de energia limpa e renovavel que pode ser produzida a partir da
sacarose e/ou do amido presente em matérias primas como cana-de-agucar,
sorgo sacarineo, beterraba, mandioca e milho, genericamente denominada etanol
de primeira geracdo (AZEVEDO et al.,, 2012; SUKUMARAM et al.,, 2009).
Atualmente, o etanol corresponde a aproximadamente 94% da producao global de
biocombustiveis, sendo derivado majoritariamente da cana-de-agucar (modelo
brasileiro) e do amido de milho (modelo norte-americano). Segundo dados do
Servico da Agricultura Estrangeira, o Brasil e os EUA sé&o lideres mundiais do
setor, totalizando 84% desta producdo (USDA-FAS, 2014).

As diferencas nas tecnologias de producao de etanol de primeira geracao
podem ser representadas de modo simplificado conforme os fluxogramas da
FIGURA 1. A matéria-prima sacarinea é lavada para remoc¢do de impurezas e
posteriormente moida para remocao do caldo. Em seguida, este caldo passa por
um processo de esterilizacdo e purificacdo e é submetido a um processo de
fermentacéo para a producao de etanol. Quando o material € amilaceo, como, por
exemplo, no caso do amido de milho, este é triturado e submetido a uma etapa de
hidrélise enzimatica para a sua posterior fermentacdo (AZEVEDO et al., 2012,
MILANEZ et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013).

O etanol também pode ser produzido a partir de residuos agroindustriais
como os bagacos de cana-de-acgUcar e de sorgo sacarineo, as palhas de cana-de-

acucar, de milho, de trigo, de cevada e de arroz, as cascas de arroz e de outros
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cereais, assim como de outros materiais como serragem e cavacos de madeira,
residuos de celulose (papel jornal, lodo de papel reciclado) e residuos sélidos
urbanos (CARDONA et al., 2010; HERNANDEZ-SALAS et al., 2009). O etanol
produzido a partir destes tipos de material é denominado etanol de segunda
geracao ou etanol celulésico, pois na composicdo quimica destes materiais
existem polissacarideos ndo-amildceos que podem ser hidrolisados a acglUcares
fermenteciveis para a conversdo a etanol (CARDONA e SANCHEZ, 2007). A
producdo de etanol a partir da biomassa lignoceluldsica apresenta vantangens
sobre o etanol de primeira geracdo, pois ndo compete com a producdo de
alimentos e esta baseada em materiais amplamente disponiveis a um baixo custo
(DIAS et al., 2013; GOUVEIA et al., 2009; MORAIS et al., 2012).

Sacarineo (canade-agicar ou Sorgo sacarineo))
3 Caldo - Vinho Recuperacio Etanol
— Extragaoe~ »| Fermentacao) > p. E —
concentragdo e destilacao
4
1
]
Levedura
Amiléceo (Milho, trigo, etc)
Glucose - Etanol Recuperagéo Etanol
—— Moagem > idroli » Fermentacao > o —
g Hidrdlise [ e destilagio
i 1
1 1
1 1
Enzima Levedura

FIGURA 1 - FLUXOGRAMA GERAL DAS ETAPAS DE PRODUGCAO DO ETANOL DE PRIMEIRA
GERACAO (1G) (ADAPTADO DE GOLDEMBERG, 2009).

De acordo com Vaz Jr. (2011) e Morais e Broetto (2012), de cada hectare
de terras agricultadveis podem ser colhidos 80 toneladas de cana-de-acucar,
sendo que de cada tonelada de cana moida sdo produzidos 143 kg de acucar e
80 litros de etanol, restando entre 260 a 280 Kg de bagaco e palha. De acordo
com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), na dultima safra
(2013/2014) foram produzidos 28 bilhdes de litros de etanol, que corresponde a
uma meédia de 6,4 mil litros de etanol por hectare de cana plantada. No entanto, o
emprego do bagaco e da palha com uma tecnologia bem consolidada poderia
aumentar a produtividade de etanol por hectare em até duas vezes, além de

solucionar importantes passivos ambientais usualmente associados ao acumulo
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de excedentes a céu aberto (SILVA, 2010; Portal da Unica, 2014a).

A produgcdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos envolve
diferentes etapas como o preparo da matéria-prima, o pré-tratamento, a lavagem
do substrato para remocédo de inibidores, a sacarificacdo ou hidrélise enzimatica
dos polissacarideos presentes no substrato, a fermentacdo de pentoses e/ou
hexoses, a recuperacao do etanol e a separacéo e tratamento de efluentes. Além
disso, os hidrolisados decorrentes da etapa de pré-tratamento, também pode
fazer parte integrante do processo (ALVIRA et al., 2010; CARA et al., 2008).

As etapas de producdo de etanol celulésico podem ser realizadas em
unidades independentes ou integradas, como mostra a FIGURA 2, sendo que a
integracdo dessas visa diminuir as dificuldades técnicas inerentes ao processo e,
naturalmente, a reducdo de seu custo operacional, que ainda representa um dos

principais obstaculos a serem superados (SOCCOL et al., 2010).
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FIGURA 2 — DIAGRAMA GLOBAL DE PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA (PITARELO et al., 2010).

Neste sentido, os maiores custos de producdo estdo associados ao pré-
tratamento, as enzimas utilizadas no processo de hidrdlise e a tecnologia utilizada
para viabilizar a etapa de fermentac&o, onde ocorre a conversao dos hidrolisados

a etanol. Quatro possiveis estratégias de integracdo tém sido investigadas nestas
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Ultimas décadas: a co-fermentacdo de pentoses e hexoses (CF); a sacarificacao e
fermentacdo simultdneas (SSF); a sacarificacdo e co-fermentacdo simultaneas
(SSCF) e o bioprocesso consolidado (BPC). O processo SSF reduz o tempo de
processamento, pois a glucose liberada por hidrélise é rapidamente convertida a
etanol pelos micro-organismos da fermentagcdo, reduzindo a inibicdo das
celulases pelo acumulo dos produtos de hidrolise (WATANABE et al., 2010). No
entanto, sua desvantagem quando comparado ao processo separado de hidrélise
e fermentacdo (SHF) é a diferenca entre as temperaturas 6timas das enzimas
hidroliticas e dos micro-organismos responsaveis pela fermentacédo (BINOD et al.,
2010). J4& a co-fermentacdo (CF) de hidrolisados lignoceluldésicos consiste na
utilizacdo de um micro-organimo geneticamente modificado (GMO) ou de uma
mistura de micro-organismos que fermente eficientemente as hexoses e as
pentoses presentes no meio (CARDONA et al., 2010). Por sua vez, o processo de
sacarificacdo e co-fermentacéo simultdneas (SSCF) representa a integracédo dos
processos de SSF e de CF. Por outro lado, o bioprocesso consolidado (BPC)
consiste na utilizacdo de um modelo bioldégico (um ou mais micro-organismos)
gue seja capaz de realizar todas as etapas do processo, desde o pré-tratamento
até a producédo de etanol (ATALA et al., 2008; CARDONA e SANCHEZ, 2007;
CASTRO e PEREIRA Jr. 2010; ROSA e GARCIA, 2009). No entanto, barreiras
tecnolégicas ainda precisam ser superadas para que esses processos sejam
eficientes, como a obtenc&o de micro-organismos que fermentem efetivamente as
hexoses e as pentoses a0 mesmo tempo e sob as mesmas condicdes.

Finalmente insumos quimicos podem ser obtidos a partir do tratamento dos
principais componentes presentes na biomassa. A celulose e as hemiceluloses
guando submetidas a diferentes tratamentos, sejam quimicos, fisicos ou
biologicos (hidrdlise, liquefacado, pirdlise, fermentacédo, entre outros), podem ser
convertidas em compostos como sorbitol, xilitol, acido latico, acido acético,
acetona, butanol, gliceraldeido, acido levulinico e compostos furanicos como 5-
hidroximetil-2-furfural (HMF) e furfural, dentre outros. A lignina também €& uma
fonte de produtos de alto valor agregado, que podem ser formados a partir de sua
oxidacdo ou entdo de seus derivados, como eugenol, coniferaldeido, vanilina,
cresol, acido ferulico, &cido sinapico, sinapaldeido, siringaldeido, entre outros.
Além disto, estes materiais lignocelulésicos residuais ainda podem ser destinados

a producado de racdo animal ou a geragdo de energia nas unidades fabris, quer
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por processos de co-geracao, quer pelo seu aproveitamento como substrato para
a producéo de biogas (DONATE, 2014; LAURICHESSE e AVEROUS, 2014; VAZ,
2011).

1.2 Composicdo quimica de materiais lignocelulésicos

Para escolher a estratégia mais adequada e para que bons rendimentos
sejam alcancados, € necessario conhecer a composi¢cao quimica da biomassa a
ser utilizada no processo, que é rica em compostos macromoleculares como
celulose, hemiceluloses e lignina, além de apresentar compostos de baixa massa
molar em menor porcentagem (extraiveis), cinzas e outros componentes
minoritarios (BRIENZO et al., 2009).

Um dos componentes mais abundantes em materiais lignoceluldsicos é a
celulose, que corresponde usualmente a 35-50% de sua massa seca (MOOD et
al., 2013). Trata-se de um homopolissacarideo linear constituido exclusivamente
por unidades de anidro-D-glucose interligadas por ligagdes glicosidicas do tipo -
(1—4), sendo que sua unidade estrutural basica é representada pela celobiose
(SUN et al., 2004). Algumas propriedades da celulose dependem do tamanho da
sua cadeia ou grau de polimerizacao (GP). Este grau de polimerizacao se refere
ao numero de unidades de anidroglucose que formam a cadeia e varia muito de
uma espécie para outra. Por exemplo, a celulose de madeira apresenta GP de
300 a 1700, algodédo e outras fibras de 800 a 10000 e, para o bagaco de cana,
tais valores sdo proximos de 1800 unidades (ATALA et al.,, 2008; KLEM et al.,
2005).

As cadeias de celulose apresentam conformacdo linear devido a
orientagcao equatorial da ligagao B-(1—4) e a disposicao também equatorial das
hidroxilas do anel piranosidico em conformacdo “Ci. Quando duas ou mais
cadeias de celulose estdo em contato, ligacbes de hidrogénio inter- e
intramoleculares sao formadas pelas hidroxilas presentes nos carbonos C2, C3 e
C6 e pelo par eletrbnico do oxigénio do anel, facilitando o alinhamento e
fortalecendo a estrutura associativa entre elas (FIGURA 3) (FENGEL e WEGNER,
1989; SILVEIRA et al.,, 2014; SOLOMONS, 1934). Além disso, € importante
salientar que cada cadeia de celulose apresenta um terminal ndo redutor e um

terminal redutor. O terminal ndo redutor corresponde a um grupamento hidroxila
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em C4 e o terminal redutor tem esta denominacao pois o C1 (carbono anomérico)

pode sofrer mutarrotacéo (KLEMM et al., 2005).
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FIGURA 3 - ESTRUTURA DA CELULOSE. (A) CELOBIOSE, UNIDADE CONFORMACIONAL; (B)
CELULOSE (SILVEIRA et al., 2014).

Devido a sua organizacdo supramolecular, a celulose € composta por
partes cristalinas e nao cristalinas. A parte ndo cristalina da celulose tem uma
area superficial maior, sendo mais suscetivel a hidrolise do que a forma cristalina,
gue representa uma regido de maior organizacdo estrutural. Por apresentar
regides cristalinas e ndo cristalinas, diferentes tipos de celulases sé&o necessarias
para maximizar a hidrdlise enzimatica da celulose (CARVALHO, 2011; SANTOS e
GOUVEIA, 2009). A parte cristalina é expressa em porcentagem (Crl) e seu valor
depende muito da origem e do processo ao qual a celulose € submetida. A
celulose I, denominada celulose nativa, foi inicialmente caracterizada por difracéo
de raio X e, mais tarde, a partir de andlises de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), que revelaram a existéncia de duas formas cristalinas, la e IB. A forma la
tem organizacdo triclinica e é encontrada majoritariamente em algas como
Valonia sp., enquanto que a forma I € monoclinica e tem ocorréncia majoritaria
em vegetais superiores. As demais formas cristalinas (Il, I, Hly, IV, Vi) sdo
sintetizadas a partir da celulose nativa por tratamentos quimicos variados
(KLEMM et al., 2005).

As hemiceluloses, ao contrario da celulose, sdo heteropolissacarideos
com menor massa molecular que podem possuir em sua estrutura mais de um

tipo de monossacarideo (FIGURA 4), que podem ser hexoses (b-glucose, D-
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manose e D-galactose), pentoses (D-xilose, L-arabinose, e L-ramnose) e, em
alguns casos, acidos urdnicos (acidos p-glucurdnico e 4-O-metil-p-glucurdnico).

Em geral, materiais lignocelul6sicos contém de 20-35% de hemiceluloses
em sua composic¢do quimica (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009; MOOD et al., 2013;
RAMOS 2003).

(4) (5) (6)

FIGURA 4 — UNIDADES DE MONOSSACARIDEOS QUE COMPOEM AS HEMICELULOSES. (1)
D-GLUCOSE; (2) p-GALACTOSE; (3) L-ARABINOSE; (4) D-XILOSE; (5) D-MANOSE; (6) 4-0-
METIL-D-GLUCURONICO; (7) L-RAMNOSE (SJOSTROM E WESTERNARK, 1999).

As estruturas das hemiceluloses podem apresentar diversas ramificacdes
gue se dispdem ao longo da cadeia principal, o que facilita sua interacdo com a
celulose e resulta em uma alta associacdo molecular baseada em uma rede de
ligacbes de hidrogénio. Estas ramificacbes conferem as hemiceluloses uma
estrutura muito menos organizada ou menos cristalina, sendo portanto mais
suscetivel a hidrdlise do que a celulose (RAMOS, 2003). Os grupos presentes nas
ramificacBes da estrutura principal e o grau de substituicio das hemiceluloses
variam de uma espécie para outra. Por exemplo, em espécies de madeira duras
(folhosas ou angiospermas dicotiledéneas) sdo encontradas xilanas altamente
acetiladas com pequenas quantidades de acido glucurénico, enquanto que em
madeiras moles (ou gimnospermas) a acetilacdo é parcial e existem grupos
substituintes de arabinose e acido urénico (PHITSUWAN et al., 2013).

Xilanas e glucomananas sdo as hemiceluloses mais importantes, sendo
gue as xilanas sdo as mais abundantes. Em gramineas podem ser encontradas
xiloglucanas, arabinoglucuronoxilanas e glucuronoarabinoxilanas (GIRIO et al.,
2010). A FIGURA 5 (SILVEIRA et al., 2014) apresenta um exemplo de

7

hemicelulose encontrada em gramineas. A cadeia principal € formada por
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unidades de anidro-D-xilopiranose unidas por ligagbes glicosidicas do tipo B-
(1—4), com ramificagdes por unidades O-acetil, a-L-arabinofuranosil e a-b-4-O-
metilglucuronopiranosil. As cadeias de arabino-O-metilglucuronoxilana estéo
conectadas entre si a partir de ligagdes covalentes com unidades de acido ferulico
(SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997).
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FIGURA 5 — MODELO ESTRUTURAL DE HEMICELULOSES DE GRAMINEA — ARABINO-O-
METILGLUCURONOXILANA — PRETO: UNIDADES DE ANIDRO-D-XILOPIRANOSE; AZUL:
UNIDADES DE O-ACETIL; VERMELHO: UNIDADES DE ARABINOFURANOSIL; VERDE:
UNIDADES DE a-b-4-O-METILGLUCURONIL (SILVEIRA et al., 2014).

Estes polimeros estdo presentes na parede celular da biomassa em
conexao direta com a celulose via ligacdes de hidrogénio e também se encontram
covalentemente ligados a lignina por ligacdes de diferentes tipos, sendo dificil sua
remocao sem que haja uma mudanca significativa na sua estrutura, de modo que
atuam como um intermediario de conexao entre a celulose e a lignina (BIAN et al.,
2012; HENDRIKS e ZEEMAN, 2009; RAMOS, 2003). As hemiceluloses também
se associam com a lignina formando complexos lignina-carboidrato que dificultam
ainda mais a acao enzimatica (PHITSUWAN et al., 2013).

A principal substancia responsavel pela resisténcia fisica e mecanica das

plantas € a lignina e sua abundancia varia de 15 a 30% dependendo da espécie
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vegetal. Este componente polifendlico recobre os polissacarideos que compde a
parede celular (celulose e hemiceluloses), tornando-a resistente a degradacao
quimica e microbiana. A lignina é resultado da condensacdo radicalar de
derivados do alcool p-hidroxi-cinamico com varios graus de oxidagdo, cuja
estrutura amorfa é baseada em trés precursores monomericos: alcool sinapilico,
alcool p-cumarilico e &lcool coniferilico (DENCE e LIN, 1992; FENGEL e
WEGNER, 1989; SOARES, 2012) (FIGURA 6). Madeiras duras apresentam
principalmente unidades guaiacil e siringilpropandides; jA em madeiras moles
(coniferas ou gimnospermas) encontram-se quase que exclusivamente unidades
de guaiacilpropandides; e ligninas derivadas de gramineas normalmente
apresentam as trés unidades precursoras (PILO-VELOSO et al., 1993; RAMOS
2003).

OH

A B OH

c OH

OH OH OH

FIGURA 6 — ESTRUTURAS DOS ALCOOIS PRECURSORES DA LIGNINA: (A) ALCOOL
CONIFERILICO (GRUPO GUAIACILA); (B) ALCOOL SINAPILICO (GRUPO SIRINGILA); (C)
ALCOOL p-CUMARILICO (GRUPO p-HIDROXIFENILA).

Além da constituicdo quimica, a lignina se diferencia dos outros polimeros
naturais pela sua estrutura macromolecular, na qual unidades monoméricas néo
se repetem de forma regular, mas encontram-se entrelacadas por diferentes
ligacbes como ligacdes carbono-carbono entre as cadeias alifaticas de duas
unidades (B-B’, a-a’, a-B’) (1), entre estas e anéis aromaticos (B-5', B-1’, a-1’, p-6’)
(2) e entre carbonos de nucleos aromaticos (5-5°) (3), além de ligacdes éter
envolvendo apenas cadeias alifaticas ou anéis aromaticos e cadeias alifaticas (-
0O-4’, a-0O-4’) (4). Um exemplo da estrutura da lignina esta representada na
FIGURA 7 (PILO-VELOSO et al., 1993).
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FIGURA 7 — MODELO ESTRUTURAL DA LIGNINA DERIVADA DA ESPECIE Picea abies
(GIMNOSPERMA) (HIGUCH]I, 1985).

Finalmente, existem componentes de baixa massa molar que ndo estao
ligados diretamente a parede celular denominados extraiveis, que correspondem
a intermediarios do metabolismo dos vegetais ou substancias de reserva
energética ou protecdo contra o ataque de micro-organismos e insetos. Sua
composicao e ocorréncia sdo governadas por uma série de fatores de natureza
genética e climatica (HILLIS, 1972; ROCHA, 2011). Os extraiveis sao
responsaveis pela cor, cheiro, resisténcia natural ao apodrecimento, sabor e
propriedades abrasivas caracteristicas da planta e o seu conteudo e proporcao
varia de uma espécie para outra, e pode ser aplicado na area da medicina,
cosméticos e preservantes (KLOCK et al., 2005; OLIVEIRA et al.,, 2005). Em
folnosas, o percentual de extraiveis varia de 2 a 3%, enquanto coniferas e
gramineas podem apresentar até 10% e 26% destas fracdo, respectivamente
(MORAIS et al., 2012; SARTO e SANSIGOLO, 2010).

Os extraiveis compreendem uma ampla gama de compostos organicos e
inorganicos, como sais, o6xidos, compostos fendlicos simples e complexos,

acucares, gomas, terpenos, alcaldides, ceras, proteinas, resinas e compostos
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lipofiicos como acidos graxos saturados e insaturados, esteroides,
hidrocarbonetos e alcoois graxos (CARVALHO, 2011; SANTOS, 2008;
SHESHMANI, 2013). Este componentes podem ser removidos da biomassa
lignocelul6sica utilizando solventes como hexano, éter dietilico, diclorometano,
etanol/tolueno, etanol, metanol e &gua, produzindo extratos complexos contendo
uma grande variedade de componentes (OLIVEIRA et al., 2005; SARTO e
SANSIGOLO, 2010). Por outro lado, alguns procedimentos sugerem o0 uso de
extragcbes sequenciais em uma ordem crescente de polaridade, de modo a
permitir a remocdo de familias de compostos organicos com propriedades
distintas, facilitando inclusive a sua caracterizacdo por métodos cromatogréficos e
espectrométricos de analise.

Os compostos fenodlicos sdo substancias que possuem em sua estrutura
um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila (SHAHIDI e NACZK, 2006).
Alguns compostos fenolicos séo provenientes da biossintese da lignina, como os
alcoois vanilico e coniferilico, aldeidos aroméaticos como a vanilina e o
siringaldeido e cetonas como a acetovanilina, sendo que muitos destes
apresentam propriedades fungicidas (FIGURA 8) (MORAIS et al., 2012;
SILVERIO, 2008).

OH
OH O
=
7 7 7
OH OH OH
Alcool vanilico Alcool coniferilico Vanilina
(6]
=
o
7 7 0
OH | OH
Siringaldeido Acetovanilina

FIGURA 8 — POSSIVEIS COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NOS EXTRAIVEIS DE
BIOMASSAS VEGETAIS (BARBOSA et al., 2005; MORAIS et al., 2012; SILVERIO, 2008).
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Backlund et al. (2014) analisaram os extraiveis de Pinus contorta
utiizando hexano em extrator Soxhlet durante 4 h. Duas familias foram
identificadas em maior proporcédo, as dos ésteres e dos acidos graxos, sendo que
os acidos octadecanoico e tetradecansico se apresentaram como majoritarios.
Kilulya et al. (2014) extrairam os compostos lipofilicos presente nos extraiveis de
eucalipto com acetona em extrator Soxhlet e a composicdo destes foi
majoritariamente de acidos graxos de Cg a Czg como, por exemplo, os acidos
hexadecanodico, 9,12-octadecendico e 2 hidroxidocosanoico. Os esteroides
corresponderam a segunda classe principal, sendo representados por compostos
como sitosterol, estigmasterol e campesterol. Alcoois graxos também foram
encontrados como, 1-dodecanol, 1-eicosanol e 1-tricosanol. Vilela et al. (2014)
obtiveram o0s extraiveis de Halimione portulacoides por extragdo com
diclorometano em Soxhlet e identificaram compostos como o0s acidos
tetradecanoico, docosanoico e hexacoisanotico, 1-hexadecanol, 1-eicosanol, 1-
octacosanol, pentacosanol, nonacosanol, campesterol e estigmasterol, entre
outros. Fernandez et al. (2001) identificou os extrativos de Populus tremuloides
removidos por extracdo Soxhlet utilizando acetona por um periodo de 8 h. Foram
identificados varios compostos como acido benzoico, acido 4-hidroxibenzéico,
acido 3-(4-hidroxifenil)-propandico, 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-propenal, &cido
hexadecanoico, acido octadecanoico, 1l-docosanol e flavonoides como 4,5,7-
trihidroxiflavonona e 3,4,5,7-tetrahidroxiflavona. Estes autores ainda identificaram
a presenca de lipideos como a-tocoferol e tri-9,12-octadecadienoato de glicerila.

Varios autores ja evidenciaram o poder inibitério de compostos fendlicos
sobre as etapas de hidrolise enzimatica e de producdo de etanol por
Saccharomyces cerevisiae (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000). Como
varios compostos fendlicos se encontram presentes nos extraiveis do bagaco,
muitos deles como precursores da estrutura da lignina, € provavel que a remocao
destes antes do pré-tratamento pudesse evitar a0 menos em parte estes efeitos
inibitérios. Por outro lado, dependendo de sua analise qualitativa e quantitativa,
substancias de baixa massa molar desta e de outras classes de compostos
organicos podem apresentar grande interesse para a industria. No entanto,
nenhum estudo foi até entdo realizado para avaliar estas questdes.

Uma grande variedade de compostos inorganicos também sao

encontrados em biomassas, particularmente gramineas e palha de cereais. Por
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exemplo, a analise das cinzas do bagaco de cana acusou a presenca de éxidos
simples como CaO, MgO, MnO, K20, Na20, MnO, SrO, TiO, Fe20s3, Al203 e SiOx.
Além de sua importancia no metabolismo das plantas, a presenca de alguns
destes componentes pode ser atribuida a contaminagdo com solo (Al.Oz e SiO»),
0 que depende fortemente da tecnologia utilizada para a colheita e
processamento dos colmos da cana-de-aclcar, bem como a eventual abrasdo de
acessorios dos equipamentos de corte e moagem (TiO2, Fex03).
(SZCZERBOWSKI et al., 2014).

1.3 Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

Para se tornar suscetivel a bioconverséo, a biomassa lignocelulésica in
natura necessita de um processo de hidrolise para converter seus polissacarideos
em acucares fermentesciveis (CARDONA et al.,, 2010; CARVALHO, 2011). Tal
processo nao é trivial devido as interagbes entre a celulose e as hemiceluloses
presentes na parede celular de vegetais superiores, assim como a relacdo destes
polissacarideos com a lignina, que atua como uma barreira fisica para as
enzimas. Assim, o0 pré-tratamento reduz a interacdo entre esses componentes,
expOe os polissacarideos da parede celular e favorece a sua hidrélise a acucares
passiveis de fermentacdo, diminuindo assim a cristalinidade e a organizacéo
estrutural dos polissacarideos da biomassa, o tamanho da fibra, o conteudo de
hemiceluloses e lignina e aumentando propriedades texturais como porosidade e
area superficial (OGEDA e PETRI, 2010; PHITSUWAN et al., 2013; SANTOS et
al., 2012).

O pré-tratamento de materiais lignocelulésicos é fundamental para
aproveitamento integral e mais eficiente de todo o carboidrato neles disponivel
(GONCALVEZ, 2010). Entretanto, existem fatores que devem ser analisados para
gue um pré-tratamento seja considerado eficiente, como oferecer elevada
recuperacdo de carboidratos, propiciar elevada acessibilidade da celulose a
hidrolise enziméatica, apresentar produtos com elevada concentracdo de sélidos,
ter baixa demanda energética e evitar a formacdo de subprodutos como
hidroximetilfurfural, furfural, acidos e compostos fendlicos que sédo oriundos da
desidratacdo de hexoses (glucose, manose e galactose) e pentoses (xilose e
arabinose) e degradacéo da lignina (RAMUSSEN et al., 2014; SANTOS et al.,
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2012). A FIGURA 9 apresentem os principais produtos formados a partir do pré-
tramento por explosdo a vapor. O acido levulinico pode ser formado a partir do
HMF e do furfural, enquanto que o &cido féormico € proveniente do HMF. A
formacdo do acido acético se da a partir da hidrélise dos grupamento acetila
presente nas hemiceluloses (RAMUSSEN et al., 2014; RIBEIRO et al., 2012).

EDOC
OH 0 Q
\ oy e § B
CHOH % o e OH .
ﬁ 4-O-metil-glucuronoxilana
)0
ow m °*

CH)OH CH,0E
celulose

calor H,0.H"

BQM OH 7 CHpH {m
ot 0

B

m’ m CH; COOH

L %m&f{%%

CH,OHE

20H

calor H,0.H"

(1) Arabinose; (2) xilose; (3) xilo-oligdbmeros (3 residuos); (4) xilo-oligdbmeros de alta massa molar; (5) oligossacarideos
acidos ramificados; (6) glucose; (7) celobiose; (8) celo-aligdbmeros; (9) furfural; (10) hidroximetilfurfural; (11) acido levulinico
e (12) furano.

FIGURA 9 — COMPOSTOS FORMADOS DURANTE A EXPLOSAO A VAPOR A PARTIR DA
CELULOSE E DAS HEMICELULOSES (4-O-METILGLUCURONOXILANA) (RAMOS, 2003).
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Compostos fendlicos liberados durante o pré-tratamento sdo provenientes
da degradacdo da lignina. Isto pode ser decorrente de trés tipos de reacoes:
hidrélise acida, clivagem homolitica e reacfes de condensacdo. Essa reacdes
ocorrem a partir da quebra das ligagbes ariléter dos tipos a-O-4 e [-O-4
existentes na estrutura da lignina (FIGURA 10) (RAMOS, 2003).

Lignina
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DEH3 % OCHz T
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D:HS D:HS DCHS DCHS R D:HS
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(1) Sinapaldeido (R = OCHgs) ou coniferaldeido (R = H); (2) &lcool coniferilico (R = OCHs) ou alcool sinapilico
(R = H); (3) guaiacol; (4) siringaresinol; (5) siringaldeido (R = OCHs) ou vanilina (R = H); (6) alcool siringilico
(R = OCHgs) ou alcool vanilico (R = H); (7) acido siringilico (R = OCHs) ou acido vanilico (R = H); (8)
siringilglicerol (R = OCHjs) ou guaiacilglicerol (R = H); (9) y-metoxi-siringil (R = OCHs) ou y-metoxi-guaiacil (R
= H).

FIGURA 10 — COMPOSTOS FENOLICOS FORMADOS A PARTIR DA LIGNINA DURANTE A
EXPLOSAO A VAPOR (RAMOS, 2003).
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A formacéo destes produtos depende do tipo de pré-tratamento ao qual a
biomassa é submetida. Diferentes métodos de pré-tratamento tém sido propostos
na literatura para separacdo e aproveitamento de materiais lignocelulésicos. Tais
técnicas sdo baseadas em processos mecanicos, fisicos, quimicos, bioldgicos ou
na combinacédo destes. Dentre estes processos, podem ser destacados os que
utilizam hidrélise acida (ELIANA et al., 2014), reagentes alcalinos (SOUZA et al.,
2012), explosdo a vapor (AGUIAR et al.,, 2013; RAMOS, 2003; ROCHA et al.,
2012b), oxidacdo Umida (MARTIN, 2007), aménia liquida (Ammonia Fibre
Explosion ou AFEX) (GAO et al., 2010a), agua quente (LYND et al., 2002),
moagem (INOUE et al., 2009), solventes organicos (CASTRO et al., 2010) e pré-
tratamentos biolégicos (YU et al., 2009), todos com o propdésito de desagregar a
estrutura associativa da lignocelulose para produzir combustiveis renovaveis ou
insumos quimicos a partir da biomassa.

Os diferentes pré-tratamentos e suas definicbes encontram-se
discriminados na TABELA 1. Os métodos fisicos consistem em diminuir o
tamanho da particula e a cristalinidade da biomassa lignocelulésica, aumentando
assim a area superficial e facilitando a acdo das enzimas sobre a biomassa. Nos
métodos quimicos, modificacdes ocorrem na estrutura da parede celular como a
solubilizacéo das hemiceluloses e lignina, diminuindo o grau de polimerizacdo e a
cristalinidade da biomassa. Ja os métodos bioldgicos consistem na utilizacdo de
micro-organismos (geralmente fungos) que sdo capazes de secretar enzimas
extracelulares capazes de degradar a lignina e as hemiceluloses com certa
seletividade (ALVIRA et al., 2010; BEHERA et al., 2014; OGEDA e PETRI, 2010;
RAMOS, 2003).

O pré-tratamento por explosdo a vapor € umas das técnicas mais
eficientes para o fracionamento do material lignoceluldsico e esta se destaca por
agir tanto fisica como quimicamente na estrutura da biomassa. Durante este
processo as ligacbes presentes nos componentes macromoleculares sdo em
parte quebradas, de modo que, quando ocorre a descompressao, a biomassa é
desestruturada gerando um aumento na area superficial e um consequente
aumento de sua suscetibilidade a hidrdlise devido a remocéo das hemiceluloses e
de parte da lignina. No entanto, condi¢cdes mais severas geram modificacdes que
deixam a lignina mais condensada e mais inibitéria (BRUGNAGO et al., 2011;
GOUVEIA et al., 2009; RAMOS, 2003).
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TIPOS DE PRE-TRATAMENTOS UTILIZADOS EM BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA.

Processo Descri¢ao Referéncia
O tamanho da particula é reduzido, aumentando
Moagem a digestibilidade da biomassa pelo aumento de  SILVA et al., 2010b.
sua area superficial de contato
Absorcdo de energia no interior da molécula
o formando radicais com diferentes reatividades RIBEIRO et al.,
Irradiacé@o . L -
S que sdo capazes de despolimerizar a lignina e 2013.
*(,f os polissacarideos da biomassa
Atua na integridade estrutural da biomassa
reduzindo o tamanho das particulas quando
) o ) KASHNINEJAD e
aplicado ultrassom de alta poténcia. Desintegra
Ultrassom o . TABIL, 2011.
a estrutura da lignina e das hemiceluoses e
modifica a ultraestrutura da celulose
A exposicao da biomassa a amonia liquida sob
o BALS et al., 2010;
pressdes e temperaturas elevadas diminui o
AFEX o o o UPPUGUNDLA et
indice de cristalinidade da celulose, hidrolisa as
] o o al., 2014.
hemiceluloses e despolimeriza a lignina.
Podem ser realizados em meio diluido ou
Acidos concentrado e consistem na solubilizacdo da
. _ . PAPPAS et al., 2014,
(HCI, H2S04, fagéo hemicelulosica, aumentando a
o N ZHOU et al., 2014.
H3PO4, HNO3) acessibilidade a celulose e modificando
parcialmente a lignina
Ocorre o rompimento da parede celular
B ] N o . CABRERA et al.,
Extracéo dissolvendo silica, lignina e hemicelulose e
o ] ] 2014; RABELO et
o alcalina promovendo o0 inchamento da celulose,
£ S ] o al., 2014.
= diminuindo assim sua cristalinidade.
o4

Liquido i6nico

Consiste na habilidade de alguns liquidos
ibnicos em dissolver carboidratos ou lignina
sobre condi¢cdes moderadas. No primeiro caso,
a celulose deve ser regenerada pela a adi¢éo

de um anti solvente como, por exemplo, a agua.

SWATLOSKI et al.,
2002;
WEERACHANCHAI
e LEE, 2014.

CO2

supercritico

CO:2 no estado supercritico apresenta baixa
viscosidade e tensdo superficial zero; deste
modo, penetra rapidamente na estrutura da
biomassa, promovendo o rompimento de sua
estrutura, aumentando a area superficial e

diminuindo o grau de polimerizacao

GAO et al., 2010b;
PAN e TAN, 2014.
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Continuacéo da Tabela 1

Biodegradacéo da lignina e da hemicelulose. Os

o
% Fungos ou fundos da podriddo branca sdo os mais ISHOLA et al., 2014;
% enzimas utilizados por produzirem enzimas como lacases MA et al., 2010.
@ e peroxidases que degradam a lignina
Consiste na descontrucdo da estrutura da
) AGUIAR et al., 2013;
parede celular pela aplicagdo de vapor a alta
. . ) o CASTRO et al.,
Exploséo a pressao seguido de uma rpida
. ) 2014; MARTIN-
vapor descompressdo. Pode ser realizada na
) ) SAMPEDRO et al.,
auséncia ou na presenga de catalisadores como 2013
acidos organicos ou minerais '
Consiste na utilizacdo de solventes organicos
S OuU aquosos que promovem a solubilizacdo da  AMIRI et al., 2014;
© Organosolve ]
S lignina, sendo esta recuperada relativamente  PARK et al., 2010.
§ pura como um coproduto

A pressao € utilizada para manter a agua no
Agua quente a  estado liquido, ocorrendo assim a solubilizacdo LASER et al., 2002;

alta pressdo  das hemiceluloses e tornando a celulose mais PEREZ et al., 2008.

acessivel
L Tratamento a partir de agua e oxigénio, onde
Oxidacéao . o o ARVANITI et al.,
o ocorrem reagdes hidroliticas e oxidativas sob
Uumida 2012.

condicdes especificas

Durante o processo de explosdo a vapor, alguns acidos organicos sao
formados por hidrélise (acido acético) ou por decomposicdo de pentoses e
hexoses (acido levulinico e acido férmico) sob condicbes de alta pressédo e
temperatura e estes mesmos acidos organicos catalisam novas reacdes de
hidrolise e desidratacdo em um processo conhecido como auto-hidrolise . Além
disto, no momento em que a pressao € liberada (explosdo ou descompressao),
ocorre o rompimento das fibras por consequéncia de um grande efeito de
cisalhamento (BEHERA et al., 2014; RAMOS, 2003). Rocha et al. (2012a) pré-
tratou o bagaco por explosdo a vapor a 190 °C por 15 min, e obteve uma
recuperacédo de 82,6% do teor de hemicelulose na fracéo solavel.

A explosédo a vapor também pode ocorrer na presenca de catalisadores
como H>SO4 (CHEN et al., 2013), H3PO4 (PITARELO et al., 2013), SO2 e CO>
(FERREIRA-LEITAO et al., 2010). O pré-tratamento utilizando catalisadores
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acidos aumenta as reacdes de hidrélise das hemiceluloses, promovendo
modificacbes mais significativas na estrutura da lignina que expdem a celulose a
conversdao; além disto, a presenca do catalisador reduz a temperatura e o tempo
de pré-tratamento, gerando uma menor formacao de subprodutos e/ou compostos
inibitérios. Experimentos com o bagaco de cana realizados em Lund (Suécia)
tendo H2SO4 e SO, como catalisadores alcancaram elevadas taxas de reacéao,
com uma remocao de 60-80% de hemiceluloses na forma de xilose e pouca perda
de celulose na forma de glucose (3-5%) (BAUDEL, 2006). O uso de H3PO4 como
catalisador oferece menor efeito destrutivo sobre as pentoses e leva a um menor
acumulo de furfural no meio da reacao, além de minimizar os efeitos de corrosao
interna nos equipamentos por ser um acido mais fraco (GAMEZ, 2006). Zeng et
al. (2014) pre-trataram bagaco de cana impregnado com acido fosférico (0,5% v v
1) por explosdo a vapor a 180 °C por 10 min, e obtiveram um teor de 80% de
recuperacédo de hemiceluloses na fragéo soluvel. Ja no caso do bagaco explodido
por Amores et al. (2013) a 215 °C por 5 min, o teor de recuperacéo foi de apenas
25% de hemiceluloses; neste caso, apesar de menor tempo de residéncia no
reator, a temperatura elevada provavelmente favoreceu a maior formacdo de
subprodutos. reduzindo o percentual de recuperacdo de seus componentes
majoritarios.

No Brasil ja existem usinas piloto que utilizardo no processo alguns dos
tipos de pré-tratamento citados na Tabela 1 para producéo de etanol celuldsico. A
primeira usina brasileira de etanol celulésico esta instalada em Alagoas e € um
investimento da GranBio (EUA) cuja estimativa de producéo é de 82 milhdes de
litros de etanol por ano. Outra usina piloto € a da Usina S&o Manoel abrigarda, cuja
tecnologia foi desenvolvida pelo Centro de Tecnologia Canavieira em Piracicaba
(SP). A Raizen, que foi formada por uma sociedade entre a Cosan e Shell,
finalizara este ano a sua primeira unidade industrial de etanol celulésico em
Piracicaba (SP) e a Petrobras vem anunciando o seu interesse nesta area,
optando por tecnologia propria e prevendo que 0s seus postos serdo abastecidos
com etanol celulésico a partir de 2015. No mundo, trés empresas inauguraram
unidades de etanol celuldsico este ano: a usina piloto da DuPont (Nevada, lowa)
iniciou construcdo em 2012 e terd uma capacidade de producdo estimada de 113
milhées de litros de etanol por ano, enquanto que as usinas da Abengoa

(Hugoton, Kansas) e a construida em parceira entre a Poet-DSM (Emmetsburg,



33

lowa) estimam produzir 95 milhdes de litros de etanol por ano (INCT, 2014; Portal
da Unica, 2014a; Portal da Unica, 2014b).

1.4 Hidrolise enzimética de lignocelulose pré-tratada

Depois do pré-tratamento, o material sofre um processo de hidrolise dos
polissacarideos formando mono e dissacarideos que, na etapa final, passam por
um processo de fermentacao resultando em etanol celulésico (OGEDA e PETRI,
2010).

A hidrélise do material lignocelulésico pode ser realizada pela rota acida
ou enzimatica. No caso da hidrdlise acida, apesar de ser uma reacéo rapida, ha
corroséo e geracao de produtos de degradacdo de acgucares que podem atuar
como inibidores na etapa de fermentagdo. Ja a hidrolise enzimatica, embora de
alto custo pelo valor comercial das enzimas utilizadas, pode ser realizada em
condicdes mais brandas de reacéo, evitando assim a formacao de subprodutos e
conduzindo a melhores resultados de fermentacdo (CARVALHO, 2011;
HAMELINCK et al., 2005; WIJAYA et al., 2014).

A hidrolise enzimatica da celulose € uma reacdo heterogénea conduzida
por um complexo enzimatico que compreende trés classes de hidrolases: as
endo-B-(1—4)-glucanases, as exo-B-(1—4)-glucanases ou celobiohidrolases
(CBHI e CBHIl) e as B-(1—4)-glucosidases, cuja sinergia € essencial para que
todo o carboidrato disponivel seja hidrolisado (SANTOS e GOUVEIA, 2009).
Segundo Bon et al.,, (2008), um unica hidrolase seria incapaz de hidrolisar
eficientemente a celulose, sendo necessario um sinergismo entre as hidrolases. O
sinergismo existente entre as celulases esta apresentado na FIGURA 11
(SILVEIRA et al., 2014).

As endoglucanases sdo enzimas que agem em pontos aleatérios da
regido nao cristalina diminuindo o grau de polimerizacédo da celulose e este modo
de acdo depende da estrutura de seu sitio catalitico, que se apresenta na forma
de uma fenda capaz de acomodar as cadeias da celulose e hidrolisar ligacoes [3-
(1—4) internas (CARVALHO, 2011; SANTOS e GOUVEIA, 2009). As
celobiohidrolases sédo responsaveis pela formacdo de celobiose a partir das
extremidades redutoras e néo-redutoras da cadeia de celulose. Estas enzimas

podem ser divididas em CBHI e CBHII, sendo a CBHI a responsavel pelo ataque
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nos terminais redutores e a CBHII responsavel pelo ataque nos terminais néo-
redutores (BRINK e VRIES, 2011; LIMA et al., 2013). Por fim, as B-glucosidases,
convertem a celobiose e celo-oligbmeros de baixa massa molar em glucose
(CARVALHO, 2011; SANTOS e GOUVEIA, 2009). A hidrélise enzimatica depende
do sinergismo entre as endo- e exo-glucanases, de modo que as endoglucanases
clivam as cadeias de celulose fornecendo terminais redutores e ndo redutores
para a acado das exoglucanases (OGEDA e PETRI, 2010). Além disto, as B-
glucosidases contribuem pela remocao da celobiose do meio, ja que esta atua
como inibidor competitivo da celobiohidrolases.

Suoleninas Regido Amorfa LPMO &

TrCeloA TiCel7A

Regiao Cristalina

TiCel5A

. L Terminago
@8 (elobiose  Terminagdo Oxi dac(];a Terminagdo

nio redutora redutora

Glucose e L] s

TRCEL12A, TRCEL5A = ENDOGLUCANASES; TRCEL6A, TRCEL7A = EXOGLUCANASES; B-G = B-
GLUCOSIDASES; GH61 = GLICOSIL HIDROLASE; CBM = MODULO DE LIGACAO AO CARBOIDRATO

FIGURA 11 — SINERGISMO ENTRE AS CELULASES E PROTEINAS ACESSORIAS DURANTE
A HIDROLISE ENZIMATICA DO MATERIAL CELULOSICO (SILVEIRA et al., 2014).

Atualmente, outra classe enzimatica, denominada AA9 (Atividades
Auxiliares da Familia 9), anteriormente classificadas como GH61 (Glicosideo
Hidrolases da Familia 61), tem recebido atencéo por excercer papel fundamental
na obtencdo de elevados rendimentos de sacarificacdo em menor curso de
tempo. Ao contrario das hidrolases, estas atuam via reacdes de oxidacédo-

reducéo, produzindo compostos oxidados tanto no C1 (lactonas, as quais podem
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ser hidrolisadas a acidos aldénicos) como no carbono 4 (cetonas). Tais enzimas
atuam tanto em regides amorfas como em regifes cristalinas onde outras
enzimas nao possuem atividade, promovendo alto valor de sinergismo com outros
componentes do complexo (SILVEIRA et al., 2014).

A hidrdlise enzimatica de materiais celulésicos depende de processos
continuos de adsor¢éo e dessorcao das endo- e exoglucanases.

Por isto, estas enzimas possuem em sua estrutura um Médulo de Ligacao
a Carboidratos (CBM — do inglés Carbohydrate binding module), que corresponde
a um peptideo ndo hidrolitico que facilita a interagdo destas com a superficie do
substrato (BORASTON, 1997; SILVEIRA et al., 2014). Neste sentido, a lignina
pode representar uma barreira a hidrélise enzimética da celulose, pois sua
estrutura polimérica tridimensional e amorfa permite que as enzimas adsorvam
em sua superficie por intera¢des hidrofobicas, diminuindo a disponibilidade destas
para a etapa de hidrélise da celulose ou até mesmo levando a sua inativagédo
(PALONEN, 2004).

Como mencionado acima, fatores associados a natureza das enzimas
podem influenciar o processo de hidrolise. S8o eles o0 sinergismo entre as
celulases, a adsorcao e dessorcao da enzima e a inibicdo provocada pelo produto
final, além da carga de enzima utilizada e de outros parametros de controle como
agitacdo, temperatura e pH do meio (PANDEY et al., 2000). No entanto, algumas
propriedades do substrato também podem influenciar o processo como a sua
cristalinidade, area superficial de contato, volumetria de poros e teor de lignina e
hemiceluloses (COSTA et al., 2013; HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). O grau de
polimerizacédo e a cristalinidade sao alterados a partir da etapa do pré-tratamento,
sendo que a reducéao da cristalinidade facilita a acao das endoglucanases.

Por outro lado, dependendo do tipo e das condi¢cdes do pré-tratamento,
produtos de inibicdo podem ser formados como furfural, hidroximetilfurfural e
compostos fendlicos, além da probabilidade da conversdo de extraiveis em
inibidores por apresentar em sua composicdo uma diversidade de compostos
fendlicos. Apesar de boa parte destes inibidores serem removidos da fracéo
fibrosa por lavagem aquosa apds o processo de pré-tratamento, alguns ainda
permanecem devido a baixa solubilidade em agua ou ineficiéncia do processo de
lavagem. A utilizacdo de altos teores de solidos totais também afetam a taxa

inicial da hidrolise, pois dificultam os fenbmenos de transferéncia de massas,
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aumentam a perda de atividade por cisalhamento e aceleram os efeitos de
inibicdo das enzimas. Estes fatos dependem da composi¢do quimica do substrato
e da relacdo da enzima/substrato utilizado no ensaio. Além disso, o0 uso de altas
cargas de substrato aumentam o consumo de energia necessario para a obtencéo
de uma agitacao eficiente do meio (LINDEDAM et al., 2010; PANDEY et al., 2000;
TOQUERO e BOLADO, 2014).

Carrasco et al. (2010) hidrolisaram o bagaco de cana pré-tratado por
explosdo a vapor (190 °C, 10 min) com Celluclast 1,5L suplementada com
Novozym 188 por 72 h. Para a hidrélise foram utilizadas amostras de baga¢o nédo
lavado e lavado com agua para avaliar a influéncia dos inibidores gerados durante
o pré-tratamento. O bagaco ndo lavado apresentou uma producao de glucose de
20 g g de massa seca, valor este menor do que o obtido para o bagago lavado
(29 g g1), demonstrando que a lavagem removeu parte dos inibidores formados
durante o pré-tratamento.

Outros fatores que podem interferir na taxa de sacarificacdo da celulose
séo as condi¢cbes experimentais, tais como pH, temperatura e a agitacdo do meio.
A temperatura tem uma relacdo positiva entre a adsorcdo do substrato e a
sacarificacdo até 60 °C, mas, acima desta temperatura ocorre a desnaturacédo da
enzima e sua consequente inativacdo. As condi¢des ja foram otimizadas para as
celulases provenientes da T. reesei, sendo pH 4,8 e temperatura de 45-50 °C.
Entretanto, enzimas isoladas de outros micro-organismos podem exigir outras
condicBes para que possam apresentar o maximo do seu desempenho (PANDEY
et al., 2000; SUN, 2004).

Varios micro-organismos podem produzir hidrolases para sua utilizacdo
na etapa de hidrolise enzimatica, como fungos filamentosos aerébicos, bactérias
termofilicas anaerobicas, fungos anaerdbicos, dentre outros. Nas Ultimas
décadas, um fungo filamentoso tem sido muito estudado, o Trichoderma reesei,
sendo que este domina a producéo industrial de hidrolases até hoje (OLOFSSON
et al., 2008).

1.5 Fermentacao

Finalizada a etapa de hidrdlise, o passo seguinte é a fermentacdo da

glucose a etanol e dioxido de carbono por uma levedura em condi¢cbes de
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anaerobiose (HAGMAN et al., 2012). Teoricamente, a cada 100 g de glucose
pode-se produzir 51,4 g de etanol e 48,8 g dioxido de carbono, entretanto, na
pratica, os micro-organismos utilizam parte da glucose para seu crescimento, de
modo que o rendimento relacionado ao etanol é geralmente menor que 100%
(PANDEY et al., 2000).

O micro-organismo mais utilizado para este processo € uma levedura
fermentativa denominada Saccharomyces cerevisiae, que tem aplicagéo industrial
por fermentar hexoses eficientemente, resultando em altas produgdes de etanol.
Este micro-organismo apresenta atividade 6tima em condi¢cdes controladas como
pH 4,5 e temperatura de 37 °C. Entretanto, esta levedura ndo € capaz de
fermentar pentoses (CORAL, 2009; SANTOS et al., 2010; STAMBUK et al., 2008;
YUAN et al., 2011), cuja conversdo tem sido estudada com as leveduras Pichia
stipitis e a Candida shehatae (PANDEY et al., 2000).

Derivados de furanicos, compostos aromaticos e acidos fracos produzidos
durante o pré-tratamento podem inibir a etapa de fermentacdo. Os compostos
aromaticos sdo provenientes da degradacdo da lignina como vanilina e 4-
hidroxibenzaldeido, enquanto HMF e furfural sdo produtos da desidratacdo de
carboidratos. Além disto, o HMF pode ser degradado nos acidos levulinico e
férmico, conforme demonstrado por varios autores (HAGMAN et al., 2012;
HAWKINS e DORAN-PETERSON, 2011). Tais inibidores sdo proveniente do tipo
e das condicdes do pré-tratamento utilizado e podem provocar efeitos como
reducédo da velocidade de crescimento da levedura e diminuicdo da produtividade
volumétrica de etanol, da sua produtividade especifica e da producdo de
biomassa (CARDONA e SANCHEZ, 2007).

Huang et al. (2011) analisaram a influéncia dos inibidores presentes na
palha de milho pré-tratada por explosdo a vapor (205 °C, 5,4 min) durante a
fermentacdo com S. cerevisiae e observaram que a partir de concentracdes de 4
e 6 g L%, os acidos formico e acético comecam a inibir a producéo de etanol. Na
literatura tem sido relatado que o furfural e o HMF apresentam inibicdo em
concentracdes a partir de 0,5 e 1 g L%, respectivamente (PALMQVIST et al.,
1996). Entretanto, nos estudos de Huang et al. (2011), estes inibidores nao
apresentaram inibicdo até uma concentracdo de 4 g L*. Algumas linhagens de S.
cerevisiae sdo capazes de converter o HMF em um composto menos toxico, o

2,5-bis-hidroximetilfurano, e de metabolizar alguns compostos fendlicos em
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derivados menos téxicos (HAWKINS e DORAN-PETERSON, 2011).

Entre os principais processos de fermentacé@o até hoje investigados, dois
processos se destacam: a Hidrélise e Fermentacdo Separadas (SHF) e a
Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas (SSF). O processo de SSF apresenta
vantagens sobre o processo de SHF por utilizar apenas um reator, gerar altas
producdes, diminui a inibicdo dos agucares que inibem a atividade da celulases e
exigir menores tempos de reagdo. Porém, a levedura ndo pode ser reutilizada
devido a sua dificil separacéo da lignina (CORAL, 2009; OLOFSSON et al., 2008;
SOUZA et al., 2012).

Linde et al. (2008) realizaram processos de SSF e SHF com a palha de
trigo pré-tratada por explosao a vapor (190 °C, 10 min) impregnado com &cido
sulfurico, sendo que a enzima utilizada consistiu de uma mistura de Celluclast
1,5L (14 FPU g massa seca) suplementada com Novozym 188 (18 IU g massa
seca) e a concentracdo de levedura utilizada foi de 1 g L™ de S. cerevisiae. No
processo de SSF, uma carga de 5% de solidos totais foi utilizada com um
rendimento de 12 g L de etanol. J4 quando os hidrolisados foram fermentados
via SHF, o rendimento foi de 22 g L A diferenca pode ser atribuida
principalmente as condi¢cdes de operacdo de cada etapa, de modo que o maior
rendimento no SHF se deve a realizacdo de cada etapa em sua condi¢c&o otima.

Shen et al. (2011) realizaram experimentos de SHF e SSF com sorgo
sacarineo pré-tratado por explosdo a vapor (190 °C, 5 min). A etapa de hidrolise
foi realizada com 12% de solidos totais por 72 h e a celulase comercial utilizada
foi a Spezyme-CP (7,5 FPU g de celulose) suplementada com Novozym 188 (10
CBU g* de celulose). A fermentagdo dos hidrolisados e o processo de SSF
utilizou 3 g L'* de S. cerevisiae. No processo de SHF, o rendimento de etanol foi
de 31 g L1, enquanto que, no caso do processo de SSF, o rendimento foi de 21 g
Lt de etanol. Novamente, o rendimento de etanol foi superior no processo de
SHF.

De um modo geral, o pré-tratamento representa uma etapa crucial do
processo de producdo de etanol celuldsico, pois dele dependem a maximizacao
dos rendimentos de recuperacdo e o aumento da suscetibilidade da celulose a
hidrolise enzimatica, sem que a fermentabilidade dos hidrolisados obtidos seja
comprometida pela presenca de compostos inibitérios como &cidos orgéanicos,

compostos fendlicos e produtos de desidratacdo. Neste sentido, € importante
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salientar que compostos inibitérios também podem resultar de modificagbes
quimicas dos extraiveis, ja que estes representam componentes de baixa massa
molar de alta reatividade (SANTOS, 2008). Por esta razéo, investigar a influéncia
dos extraiveis sobre o pré-tratamento a vapor do bagaco de cana utilizando
diferentes catalisadores, e sobre as etapas subsequentes de hidrolise enzimatica

e de fermentacao, representam parte dos principais objetivos deste trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito dos extraiveis sobre o pré-tratamento a vapor do bagaco
de cana-de-acUcar, na presenca e na auséncia de catalisador acido (HzPOs e
H.SO4), e determinar a sua subsequente influéncia sobre os processos de

hidrélise enzimatica e de fermentacao.

2.2 Objetivos especificos

A. Extrair e caracterizar os compostos soluveis em etanol 95%

presentes em amostras industriais de bagaco de cana;

B. Produzir substratos celulésicos a partir do bagaco de cana na
presenca e na auséncia de extraiveis, utilizando a técnica de explosdo a vapor

acido-catalisada ou néo (auto-hidrdlise);

C. Determinar os rendimentos e caracterizar as fracdes insoluveis

derivadas do processo de exploséo a vapor do bagaco de cana;

D. Determinar o efeito da remocédo dos extraiveis sobre 0s processos
de hidrélise e fermentacéo realizadas em separado (SHF) ou simultaneamente
(SSF).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material

O bagaco de cana-de-acucar utilizado neste trabalho foi obtido junto a
empresa Nova América S.A. (Sdo Paulo/SP) e cedido pelo Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC, Piracicaba, SP). A preparacdo enzimatica empregada para a
sacarificacdo dos substratos pré-tratados foi a Cellic CTec2 (celulases), fornecida
pela Novozymes Latin América (Novozymes, Araucaria, Brasil).

A levedura utilizada para os ensaios de fermentagéo foi a ThermossacDry
(Saccharomyces cerevisiae) fornecida pela empresa Lallemand Specialties. Inc.
(Milwaukee, EUA).

Reagentes e solventes orgéanicos foram provenientes das marcas Biotec,
Vetec e Dindmica (Brasil) e estes ndo sofreram nenhum tipo de tratamento antes
de sua utlizacdo. Os padrbes cromatograficos e espectrométricos foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA).

3.2 Preparo das amostras de bagaco para o pré-tratamento

Para a etapa de pré-tratamento, dois tipos de bagaco foram utilizados, o
bagaco in natura (BIN) e o bagaco lavado com etanol (BLE). O BLE foi obtido a
partir do BIN em processo de extracdo adaptado da Norma NREL/TP-510-42619
(SLUITER et al., 2008a) com etanol 95%. O equipamento utilizado foi um extrator
Soxhlet de larga escala instalado no prédio da Engenharia Quimica da
Universidade Federal do Parana. A extracdo foi realizada com intuito de se obter
uma grande quantidade de bagaco para os experimentos de pré-tratamento. Ao
todo foram realizadas 10 extracGes, onde cada extracdo envolveu o uso de 360 g
de bagaco em base seca e 6 L de etanol 95%.

O etanol foi removido em evaporador rotativo para a recuperacdo dos
extraiveis, os quais foram armazenados sob refrigeracdo, sendo que os
rendimentos massicos foram determinados por gravimetria em relacdo a massa
seca do bagaco de origem. Tanto o BLE quanto o BIN foram armazenados em

sacos plastico até o momento da impregnacgdo para a etapa de pré-tratamento.
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3.3 Pré-tratamento de bagaco de cana por explosao a vapor

Os pré-tratamentos do BIN e do BLE foram realizados pelo processo de
exploséo a vapor. Os experimentos foram realizados na auséncia (auto-hidrolise)
e na presenca de catalisadores &cidos, tais como os acidos fosférico e sulfurico,
para avaliar o efeito destes sobre a eficiéncia do processo.

Os experimentos de exploséo a vapor foram realizados na temperatura de
195 °C por 7,5 min, seja na auséncia ou na presenca de catalisador (AGUIAR et
al., 2013). Todos os experimentos foram realizados com o bagago contendo 50%
de umidade, sendo que, nos experimentos de catdlise &acida, a impregnacao
consistiu no borrifamento de uma solucao acida diluida (9,5 mg de acido fosférico
ou acido sulfarico) sobre o bagaco de cana contendo 8% de umidade. Todas as
amostras foram acondicionadas em saco plastico selado e conservadas em
geladeira por no maximo 24 h. Para garantir uma maior homogeneidade na
amostra, 0s sacos selados previamente resfriados foram abertos somente no
momento do pré-tratamento, apos terem atingido a temperatura ambiente e nela
permanecido por pelo menos 30 min.

Os calculos de rendimento massico foram obtidos por diferenca a partir da
recuperacdo das fracbes soluveis (BTra) e insollveis (BTrL) apds o pré-
tratamento. Os rendimentos da fracdo insoluvel em agua foram determinados por
gravimetria em relacdo a massa seca de bagaco inicial. As fracdes sollveis em
agua foram recuperadas por filtracdo do bagaco pré-tratado em funil de Blchner
sob pressdo reduzida e os seus teores de sdlidos totais foram determinados

gravimetricamente em relacdo ao bagaco seco.

3.4 Caracterizacao dos extraiveis obtidos a partir do BLE

Duas técnicas foram utilizadas para caracterizacdo dos extraiveis, a
espectrometria por infravermelho e cromatografia de fase gasosa bidimensional
acoplada a deteccao de massas (GCxGC/TOFMS).

Os extratos etandlicos secos em estufa (40 °C) foram analisados por
espectrometria no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) na forma de
pastilhas de KBr com 1 a 2% de material em relacdo a sua massa, na regiao de
400 a 4000 cm™.
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A andlise cromatografica dos extraiveis foi realizada por GCxGC/TOFMS
em um equipamento Pegasus 4D LECO, que consiste de um cromatografo Agilent
6890N equipado com detector de espectrometria de massas por tempo de voo,
amostrador automatico Combi PAL e modulador térmico de dois estagios com
quatro jatos de nitrogénio (LECO, St. Joseph, MI, EUA). O periodo de modulacao
utilizado foi de 8 s, com a temperatura do modulador de 35 °C e uma energia de
ionizacdo de 70 eV. A faixa de massa de ions adquiridos foi de 45 a 450 Daltons,
com frequéncia de aquisicdo de dados de 100 Hz e voltagem do detector de -
1.460 V. As temperaturas utilizadas foram de 290 °C nalinha de transferéncia,
250 °C para a fonte de ions e de 280 °C para o injetor. O volume de injecao foi de
1 yL com uma razéo de divisdo de amostra de 1:30. Na primeira dimensé&o foi
utilizada uma coluna DB-5 com 5% de fenil-dimetilpolisiloxano (60 m, 0,25 mm
d.i.; 0,25 pum). Ja na segunda dimensao foi utilizada coluna DB-17 com 50% fenil-
polidimetilsiloxano (PDMS - 2,05 m; 0,18 mm d.i.; 0,18 um). A programacao de
temperatura do primeiro forno iniciou a 40 °C por 0,2 min, elevando-se até 300 °C
com uma taxa de aquecimento de 4 °C min-!, mantendo-se nessa temperatura por
15 min. A temperatura do segundo forno foi mantida em 10 °C acima da
temperatura do forno principal. Esta andlise foi realizada, na Central Analitica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal no Rio Grande do Sul, sob
orientacdo da Prof2. Elina Bastos Caramao.

Para a identificacdo de cada composto foi primeiramente calculado o
indice de retencdo de Van Den Dool e Kratz (1993) utilizando padrdes de
hidrocarbonetos injetados nas mesmas condicbes da amostra (Equacdo 1).
Depois, cada composto foi caracterizado por aproximacado utilizando a maxima
semelhanca entre os seus indices de retencdo e espectros de massas com
aqueles disponiveis na literatura e na biblioteca NIST (National Institute of

Standards and Technology), respectivamente.

IR =100 x n + 100 x (—REn_y Equagcao 1

tR(n+1) —tRn

sendo n o0 numero de carbonos do padrdo de alcano anterior ao analito de

interesse, tri 0 tempo de retengao do analito de interesse, trn 0 tempo de retencao
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do padrao de alcano anterior ao analito de interesse e trpn+1) 0 tempo de retencéo

do padrdo de alcano posterior ao analito de interesse.

3.5 Analise quimica de materiais celuldsicos.

A caracterizacdo das amostras BIN e BLE foram realizadas ap0s extracao
com uma sequéncia de solventes para remocao total dos seus extraiveis. As
extracOes foram realizadas em aparelho Soxhlet utilizando os seguintes solventes
em ordem crescente de polaridade: éter etilico (EE), diclorometano (DCM),
etanol:tolueno (ET 1:2, v v1) e etanol 95% (EtOH), segundo a norma TAPPI T204
om-88, e uma extragdo em baldo de fundo redondo com &gua quente (AQ),
segundo a norma TAPPI T264 om-88. Ap0s cada etapa de extracdo, o solvente
foi removido por evaporador rotativo para recuperacdo dos extraiveis e 0s
rendimentos massicos foram determinados por gravimetria em relacdo a massa
seca de bagaco. O total de extraiveis presentes em cada amostra foi determinado
a partir da somatdria de cada fracdo de extraiveis removida pelos diferentes
solventes. Os extraiveis removidos do BIN foram secos em estufa (40 °C) e
analisados por espectrometria no infravermelho como mencionado acima.

As massas secas dos materiais in natura e da fracdo insoltuvel (BTr) do
pré-tratamento foram determinadas em balanca de infravermelho em triplicata
(Shimadzu Modelo MOC63u) de acordo com a norma NREL/TP-510-42621
(SLUITER et al., 2008b). Os teores de cinzas destes materiais celulésicos foram
determinados a partir de uma quantidade conhecida de amostra em um cadinho
de porcelana, que foi previamente calcinado e tarado, sendo entdo calcinada em
mufla a uma temperatura de 575 °C por 4 h segundo a Norma NREL/TP-510-
42622 (SLUITER et al.,, 2008c). O percentual de cinzas foi obtido a partir da
diferenca entre a massa do cadinho vazio e a massa do cadinho com as cinzas
calcinadas.

A composicdo quimica do BIN, BLE e do bagaco pré-tratado foi
determinada conforme método NREL/TP-510-42618 (SLUITER et al.,, 2008b)
ambos previamente moidos em moinho de facas do tipo Wiley (60 mesh). O teor
de lignina insolivel em meio &acido (lignina de Klason) foi determinado por
gravimetria e a lignina solluvel, por espectroscopia no ultravioleta. O método

consistiu na hidrdélise de 0,3 g de amostra com 3 mL de acido sulfarico 72% por 1
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h a 30 °C. Em seguida, o material foi diluido com 84 mL de &gua destilada e
condicionado em autoclave a 121 °C por 1 h para posterior filtragem. A massa
retida no cadinho de Gooch foi quantificada gravimetricamente e denominada
Lignina Insoltvel em Acido (LIA). Por outro lado, o filtrado foi avolumado em um
baldo de 100 mL para determinagcdo de lignina soluvel em &cido por
espectrometria no ultravioleta nos comprimentos de onda de 210 e 280 nm de
acorod com a Equagéo 2,

4,53 x (Ac—Al)
mxv

C(glL)= Equacéo 2

em que Ac é a absorbancia em 280 nm, Al € a absorbancia em 210 nm, m a
massa seca da amostra e v o volume do baldo (DENCE e LIN, 1992).

A composi¢cao em carboidratos foi determinada no hidrolisado resultante
da determinacéo de lignina soluvel em &cido, usando Cromatografia a Liquido de
Alta Eficiéncia (CLAE). O equipamento utilizado coincide de um sistema de
deslocamento positivo de alta pressdo LC20AD, amostrador automatico SIL10A,
desgaseificador de fase mével DGU 14A, forno de aquecimento de coluna modelo
CTO 10A e detectores RID10A para indice de refracdo e SPD-M10Avp com rede
de fotodiodos para espectrofotometria no ultravioleta (Shimadzu, Japao). A coluna
utilizada foi a Aminex HPX-87H (Bio-Rad) a 65 °C, precedida de uma pré-coluna
Hi-Plex H e eluida com uma fase mével de HSO4 5 mmol L a uma vazéo de 0,6
mL mint. A quantificacdo foi efetuada por padronizacdo externa com base em
curvas de calibracdo construidas para cada componente monitorado nas
seguintes faixas de concentracdo: 0,08 a 0,8 g L de celobiose, 0,2 a 2 g L* de
glucose, 0,1 a1 g L*de xilose, 0,08 a 0,8 g L de arabinose, 0,12 a 1,2 g L' de
acido férmico, 0,1 a 1 g L* de acido acético, e 0,1 a 1 g L' de hidroximetilfurfural e
de furfural. Nos célculos, também foi levado em consideracdo o0s respectivos
fatores de correcdo de cada analito, que sdo devidos a incorporacdo de uma
molécula de dgua a cada etapa de hidrdlise acida de uma ligacdo glicosidica
(PITARELO et al., 2012).
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3.6 Ensaios de hidrélise enzimética

Os materiais pré-tratados na presenca e na auséncia de extraiveis foram
submetidos ao processo de hidrélise enzimatica, comparando-se o rendimento e a
composicdo quimica de cada um dos materiais, permitindo assim avaliar a
influéncia que os extraiveis tiveram sobre as etapas de producdo de etanol
celulésico.

A preparacdo enzimatica que foi empregada para a hidrélise dos
substratos pré-tratados a vapor foi a Cellic CTec2 (celulases) avolumada com
tampdao acetato 50 mmol L1, pH 4,8. Os experimentos foram conduzidos por 96 h
a 150 rpm em uma incubadora de agitacéo orbital pré-aquecida a temperatura de
50 °C, sendo que cada hidrolise foi realizada em duplicata e acompanhada pelos
respectivos brancos do substrato e da enzima utilizando 12% de sdlidos totais. A
carga enzimatica utilizada foi de 62,5 mg de enzima comercial g de bagaco seco
pré-tratado (RAMOS, 1992; RAMOS e FONTANA, 2004). Aliguotas de
aproximadamente 1 mL foram coletadas nos tempos de 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 e
96 h, fervidas por 5 min em banho-maria, centrifugadas a 10000G e
imediatamente conduzidas para analise cromatografica.

Os componentes monitorados por CLAE foram quantificados por
calibracdo externa empregando curvas de calibracdo nas seguintes faixas de
concentracdo: celobiose (0,3 a 3 g L), glucose (3 a 30 g L?) e xilose (0,12 a 1,2
g LY). Estes valores foram expressos em relagdo aos seus polissacarideos de
origem, através da multiplicacdo por seus respectivos fatores de correcdo devidos
a hidrdlise acida. Os rendimentos de hidrolise enzimatica foram, entéo, calculados
em relacdo a quantidade de celulose presentes no material pré-tratado por
exploséo a vapor.

Para determinacdo da atividade enzimatica foi utilizado o procedimento
descrito por Ghose (1987) e modificado por Schwald et al. (1998). A determinacéo
foi realizada contra papel filtro Whatman #1 (1 x 8,5 cm; 70 mg) em tampdao
acetato de sédio 50 mmol L* pH 4,8, usando tubos de ensaio com 1 mL de
enzima e 1 mL de tampdo e papel filtro Whatman #1. Os tubos entdo foram
incubados em banho-maria a 50 °C por 1 h para que ocorresse a reacao
enzimatica, em seguida adicionou-se 3 mL de acido-dinitrosalicilico (DNS) para

interromper a reacdo. As amostras foram colocadas em ebulicdo por 10 min e a
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leitura de abosrbancia foi realizada em espectrofotometro UV-vis a 540 nm. Para
determinar a atividade enzimatica, determinou-se a diluicdo da enzima na qual 2
mg de glucose séo liberados no meio da reacéo. Para isso fez-se 4 diluigOes,
sendo que nestas pelo menos em uma deveria liberar menos que 2 mg de

glucose e em outra mais do que 2 mg de glucose.

3.7 Ensaios de fermentacao

3.7.1 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado para a conservagdo do micro-organismo
possui a seguinte composicdo: 1,0% (m vt) de glucose, 0,5% (m v?) de peptona,
0,3% (m v?!) de extrato de levedura e 0,3 % de extrato de malte, 2% (m v?) de
agar em agua deionizada. Os compostos foram dissolvidos por aquecimento até a
fervura e esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 min. Em seguida, o0 meio foi
distribuido em placas de Petri esterilizadas no interior de uma capela de fluxo
laminar e estas foram posteriormente armazenadas em camara fria.

As estirpes foram repicadas para placas de Petri contendo o meio de
cultura e incubadas em estufa durante 24 h a 30 °C. Este procedimento foi
executado em todos 0os momentos que antecederam 0s ensaios, de forma a
manter a cultura fresca e obter biomassa suficiente para os procedimentos de

inoculacao.

3.7.2 Preparacao do in6culo e crescimento celular

A preparacdo do pré-inéculo foi realizada por transferéncia de uma
guantidade de biomassa fresca (item 3.6.1) para um Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100 mL de meio de crescimento composto por 30 g L de glucose, 5 ¢
L' de extrato de levedura, 2 g L' de cloreto de amoénia (NH4Cl), 1 g L* de
dihidrogénio fosfato de potassio (KH2PO4) e 0,3 g L de sulfato de magnésio em
agua. As culturas foram incubadas a 37 °C sob agitacdo orbital de 150 rpm por

aproximadamente 24 h.
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O acompanhamento do crescimento celular foi realizado pela leitura da
densidade 6ptica do pré-indculo a 640 nm (DOeao) em espectrofotometro Genesys
20 Modelo 4001/4 da Thermo Spectronic (EUA).

Para os ensaios de fermentacdo, a medida da DOeso foi realizada no meio
de crescimento apds 24 h de incubacéo, que foi posteriormente centrifugado em
tubos esterilizados para remocédo do sobrenadante. Com o valor obtido pela
medida de DOsao, calculou-se a quantidade de dgua necessaria a ser adicionada
ao pré-inéculo concentrado para obter aproximadamente 1 g L' de células no

meio de fermentacao.

3.7.3 Fermentacgéo

Foram realizados dois tipos de ensaios para a fermentacéo: hidrolise e
fermentacdo separados (SHF) e fermentacéo e sacarificacdo simultaneas (SSF).
Os experimentos de SHF foram realizados em duplicata utilizando o hidrolisado
obtido pela acdo das enzimas sob o0s substratos pré-tratados por explosédo a
vapor, com e sem catalisador acido (item 3.3), sendo que o0 meio continha 20 mL
de hidrolisado em tampé&o acetato de sédio 50 mmol L* (pH 4,8), 1,0 g L de
extrato de levedura, 0,5 g L* de (NH4)2POa4, 0,025 g L* de MgS04.7H20 e 1,0
g L' de S. cereviseae (Thermossac). Os ensaios foram realizados em uma
incubadora de agitacdo orbital a 35 °C e 150 rpm por 24 h, sendo que aliquotas
foram retiradas nos tempos de 0, 3, 6, 12 e 24 h.

Os experimentos de SSF foram realizados em um Erlenmeyer de 250 mL
contendo 12% de sélidos totais, 62,5 mg de enzima/g de substratos seco (Cellic
Ctec 2), 1,0 g L de extrato de levedura, 0,5 g L** de (NH4)2PO4 e 0,025 g L de
MgS04.7H,0O em tampéo acetato de sédio 50 mmol L (pH 4,8), mais o inéculo de
S. cereviseae (Thermossac) na concentracdo de 1,0 g Lt. Os ensaios foram
também realizados em incubadora de agitacéo orbital a 37 °C e 150 rpm por 48 h,
dos quais aliquotas foram retiradas nos tempos de 0, 3, 6, 12, 24, 36 e 48 h.

O consumo de glucose e a producdo de etanol para os ensaios de
fermentacéo foram quantificadas por CLAE usando o mesmo sistema descrito no
item 3.4. A quantificacdo foi determinada a partir de uma curva de calibracéo
externa dos componentes glucose e etanol na faixa de 2,5 a 25 g L Trés

célculos foram realizados para avaliacdo dos resultados de fermentagdo: o
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rendimento do ensaio foi calculado em relagdo a producdo de etanol (g) e a
concentragéo de glucose consumida (Yesm); a eficiéncia do processo foi calculada
a partir da relacédo entre o quanto de etanol foi produzido e o quanto de etanol
poderia ter sido produzido teoricamente (Yp/r); por fim, a produtividade do ensaio
foi calculada a partir da relagao entre a producao de etanol e o tempo do ensaio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extraiveis do bagaco de cana-de-acUcar

Com o intuito de avaliar a influéncia dos extraiveis sobre o processo de
producdo de etanol celuldsico, o bagaco foi submetido a um processo de extracdo
por Soxhlet em etanol 95%. Na FIGURA 12 é realizada uma comparacéo do teor
de extraiveis obtido no presente trabalho com dados disponiveis na literatura.

QlU et al. (2012) 1,44
WOLF (2011) 4,90
ESTEVES (2011) 6,10
Este trabalho 2,79
0 1 2 3 4 5 6 7 8

FIGURA 12 — COMPARAGCAO ENTRE ESTUDOS RELATIVOS AO PERCENTUAL DE
EXTRAIVEIS DO BAGACO DE CANA.

O bagaco in natura (BIN) apresentou um percentual de 2,94% de
extraiveis em etanol 95%. Wolf (2011) e Qiu (2012) também utilizaram o etanol
95% como solvente de extracdo, enquanto Esteves (2011), além do etanol,
também empregou agua na sequéncia, apresentando assim um maior percentual
gue representa a somatoria dos extraiveis removidos. Apesar de Wolf (2011) ter
utilizado o mesmo solvente, a amostra de bagaco foi neste caso submetida a uma
etapa de secagem, sendo que a extracdo foi realizada por 2 h a mais do que a
realizada no presente trabalho. Ja o percentual de extraiveis obtido por Qiu (2012)
foi 48% menor em relacdo ao presente trabalho empregando a mesma
metodologia, sendo que a Unica diferenca entre estes procedimentos foi a
guantidade de bagaco utilizada na extracdo. Assim, supde-se que tal diferenca se
deva ao tipo de bagaco de cana empregado em cada caso, bem como a
diferencas no seu processamento ou nas condicbes edafoclimaticas que
caracterizaram o cultivo da cana-de-acucar.

Todas as amostras de extraiveis obtidas a partir do bagaco de cana com

etanol 95% foram caracterizadas por FT-IR e estas apresentaram espectros



51

bastante semelhantes, conforme o perfil observado na FIGURA 13.
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FIGURA 13 — ESPECTRO DE FT-IR DOS EXTRATIVOS EM ETANOL 95% DO BAGACO DE
CANA-DE-ACUCAR.

A banda larga de 3750 a 3000 cm? (1) corresponde a banda de
deformacédo axial da ligacdo O-H em sistemas associados por ligacbes de
hidrogénio. As duas bandas em 2920 e 2850 cm™ (2 e 3) correspondem as
deformagbes axiais de C-H em CH2 e CHs de compostos alifaticos e suas
correspondentes deformacgfes angulares em 1463 e 1378 cm?t (7 e 9),
respectivamente. Além disto, foram observadas vibragbes de C=0 de
grupamentos carbonilicos em 1732 cm™ (4) e a sua corresponde deformacéo axial
do anion carboxilato em 1426 cm (8). Vibracdes de C=C de alcenos em 1603
cm? (5) e de aneis aromaticos em 1514 cm™ (6) e o respectivo dobramento do
grupo C-H de anel aromatico fora do plano em 830 cm™ (14) também foram
observadas, bem como as vibracdes de C-O de fendis em 1171 cm? (11), de
alcoois primarios em 1034 cm™ (13), de éteres em 1122 cm? (12) e de grupos C-
O-H em 1329 cm™ (10), além da vibragéo referente a bandas de cadeia longa com
4 ou mais grupos CH> em 715 cm? (15) (BENITES et al., 1999; LOPES e
FASCIO, 2004; MORAIS et al., 2005; PAVIA et al., 2010; TODORCIUK et al.,
2009).
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Em uma tentativa de identifcar a composi¢cdo quimica dos extraiveis
presentes no bagaco de cana, o extrato etandlico foi submetido a uma analise
bidimensional na fase gasosa equipado com um detector de massas. A FIGURA
14 apresenta o diagrama de cores e o diagrama 3D obtido para o extrato
etanolico, onde o mecanismo de separacao na primeira dimensdo é de acordo

com a volatilidade do composto e na segunda dimenséo por polaridade.

TEMPO DE RETENGAO DA SEGUNDA DIMENSAO (s)

2

74 24,0667 40,7333 574 74,0667
TEMPO DE RETENCAO DA PRIMEIRA DIMENSAO (MIN)

L 74 9L

01P

9°LS

lfR (min)

2

FIGURA 14 — DIAGRAMA DE CORES E DIAGRAMA 3D DO EXTRATO ETANOLICO DO
BAGACO DE CANA A PARTIR DA ANALISE POR GCXGC/TOFMS.
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A cromatografia bidimensional foi necesséaria, pois, como pode ser
observado nos diagramas, o extrato etandlico apresenta uma variedade de
compostos. Foram encontrados 377 compostos, destes 169 foram identificados
através do indice de retencdo e espectros de massas em comparacao a biblioteca
NIST. Estes compostos correspondem a 78% da &rea total do cromatograma e as
classes majoritarias foram os compostos fendlicos (28 compostos) e
hidrocarbonetos (31 compostos), seguidos de ésteres (25 compostos) e acidos
(25 compostos), estas e as demais classes identificadas estdo apresentadas na
FIGURA 15.
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FIGURA 15 — CLASSES DE COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO ETANOLICO DO
BAGACO DE CANA.

Os compostos identificados foram representados em um grafico de
dispersdo (FIGURA 16) e estdo disponiveis na TABELA 2. Dos compostos
identificados até o momento, uma grande porcao ja foi identificada em extratos de
plantas. Observou-se uma diversidade de hidrocarbonetos como tolueno, octano,
decano, 1-eicosano, etilbenzeno, ceteno, 2-heptadeceno, tricoseno e hexacoseno,
aléem de uma série de outros componentes minoritarios. Também foram
identificados metabdlitos secundarios que estdo associados a biossintese da
lignina, como acetosiringona, acido vanilico, vinisiringol e propenilsiringol. Esteres
e acidos graxos como propanoato de metila, acido oleico, acido palmitoleico,
acido pentandico e decanoato de decila também foram identificados, dentre
outros. Esta foi a primeira vez em que o0s extraiveis do bagaco de cana foram
caracterizados de forma tdo detalhada e ndo foi encontrada nenhuma literatura

com a qual estes dados pudessem ser comparados.
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FIGURA 16 — GRAFICO DE DISPERSAO DOS COMPONENTES IDENTIFICADOS POR GCXGC/TOFMS NO EXTRATO ETANOLICO DO BAGACO DE

CANA.
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O 4-vinilfenol foi 0 composto que apresentou maior area na analise
bidimensional realizada sobre o extrato etandlico de bagaco de cana por
GCxGC/TOFMS. Sua confirmacgédo foi possivel a partir de seu indice de retencao
de 1217, que apresentou uma diferenca de apenas 7 unidades do encontrado na
literatura (1226) (EI-SAYED et al., 2005), e pela interpretacdo de seu espectro de
massas (FIGURA 17).

Peak true: sample: 27.13 min & 3.5s
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FIGURA 17— ESPECTROS DE MASSAS DO 4-VINILFENOL EM COMPARAGCAO COM 0OS
DADOS DA BIBLIOTECA NIST.

A rota bioquimica para obtencdo do 4-vinilfenol se da por acdo da enzima
hidroxicinamato descarboxilase, que promove a descarboxilagao do acido p-
cumarico (BERNINI et al., 2002; GOMEZ, 2012). No entanto, o 4-vinilfenol
também pode ser proveniente do tratamento térmico do &cido p-cumarico
(BERNINI et al., 2002; SHAHIDI e NACZK et al., 2006). Deschamps e Ramos
(2002) demonstraram que o acido p-cumarico € um dos compostos fendlicos
majoritarios do bagaco de cana. Como este composto ndo foi identificado no
GCxGC/TOFMS do extrato etandlico de bagaco, foi entdo realizada a injecao de
um padrdo de acido p-cumarico nas mesmas condicdes e, a partir do
cromatograma obtido, observou-se que a formacéo quase que majoritaria de seu
produto de descarboxilacdo, o 4-vinilfenol (FIGURA 18). Deste modo, conclui-se a
temperatura do sistema de injecdo do equipamento (280 °C) promove a

descarboxilagdo de &cidos cindmicos como os &cidos p-cumarico, ferdlico e


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C496162&Units=SI&Mask=2000#ref-9
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vanilico, cujos produtos de descarboxilagdo sdo o 4-vinilfenol, o 2-metoxi-4-
vinilfenol e o vinilsiringol. Infelizmente, ndo foi possivel diminuir a temperatura do
injetor para evitar este efeito, pois a reducdo da temperatura prejudica a
volatilizacdo completa de todos os componentes da amostra. Por esta, razdo a
Tabela 2 indica estes compostos como componentes do extrato etandlico de

bagaco de cana.

24 33 41 50 et

4 - Vinilfenol )
Acido p-cumarico

3 27
FIGURA 18 — DIAGRAMA DE CORES E DIAGRAMA 3D DO PADRAO DE ACIDO p—CUMARICO.



TABELA 2 - COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR GCXGC/TOFMS DO EXTRATO ETANOLICO DO BAGAGO DE CANA.

Nome IRt tr (MiN)®  2tg (S)°  IRexp" Classe Area (%) Formula SIme
Acido acético n.d. 7,27 2,00 Acido 0,77 C2H402 962
Propanoato de metila n.d. 7,27 2,07 Ester 0,17 C4HgO2 753
Hidroxiacetaldeido n.d. 7,27 2,14 Aldeido 0,03 C2H40:2 745
2,2-Dimetéxipropano n.d. 7,67 2,01 Eter 0,12 CsH1202 792
3-Metil-2-pentanol n.d. 7,80 2,02 Alcool 0,02 CesH140 672
3-Amino-1,2-propanediol n.d. 8,20 2,11 Nitrogenado 0,02 CsHgNO2 550
2-Pentanona n.d. 8,33 2,24 Cetona 0,01 CsH100 629
2-Amino-1,3-propanediol n.d. 8,47 2,10 Nitrogenado 0,03 CsH9NO2 664
2-Propenoato de etila n.d. 8,60 2,23 Ester 0,19 CsHsO2 846
2-Propen-1-ol n.d. 8,60 2,25 Alcool 0,15 C3HsO 860
Propanoato de 2-propenila n.d. 8,87 2,22 Ester 0,02 CsH1002 599
Etoxi-1-propeno n.d. 8,87 2,34 Eter 0,03 C5H.00 710
2-Metéxietanamina n.d. 9,00 2,44 Nitrogenado 0,02 CsH9aNO 954
Butanoato de metila n.d. 9,13 2,25 Ester 0,02 CsH1002 749
Pentanal n.d. 9,93 2,31 Aldeido 0,02 CsH100 701
Octano 800 11,40 2,06 826 Hidrocarboneto 0,02 CsHas 757
Hexanal 804 11,53 2,43 829 Aldeido 0,04 CsH120 846
Furfural 835 12,87 3,03 857 Aldeido 0,10 CsH402 817
Heptanal 882 13,67 2,07 873 Aldeido 1,19 C7H140 890
Etilbenzeno 864 14,07 2,56 881 Hidrocarboneto 0,02 CsH10 705
5-Metilfuranona 864 14,07 3,11 882 Cetona 0,05 CsHsO2 729
Ciclohexanol 886 14,33 2,56 887 Alcool 1,55 CsH120 979
Acido pentandico 902 14,87 2,78 898 Acido 0,02 CsH1002 521
Dimetilsulfona 919 15,93 4,23 926 Sulfurado 1,231 C2Hs02S 934

3ndice de retencdo da literatura; PTempo de retencdo na primeira dimensdo; ‘Tempo de retencdo na segunda dimensdo; Yndice de retengdo experimental;
eSimilaridade
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Nome IRUT®  tr (MiN)®  2tg (S)°  IRexp® Classe Area (%) Férmula SIme
2(5H)-Furanona 918 16,20 3,89 933 Cetona 0,148 C4H402 806
Dimetilsulfona 926 16,33 4,11 936 Sulfurado 0,084 C2He02S 910
2(5H)-Furanona 918 16,73 3,74 946 Cetona 0,177 C4H402 743
Acido hexanoico 977 17,80 2,59 974 Acido 0,241 CsH1202 866
2,4-Diidréxi-2,5-dimetil-3(2H)-furan-3-ona 989 18,20 2,85 984 Cetona 0,042 CsHsO4 738
Fenol 981 18,20 3,09 984 Fenol 0,439 CsHsO 945
2-Pentilfurano 994 18,73 2,53 998 Eter 0,049 CoH140 857
Decano 999 19,00 2,19 1004 Hidrocarboneto 0,028 CioH22 837
Glicerol n.d. 19,00 3,22 1005 Alcool 3,647 C3HsO3 900
Acido 4-metil-3-pentendico 1011 19,27 2,91 1011 Acido 0,279 CsH1002 818
Anidrido succinico n.d. 19,40 4,69 1015 Anidrido 3,284 C4H40Os3 878
4-Metildecano 1054 20,47 2,19 1041 Hidrocarboneto 0,017 CiiH24 635
Acido heptanoico 1078 21,53 2,65 1068 Acido 0,017 C7H1402 705
2-Metoxifenol 1090 22,60 3,37 1095 Fenol 0,769 C7HsO2 937
Undecano 1099 22,87 2,25 1101 Hidrocarboneto 0,309 CiiH24 910
2-Nonen-1-ol 1105 22,87 4,23 1102 Alcool 0,073 CoH180 832
2-Hexilfurano 1094 23,00 3,97 1105 Eter 1,750 C10H160 856
Acido benzoico 1170 25,00 3,29 1159 Acido 0,029 C7HeO2 722
Acido octandico 1182 25,27 2,69 1165 Acido 0,104 CgH1602 824
4-etilfenol 1168 25,40 3,25 1169 Fenol 0,021 CsH100 738
3,5-Diidréxi-2-metil-(4H)-piran-4-ona 1197 26,20 3,46 1191 Cetona 0,139 CeH604 831
1,2-Benzenediol 1197 26,47 3,50 1198 Fenol 0,152 CsHsO2 886
Fucitol 1226 27,00 3,05 1213 Ester 0,012 CoH1804 563
4-Vinilfenol 1224 27,13 3,50 1217 Fenol 15,262 CsHsO 823
Dianidroglucopiranose n.d. 27,13 4,16 1217 Carboidrato 1,315 CsHsO4 851

3ndice de retencdo da literatura; PTempo de retengdo na primeira dimensdo; ‘Tempo de retencdo na segunda dimensédo; Yndice de retengdo experimental;

eSimilaridade



Nome IRLT®  tr (Min)P %t IRexp? Classe Area (%)  Formula  SIM®

5)°
2-Butil-1,1,3-trimetilcicloexano 1228 27,67 454)12 1233 Hidrocarboneto 1,500 CisHze 897
5-(hidroximetil)-2-Furancarboxaldeido 1224 27,80 4,03 1237 Aldeido 0,129 CesHsOs3 656
Acido benzenoacético 1248 27,93 3,73 1240 Acido 0,028 CsHsO> 734
Acido nonanéico 1272 28,73 2,73 1263 Acido 0,080 CoH1802 777
3-Acetoxihexanoato de etila 1266 28,73 4,20 1264 Ester 0,130 CioH1s04 691
2-Metoxi-4-vinilfenol 1307 30,87 3,52 1326 Fenol 1,684 CoH1002 938
3,3-Dietoxipropanoato de etila 1163 31,13 3,05 1334 Ester 0,038 CoH1804 730
4-Acetilanisol 1369 32,07 3,29 1362 Cetona 0,052 CoH1002 641
4-Hidroxibenzaldeido n.d. 32,20 4,04 1366 Fenol 2,804 C7HeO2 961
3,5-Diidroxitolueno 1378 32,47 3,90 1374 Fenol 0,066 C7HsO2 795
1,2,3-Benzenetriol 1385 33,00 3,88 1390 Fenol 0,059 CsHsO3 644
Vanilina 1410 33,67 4,17 1411 Fenol 0,570 CsHsO3 932
2-Hidroxi-3-fenilpropanoato de etila 1438 34,07 3,81 1424 Ester 0,022 CuiH1403 738
4-Hidroxiacetofenona 1442 34,73 4,17 1446 Cetona 0,081 CsHsO2 821
3-Ureidopropanoato de metila 1451 34,87 4,25 1450 Ester 0,653 CsHi10N20s 929
Alcool veratril 1464 35,13 3,79 1459 Alcool 0,038 CoH1203 709
2-Metoxi-4-(1-propenil)-fenol 1459 35,27 3,60 1463 Fenol 0,091 CioH1202 868
2-Metil-1-tetradeceno 1489 35,40 2,34 1466 Hidrocarboneto 0,015 CisHaso 831
Acido undecanoico 1468 35,67 3,39 1476 Acido 0,025 C1iH1802 669
3,4-Dimetil-5-pentil-5H-furan-2-ona 1481 36,20 3,76 1493 Lactona 0,139 CuHis02 821
Tercbutilcatecol 1493 36,33 3,97 1493 Fenol 0,019 Ci0H1002 690
10-Dodecen-1-ol 1490 36,33 3,32 1497 Alcool 0,018 C12H240 663
4-Metbxibenzenopropanoato de metila 1494 36,33 4,14 1498 Ester 0,019 C11H1403 587
1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-Etanona 1491 36,47 4,15 1502 Cetona 0,233 CoH1003 856
Levoglucosan 1491 36,47 4,76 1503 Carboidrato 1,37 CsH100s 867

3ndice de retencdo da literatura; "Tempo de retengdo na primeira dimensdo; ‘Tempo de retencdo na segunda dimensdo; “Indice de retencdo experimental;
eSimilaridade.
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Nome IRuT®  Utr (MiN)®  2tr (S)°  IRexe? Classe Area (%) Formula Sime
4-Hidroxibenzoico 1537 36,73 4,06 1511 Fenol 0,46 C7H60s3 845
4-Hidroxi-3-metéxibenzoato de metila 1525 37,40 3,96 1533 Ester 0,04 CoH1004 780
5-Metilpentadecano 1551 37,67 3,44 1541 Hidrocarboneto 0,03 CisHaa 675
1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-Propanona 1541 37,80 4,11 1546 Fenol 0,39 C10H1203 848
Acido 4-hidroxibenzendico 1545 38,07 4,23 1554 Acido 0,02 CsHsO3 604
Acido dodecandico 1559 38,20 2,84 1558 Acido 0,21 C12H2402 844
Acido vanilico 1570 38,47 4,17 1567 Fenol 0,58 CsHsOx4 878
Xilitol n.d. 38,47 4,33 1568 Alcool 12,62 CsH120s 878
3,4-diidro-8-hidroxi-3-metil-(1H)-2-Benzopiran-1-ona 1549 38,60 4,27 1572 Cetona 0,02 C10H1003 662
Vinilsiringol 1573 38,73 3,95 1576 Fenol 1,16 C10H1203 744
Ceteno 1593 39,27 3,53 1593 Hidrocarboneto 0,24 CisHa2 848
Acido metil-p-hidroxicinamato 1603 39,53 3,86 1602 Acido 0,02 C10H1003 562
3-Deoxyi-D-manoico lactona n.d. 39,80 4,99 1612 Carboidrato 0,63 CesH1005 807
Acido homovanilico 1633 40,07 354 1621 Acido 0,11 CoH1004 793
Acido 4-metoxi-3-etoxibenzendico 1685 40,87 4,22 1650 Acido 0,02 CoH1004 693
4-(3-hidroxi-1-butenil)-3,5,5-Trimetil-2-ciclohexen-1-ona 1631 41,27 3,68 1664 Cetona 0,04 C13H2002 782
Propenilsiringol 1658 41,27 3,94 1664 Fenol 0,03 C11H1403 735
4-Hidroxi-3,5-dimetoxi-benzaldeido 1669 41,53 4,56 1674 Aldeido 0,44 CoH1004 892
Acido 4-hidroxibenzenepropanoéico 1653 41,80 4,32 1684 Fenol 0,20 CoH1003 842
Metoxi-3,7,11-metildodec-2,6,10-eno 1683 42,20 2,93 1697 Eter 0,02 Ci6H2s0 807
Sedadenoline 1672 42,20 4,29 1698 Cetona 0,03 C12H1602 625
Ciperenal 1706 42,33 3,58 1702 Aldeido 1,75 C14H200 823
3,4-dihidroxibenzoato de metila 1696 42,33 3,82 1702 Fenol 0,02 CsHsO4 736
4-(2-etil-1,1-dimetilbutil)-Fenol 1729 42,47 3,87 1708 Fenol 0,05 C14H220 714
Propenilsiringona 1709 42,60 3,99 1713 Fenol 0,27 C11H1403 847
3-(4-metdxifenil)-2-Propendico n.d. 42,60 4,23 1713 Acido 0,12 C10H1003 853

3Indice de retenc&o da literatura; "Tempo de retenc&o na primeira dimens&o; “Tempo de retengdo na segunda dimens&o; “Indice de retencdo experimental; ¢Similaridade.



Nome IR tr (MiN)®  2tr (S)°  IRexe? Classe Area (%) Férmula  SIMe

2-Propenoato de 3-(4-metdxifenil)-metila n.d. 42,60 4,34 1713 Ester 0,05 CuH120s 629
Pentadecanal 1721 42,73 2,84 1718 Aldeido 0,05 CisHs00 899
3,4-Dimetdxibenzenopropanoato de metila 1726 42,87 4,04 1724 Ester 0,03 Ci2H1604 629
2-Heptadeceno 1721 43,13 2,48 1733 Hidrocarboneto 0,03 Ci7H3a 837
Bisabol-1-one 1713 43,13 4,29 1734 Cetona 0,15 CisH280 696
Acetosiringona 1744 43,53 4,50 1750 Fenol 0,44 Ci0H1204 730
4-(3-hidroxi-1-propenil)-2-Metéxifenol 1745 43,67 4,51 1756 Fenol 3,28 CioH1203 899
Acido tetradecandico 1762 43,80 2,91 1760 Acido 0,15 C1aH2802 857
3-(3,4,5-trimetoxiphenil)-1-Propanol, 1804 44,47 4,49 1787 Fenol 0,64 Ci2H1804 673
Tetradecanoato de etila 1796 44,73 2,79 1797 Ester 0,02 Ci6H3202 740
Glutarato de 2,4-dimetilpent-3-isobutila 1802 44,87 3,98 1803 Ester 0,05 Ci6H3004 703
3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propenoato de metila 1845 45,93 4,42 1845 Ester 0,35 C11HsO4 770
Fitadieno 1843 46,07 2,59 1849 Hidrocarboneto 0,29 CigHss 827
Acido 3-(4-hidroxifenil)-2--propendico 1854 46,07 4,57 1850 Acido 0,12 CoHsO3 595
6,10,14-trimetil-2-Pentadecanona 1846 46,20 2,79 1854 Cetona 0,30 CisH3s0 862
Acido pentadecanéico 1867 46,33 2,96 1860 Acido 0,07 CisH3002 801
1-Nonadecene 1875 46,47 3,08 1865 Hidrocarboneto 0,02 CigHss 744
Acido ferulico 1875 46,87 456 1882 Acido 0,09 Ci0H1004 834
Sorbitol n.d. 46,87 461 1882 Alcool 1,30 CeH140s 857
13-Hexadecanol 1884 47,00 2,89 1886 Alcool 0,01 Ci6H320 798
14-Hexadecanol 1886 47,00 4,28 1887 Alcool 0,08 CisHx0 667
2-Etilbutiriato de dodecila 1874 47,27 2,83 1897 Ester 0,02 CisHssO02 726
Miristato de isobutila 1941 48,07 2,87 1928 Ester 0,04 CisHzsO2 744
2-Heptadecanol 1909 48,07 2,89 1928 Alcool 0,03 Ci7H360 785

3ndice de retencdo da literatura; "Tempo de retengdo na primeira dimensdo; ‘Tempo de retencdo na segunda dimensdo; “Indice de retencdo experimental;
eSimilaridade.



Nome IRut® Mg (Min)®  2r (s)°  IRexp Classe Area (%) Formula  SIMe
Nicotiniato de 4-metoéxifenila 1935 48,20 4,72 1935 Nitrogenado 0,08 C13H11NOs 623
2-Metil-7-ocadecano 1926 48,60 2,52 1949 Hidrocarboneto 0,08 CigHas 587
Escopoletim 1974 48,60 5,24 1951 Fenol 0,03 C10HsO4 737
Acido palmitico 1964 48,87 3,01 1960 Acido 1,99 C16H3202 849
Palmitato de isopropila 1999 49,67 2,87 1991 Ester 0,84 C1oH3802 873
2-Eicoseno 2007 50,20 2,56 2014 Hidrocarboneto 0,04 CaoHao 565
5-Metileicosano 2052 50,73 3,15 2038 Hidrocarboneto 0,02 C21Haa 692
Acido heptadecanoico 2080 51,27 3,03 2061 Acido 0,04 Ci7H3402 798
1-Heneicoseno 2087 51,80 2,58 2084 Hidrocarboneto 0,05 C21Haz 662
Decanoato de decila 2084 52,07 2,89 2096 Ester 0,02 C20H4002 784
Acido 8-heptadecendco 2140 52,47 2,62 2115 Acido 0,03 Ci17H3202 660
11-Octadecenoato de metila 2115 52,47 3,63 2115 Ester 0,01 C19H3602 644
Estearato de metila 2117 52,47 6,70 2118 Ester 0,14 C19H3802 747
Fitol 2119 52,60 2,97 2121 Alcool 0,24 C20H400 891
Acido oleico 2147 53,00 3,20 2140 Acido 0,13 C18H3402 891
Acido octadecandico 2162 53,53 3,07 2165 Acido 0,24 CisH3602 837
3-Metil-heneicosano 2173 53,80 3,22 2178 Hidrocarboneto 0,03 Caz2Has 771
1-Docoseno 2195 54,20 2,95 2196 Hidrocarboneto 0,18 Caz2Haa 873
5,5-Dietilnonadecano 2208 54,33 2,67 2202 Hidrocarboneto 0,03 CasHas 784
2-Docoseno 2208 54,60 2,65 2215 Hidrocarboneto 0,03 Caz2Haa 828
5-Metildocosano 2252 55,40 2,65 2252 Hidrocarboneto 0,08 CasHas 686
Acido 10-nonadecenoico 2256 55,40 3,25 2253 Acido 0,03 C1eH3602 738
9-Tricoseno 2281 56,07 2,67 2283 Hidrocarboneto 0,04 CasHas 764
11-Tricoseno 2287 56,20 3,08 2290 Hidrocarboneto 0,03 CasHas 783
5-Metiltricosano 2347 57,27 2,70 2342 Hidrocarboneto 0,13 C24Hs0 669

3Indice de retenc&o da literatura; "Tempo de retenc&o na primeira dimens&o; “Tempo de retengdo na segunda dimens&o; “Indice de retencéo experimental;

eSimilaridade.
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Nome IRLT® e (MiN)®  2r (S)°  IRexe? Classe Area (%) Formula  SIM®

2-Hexil-heptadecanoato 2395 58,33 3,05 2396 Ester 0,09 Ca23H4602 842
Docosanal 2434 59,13 3,14 2430 Aldeido 0,02 C22H440 873
4-(geraniléxi)-Cinamato de metila 2461 60,20 2,23 2474 Ester 0,02 C20H2603 709
Fitaliato de 2,3-dimetilfenilbutila 2477 60,73 3,79 2497 Ester 0,06 C20H2204 759
2-Tricosanona 2513 61,00 3,21 2507 Cetona 0,04 Ca23H160 907
2-Hexacoseno 2629 64,07 2,95 2626 Hidrocarboneto 0,05 CasHs2 845
2-Etilbutiriato de nonadecila 2620 64,07 4,23 2627 Ester 0,07 Ca2s5H5002 822
Ciclooctacosano 2795 67,53 3,34 2775 Hidrocarboneto 0,08 CasHss 784
4-Butilbenzenoato de heptadecila 2892 70,47 7,58 2894 Fenol 0,78 Ca2sHa802 845
Heptacosanal 2930 70,73 4,46 2903 Aldeido 0,03 C27Hs40 810
7-Metilnonacosano 2939 71,93 4,06 2943 Hidrocarboneto 0,01 CsoHs2 697
6-Metilnonacosano 2950 72,07 4,80 2948 Hidrocarboneto 0,35 CsoHs2 911

andice de retengao da literatura; "Tempo de retencdo na primeira dimenséo; “Tempo de retengdo na segunda dimens&o; “Indice de retencdo experimental;
eSimilaridade.
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A andlise bidimensional permite a separacdo de compostos que
apresentam pontos de ebulicdo préximos na primeira dimensdo. Um exemplo da
eficiente separacdo desta técnica ocorre entre 45,8 a 46,3 min, onde o0s
compostos séo separados apenas na segunda dimensdo. A FIGURA 19 amplia o
diagrama de cores desta regido, onde os pontos pretos representados na figura
sédo referentes a cada um dos compostos envolvidos. Pelo diagrama 3D foi

possivel observar a intensidade de cada composto individualmente.

58+68+164+181

458 46.0 46.1 463 458 46.0 46.1 463

1tR (min) B 1tR (min)

Diagrama 3D

FIGURA 19 — DIAGRAMA DE CORES PARA OS CROMATOGRAMAS DE (A) iONS TOTAIS E
DE (B) IONS SELETIVOS, EM COMPARAGCAO AO (C) CROMATOGRAMA TRIDIMENSIONAL
DOS COMPOSTOS SEPARADOS POR GCXGC/TOF NA SEGUNDA DIMENSAO.

Quando analisado o0 espectro de massas na primeira dimensdo da area
ampliada, é possivel observar a coeluicdo destes componentes e a partir da
segunda dimensao, estes compostos foram separados. A FIGURA 20 apresenta
0s cromatogramas dos compostos sobrepostos e individuais, assim como o

espectro de massas comparado a biblioteca NIST.
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FIGURA 20 — CROMATOGRAMAS E ESPECTROS DE MASSAS DE COMPOSTOS SEPARADOS NA SEGUNDA DIMENSAO POR GCXGC/TOFMS A

PARTIR DO EXTRATO ETANOLICO DO BAGAGCO DE CANA.
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4.2 Caracterizacdo da composicdo quimica do bagaco

Como parte do procedimento de caracterizacdo, as amostras de bagaco
BIN e BLE foram submetidas a extracdo por uma sequéncia de solventes de
polaridade crescente. Tal medida se faz necessaria para evitar que estes
componentes sofram reacdes de condensacédo entre si e com outras substancias
presentes no meio, gerando estruturas de maior massa molar que possam ser
contabilizadas de maneira errbnea como lignina insolavel em &cido devido a sua
baixa solubilidade em &cido sulfarico diluido. Posteriormente, a amostra foi
hidrolisada para que fossem determinados os seus teores de anidroglucose,
anidroxilose, anidroarabinose, grupo acetila e lignina (sollvel e insolivel em
acido), que estado expressos na TABELA 3 juntamente aos valores de cinzas e
extraiveis.

As amostras de bagaco BIN e BLE apresentaram um teor de umidade de
11 e 9%, respectivamente. No entanto, todos os dados da TABELA 3 foram
expressos em relacdo a massa seca das amostras. Entre as amostras de bagaco
BIN e BLE, diferencas foram encontradas entre os teores de anidroglucose e
anidroxilose, enquanto que os teores de anidroarabinose e de grupamentos
acetila foram muito proximos entre si. O menor percentual de cinzas para o
bagaco lavado com etanol € devido ao processo de extracdo a que este bagaco
foi submetido. Ambas as amostras de bagaco apresentaram teores de cinzas
menores que outros tipos de biomassa lignocelulésica como, por exemplo, a
palha de arroz (14,5%) e a palha de milho (9,2%) (CARDONA et al., 2010).

O percentual de furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF) encontrado nos
hidrolisados acidos das diferentes amostras sdo decorrentes da desidratacdo de
pentoses e hexoses durante o0 ensaio, respectivamente. Estes teores foram
convertidos aos seus polissacarideos de origem e somados ao valor total de
glucanas e hemiceluloses porque néo seria possivel saber exatamente quais as
suas respectivas origens. J4 quanto aos extraiveis, houve uma diferenca
significativa entre os teores observados nas duas amostras, demonstrando que a
lavagem com etanol 95% foi capaz de remover aproximadamente 50% dos

extraiveis totais presentes no bagaco.
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TABELA 3 — COMPOSICAO QUIMICA DO BAGAGO DE CANA-DE-AGUCAR IN NATURA (BIN) E
PARA O BAGACO LAVADO COM ETANOL (BLE).

Percentual (%)

Componentes
BIN BLE*
Anidroglucose 33,98 *1.25 38,37 020
Anidroxilose! 17,99 *038 20,34 *0:10
Anidroarabinose? 1,92 *0.02 2.00 0.27
Grupo acetila* 2,38 0.13 2 93 *0.35
Hexoses identificadas como HMF? 1,43 002 0,27 *0.25
Pentoses identificadas como furfural® 1,52 *0.05 0,71 054
Lignina Insoltvel em acido 19,68 =004 19,97 =001
Lignina Soltvel em acido 2,22 *0.16 0,45 *0.01
Extraiveis totais 4,72 *0.10 2,13 020
Eter etilico 0,76 $0.04 0,11 009
Diclorometano 0,25 *0.12 0,05 *0.01
Etanol:tolueno (1:2) 1,78 0.7 0,40 *0.10
Etanol 95% 0,37 01! 0,05 *0.01
Agua 1,57 £0.05 1,52 0,01
Cinzas 4,50 *06 3,77 010
Total 90,31 90,93
Total de glucanas* 36,91 *064 38,74 020
Total de hemiceluloses® 24,54 =015 26,31 *0:30
Total de lignina 21,99 *0.08 19,86 *001

* Extracdo com etanol 95%

1 Presente como componentes das heteroxilanas (hemiceluloses)

2 Produto da desidratacdo de hexoses: hidroximetilfurfural (HMF)

3 Produto da desidratacdo de pentoses: furfural

4 Somatdria do teor de anidroglucose e de seu valor correspondente em HMF

5 Somatéria dos teores de anidroxilose, anidrorabinse, grupo acetila e o valor de conversao do furfural

A extracdo sequencial com solventes de diferentes polaridades foi
realizada para garantir a eliminacdo de interferentes durante a caracterizacao
guimica das amostras de bagaco. No entanto, este procedimento também
permitiu avaliar a eficiéncia da extracao realizada com etanol 95%, demonstrando

assim a natureza dos extraiveis que eventualmente permaneceram na

composicdo quimica do BLE. Os solventes organicos retiraram 3,16 e 0,61% dos
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extraiveis do BIN e BLE, respectivamente, sendo que diferencas significativas
foram observadas entre os teores extraidos por cada solvente. Assim, constata-se
gue a extragdo com etanol 95% retirou o equivalente a 86, 80 e 77% dos
extraiveis em éter etilico, diclorometano e etanol:tolueno, respectivamente. Os
demais extraiveis foram retirados pela agua, sendo importante ressaltar que entre
as amostras de bagaco a quantidade de extraiveis hidrossoliveis foram bem
semelhantes, sugerindo que a extragdo com etanol 95% nao removeu
componentes como sais, carboidratos simples e substancias pécticas.

Dentre os solventes organicos, que mais extraiu substancias foi o
etanol:tolueno (1:2), sendo de 1,78% para o BIN e de 0,40% para o BLE. Este
solvente remove compostos oxigenados como acidos fendlicos, flavonoides,
lipideos complexos e lignanas e, dentre estes, os de menor polaridade devem ter
sido retidos na matriz lignocelulésica apdés a extracdo com etanol. Ja a agua
remove carboidratos hidrossollveis como sacarose e materiais pécticos e estes
séo pouco soluveis em etanol hidratado. Assim, o BIN apresentou um percentual
de 1,52% de extrato aquoso, sendo responsavel pela retirada de
aproximadamente 33% dos extraiveis presentes na amostra, enquanto que, para
o0 BLE, a agua foi responsavel pela retirada de 71% do total de extraiveis.

Os extraiveis obtidos a partir da sequéncia de solventes do BIN também
foram caracterizados por FT-IR e 0s espectros estdo apresentados na FIGURA
21, sendo que as bandas encontradas no extrato etandlico do bagaco também
foram observadas nos espectros obtidos para cada extrato da sequéncia de
solventes. O espectro dos extratos obtidos com éter etilico € bem caracteristico
de compostos alifaticos ricos em CH: e CHs, sendo esta uma das classes
majoritarias identificadas no extraiveis. No espectro do extrato de diclorometano,
h&d o surgimento da banda 4 que sugere fortemente a presenca de compostos
carbonilicos, como cetonas, aldeidos e ésteres graxos. JA nos espectros dos
extratos de etanol:tolueno e etanol, observa-se a presenca da banda 5 e de
outras bandas de impressao digital que sugere a presenca de fendis e outros
compostos aromaticos hidroxilados, carbonilados ou ndo. Finalmente, o espectro

dos compostos hidrossoluveis € bem caracteristico de carboidratos.
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FIGURA 21 — ESPECTROS DE FT-IR DOS EXTRAIVEIS OBTIDOS POR EXTRAGAO
SEQUENCIAL DO BAGAGO DE CANA-DE-AGCUCAR IN NATURA.

Na literatura, a composicdo de materiais lignocelulosicos é geralmente
apresentada em relacéo aos teores de glucanas, hemiceluloses, lignina, extraiveis
e cinzas. Por esta razdo, a TABELA 4 apresenta uma comparacdo dos teores
obtidos neste trabalho com os obtidos por outros autores.

O teor de glucanas (majoritariamente celulose) do bagaco in natura ficou
em torno de 37,42%, semelhante ao resultado obtido por Gomez (2010), que
utilizou amostras de BIN realizando uma secagem do material por quatro dias.
Marabenzi (2009) determinou a composicdo quimica a partir do bagaco livre de
extraives utilizando cicloexano/etanol como solvente, além de um processo de
lavagem com 4gua antes da remocéao destes extraiveis, e seus teores de glucana,
hemiceluloses, lignina total e extraiveis foram muito semelhantes ao BLE

investigado neste trabaho.
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TABELA 4 — COMPARAGAO DA COMPOSIGCAO QUIMICA DO BAGAGO IN NAURA E LAVADO
COM ETANOL FRENTE AOS DADOS DISPONIVEIS NA LITERATURA.

Componentes Bagaco Gbémez Marabenzi Pitarelo Qiuetal., Rochaet
(%) BIN BLE (2010) (2009) (2013) (2012) al. (2014)
37,42 40,78
Glucanas 37,35 40,21 41,63 40,87 44,30

(33,98) (38,37)!
24,55 26,85
Hemiceluloses? 23,66 27,14 28,86 22,55 27,10
(22,29) (25,27)!

24,12 21,70

Lignina 25,10 20,70 22,82 24,81 20,90
(21,90) (20,42)*

Extraiveis 4,78 2,13 3,25 2,09 4,10 1,49 5,82

Cinzas 4,48 3,77 1,79 0,93 6,72 1,44 1,20

BIN — bagago in natura

BLE — bagaco lavado com etanol

! Valores expresso em relagdo a massa inicial de bagago

2 Expresso pela soma dos teores de anidroxilose, anidroarabinose e grupamento acetila.

Qiu et al. (2012) utilizaram amostras de bagaco que foram submetidas a
uma extracao com etanol 95% e agua, apresentando teores de glucana préximos
ao bagaco lavado apenas com etanol 95%, porém, com menores teores de
hemiceluloses, lignina total e extraiveis. Pitarelo (2013) relatou valores préximos
aos encontrados neste trabalho para o BLE, exceto em relacdo aos percentuais
de extraiveis e cinzas. J4 Rocha et al. (2014) determinou a composi¢cao quimica
do bagaco livre de extraveis a partir da extracdo com etanol 95% do bagaco
moido, apresentando teores de hemiceluloses, lignina e extraiveis préximos aos
obtidos para o BLE.

Diferentes valores de cinzas foram encontrados na literatura para o
bagaco e a justificativa para estas diferencas pode ser atribuida ao tipo de solo
utilizado no cultivo e as tecnologias de colheita e de processamento da cana
(MARABENZI, 2009). O alto teor de cinzas observado neste trabalho pode ser
justificado pela presenca de impurezas no bagaco (poeira e fuligem), ja que neste
nao foi realizada nenhuma lavagem do mesmo antes da caraterizacdo. A intencao
desta etapa adicional seria de remover compostos inorganicos sollveis e a
sacarose residual eventualmente presente ap0s o processo industrial de moagem
e extracdo. Comparado a outros tipos de biomassa, os teores de cinzas do
bagaco sdo relativamente baixos, ja que a palha de arroz, a palha de trigo e a

palha da cana apresentam teores de 17,5%, 11% e 11,7%, respectivamente
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(BARCELOS et al., 2012). Altos teores de cinzas podem indicar problemas na
etapa de pré-tratamento, pois diminuem o potencial energético da matéria-prima
para o processo de fermentacdo, aumentam a capacidade tamponante da
matéria-prima (levando a neutralizacdo dos acidos responsaveis pela hidrélise
parcial dos polissacarideos) e podem causar corrosdo e maior abrasdo do

equipamento (BARCELOS et al., 2013; PITARELO, 2007).

4.3 Rendimentos de recuperacdo e composi¢cdo quimica dos bagacos pré-

tratado

Os rendimentos de recuperacdo das fracdes sollUvel (BTra) € insolavel
(BTrL) estdo apresentados na TABELA 5. A fragdo insoluvel foi sempre
recuperada em maiores rendimentos do que a fracdo sollvel, indicando que o

material lignocelul@sico foi apenas parcialmente hidrolisado.

TABELA 5 — RECUPERACAO TOTAL DOS BAGACOS PRE-TRATADOS APOS PRE-
TRATAMENTO POR EXPLOSAO A VAPOR.

Massa seca Recuperacéo (%)
AMOSTRAS

@) BTea* BTr® Total
AH? 402,3 10,8 16 61,8 30 72,6
BLE! H3PO4 439,2 10,4 01 62,0 *03 72,4
H2S04 340,9 11,5 %01 55,0 *11.8 66,5
AH 400,5 11,0 28 62,8 14 73,8
BIN? H3PO4 328,5 8,5 08 51,7 *107 60,2
H2S04 267,2 7,5 %08 49,7 *7.2 57,2

1 Bagaco lavado com etanol;

2Bagaco in natura;

3 Bagago pré-tratado nas condigdes auto-hidrolise;
4 Frag&o soltivel em agua do bagaco pre-tratado;

5 Fracg&o insoltvel em agua do bagaco pré-tratado.

Os rendimentos totais de recuperag¢do para o BLE na auséncia (auto-
hidrolise) e na presenca de um catalisador (acidos fosforico e sulfurico) foram de
72,58, 72,37 e 66,48%, respectivamente. Ja para o BIN estes rendimentos foram
de 73,77, 60,19 e 57,22%, respectivamente. Parte destas perdas se devem a
volatilizacdo de sub-produtos da reacdo como hidroximetilfurfural e furfural, dentre

outros. Tanto para o BIN quanto para o BLE, a auto-hidrélise gerou os melhores
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rendimentos de recuperacao total, 0 mesmo ocorrendo com 0s experimentos de
catalise fosférica do BLE. Os rendimentos de recuperacdo das fracdes BTra €
BTrL foram menores para as amostras pré-tratadas na presenca de acido
sulfarico, devido a dificuldade de recuperacdo deste material de dentro do reator,
gue se apresentou de uma consisténcia mais fina do que os demais. Amores et al.
(2013) obtiveram valores de recuperacdo semelhantes de 61 e 50% para fracédo
insolivel do bagaco de cana pré-tratado a 215 °C e 230 °C, por 5 min,
respectivamente, de modo que o aumento da temperatura nédo influenciou no teor
de recuperacdo. A composicao quimica das fracdes insollveis (BTqL) provenientes
do pré-tratamento sdo apresentada na TABELA 6.

TABELA 6 — COMPOSICAO QUIMICA DA FRACAO INSOLUVEL (BT DOS BAGAGCOS PRE-
TRATADOS APOS A EXPLOSAO VAPOR.

Composicdo quimica da fracdo BTr* (%)

AMOSTRAS
AnGIc® AnXyl® AnAra® Acetila® Lignina Cinzas
BLE! 409020 2161 21%3 314 21701  3g0l
AH? 60,4 *138 4,1 %07 nd nd 36,5 36 6,0 09
HsPO4 51,8 +1.° 2,0 01 nd nd 34,3 *29 8,0 09
H2SO0a4 48,7 *19 nd nd nd 46,9 02 10,1 *29
BIN® 37,413 19,804 2,1%01 2601  241*01 4508
AH 54,9 *0.4 3,4 08 nd nd 40,4 *02 9,5 0.1
HsPOa 53,4 *08 2,4 0.1 nd nd 39,8 *24 7,4 02
H2SO4 48,2 *20 1,2 %02 nd nd 51,3 30 9,8 0.1

1 Bagaco lavado com etanol;

2 Bagago pré-tratado nas condigdes auto-hidrolise;

3 Bagaco in natura;

4 Frac&o insoltvel em agua do bagaco pré-tratado;

5 AnGilc: anidroglucose; presente como componente das B—(1—4)-D-glucanas (celulose);

6 AnXyl: anidroxilose; AnAra: anidroarabinose; presentes como componentes das heteroxilanas.

Os teores de anidroglucose e anidroxilose na fragcdo BT decresceram
conforme a drasticidade do pré-tratamento aumentou. Por outro lado, quando
comparados ao material de origem, os teores de anidroglucose foram maiores no
material pré-tratado, enquanto que o oposto foi observado para o teor de
anidroxilose, que nem sequer foi detectada na fracéo insollvel derivada do BLE
pré-tratado por catalise sulfurica. Isto indica que o uso de um acido mais forte
levou a remocao praticamente integral das hemiceluloses.

Tanto para o BIN quanto para o BLE, a auto-hidrélise gerou substratos
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com maiores teores de anidroxilose quando comparada aos experimentos de
catalise fosférica. JA4 para os pré-tratamentos realizados na auséncia e na
presenca de extraiveis, ndo foram detectados valores de anidroarabinose e grupo
acetila (detectado na forma de &cido acético) nos substratos celulésicos
produzidos, indicando que a maior parte destes componentes também foi
hidrolisada e liberada na fracéo solavel do bagaco pré-tratado. Naturalmente, com
a remocao parcial das hemiceluloses, o percentual de lignina aumentou em
relacdo a composicdo do bagaco de origem. J& os teores de cinzas para 0s
materiais pré-tratados foram superiores em relagdo ao seu material de origem. No
caso do BLE, o teor de cinzas aumenta conforme a severidade do pré-tratamento,
0 que nao ocorre no BIN, onde o teor de cinzas no material por auto-hidrélise e
catalise sulfurica foram semelhantes. Um alto teor de cinzas pode ser considerado
um problemas para o pré-tratamento, pois diminui o potencial energético da
matéria prima para o processo de fermentacdo e pode causar maior abrasao e
corrosao do equipamento.

Aguiar et al. (2013) realizou experimentos de explosdo a vapor com
bagaco de cana a 210 °C por 4 min na auséncia (auto-hidrdlise) e na presenca de
um catalisador acido exégeno (acidos fosférico e sulfarico a 9,5 mg g? de
biomassa seca). Na composicdo quimica do material pré-tratado por auto-
hidrolise  foram encontrados teores de 56,5, 5,28 e 33,4% de glucanas,
hemiceluloses e lignina respectivamente, enquanto que estes valores foram de
60,32, 3,63 e 30,30% para a catalise fosférica e de 58,88, 2,65 e 34,35% para
catélise sulfurica, respectivamente. Em relacdo ao teor de glucanas, o material
obtido por auto-hidrélise apresentou valores bem semelhantes aos obtidos neste
trabalho. Porém, no caso das catéalises fosférica e sulfurica, Aguiar et al. (2013)
encontraram teores superiores em 10 e 20%, respectivamente. Observa-se,
portanto, que a reducdo do tempo em uma temperatura maior resulta em
melhores rendimentos quando se utilizam catalisadores acidos exdgenos.
Wanderley et al. (2013) demostraram que a explosdo a vapor do bagaco de cana
a 200 °C por 7 min resultou em um material pré-tratado contendo 47,7% de
glucanas, 8,9% de hemiceluloses e 34,3%, de lignina, teores estes menores do
gue os encontrados neste trabalho devido apenas ao aumento da temperatura, ja
gue os tempos de residéncia no reator foram semelhantes. Estudos de explosao a

vapor do bagaco de cana a 190 °C por 15 min realizados por Rocha et al. (2012a)
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resultaram em materiais de composi¢do quimica semelhante a encontrada neste
trabalho, sendo esta de 57,5% de glucanas, 6,6% de hemiceluloses e 32,5%, de
lignina.

A partir da TABELA 7, referente ao balan¢co de massas obtido apés o pré-
tratamento para a fragdo insoltvel, observam-se diferencas significativas entre os
dois tipos de bagaco em relacdo a presenca ou ndo de catalisador e ao tipo de
catalisador empregado nos experimentos.

TABELA 7 — BALANGCO DE MASSAS DA FRAGAO INSOLUVEL (BTru) DOS DIFERENTES
BGAGOS PRE-TRATADOS.

Balanco de massas da BT (%)

AMOSTRAS

AnGlc AnXyl Lignina

BLE?!
AH 91,0 *16 11,9 *09 99,6 *02
H3PO4 86,3 *18 5,7 *05 97,3 *16
H2S04 59,6 0.1 - 105,5 *09

BIN?
AH 92,7 *26 12,5 *0:2 108,1 *23
HsPO4 84,5 16 6,1 *0° 87,4 *01
H2S04 61,3 *32 2,9 %02 90,7 *04

1 Bagaco lavado com etanol;
2 Bagago pré-tratado nas condi¢des auto-hidrolise.

Para a fragdo BTr, 0 alto rendimento de recuperagéo de anidroglucose
para o bagaco pré-tratado por auto-hidrélise, utilizando o BIN ou BLE, indica que
a celulose ndo sofreu hidrolise em grande extensdo, sendo quase totalmente
recuperada na fragdo BTr, sendo que o mesmo ocorre ndo para o teor de
anidroxilose. A catdlise fosférica se destaca em comparacdo a catalise sulfurica,
apresentando melhores rendimentos de recuperacdo para anidroglucose e
anidroxilose, tanto para o BIN quanto para o BLE. Pitarelo (2013) pré-tratou BIN
por auto-hidrélise e catalise fosforica nas mesmas condi¢cdes empregadas neste
trabalho e os rendimentos de glucanas apresentaram-se semelhantes, entre 97-
98%. Ja Aguiar et al. (2013) encontrou um teor de recuperacdo de 86% a partir do
bagaco pré-tratado por auto-hidrolise a uma temperatura de 210 °C e 4 min,
demonstrando que o aumento da temperatura influéncia na recuperacdo deste

componente.
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Sobre o rendimento de recuperacdo de lignina, os pré-tratamentos
apresentaram valores proximos e acima de 100% e isto se deve a sua
modificacdo, que pode seguir trés caminhos distintos: hidrdlise acida, clivagem
homolitica e reacdes de condensacado. Os altos valores sao indicativos de que as
reacdes de condensacao podem ter sido mais importantes do que as reacdes de
hidrélise.

Sabe-se que a explosdo a vapor, particularmente quando realizada na
auséncia de um catalisador acido exdgeno, ndo gera apenas monossacarideos,
mas também uma quantidade significativa de oligbmeros e estes podem ser
observados claramente na andlise cromatogréafica das fracfes solUveis em agua
(BTra) (FIGURA 22).

Entre os trés tipos de pré-tratamentos, observa-se que os bagacos BIN e
BLE submetidos a auto-hidrélise foram os que apresentaram maior concentracao
de oligbmeros na fracdo hidrossoluvel, sendo este também o que apresentou
maior concentracao de xilose nas formas mono e oligoméricas. Isto comprova a
ocorréncia de hidrolise parcial das hemiceluloses durante o processo de explosao
a vapor, mas os rendimentos relativos a este processo nao foram calculados
devido a perdas ocorridas durante os processos de pré-tratamento e lavagem dos
substratos pré-tratados.

Nos pré-tratamentos realizados na presenca de um acido mineral, 0 uso
de catalise fosforica proporcionou a maior recuperacdo de xilose na forma
monomerica, conforme demonstra a FIGURA 22 para BIN e BLE. Este
comportamento do acido fosforico se deve particularmente a dois fatores: sua
presenca propiciou a hidrolise quase que total dos xilo-oligdbmeros presentes nos
hidrolisados de auto-hidrélise , enquanto que sua menor forca acida reduziu as
perdas devidas a desidratacdo quando comparado a catalise sulfarica. Neste
sentido, € importante ressaltar que os cromatogramas da FIGURA 22 foram
normalizados em relacdo a massa de bagaco pré-tratado e ao volume total de
fracdo hidrossoluvel dele derivada ap6s lavagem aquosa. Portanto, para
experimentos de SSCF onde a fermentacao de xilose também seja explorada, o
uso de acido fosférico diluido parece interessante por produzir um hidrolisado com
maior concentracdo de oligossacarideos e pouca perda de glucanas na forma de
glucose livre, apesar do evidente acumulo de furfural (FIGURA 23) cujo poder

inibitério depende do organismo que seja utilizado para a fermentacgéo.
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FIGURA 22 — CROMATOGRAMAS DOS CARBOIDRATOS DA FRAGAO SOLUVEL DERIVADA

DO BAGACO DE CANA POR EXPLOSAO A VAPOR — AH, AUTO-HIDROLISE; HsPOs,
CATALISE FOSFORICA; H2S04, CATALISE SULFURICA.

0,00

O material derivado da catalise sulfarica teve menor percentual de
oligbmeros e a maior liberacdo de glucose a partir de BIN e BLE, 0 que sugere
perdas maiores de glucanas com o acumulo de HMF e seus derivados na fracéo
hidrossoltuvel (FIGURA 23). Além disto, a presenca de acidos minerais levou a um
maior acumulo de furfural nesta fracdo, particularmente no caso das catélises
fosforica e sulfurica. Esta constatacao reforca a necessidade de se quantificar
estes componentes para garantir que a composi¢cdo quimica das diferentes

fracOes do pré-tratamento sejam determinadas corretamente.
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FIGURA 23 — CROMATOGRAMAS DOS COMPOSTOS FURANICOS DA FRACAO SOLUVEL
DERIVADA DO BAGACO DE CANA POR EXPLOSAO A VAPOR — AH, AUTO-HIDROLISE;
HsPO., CATALISE FOSFORICA; H2SO4, CATALISE SULFURICA.

A baixa recuperacdo de hemiceluloses na fracdo solGvel proveniente do
pré-tratamento tem sido parcialmente atribuida a formacao de furfural e HMF e a
dificuldade de quantificacdo destas perdas durante o processo. As menores
concentragbes de furfural e HMF foram observadas nos hidrolisados de auto-
hidrolise , seguido das catalises fosférica e sulfdrica. Aparentemente, a extracao
etandlica do bagaco de cana proporcionou um aumento da susceptibilidade do
bagaco de cana a hidrdlise acida, ja que a presenca de compostos furanicos nos

hidrolisados derivados do BIN foram sempre inferiores aos observados para o
BLE.
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4.4 Ensaios de hidrdlise enzimética do bagaco pré-tratado

As fracbes BTrL derivadas do pré-tratamento por explosdo a vapor foram
submetidas a uma hidrdlise enzimatica, conforme detalhado na sec¢éo 3.5, para
avaliar a possiblidade de sua conversao a acucares livres pela acdo das enzimas.
Os resultados obtidos estdo apresentados na TABELA 8 e os gréficos
relacionados a estes dados encontram-se registrados na FIGURA 24.

TABELA 8 — CONVERSAO EM EQUIVALENTES DE GLUCOSE A PARTIR DA HIDROLISE
ENZIMATICA DA FRAGAO BTr DO BIN E BLE PRE-TRATADOS A VAPOR.

Equivalentes de glucose (%)

AMOSTRA

1h 3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h

AH 53 15,2 24,6 37,6 61,2 83,2 88,2 91,7

BLE HsPO4 9,9 18,9 29,4 42,5 69,7 88,8 101,1 102,8
H2S04 14,1 26,2 36,0 46,0 76,0 91,0 90,4 95,8

AH 53 15,2 26,7 41,9 66,6 93,8 101,5 103,6

BIN H3PO4 7,5 20,0 29,8 41,7 68,9 90,3 101,6 102,8
H2S04 13,9 23,4 36,6 42,6 69,5 77,1 85,2 94,9

O pré-tratamento por explosédo a vapor proporciona reducdo do tamanho
das particulas, abertura dos microporos e aumento na area superficial do
substrato, e estas alteracfes proporcionam um aumento de sua acessibilidade as
enzimas. Neste caso, os valores de conversdao de anidroglucose no bagaco
obtidos na hidrdlise com consisténcia de 12% de solidos totais e carga enzimatica
gue correspondeu a 8,4 FPU g de substrato seco (FPU — unidades de papel de
filtro), indicam um aumento de acessibilidade frente a bioconversdo gerado nos
substratos pelo pré-tratamento. Além disso, observou-se que a velocidade inicial
de conversao foi maior para o material pré-tratado por catélise sulfurica, seja para
o BIN ou para o BLE, e isto pode ser correlacionado a forca quimica do acido
utilizado durante o pré-tratamento. Quanto mais forte o acido empregado na
explosdo a vapor, maior a acessibilidade do substrato gerado, possivelmente
devido a maior remocdo de hemiceluloses bem como a quebra de ligracbes
glucosidicas na celulose (principalmente nas regido amorfas), o que propicia uma
maior liberagdo de equivalentes de glucose nas primeiras horas do ensaio, pois

estes pontos sdo os sitios de acdo das exoglucanases. Além disso, o bagaco pré-
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tratado por catalise sulfurica resultou em um material menos fibroso quando
comparado aos demais, aumentando assim a homogeneidade do meio durante a

etapa de hidrdlise.

100
80
60

40

20

Eqquivalente de glucose (%)

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100

,\;100 , [ )
S BIN
3

2 80

[8)

3

o 60

]

[+)]

40 @
=

2

3 20

w

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo (h)

@ aH & HaFDy E HRS0,

FIGURA 24 — GRAFICO DE CONVERSAO EM EQUIVALENTES DE GLUCOSE OBTIDOS A
PARTIR DA HIDROLISE ENZIMATICA DA FRACAO BTrL DO BLE E BIN PRE-TRATADOS A
VAPOR.

O aumento nos valores de conversdo para BIN em catalise sulfarica
ocorreu até o tempo de 24 h, onde a liberacéo de equivalentes de glucose foi bem
préxima entre os diferentes tipos de pré-tratamento. Por outro lado, no caso do
BLE, esse acréscimo ocorreu até o tempo de 48 h e, deste ponto em diante, a
taxa de conversédo foi diferente entre os mesmos. Observou-se também que a
partir do tempo de 72 h as amostras catalisadas por acido fosforico e o BIN pré-
tratado por auto-hidrélise alcancaram uma taxa de conversdao de 100%,

sugerindo que o ensaio poderia ter sido encerrado neste tempo. As amostras
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catalisadas por &cido sulfurico alcangaram conversao de 95% em 96 h, enquanto
que o BLE pré-tratado por auto-hidrolise também apresentou 95% de converséo
neste tempo. Apesar disso, a presenca ou auséncia dos extraiveis néo
demonstrou interferéncia durante a liberacdo de equivalentes de glucose e, de
maneira similar, os diferentes teores de lignina presentes nos substratos pré-
tratados néo indicaram grandes mudancas nos valores de conversao, conforme
apresentado na FIGURA 24.

Pitarelo (2013) realizou ensaios de hidrélise enzimatica (62,5 mg g do
preparado comercial Cellic CTec2; 12% de sdlidos totais; 96 h) do bagaco de
cana pré-tratado por auto-hidrélise (195 °C por 7,5 min) e catélise fosforica (9,5
mg g de massa seca) nas mesmas condicdes empregadas neste trabalho. O
rendimento de hidrélise do material autohidrolisado foi de 97% em 96 h, superior
ao obtido para o BLE e proximo ao BIN (obtidos no presente trabalho), ao passo
gue o obtido por catalise fosférica foi de 84%, valor este inferior as taxas de
conversao obtidas neste trabalho. Estes valores provavelmente refletem
pequenas diferencas nos procedimentos experimentais.

Sasaki et al. (2012) estudaram a hidrdlise enzimatica de bagaco de cana
explodido a vapor (224 °C por 5 min) utilizando 10% de solidos totais e uma
preparacdo enzimatica comercial (Meicellase) contendo 50 FPU g de substrato.
Os ensaios de hidrdlise realizados por 48 h apresentaram teores de converséo de
94,9%. Tais valores coincidem com os rendimentos obtidos no presente trabalho
no mesmo tempo de hidrdlise, que variaram entre 77,12 e 93,03% e chegaram a
100% de conversdao com 96 h de ensaio. No entanto, a carga enzimatica utilizada
no presente trabalho foi 9,49 vezes menor e o teor de sdlidos totais foi 20% maior
do que as condi¢cdes empregadas por Sasaki et al. (2012). Estes autores também
realizaram ensaios para amostras de bagaco ndo lavados e obtiveram
rendimentos de 73%, indicando que o processo de lavagem possibilita a retirada
dos compostos solUveis oriundos do pré-tratamento que podem atuar como
inibidores durante o processo de hidrdlise.

Cada material hidrolisado apresentou uma concentracao final de 58, 56 e
56 g L de glucose para o BLE tratado na auséncia (auto-hidrélise) e na presenca
de catalisadores (catalise fosforica e sulfurica) respectivamente. J& para o BIN, o
teor de glucose obtido do bagaco pré-tratado por auto-hidrélise foi de 58 g L e

para os bagacos pré-tratados por catalises fosforica e sulfarica, estes valores
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foram de 55 e 47 g L, respectivamente. No entanto, comparando os desvios
padrdes destes valores, fica evidente que a presenca de extrativos no material

submetido ao pré-tratamento ndo afetou os resultados de hidrélise enzimética que

foram obtidos com a enzima Cellic CTec?2.

4.5 Ensaios de fermentacéao

Nas TABELAS 9 e 10 sao apresentados os resultados de fermentacao
dos hidrolisados para cada tipo de bagaco pré-tratado caracterizando, portanto, a

configuracéo de um processo SHF.

TABELA 9 — CONSUMO DE GLUCOSE E PRODUGAO DE ETANOL POR SHF PARA O BLE.

Consumo de glucose (g L?) Produgéo de etanol (g L)
Tempo (h)
AH HsPO4 H2S04 AH HsPO4 H2S04
58,0 23 55,701 555%7 [ 0,3%01 0,3 %01 0,301
49,4 +0,2 46,9 +0,8 46,8 +6,8 3,5 +0,6 4,3 +0,6 2,5 +1,2
32,9 16 28,7*%  334+3 | 130!  135%7 9,2 *06
12 0,5 *02 0,4 *01 4,7 03 27,606 255%8 2386
20 0,4 *01 0,301 0,301 27,203 24,8%01  242+8
24 0,4 *01 0,301 0,301 27,1*01  24,6%2  238%26

TABELA 10 — CONSUMO DE GLUCOSE E PRODUGAO DE ETANOL POR SHF PARA O BIN.

Consumo de glucose (g L) Producéo de etanol (g L)
Tempo (h)

AH HsPOg4 H2S04 AH HsPO4 H2S04
0 57,8 54,9 46,5 05 0,3 %01 0,8 08 0,3 %0
3 46,9 07 46,3 #21 39,4 102 3,3 04 3,8 107 2,902
6 31,5 02 30,5 06 26,197 | 110%5  11,8% 8,9 01
12 0,7 %03 0,5 01 0,7 04 25793 25908 20401
20 0,4 01 0,4 01 0,3 %0 257#0 25203 20,4%09
24 0,4 01 0,4 01 0,301 2523 249%8  20,1%09

Os valores destas tabelas estdo representados na forma de gréafico na
FIGURA 25. No final do processo, diferentes concentracbes de etanol foram
obtidas, sendo que a producdo variou entre 24-27 g L para as amostras pré-

tratadas do BLE, e de 20-25 g L para as amostras pré-tratadas do BIN. Em todos
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os ensaios foi possivel observar que toda a glucose foi consumida a partir de 12
h, sugerindo que o processo possa ser finalizado neste tempo. Para as amostras
pré-tratadas por auto-hidrélise houve uma pequena diferenca na concentracédo
final de etanol, enquanto que, para o substrato pré-tratado por catdlise fosférica,
os resultados foram bem semelhantes. Entretanto, uma diferenca significativa foi
observada para o substrato pré-tratado por catalise sulfarica, que pode ser
parcialmente atribuida & menor concentracdo de glucose no hidrolisado.
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FIGURA 25 — CONSUMO DE GLUCOSE E PRODUCAO DE ETANOL PARA O BLE (A) E BIN (B)
NO ENSAIO DE SHF. AH — AUTO-HIDROLISE ; HsPO4 — CATALISE FOSFORICA; H2SO4 —
CATALISE SULFURICA.

Santos et al. (2010) realizaram a etapa de hidrélise de amostras de
bagaco explodido a vapor (200 °C por 7 min) lavado com agua a partir das
seguintes condi¢cdes: 30 FPU g* da enzima Celluclast 1,5L suplementada com -

glucosidase Novozym 188 e 8% de solidos totais. Posteriormente, o hidrolisado foi
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fermentado a 30 °C por 48 h usando 1 g L de S. cerevisiae. Apesar de usar uma
carga enzimatica maior, este processo resultou em uma producédo de 6 g L de
etanol, valor este inferior aos 20-27 g L encontrados para as amostras de BTrL.
Este dados sugerem que os hidrolisados de Santos et al. (2010) apresentaram
concentracgéao inferior de glucose, quando comparados aos valores deste trabalho,
possivelmente devido ao fato de que a Cellic CTec2 é um preparado desenvolvido
especificamente para a sacarificacdo de matérias lignocelulésicos, ao passo que
a mistura Celluclast/Novozym foi desenvolvido para a industria de alimentos. No
entanto, é preciso considerar que o teor de soélidos totais empregado na hidrélise
enzimatica por Santos et al. (2010) foi de apenas dois tercos do empregado no
presente trabalho.

A fragdo BTrL também foi submetida a um processo de SSF, onde a
enzima e a levedura foram adicionadas simultaneamente ao substrato solido
utilizando a mesma carga enzimatica do processo de SHF. As TABELAS 11 e 12
apresentam os valores referentes ao consumo de glucose e producéo de etanol
para o BLE e BIN, respectivamente.

Os valores destas tabelas estdo representados na forma de grafico na
FIGURA 26. Em geral, ndo foram observadas diferencas significativas entre o BIN
e 0 BLE, sendo que, neste caso, a producdo de etanol variou de 15a 18 gL*. A
maior concentracdo de glucose foi observada no inicio da reacao e estes foram
rapidamente consumidos pelas leveduras, levando a valores de aproximadamente
1 g L no final da reacdo (48 h). Também pode-se observar que, nas horas
iniciais do processo, a enzima produz uma certa quantidade de glucose que
depois decresce até o final. A maior concentracdo de glucose nas primeiras horas
do ensaio se deve ao fato da levedura ainda néo ter iniciado o processo de
fermentacdo, sendo que a partir do tempo de 12 h, a producdo de etanol
aumentou de modo bem semelhante para todas as amostras.

Pitarelo (2013) realizou experimentos de SSF com bagacos de cana pré-
tratados por explosdo a vapor (195 °C por 7,5 min) com e sem catalise fosforica
(9,5 mg g de substrato). Estas condi¢Ges foram semelhantes as utilizadas neste
trabalho, exceto o tempo de ensaio, que foi de 96 h. Seus resultados foram de 17
e 21 g L! de etanol para auto-hidrélise e catalise fosférica, respectivamente. Em
relacédo a catdlise fosférica, a producdo de etanol foi superior aos 16 g L obtidos

neste trabalho e esta diferenca de 2 g L pode ser atribuida ao tempo de
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realizacdo do ensaio. Entretanto, no caso do bagaco obtido por auto-hidrélise , os
resultados foram semelhantes, demonstrando que ndo ha necessidade de se

realizar um ensaio com mais 48 h para obter a mesma concentragao de etanol.

TABELA 11 — CONSUMO DE GLUCOSE E PRODUGAO DE ETANOL POR SSF PARA O BLE.

Consumo de glucose (g L?) Produgéo de etanol (g L)
Tempo (h)

AH HsPO4 H>SO4 AH H3sPO4 H>SO4

1,501 3,411 3,402 0 0 0
59 +1,1 6.1 +0,5 58 +0,1 03 +0,1 04 +0,3 04 +0,1
4,3 +1,1 5,5 +2,2 4,8 +0,9 113 +0,9 1,8 +1,1 2,1 +0,3
12 1,1 +0,3 0,7 +0,2 0,6 +0,1 519 +0,1 5,9 +0,7 6,4 +0,3
24 1,3 +0,1 1,2 +0,3 1,3 +0,2 1211 +0,3 9,4 +0,3 1015 0,7
36 0,8 +0,1 0,7 +0,1 0,7 +0,1 14,6 +0,2 12,1 +1,5 13,4 +0,5
48 1,0 +0,1 0,8 +0,1 0,8 +0,1 18,3 +0,9 1510 +1,7 16,7 +0,9

TABELA 12 — CONSUMO DE GLUCOSE E PRODUGAO DE ETANOL POR SSF PARA O BIN.

) Consumo de glucose (g L) Producéo de etanol (g L™?)
Tempo
AH HsPO4 H2S04 AH H3PO4 H2S04
2,6 +0,1 2,9 +0,5 3,22 +0,2 0 O 0,6 +0,8
5,6 +0, 5,7 +0,1 4,96 +1,3 074 +0,1 0,4 +0,3 3,0 +3,6
5,3 +0,9 4,3 +1,5 4,25 +0,6 2’1 +0,7 1’9 +1,2 1,8 +1,0
12 1,2 +0,3 0,8 +0,3 0,56 +0,1 6,2 +0,9 6,5 +0,9 6,7 +0,1
24 1,101 1,202 1,54 07 10,8 3.2 10,5 1 11,1 %02
36 0,8 0.1 0,7 *0 0,73 *01 14,9 #1:2 13,4 #15 14,9 201
48 0,9 *0: 0,9 %02 0,82 01 18,8 03 16,9 *1° 18,4 04

Santos et al. (2010) também realizaram o processo de SSF em amostras
de bagaco explodido a vapor (200 °C por 7 min) sem e com pré-sacarificacdo a
partir das seguintes condicées: 30 FPU g! da enzima Celluclast 1,5 L
suplementada com a B-glucosidase Novozym 188, 8% de soélidos totais, 1 g L de
S. cerevisiae a 32 °C por 72 h, sendo que, no procedimento com pré-sacarificacdo
a levedura foi adicionada depois de 12 h do inicio do processo. O rendimento
obtido para o processo de SSF sem a etapa de pré-sacarficiacdo foi de 12 g L™ de
etanol, enquanto que, para a etapa com pré-sacarificacdo foi obtida uma
concentracdo de 11 g L, demonstrando que ndo houve a necessidade desta

etapa inicial. Além do mais o presente trabalho apresentou resultados maiores
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com um menor tempo de processo.
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FIGURA 26 — CONSUMO DE GLUCOSE E PRODUCAO DE ETANOL PARA O BLE (A) E BIN (B)
NO ENSAIO DE SSF. AH — AUTO-HIDROLISE ; H3PO4 — CATALISE FOSFORICA; H2SO4 —

CATALISE SULFURICA.

Os ensaios de SHF produziram maiores concentracdes de etanol do que
0s ensaios de SSF e isto pode ser correlacionado com condi¢des de temperatura
otimas utilizadas para cada etapa dos ensaios de SHF, o que ndo ocorreu nos
ensaios de SSF. No entanto, tais resultados também podem ser atribuidos a

influéncia da lignina sobre os ensaios de SSF.



TABELA 13 — RENDIMENTO, EFICIENCIA E PRODUTIVIDADE DOS ENSAIOS DE FERMENTAGAO POR SHF.

Amostra Glc (g)* Etanol téorico (g)  Etanol prético (g) Yeie (%)? Yer (%)° Produtividade (g L h'?)
AH 1,16 0,59 0,54 46,72 91,62 1,13
;j H3PO4 1,12 0,57 0,49 43,93 86,13 1,03
H2S04 1,12 0,57 0,48 42,50 83,33 0,99
AH 1,16 0,59 0,50 43,45 85,19 1,05
% H3PO4 1,10 0,56 0,50 45,27 88,77 1,04
H>SO4 0,94 0,48 0,40 42,77 83,85 0,84

! Quantidade de glucose em 20 mL de hidrolisado enzimatico
2 Rendimento da fermentagéo em g etanol produzido g glucose
3 Eficiéncia da fermentacdo em g etanol produzido g etanol tedrico

TABELA 14 — RENDIMENTO, EFICIENCIA E PRODUTIVIDADE DOS ENSAIOS DE FERMENTAGAO POR SSF.

Amostra Glc (g)* Etanol tedrico (g)  Etanol pratico (g) YerG (%)? Yerr (%0)° Produtividade (g L h™?)
AH 7,30 3,72 1,83 25,07 49,15 0,38
z_.j HsPO4 6,20 3,16 1,50 24,19 47,44 0,31
H>SO4 5,80 2,96 1,67 28,79 56,46 0,35
AH 6,60 3,37 1,88 28,48 55,85 0,39
% H3PO4 6,40 3,26 1,69 26,41 51,78 0,35
H>SO4 5,80 2,96 1,84 31,72 62,20 0,38

1 Quantidade de glucose em 12% de solidos totais
2 Rendimento da fermentag&o em g etanol produzido g glucose
8 Eficiéncia da fermentacdo em g etanol produzido g* etanol teérico
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As TABELAS 13 e 14 apresentam uma avaliagdo comparativa dos
rendimentos obtidos para cada procedimento de fermentagdo. O rendimento da
fermentacdo faz uma correlacdo entre a concentracdo de etanol produzido e a
concentracdo de glucose presente nos hidrolisados (SHF) ou nos sélidos totais
(SSF). No caso dos ensaios de SHF foi possivel observar que o rendimento entre
as amostras pré-tratadas do BLE e do BIN variaram entre 42,5 e 46,7%, que
corresponde uma eficiéncia de 83,3 a 91,6% de acordo com a estequiometria da
reacdo. Porém, o rendimento dos ensaios de SSF foi de apenas 24,2 a 31,7%,
revelando eficiéncias de fermentagcdo muito inferiores aos experimentos de SHF.
Como ambos o0s ensaios apresentaram consumo total de glucose, parte desta foi
provavelmente consumida pela levedura para sua fase de crescimento.

Recentemente, Santos et al. (2012) realizaram ensaios de sacarificacao e
fermentacdo simultaneas utilizando uma preparacéo enzimatica de 10 FPU g de
substrato (Celuclast 1,5L) suplementado com 5% de B-glucosidases (Novozym
188) e 1 g Lt S. cerevisiae a 37 °C por 30 h. O ensaios foram realizados em
amostras de bagaco de cana produzidas por exploséo a vapor a 200 °C por 7 min.
Estes autores obtiveram rendimentos de 98%, valor este superior aos obtidos no
presente trabalho. Isto pode ser justificado devido a utilizacdo de uma carga
enzimatica duas vezes maior, proporcionado uma maior concentracdo de
unidades de glucose passiveis de fermentacdo. Por outro lado, Rudolf et al.
(2008) obtiveram concentracdo final de etanol de 26,7% ao realizarem
experimentos de SSF com o bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor
empregando 7,5% de solidos totais e S. cereviseae.

Como ocorrem perdas durante o processo de producdo do etanol
celulésico, tal fato deve ser levado em consideracdo para se conhecer a real
eficiéncia do processo como um todo. Assim, a FIGURA 27 apresenta a eficiéncia
global do processo para o procedimento de SSF, onde também se levou em
consideracdo o quanto de glucose foi recuperada apos cada etapa de preé-
tratamento em relacdo ao material de origem. Ja no caso dos experimentos de
SHF, foram levados em consideracdo o percentual de liberacdo de equivalentes

de glucose na etapa de hidrdlise e a eficiéncia da etapa de fermentacéao.
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FIGURA 27 — EFICIENCIA GLOBAL PARA O PROCESSO DE PRODUGAO DE ETANOL
CELULOSICO CONSIDERANDO AS PERDAS DE GLUCOSE.

Quando se leva em consideracdo as perdas durante o processo, € visivel
gue o processo de SHF se sobressai diante do processo de SSF, reforcando a
idéia de que apesar de maior o custo em relacdo aos equipamentos utilizados no
SHF, as enzimas e a levedura apresentaram melhores rendimentos quando
trabalhando em suas condicGes 6timas. Nos ensaios de SHF, comparando as
amostras BIN e BLE para cada tipo de pré-tratamento, o material pré-tratado por
auto-hidrdlise apresentou maior eficiéncia, seguida da catalise fosférica. Ja o
material obtido por catalise sulfarica apresentou a menor eficiéncia, mesmo com

uma conversao de 95% durante a hidrélise enzimatica, e isto é reflexo da baixa
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recuperacdo de glucose durante o pré-tratamento, que foi de 32% a menos em
relacdo aos substratos pré-tratados por auto-hidrolise e catélise fosforica. A baixa
eficiéncia utilizando a catdlise sulfurica durante o pré-tratamento também foi
observado quando realizado os ensaios de SSF, onde novamente o substrato preé-
tratado por auto-hidrélise apresentou maior eficiéncia e, quando comparados o
BIN e o BLE para auto-hidrélise , o BIN tem maior eficiéncia seja para 0s ensaios
de SHF ou de SSF.
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5. Concluséo

A extracdo etandlica do bagaco de cana removeu 50% de seu teor de
extraiveis totais e 80% de seu teor de extraiveis em solventes organicos.
Experimentos de explosao a vapor foram entéao realizados com o bagaco in natura
(BIN) e com o material previamente extraido com etanol (BLE). Dentre os tipos
de pré-tratamentos utilizados, a explosdo a vapor por auto-hidrélise foi o que
apresentou melhor rendimento de recuperagcdo dos principais componentes
presentes na biomassa para os dois tipos de bagaco. Neste sentido, os altos
rendimentos de recuperacdo de glucose foram particularmente importantes para
atender aos objetivos deste estudo.

Os pré-tratamentos por explosdo a vapor forneceram rendimentos de
hidrolise enzimatica superiores a 90% a partir de 72 h para os diferentes pré-
tratamentos, mesmo utilizando baixa carga enzimatica quando comparada a
literatura. Os substratos produzidos por catalise acida apresentaram rendimentos
de sacarificacdo semelhantes quando comparado os tipos de bagacos utilizados.
Ja para a auto-hidrolise , o BIN apresentou um melhor resultado.

Com relacdo aos processos de fermentacdo, os melhores rendimentos
foram obtidos para a hidrolise e fermentacdo em separado (SHF) porque, neste
processo, as enzimas e a levedura atuam em condicfes 6timas de temperatura e
pH. No caso do SSF, é importante ressaltar que os experimentos foram realizados
sem pré-hidrolise e que a acdo enzimatica se deu em uma condicdo abaixo de
sua temperatura 6tima.

Uma alternativa para avaliar a eficiéncia de cada tipo de ensaio é quando
se leva em consideracdo as possiveis perdas durante cada etapa. Deste modo,
para os ensaios de SHF, a elevada recuperacdo de glucose apos o pré-
tratamento e a conversdo acima de 90% na hidrélise enzimatica permitiram
alcancar um rendimento global de fermentacédo de 74-75% para BIN ou BLE pré-
tratado por auto-hidrolise e catdlise fosforica. Entretanto, a catalise sulfurica,
apesar de ter alcancado uma conversao de 95% na hidrolise enzimatica, gerou
rendimentos globais muito inferiores porque a recuperacao de glucose apos o pré-
tratamento foi muito baixa.

Com base nos experimentos realizados neste estudo, envolvendo pré-

tratamento por explosdo a vapor acido-catalisada ou nao (auto-hidrolise), hidrélise
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enzimatica com Cellic CTec2 e fermentacdo com Thermossac Dry (S. cereviseae)
nas configuragbes SHF e SSF, conclui-se que a presenca de extraiveis nas
amostras de bagaco de cana-de-acucar ndo causou nenhum efeito inibitério sobre
a producdao de etanol celulésico.

Finalmente, a aplicacdo da cromatografia bidimensional abrangente com
deteccdo de massas (GCxGC/TOFMS) para a determinagdo da composicao
guimica do extrato etandlico de bagaco de cana revelou a presenca de uma
diversidade de hidrocarbonetos, ésteres e acidos graxos, compostos fendlicos,
cetonas e aldeidos cuja caracterizacdo é ainda inédita na literatura.
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