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RESUMO

Diferentes métodos de pré-tratamentos acidos e alcalinos foram investigados para o
aproveitamento de bagaco de cana e de residuos do processamento do algodao, visando
maximizar a recuperacido de seus componentes macromoleculares e produzir substratos
celulésicos de alta acessibilidade a hidrolise emzimatica. O primeiro método avaliado foi a
explosao a vapor do bagaco de cana, que foi realizada nas configuragdes de auto-hidrélise
e de catalise acida empregando os acidos sulfurico e fosférico. Nesse estudo buscou-se
demonstrar a aplicabilidade do fator de severidade combinada (FSC) e para isso foram
realizados experimentos sob severidades equivalentes (FSC = 0,76). Diversas analises
foram empregadas nos materiais pré-tratados e nas fragdes solUveis em agua de modo a
avaliar os efeitos dessas diferentes abordagens de pré-tratamentos. De modo geral, os
materiais pré-tratados revelaram similaridades na composicdo quimica, na viscosidade
complexa, no indice de cristalinidade e nos rendimentos de hidrolise enzimatica, exceto
para os materiais produzidos por catalise sulfdrica nas menores temperaturas e tempos de
reacao. As fragdes soluveis em agua derivadas das diversas condi¢des de pré-tratamento
revelaram altas concentracbes de pentoses como a xilose, além da inevitavel formagao de
derivados furanicos, acidos alifaticos e compostos fendlicos, que foram caracterizados por
métodos cromatograficos de analise. Os rendimentos globais de agucares, englobando os
resultados de pré-tratamento e de hidrédlise enzimatica, alcancaram valores de
aproximadamente 90%, indicando resultados equivalentes para auto-hidrélise, catalise
fosforica e catalise sulfurica. No entanto, a auto-hidrdlise foi considerada superior por gerar
substratos de reologia mais favoravel a hidrélise em altos teores de sodlidos totais. O
emprego do sistema CO2/H.O no pré-tratamento do bagaco de cana revelou a
possibilidade de uma remogao seletiva das hemiceluloses, produzindo materiais com
teores de glucanas superiores a 50%. Tais pré-tratamentos foram organizados em um
planejamento experimental Doehlert que resultaram em diferentes valores de FSC. Os
maiores rendimentos na hidrélise enzimatica foram obtidos para a condigao intermediaria
de temperatura e tempo de reagdo (FSC = 0,48), enquanto que a maior liberagdo de
pentoses na fragdo soluvel em agua ocorreu na condigdo de menor severidade (FSC =
0,16). A analise estatistica dos dados experimentais indicou a condi¢ao reacional de 190
°C e 0 min (FSC = -0,10) para produzir o maior rendimentos de agucares soluveis, onde
zero representa o tempo de aquecimento do reator até a temperatura pretendida. Essa
reacéo foi testada experimentalmente e apresentou o resultado esperado de 74% de
rendimento global de agucares na fragdo soluvel em agua e apds hidrélise enzimatica do
material pré-tratado. Para os residuos do processamento do algoddo foi empregado
primeiramente um pré-tratamento com hidréxido de sédio, avaliado através de um
planejamento fatorial simples. Os materiais pré-tratados resultaram em altos teores de
glucanas, maiores que 87% para o p6 de filtro e 77% para o piolho sujo. Esses resultados
foram atribuidos principalmente a remocgao da lignina, alcangando, nos maiores niveis das
variaveis estudadas (4% de NaOH em 120 °C), cerca de 75 e 85% para o p6 de filtro e
piolho sujo, respectivamente. Os maiores rendimentos de hidrdlise enzimatica foram de
somente 50% para os materiais pré-tratados que apresentaram os menores teores de
lignina. No entanto, ao realizar um novo planejamento fatorial com variagdo no teor de
sélidos totais e na carga enzimatica, foi possivel aumentar o rendimento global de acucares
para 76 e 70% na melhor condigdo de hidrolise (5% de solidos totais e 25 FPU g-' de
glucanas), respectivamente. O imidazol também foi avaliado como solvente de reagao para
o fracionamento dos residuos do algodao. Apds a hidrélise enzimatica dos materiais pré-
tratados, os rendimentos globais de agucares soluveis foram favoraveis, porém, menores
se comparados ao pré-tratamento com hidréxido de sédio. Portanto, um novo planejamento
fatorial da hidrélise enzimatica foi realizado e os rendimentos globais de agucares soluveis
foi aumentado de 51,4% para o po de filtro e de 52,5% para o piolho sujo. Com isso,
condi¢bes ideais para o pré-tratamento e hidrélise enzimatica foram identificadas para
diferentes materiais lignoceluldsicos de interesse comercial.

Palavras-chave: lignocelulose, explosdo a vapor, diéxido de carbono supercritico,
hidréxido de sédio, imidazol, hidrélise enzimatica.



ABSTRACT

Different acid and alkaline pretreatment methods were investigated for the utilization of
sugarcane bagasse and cotton processing residues, aiming at maximizing the recovery of
their macromolecular components and producing cellulosic substrates with high
accessibility to the enzymatic hydrolysis. Steam explosion was investigated for sugarcane
bagasse using three different approaches: auto-hydrolysis and pretreatments in the
presence of dilute phosphoric and dilute sulfuric acids. This study was carried out to
campare these pretreatment strategies at an equivalent combine severity factor (CSF) of
0.76. Several analytical methods were employed to evaluate the effects of pretreatment on
the chemistry of pretreated materials and their corresponding water-soluble fractions. In
general, the resulting pretreated materials revealed similarities in chemical composition,
complex viscosity, crystallinity index and enzymatic hydrolysis yields, except for situations
in which sulfuric acid was used lower temperatures and reaction times. The water-soluble
fractions derived from these different pretreatment conditions revealed high concentrations
of pentoses such as xylose, plus the inevitable formation of furan derivatives, aliphatic acids
and phenolic compounds, which were characterized by advanced chromatographic
methods. The overall sugar yields, which were obtained by accounting together the amount
of sugars released by acid hydrolysis and by enzymatic hydrolysis of steam-treated
substrates, reached values of approximately 90%, indicating equivalent results for auto-
hydrolysis, phosphoric and sulfuric acid-catalyzed systems. However, auto-hydrolysis was
more advantageous because the rheology of pretreated substrates were more favorable to
hydrolysis at high total solids. The pretreatment of sugarcane bagasse by CO./H,O
revealed the selective removal of hemicelluloses, producing materials with glucan contents
higher than 50%. Pretreatments were performed using a Doehlert experimental design that
resulted in different CSF values. The highest enzymatic hydrolysis yields were obtained for
an intermediate condition of temperature and reaction time (CSF = 0.48), while the highest
release of pentoses in the water-soluble fraction was achieved for a lower pretreatment
severity (CSF = 0.16). The statistical analysis of the experimental data indicated that heating
up to 190 °C with no isothermic residence time (0 min, CSF = -0.10) produced the highest
yields of water soluble sugars, where zero represents the reactor heating time to reach the
desired reaction temperature. This reaction was tested experimentally and showed the
expected overall sugar yield of 74%, considering the amount of sugars released in the water
soluble fraction and by enzymatic hydrolysis at relatively high total solids. For the cotton gin
residues, pretreatment with dilute sodium hydroxide was applied using a 22 factorial design.
The pretreated materials showed high glucan contents, achieving more than 87% for the
cotton gin dust (CGD) and 77% for the cotton gin waste (CGW). These results were
attributed to substrate swelling and lignin removal, which at the highest levels of the studied
variables (4% NaOH at 120 °C) reached 75 and 85% for CGD and CGW, respectively. The
highest enzymatic hydrolysis yields were only 50% for pretreated materials that were
produced with the lowest lignin contents. In an attempt to improve the enzymatic hydrolysis
of the best CGD and CGW pretreated substrates, a new set of experiments was organized
in a typical 22 factorial design, with variations in the total solids and enzyme loading.
Therefore, it was possible to increase the overall sugar yields to 76 and 70% in the best
hydrolysis condition (5% total solids and 25 FPU g' glucan), respectively. Imidazole was
also evaluated as a reaction solvent for the fractionation of cotton gin residues. After
enzymatic hydrolysis of the pretreated materials, the overall sugar yields were increased
but at a lower rate compared to pretreatment with dilute sodium hydroxide. A 22 factorial
design was performed to enhance the enzymatic hydrolysis profile of pretreated materials
and this increased the overall sugar yields to 51.4% for CGD and to 52.5% for CGW. With
these, the ideal conditions for pretreatment and enzymatic hydrolysis were identified for
different lignocellulosic materials of high commercial interest.

Keywords: lignocellulose, steam explosion, supercritical carbon dioxide, sodium
hydroxide, imidazole, enzymatic hydrolysis.
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padrao de fragmentacao. a: 1-hidroxi-1-(4-hidroxifenil)propan-2-ona; b: 4-propilfenol; c: 4-
(1-hidroxietil)-2-metoxifenol; d: 1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propan-2-ona; e: 1-hidroxi-3-(4-
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pré-tratado. Condicdes de hidrélise enzimatica: 15% (m v-') de sdlidos totais e 23,1 FPU g
" glucanas (Cellic CTec3). As mesmas letras acima das barras ndo diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BF: 195 °C, 7,5
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Figura 32. (A) Rendimento de EqGlc e (B) concentracdo de EqGlc durante as diferentes
condigbes de hidrdlise enzimatica do planejamento fatorial do bagago de cana pré-tratado
por auto-hidrélise (BA — 195 °C e 7,5 min). Linhas pontilhadas referem-se aos pontos axiais.
Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal. Legenda, HE/BA-1: 7,7 FPU g de glucanas
e 20% solidos totais; HE/BA-2: 38,6 FPU g de glucanas e 20% solidos totais; HE/BA-3:
23,0 FPU g de glucanas e 15% solidos totais; HE/BA-4: 7,7 FPU g de glucanas e 10%
solidos totais; HE/BA-5: 38,6 FPU g-' de glucanas e 10% sdlidos totais; HE/BA-6: 1,4 FPU
g’ de glucanas e 15% solidos totais; HE/BA-7: 44,9 FPU g-' de glucanas e 15% solidos
totais; HE/BA-8: 23,0 FPU g' de glucanas e 8% sélidos totais; HE/BA-9: 23,0 FPU g' de
glucanas € 22% SOlIdOS tOAIS. .......coiiiiiiiiiiiiiiiiee e 115
Figura 33. (A) Rendimento de xilose e (B) concentragdo de xilose durante as diferentes
condigdes de hidrdlise enzimatica do planejamento fatorial do bagaco de cana pré-tratado
por auto-hidrélise (BA). Linhas pontilhadas referem-se aos pontos axiais. Os ajustes foram
obtidos pelo modelo fractal. Legenda, HE/BA-1: 7,7 FPU g de glucanas e 20% solidos
totais; HE/BA-2: 38,6 FPU g' de glucanas e 20% sélidos totais; HE/BA-3: 23,0 FPU g-' de
glucanas e 15% sodlidos totais; HE/BA-4: 7,7 FPU g de glucanas e 10% sélidos totais;
HE/BA-5: 38,6 FPU g-' de glucanas e 10% solidos totais; HE/BA-6: 1,4 FPU g de glucanas
e 15% sodlidos totais; HE/BA-7: 44,9 FPU g de glucanas e 15% solidos totais; HE/BA-8:
23,0 FPU g de glucanas e 8% sodlidos totais; HE/BA-9: 23,0 FPU g de glucanas e 22%
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Figura 34. Graficos de contorno obtidos para os parametros cinéticos fractais (A) k (h") e
(B) h da hidrdlise enzimatica das glucanas presentes no bagago de cana pré-tratado por
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Figura 35. Graficos de contorno obtidos para os parametros cinéticos fractais (A) k (h") e
(B) h da hidrélise enzimatica das xilanas presentes no bagaco de cana pré-tratado por auto-
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Figura 36. Viscosidade aparente em fungao da taxa de cisalhamento do bagago de cana
pré-tratado por auto-hidrélise (BA) no ponto central do planejamento fatorial (23,1 FPU g-*
de glucanas e 15% de solidos totais) para diferentes tempos de hidrélise enzimatica...123
Figura 37. Rendimentos de recuperacdo massica nas fragdes insoluvel e soluvel em agua
apos as diferentes condi¢cdes de pré-tratamento com CO./H,O do bagaco de cana.
Legenda, BC-5: 170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170
°C e 14 min; BC-1: 180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200 °C e 7,5 min..127
Figura 38. Rendimento de EqGlc durante a hidrolise enzimatica do bagago de cana pré-
tratado sob as diferentes condigdes do sistema CO2/H,O. Condigcbes da hidrélise
enzimatica: 2% (m v') de solidos totais e 60 FPU g' de glucanas (Cellic CTec3). As

mesmas letras acima das barras nao diferem significativamente de acordo com o teste de



Tukey (p > 0,05). Legenda, BC-5: 170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e
1 min; BC-7: 170 °C e 14 min; BC-1: 180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200
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Figura 39. Rendimento de (A) EqGlc e (B) xilose durante a hidrélise enzimatica do bagacgo
de cana pré-tratado sob as diferentes condigcbes do sistema CO./H,O. Condigbes de
hidrolise enzimatica: 15% (m v-') de sélidos totais e 23,1 FPU g' de glucanas (Cellic CTec3)
suplementada com Cellic Htec3. Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal. Legenda,
BC-5: 170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170 °C e 14
min; BC-1: 180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200 °C e 7,5 min................ 132
Figura 40. Composigao quimica da fragdo soluvel em agua em relagdo ao conteudo de
carboidratos. As mesmas letras acima das barras para cada composto nido diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BC-5: 170 °C e 1
min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170 °C e 14 min; BC-1: 180 °C
e 7,5min; BC-4:190°C e 14 min; BC-2: 200 °C € 7,5 MiN..couiiivniiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeen 134
Figura 41. Composigado quimica da fragao soluvel em agua em relagdo ao conteudo de
acidos alifaticos. As mesmas letras acima das barras para cada composto nao diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BC-5: 170 °C e 1
min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170 °C e 14 min; BC-1: 180 °C
e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200 °C € 7,5 MiN. ..ccvvuiiiiiiiieeiiie e 135
Figura 42. Composigcado quimica da fragao soluvel em agua em relagdo ao conteudo de
derivados furanicos. As mesmas letras acima das barras para cada composto ndo diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BC-5: 170 °C e 1
min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170 °C e 14 min; BC-1: 180 °C
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Figura 43. Recuperacao de (A) glucanas e (B) xilanas nos materiais pré-tratados e fragdes
soliveis em agua apoés as diferentes condigbes de pré-tratamento pelo sistema CO2/H.0
do bagaco da cana. Legenda, BC-5: 170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C
e 1 min; BC-7: 170 °C e 14 min; BC-1: 180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200
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Figura 44. Rendimento global de aclcares obtidos nas fragdes soluveis em agua do pré-
tratamento pelo sistema CO2/H>0 e apds 96 h de hidrélise enzimatica do bagaco de cana
pré-tratado. Condicdes de hidrolise enzimatica: 15% (m v-') de sdlidos totais e 23,1 FPU g
" de glucanas (Cellic CTec3) suplementada com Cellic Htec3. As mesmas letras acima das
barras nao diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda,
BC-5: 170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170 °C e 14
min; BC-1: 180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200 °C e 7,5 min................ 138



Figura 45. Grafico de contorno obtido para o rendimento global de agucares apds o pré-
tratamento pelo sistema CO./H-0 e hidrélise enzimatica do bagaco de cana................ 140
Figura 46. Rendimento de EqGIlc durante a hidrdlise enzimatica do bagago de cana pré-
tratado pelos sistemas com CO2/H20 e N2/H,O. Condi¢cdes de hidrdlise enzimatica: 15%
(m v") de solidos totais e 23,1 FPU g-' de glucanas (Cellic CTec3) suplementada com Cellic
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Figura 47. Rendimento de EqGlc durante a hidrolise enzimatica para o (A) p6 de filtro e (B)
piolho sujo pré-tratados com hidroxido de sodio sob as diferentes condi¢des descritas na
Tabela 3. Condigdes da hidrdlise enzimatica: 5% (m v-') de sélidos totais e 8,8 FPU g-' de
glucanas (Cellic CTec2). As mesmas letras acima das barras nao diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, PT/PF-1 e PT/PS-
1: 4% NaOH e 120 °C; PT/PF-2 e PT/PS-2: 2% NaOH e 120 °C; PT/PF-3 e PT/PS-3: 4%
NaOH e 100 °C; PT/PF-4 e PT/PS-4: 2% NaOH e 100 °C; PT/PF-5 e PT/PS-5: 3% NaOH

Figura 48. Recuperacao dos principais componentes para os materiais derivados do (A)
p6 de filtro e (B) piolho sujo pré-tratados com imidazol sob as diferentes condi¢oes
reacionais descritas na Tabela 3. Legenda, PT/PF-1 e PT/PS-1: 4% NaOH e 120 °C;
PT/PF-2 e PT/PS-2: 2% NaOH e 120 °C; PT/PF-3 e PT/PS-3: 4% NaOH e 100 °C; PT/PF-
4 e PT/PS-4: 2% NaOH e 100 °C; PT/PF-5 e PT/PS-5: 3% NaOH e 110 °C.................. 152
Figura 49. Rendimento global de agucares soluveis apos 96 h de hidrolise enzimatica do
(A) po6 de filtro e (B) piolho sujo pré-tratados com hidréxido de soédio. Condicdes de hidrolise:
5% (m v') de sdlidos totais e 8,8 FPU g de glucanas (Cellic CTec2). Legenda, PT/PF-1 e
PT/PS-1: 4% NaOH e 120 °C; PT/PF-2 e PT/PS-2: 2% NaOH e 120 °C; PT/PF-3 e PT/PS-
3: 4% NaOH e 100 °C; PT/PF-4 e PT/PS-4: 2% NaOH e 100 °C; PT/PF-5 e PT/PS-5: 3%
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Figura 50. Graficos de Pareto para o rendimento global de agucares obtido apds hidrélise
enzimatica do (A) p6 de filtro e (B) piolho sujo pré-tratados com hidréxido de sodio (120 °C
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Figura 51. Rendimento de (A) EqGlc e (B) xilose durante a hidrélise enzimatica do pé de
filtro pré-tratado com hidréxido de sodio (120 °C e 4% de NaOH), obtido sob as diferentes
condicoes de hidrolise descritas na Tabela 6. Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal.
Legenda, HE/PF-1: 25 FPU g de glucanas e 15% sélidos totais; HE/PF-2: 25 FPU g' de
glucanas e 5% solidos totais; HE/PF-3: 15 FPU g' de glucanas e 15% sdlidos totais;
HE/PF-4: 15 FPU g de glucanas e 5% soélidos totais; HE/PF-5: 20 FPU g de glucanas e
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Figura 52. Rendimento de (A) EqGIc e (B) xilose durante a hidrélise enzimatica do piolho

sujo pré-tratado com hidroxido de sddio (120 °C e 4% de NaOH), obtido sob as diferentes



condig¢des de hidrdlise descritas na Tabela 6. Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal.
Legenda, HE/PS-1: 25 FPU g-' de glucanas e 15% solidos totais; HE/PS-2: 25 FPU g de
glucanas e 5% soélidos totais; HE/PS-3: 15 FPU g de glucanas e 15% solidos totais;
HE/PS-4: 15 FPU g de glucanas e 5% sdlidos totais; HE/PS-5: 20 FPU g' de glucanas e
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Figura 53. Rendimento de EqGlc durante a hidrélise enzimatica do piolho sujo pré-tratado
com imidazol. Condigbes da hidrélise enzimatica: 5% (m v-') de solidos totais e 8,8 FPU g-
" de glucanas (Cellic CTec2). As mesmas letras acima das barras ndo diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, PT/PS-1: 120 °C
e 1h, PT/PS-2: 160 °C e 1 h, PT/PS-3: 120 °C e 3 h; PT/PS-4: 160 °C e 3 h; PT/PS-5: 140

Figura 54. Recuperacao dos principais componentes do piolho sujo pré-tratado com
imidazol sob as diferentes condi¢des reacionais descritas na Tabela 4. Legenda, PT/PS-1:
120 °C e 1 h, PT/PS-2: 160 °C e 1 h, PT/PS-3: 120 °C e 3 h; PT/PS-4: 160 °C e 3 h; PT/PS-
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Figura 55. Rendimento global de agucares solluveis apds 96 h de hidrélise enzimatica do
piolho sujo pré-tratado com imidazol. Condi¢des de hidrélise: 5% (m v-') de sdlidos totais e
8,8 FPU g glucanas (Cellic CTec2). Legenda, PT/PS-1: 120 °C e 1 h, PT/PS-2: 160 °C e
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1 INTRODUGAO

Atualmente, um dos maiores desafios da humanidade é o de desenvolver a
capacidade de gerar a energia necessaria para consumo de forma sustentavel. Os
combustiveis obtidos a partir de recursos renovaveis representam uma alternativa para
esse objetivo e tém despertado grande interesse nas ultimas décadas, principalmente
devido a necessidade de se mitigar a poluicdo atmosférica oriunda da queima de
combustiveis fosseis. O Brasil & considerado exemplo mundial na producéo e utilizagao de
biocombustiveis liquidos, com destaque para o etanol e o biodiesel. Cabe destacar que o
Governo Brasileiro langou em 2017 a nova Politica Nacional de Biocombustiveis,
materializada no programa RenovaBio, que busca impulsionar a expansdo dos
combustiveis renovaveis na matriz energética nacional de forma sustentavel, em resposta
ao Acordo do Clima de Paris. O RenovaBio estabelece metas nacionais de reducao de
emissbes para um periodo de 10 anos, o que exigira, dentre outros, a duplicagdo da
producao anual de biocombustiveis no pais (BRASIL, 2017).

O etanol é um dos mais importantes combustiveis renovaveis e sua utilizagcdo em
comparagao com a gasolina pode diminuir em até 80% as emissdes dos gases causadores
do efeito estufa (FAO, 2008). A produgao mundial de etanol esta baseada principalmente
na fermentacéao alcodlica da sacarose presente no caldo da cana (modelo brasileiro) ou em
hidrolisados enzimaticos do amido de milho (modelo norte-americano) (CANILHA et al.,
2010). Em ambos os casos, as tecnologias de producéao ja estdo totalmente dominadas,
mas 0S iNsumos necessarios aos processos séo de alto valor agregado e de importéancia
estratégica para a seguranga alimentar; por esses motivos, tais tecnologias sao
consideradas de primeira geragdo. O Brasil e os Estados Unidos da América séo os
maiores produtores mundiais, com 27,6 e 58,0 milhdes de litros produzidos no ano de 2016,
respectivamente (RFA, 2016).

Uma alternativa para aumentar a produgdo de etanol no Brasil € a ampliagdo da
fronteira agricola. No entanto, isto pode comprometer a biodiversidade local e a
disponibilidade de areas férteis para o plantio de outras culturas alimenticias. Além disso,
0 processo de producao de etanol brasileiro compete diretamente com a produgao de
agucar, que pode ser, inclusive, mais rentavel para a industria devido as oscilagdes do valor
de mercado desses produtos (CHANDEL et al., 2014). Na safra de 2016/2017 foram
cultivadas cerca de 657 milhdes de toneladas de cana, com uma estimativa de produgao
de 646 milhdes de toneladas para a safra 2017/2018. Apos o processamento da cana para
producao de agucar e etanol, sao obtidos como residuos cerca de 14% de bagaco e 14%
de palha em base seca, o que representou nessa ultima safra cerca de 90 milhdes de

toneladas de cada um desses materiais (CONAB, 2017), cuja destinagao principal tem sido
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a co-geracgao de energia através de sua queima e a adubagem e preparo da terra para um
novo plantio (adubagéo verde). Porém, essas técnicas consomem apenas uma parte do
que é gerado e, dessa maneira, milhdes de toneladas de biomassa permanecem
acumuladas nos entornos das sucroalcooleiras. Outros tipos de biomassas residuais
produzidas em grande escala no Brasil sdo derivadas de atividades da insdustria téxtil. Em
2017, 1 milhdo de hectares foram destinados para a produgao de algodao, o que gerou
cerca de 1,6 milhdes de toneladas de fibras de algodéo refinadas (USDA, 2017). Os
principais residuos gerados na cadeia produtiva do algodao surgem durante a colheita
(como os caules da planta) e em diferentes etapas do processo industrial de
beneficiamento das fibras, nos quais se destacam os residuos denominados piolho sujo e
po6 de filtro. No entanto, estudos para aplicacdo dos residuos do algodao em
biocombustiveis ou outros produtos de valor agregado sao ainda escassos (AGBLEVOR
etal., 2003; ISCl e DEMIRER, 2007; MCINTOSH et al., 2014; GRILC et al., 2015). Em vista
disso, a utilizacdo dos residuos do processamento da cana e do algodao, assim como
outros residuos de origem agricola ou agroflorestal, genericamente designados de
biomassa lignocelulésica, podem contribuir para aumentar a produgao de etanol e assim
atender ao setor de transportes e a industria alcoolquimica. A producgéo de etanol a partir
dessas matrizes € denominada etanol celuldsico ou de segunda geragao e esta baseada
na fermentacao dos carboidratos liberados pela hidrélise da celulose e das hemiceluloses
em um processo integrado que ainda apresenta algumas barreiras tecnoldgicas a
comercializagdo (JONKER et al., 2015; CAVALETT et al., 2017).

Efetivamente, o etanol é o mais estudado e importante composto que pode ser
produzido a partir da biomassa lignoceluldsica. Uma prova disso foi a inauguragéo de duas
industrias de etanol celuldsico no Brasil em 2014, a Granbio em Alagoas/AL e a Raizen em
Piracicaba/SP, ambas com producdo de etanol a partir do bagaco e palha da cana.
Entretanto, outros intermediarios quimicos também podem ser gerados a partir do mesmo
material em um conceito denominado de biorrefinaria. De acordo com o Laboratério
Nacional de Energia Renovavel — NREL (do inglés, National Renewable Energy
Laboratory), as biorrefinarias podem ser definidas como processos integrados que visam
a conversdao maxima da lignocelulose em um espectro de produtos passiveis de
comercializagdo, como combustiveis, energia e insumos para a industria quimica.
Independentemente do produto que se deseja obter, o entendimento dos fatores quimicos
e estruturais responsaveis pela recalcitrancia dos materiais lignocelulésicos é fundamental
para viabilizar a sua utilizagdo. A recalcitrancia da estrutura da parede celular vegetal é
caracterizada principalmente pela forte interagcdo entre as cadeias de celulose,
hemiceluloses e lignina, sendo que esses trés componentes somam mais de 90% da

massa seca total (CANILHA et al., 2010). Por esse motivo, uma etapa de pré-tratamento é
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essencial para amenizar a interagao entre os principais constituintes da biomassa ou
proporcionar o fracionamento desses, tornando-a mais suscetivel a reagdes posteriores,
como, por exemplo, a conversao enzimatica dos carboidratos em acucares solluveis
(RAMOS, 2003).

As estratégias de pré-tratamento podem ser classificadas de acordo com sua
atuacdo na matéria-prima lignoceluldsica, podendo ser de natureza fisica, quimica,
bioldgica ou de suas combinagdes (ALVIRA et al., 2010). Na maior parte dos casos, a etapa
de pre-tratamento visa reduzir o teor de hemiceluloses e/ou lignina, o que altera
simultaneamente a arquitetura da parede celular através do aumento da area superficial e
da acessibilidade de glucanas (SUN et al., 2016; AUXENFANS et al., 2017). No entanto,
dependendo das condigbes reacionais do pré-tratamento, pode ocorrer a degradacgao
parcial dos caboidratos (hexoses e pentoses) e lignina produzindo compostos furanicos e
fendlicos, respectivamente. Se o objetivo do processo € produzir etanol celulésico, esses
compostos atuam como inibidores das etapas subsequentes de hidrélise enzimatica e
fermentacdo (LARSSON et al., 2000; XIMENES et al., 2011). Portanto, faz-se necessario
selecionar condi¢cdes de pré-tratamento que sejam apropriadas a conversao efetiva da
biomassa lignocelulésica em agucares soluveis, sem que haja o acumulo excessivo de
compostos inibitérios nos hidrolisados obtidos (KIM et al., 2016). Cabe destacar que a
escolha de um tipo de pré-tratamento deve ser compativel com as propriedades quimicas
e fisicas do material lignocelulésico que se pretenda utilizar como matéria-prima
(CHANDRA et al., 2007; ZHANG, 2008).

Dentre os varios tipos de pré-tratamento relatados na literatura, a explos&o a vapor
vém sendo vastamente aplicada para varios tipos de biomassas e é considerada como um
dos processos mais eficientes e economicamente vidveis para separar os principais
constituintes da biomassa vegetal, aumentando assim a sua suscetibilidade a bioconversao
(MCINTOSH et al., 2016; GAUR et al., 2017; ZHANG et al., 2017). Recentemente, fluidos
supercriticos surgiram como propostas inovadoras ao fracionamento da biomassa, com
destaque para o didxido de carbono devido a menor energia requerida para alcangar o seu
estado critico (MORAIS et al., 2014; SERNA et al., 2016). Ambos os métodos relatados
caracterizam pré-tratamentos acidos, que tém como principio a solubilizagcdo de grande
parte das hemiceluloses presentes no material lignoceluldsico pela quebra de ligagdes do
complexo lignina-carboidrato. Outras abordagens promissoras e consideradas simples séo
os pré-tratamentos que utilizam reagentes alcalinos, como os hidréxidos de sdédio e calcio.
O principal efeito desses é a remocao da lignina, que aumenta a porosidade e a aréa
superficial de contato do material pré-tratado (KIM et al., 2016).

Na maioria dos casos, a etapa posterior ao pré-tratamento é a hidrdlise dos

carboidratos presentes nos materiais lignocelulésicos e esta é realizada frequentemente
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por um complexo multienzimatico comercial (LYND, 1996). Varias preparacoes
enzimaticas comerciais ja foram desenvolvidas para este fim, porém, o seu alto custo de
producdo ainda é umas das principais barreiras a comercializacio. Portanto, a redugao da
carga enzimatica utilizada na reagao de hidrdlise é um dos fatores mais importantes para
demonstrar a viabilidade econémica do processo. Além disso, outro fator de grande
impacto é a obtencgao de altas concentragdes de agucares, que sdo normalmente atingidas
pela condugao da reacdo na presenca de elevados teores de sélidos totais (YUN et al.,
2001). Por exemplo, na produgéao de etanol celuldsico, 0 emprego de altos teores de sélidos
totais na hidrdlise enzimatica (maiores que 10%) permite uma reducédo significativa nos
custos de produgéo devido a redugdo do numero dos reatores, tanques de estocagem e
energia requerida para trocas térmicas (aquecimento e resfriamento) durante a destilagao
(MOHAGHEGHI et al., 1992; JORGENSEN et al., 2007; ROCHE et al., 2009a; YANG et
al., 2011). Avaliagdes econdmicas sugeriram que um aumento na carga de substrato de 5
para 8% pode reduzir o custo total de produgdo em cerca de 20% (CHEN e QIU, 2010;
GUPTA e VERMA, 2015). No entanto, as suspensodes celuldsicas se tornam mais dificeis
de serem agitadas em teores de sélidos totais acima de 10-15% e a alta viscosidade gerada
prejudica os fendbmenos de transferéncia de massa e calor, principalmente nos estagios
iniciais de hidrélise (LYND, 1996). ZHANG et al. (2010) verificaram que a energia requerida
para a agitacao de palha de milho pré-tratada aumentou em uma ordem de magnitude
quando o teor de sélidos totais do meio foi aumentado de 15 para 30% (de 79,5 para 1009,2
MJ t' de suspensao celuldsica, respectivamente).

Diante do exposto, & possivel afirmar que os principais desafios para o
desenvolvimento da produgédo de etanol celuldsico estdo associados as etapas de pré-
tratamento e hidrélise enzimatica. Por esta razdo, o presente trabalho visa ampliar o
entendimento sobre fatores que afetam o desempenho de métodos de pré-tratamento de
mateérias-primas relevantes no cenario nacional, como o bagaco de cana e os residuos do

processamento do algodéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRUTURA E COMPOSICAO QUIMICA DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Os materiais lignoceluldsicos representam a fragado mais expressiva da biomassa
vegetal e sdo classificados em quatro grupos que incluem os residuos agroflorestais,
urbanos, da industria de papel e de culturas agroenergéticas. Esses materiais sao
constituidos principalmente por polissacarideos, como a celulose e as hemiceluloses,
compostos poliaromaticos como a lignina, componentes minoritarios de baixa massa molar
(extrativos), proteinas e compostos inorgéanicos (cinzas) (CANILHA et al., 2010).

A celulose é o componente mais abundante da parede celular vegetal e é formada
por unidades de B-D-glucose (B-D-glucopiranose) unidas entre si por ligagdes glicosidicas
do tipo (1—4). A unidade fundamental ou repetitiva da estrutura da celulose é o
dissacarideo celobiose (4-O-B-D-glucopiranosil-D-glucopiranose) que, devido a orientagao
equatorial da hidroxila anomérica e sua ligagdo com a posi¢ao 4 da unidade adjacente, faz
com que as cadeias assumam uma disposicao linear. Além disso, a orientacdo equatorial
dos grupos hidroxilicos remanescentes da D-glucopiranose possibilita a formagao de uma
rede de ligacbes de hidrogénio intra e intermoleculares que promovem a agregacao das
cadeias celulésicas em fibrilas elementares termodinamicamente estaveis e com alto grau
de cristalinidade (Figura 1). Esses agregados para-cristalinos conferem elevada resisténcia
a tensao, tornam a celulose insoluvel em um grande numero de solventes e explicam, pelo
menos em parte, a sua baixa suscetibilidade a hidrolise (DING e HIMMEL, 2006). No
entanto, algumas regides da estrutura da celulose podem apresentar menor organizagao
supramolecular ou maior carater amorfo que, por consequéncia, sdo0 mais acessiveis as
reacdes de hidrélise (LAUREANO-PEREZ et al., 2005). O tamanho da cadeia de celulose
€ normalmente dado em termos do seu grau de polimerizacao (GP), isto €, o numero de
residuos D-glucopiranosil (anidroglucose) presentes em uma unica cadeia, que pode variar
de 300 na celulose microcristalina a mais de 10000 em fibras naturais de ocorréncia natural
e celulose bacteriana (FENGEL e WEGENER, 1989).

Ao contrario da celulose, as hemiceluloses sdo heteropolissacarideos que podem
ser compostos por diferentes tipos de pentoses (D-xilose e L-arabinose), hexoses (D-
glucose, D-galactose, D-manose) €, em alguns casos, por grupos acetila e acidos urbénicos
(acidos glucurdnico e 4-O-metil-glucurénico). A estabilidade térmica e quimica das
hemiceluloses € menor quando comparada a celulose, possivelmente devido ao seu menor
grau de polimerizacdo e menor cristalinidade, ocasionados pela presenca de diversas
ramificacdes que se dispdoem ao longo da cadeia principal (RAMOS, 2003). Esses

polissacarideos estao presentes na parede celular da biomassa em conexao direta com a
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celulose via ligagdes de hidrogénio e com a lignina via ligagdes covalentes entre residuos

da cadeia lateral e acidos cindmicos, formando complexos lignina-carboidrato (CLC).

Celobiose

I /O o—, 0\555

;
,,,,, } \ Ligagdes de
o% hidrogénio
w? o

|

~ intermoleculares

Figura 1. Representacdo da rede de ligagdes de hidrogénio entre cadeias lineares da

celulose, evidenciando as varias unidades consecutivas de celobiose.

A composicao das hemiceluloses varia conforme a matriz lignoceluldsica, nas
madeiras de coniferas (madeiras moles, do inglés softwoods), os principais constituintes
sdo as galactoglucomananas e arabinoglucuronoxilanas, enquanto que, nas madeiras de
folnosas (madeiras duras, do inglés hardwoods), os principais sdo as 4-O-metil-
glucuronoxilanas e as glucomananas. As gramineas (como por exemplo, a cana-de-
acucar) apresentam 4-O-metil-glucuronoarabinoxilanas e xiloglucanas como principais
constituintes hemiceluldsicos (WILLFOR et al., 2005). Alguns exemplos de fragmentos de
cadeias hemicelulésicas estido representados na Figura 2.

Outros polissacarideos sdao encontrados na parede celular vegetal em menor
quantidade, tais como as pectinas. Esses materiais sdo normalmente formados a partir de
residuos de acido galacturénico unidos por ligagbes do tipo a-(1—2) e a-(1—4), originando
um polissacarideo complexo e de alta massa molecular que atua como agente cimentante
na parede celular e contribui assim para sua alta coesividade e resisténcia mecanica
(CAMPBELL et al., 1979). As pectinas apresentam alta solubilidade em agua e por isso
sdo facilmente extraidas com agua quente (HARRIS e STONE, 2008).

A biomassa também contém compostos organicos minoritarios de baixa massa
molar, denominados extraiveis, que podem ser facilmente removidos da estrutura
lignoceluldsica pela solubilizagdo em solventes organicos como o etanol (FENGEL e
WEGENER, 1989). As principais estruturas encontradas na maioria dos materiais
lignoceluldsicos sao terpenos, lignanas, estilbenos, hidrocarbonetos, flavonoides, ceras,

alcoois e acidos graxos e compostos fendlicos (FENGEL e WEGENER, 1989).
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C OH

Figura 2. Fragmentos estruturais de alguns tipos de hemiceluloses: (A) 4-O-metil-
glucuronoxilana, (B) xiloglucana e (C) 4-O-metil-glucuronoarabinoxilana (adaptado de
EBRINGEROVA et al., 2005 e SILVEIRA et al., 2014).

A lignina constitui a fragdo nao-polissacaridica mais abundante da lignocelulose e
é formada pela polimerizacao radicalar de trés precursores monomeéricos, os alcoois p-
cumarilico, coniferilico e sinapilico. Esses compostos sdo comumente chamados de alcoois
cindmicos e suas estruturas quimicas sao representadas na Figura 3 (LIN e DENCE, 1992).
Assim como nas hemiceluloses, a composicao da lignina é caracteristica da espécie e pode
ser influenciada pelo ambiente em que a planta se desenvolve. No caso de madeiras moles,
a lignina é basicamente derivada do alcool coniferilico, enquanto que para madeiras duras,
sua composi¢do € majoritariamente formada pelos alcoois coniferilico e sinapilico. Nas
gramineas, além desses dois alcoois cinamicos, existem, ainda que em menor quantidade,

unidades aromaticas nao metoxiladas derivadas do alcool p-cumarilico (RAMOS, 2003).
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Figura 3. Estruturas quimicas dos alcoois (A) p-cumarilico, (B) coniferilico e (C) sinapilico.

No contexto das biorrefinarias, a lignina pode ser considerada a fonte natural de
maior importancia e de menor custo para a produgdo de compostos aromaticos para a
industria, como benzeno, tolueno, xileno, fenol e derivados de acidos cindmicos como a
vanilina (HOLLADAY et al., 2007; LAURICHESSE e AVEROUS, 2014). No entanto, a
heterogeneidade da sua estrutura oferece desafios ao desenvolvimento de processos
economicamente viaveis para o seu aproveitamento.

A biossintese da lignina consiste da desidrogenagéo enzimatica dos alcoois
precursores, gerando radicais passiveis de deslocalizagdo eletronica. Estes hibridos de
ressonéancia acoplam-se entre si levando a formacao de um polimero tridimensional cujas
unidades monoméricas nao se repetem de forma regular e que contém uma grande
variedade de liga¢des quimicas (LAURICHESSE e AVEROUS, 2014). O tipo de ligagao
mais abundante entre os alcoois precursores na lignina é a 3-O-4, que envolve a ligagéo
éter entre as cadeias alifaticas e os anéis aromaticos. Outros tipos de ligagbes
representativas sdo as que envolvem cadeias alifaticas C3 (3-f’), cadeias alifaticas e anéis
aromaticos (3-5’) e carbonos aromaticos (5-5’), além de liga¢des 4-O-5’ e dibenzodioxocina
(DBDO). Diante dessas diferentes formas de acoplamento, a lignina é considerada uma
material heterogéneo e de natureza amorfa, cuja estrutura pode ser representada por
modelos como o mostrado na Figura 4 (BRUNOW e LUNDQUIST, 2010).

Componentes de baixa massa molecular denominados extraiveis também sao
encontrados em quantidades variaveis no tecido vegetal. Esses compostos estdo
envolvidos em varias atividades metabdlicas da planta, como defesa contra organismos
invasores e na sintese de macromoléculas de fungéo estrutural e de reserva. Em geral, os
extraiveis podem conter terpenos, lignanas, estilbenos, flavonoides, acidos fendlicos,
gorduras, ceras, acidos graxos, alcoois, esteroides e hidrocarbonetos, que podem ser
parcialmente removidos em solventes organicos ou em agua (por contato ou por arraste
de vapor). Os extraiveis sao os responsaveis por determinadas caracteristicas da planta,
como cor, cheiro e sabor (D’ALMEIDA, 1988). Embora sejam minoritarios na composig¢ao

quimica da biomassa, a diversidade dessa fracdo pode ser importante em biorrefinarias
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por derivar do processamento de grandes quantidades de materiais lignocelulésicos,
mesmo porque suas propriedades estdo normalmente associadas a aplicacoes
importantes e de alto valor agregado nas areas médica, cosmética e farmacéutica. Além
desses componentes, o tecido vegetal ainda contém compostos nao extraiveis em
solventes organicos e agua, como cinzas (compostos inorganicos) e proteinas (KLOCK et
al., 2005).

OH

Figura 4. Modelo de representacéo estrutural da lignina evidenciando alguns dos principais

tipos de conectividades formadas entre as unidades (adaptado de CRESTINI et al. 2011).

2.2 PRE-TRATAMENTO DOS MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A forte interacdo entre os componentes poliméricos da lignocelulose torna o
material altamente recalcitrante e isto representa uma das principais barreiras para a
utilizacdo da biomassa dentro do conceito de biorrefinaria. Portanto, um método de pré-
tratamento é necessario para amenizar a interagao entre os seus principais constituintes
estruturais, tornando-os suscetiveis a conversdo em biocombustiveis, materiais e insumos
para a industria quimica (RAMOS, 2003; BALAT, 2011).

Diversos métodos de pré-tratamento tém sido propostos para a fracionamento de
materiais lignoceluldsicos. Essas técnicas sdo baseadas em processos fisicos, quimicos,
biolégicos ou em suas combinagdes (ALVIRA et al., 2010). Algumas estratégias relatadas
na literatura incluem a hidrélise acida (GAMEZ et al., 2006; HSU et al., 2010), reagentes
alcalinos (ZHENG et al., 2009; BALI et al., 2015), explosao a vapor (RAMOS, 2003;
AUXENFANS et al., 2017; ZHANG et al., 2017), moagem (HIDENO et al., 2009),
organosolv (SAAD et al., 2008; MESA et al., 2010), fungos (CAMASSOLA e DILLON, 2009;
YU et al., 2009), liquidos iénicos (NGUYEN et al., 2010; DA COSTA LOPES et al., 2017) e
CO; supercritico (KIM e HONG, 2001; RELVAS et al., 2015; TOSCAN et al., 2017a).



34

Idealmente, o pré-tratamento deve proporcionar uma alta recuperacdo de todos os
componentes da biomassa, aumentar a conversdo dos polissacarideos em acgucares
soluveis durante a etapa de hidrdlise enzimatica e evitar o acumulo de inibidores de
fermentacao, além de ser realizado em alta concentragao de sdlidos totais e apresentar um
baixo custo energético e operacional (BALAT et al., 2008). Cabe destacar que a escolha
de um processo de pré-tratamento deve ser adequada a matéria-prima em questdo, em
fungdo de sua composic¢ao, apresentacao e propriedades quimicas (CHANDRA et al.,
2007).

Pré-tratamentos fisicos como moagem ou trituragdo tém como finalidade aumentar
a area superficial e a acessibilidade da celulose a etapa de hidrélise pela diminuigao do
tamanho das particulas (DA SILVA et al., 2010). Esses processos ndo envolvem reagdes
de desidratagcédo de carboidratos a compostos furanicos, mas a grande desvantagem é o
elevado consumo de energia. Por outro lado, os pré-tratamentos biolégicos tém como
principio a utilizagdo de micro-organismos, majoritariamente fungos, capazes de degradar
lignina e/ou hemiceluloses para melhorar a acessibilidade da celulose (ALVIRA et al.,
2010). A utilizagao de fungos pode ser considerada de baixo custo se comparada a outros
tipos de pré-tratamento (SUN e CHENG, 2002), porém, é um processo lento que dificulta
sua aplicagdo em escala industrial, podendo ser considerado efetivo apenas quando
realizado em conjunto com outros métodos fisicos e/ou quimicos (BALAT, 2011).

Os pré-tratamentos quimicos podem remover as hemiceluloses e a lignina do
material, de modo a tornar a celulose mais disponivel para a reagdo subsequente de
hidrolise. O emprego de métodos quimicos de carater basico apresenta vantagens em
comparagao aos de natureza acida, principalmente devido a sua seletividade na remogao
da lignina, o que permite a recuperacéo da celulose e das hemiceluloses em altos niveis,
além da possibilidade de ser realizado sob temperaturas reacionais menores
(CARVALHEIRO et al., 2008; KUMAR et al., 2009). Os principais reagentes para esse tipo
de pré-tratamento sdo os hidréxidos de sédio, de potassio, de calcio e de amoénio. Entre
eles, o hidréxido de sédio tém recebido grande atengdo devido ao seu grande poder de
deslignificacdo e de diminuicdo da cristalinidade do material celuldsico, causando
aumentos expressivos na sua porosidade e area superficial de contato (KLOCK et al., 2005;
BALAT et al., 2008). JANU et al. (2011) observaram uma redugéo de 82% no teor de lignina
do bagacgo de cana ap06s o pré-tratamento com solucao diluida de hidroxido de sédio (3%,
m v-') por 60 min a 121 °C. Através de analises por microscopia eletronica de varredura e
difracdo de raios-X, os mesmos autores verificaram que o material pré-tratado mostrou um
aumento na porosidade e area superficial em comparacdo com o bagaco nativo. Além
disso, cerca de 94% de celulose e hemiceluloses foram convertidos em acgucares sollveis

por hidrélise enzimatica em condic¢des otimizadas (13,5% de solidos totais, 52 FPU g' de
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substrato e 0,18% do surfactante Tween 80 por 60 h de reagcédo). BALI et al. (2015)
demonstraram o efeito de diferentes pré-tratamentos alcalinos (hidroxido de sddio,
hidroxido de calcio e solugdo de ambdnia) sobre as caracteristicas estruturais e
acessibilidade a hidrélise enzimatica de cavacos de alamo. O pré-tratamento com hidréxido
de sddio (2%, m v') a 125 °C se mostrou o mais eficiente entre os métodos empregados,
sendo que 2 min de reagao resultou em 8% de diminuigdo no grau de polimerizacao (GP)
da celulose, enquanto que para o tempo de residéncia de 10 e 60 min, tais redugdes foram
de 61 e 76%, respectivamente. O indice de cristalinidade (ICr), determinado por
ressonancia magnética nuclear de *C em estado solido, diminuiu em relagdo a celulose
presente no material nativo em todos os casos. Tais diminuicbes foram de 5-7% para o
hidréxido de sédio, 7-9% para hidroxido de calcio e 5-9% para solugao de amdnia, o que
pode ter sido fruto dos diferentes graus de deslignificagao atingidos em cada condigéo. As
amostras pré-tratadas também foram avaliadas quanto a hidrdlise enzimatica empregando
1% de solidos totais e 20 FPU g' de substrato seco por 72 h de reagdo. O pré-tratamento
com hidréxido de soédio resultou nos melhores rendimentos, com um aumento de 3 a 4
vezes na rendimento de glucose em comparagao ao material nativo.

Recentemente, os pré-tratamentos com liquidos ibnicos (LIs) tém recebido
crescente interesse como solventes promissores para a descontru¢édo da biomassa em
seus principais contituintes (ZAKRZEWSKA et al., 2010; DA COSTA LOPES et al., 2013;
CARVALHO et al., 2015). Os Lls sao sais organicos liquidos em temperaturas inferiores a
100 °C e apresentam propriedades diferentes dos solventes organicos comuns, como alta
estabilidade quimica e térmica, baixa inflamabilidade e pressao de vapor insignificante.
Como resultado dessas propriedade, os Lls ndo formam gases téxicos e co-produtos
indesejaveis (ZHU et al., 2006). A estrutura quimica dos Lls sdo formadas por um cation
organico e um anion organico ou inorganico. Os tipos mais comuns de LIs contém cations
derivados de alquilimidazéis, alquilpiridinios e tetra-alquilaménios contendo anions como
acetato, hexafluorofosfato, tetrafluoroborato, metanossulfonatos e haletos (TADESSE e
LUQUE, 2011). Apesar de varios estudos demonstrarem a eficiéncia dos Lls no
fracionamento da biomassa, os custos associados com a sintese e purificagdo tornam
improvavel a sua utilizagcdo em biorrefinarias. Portanto, outros solventes tém sido
investigados para serem aplicados em escala industrial com custos competitivos. Um
solvente alternativo que atende a essas premissas € o imizadol. Esse reagente é
largamente utilizado na sintese de Lls baseados no cation imidazélio e também na
dissolugao do amido (JORDAN et al., 2014). O imidazol é caracterizado pelo seu carater
alcalino, baixa toxicidade, alto ponto de ebulicdo, pressao de vapor negligenciavel, facil
manuseio e reciclabilidade. Recentemente, MORAIS et al. (2016) relataram, pela primeira

vez, a utilizagdo de imidazol como solvente para o fracionamento de palha de trigo, obtendo
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cerca de 92% de remocao da lignina na condigdo de 170 °C por 2 h em uma razéo
biomassa/imidazol de 1:9. A eficiéncia do pré-tratamento foi avaliada por hidrélse
enzimatica, que resultou em 99,3% de conversdo das glucanas em glucose apés 72 h.
TOSCAN et al. (2017b) utilizaram a mesma técnica para o pré-tratamento do capim-
elefante e alcangaram extragdes de 82% da lignina presente no material nativo na condicao
otimizada (135,6 °C por 308,4 min), que foi obtida por meio de um planejamento fatorial.
Esse material pré-tratado, quando submetido a hidrélise enzimatica, resultou em 80,5% de
rendimento de glucose apds 72 h de reagao.

Além dos métodos quimicos de carater basico, a hidrdlise acida se destaca como
um dos métodos mais estudados no processamento de varios materiais lignoceluldsicos
(CARA et al., 2008; HSU et al., 2010). Nesse tipo de pré-tratamento, acidos concentrados
ou diluidos sdo empregados para hidrolisar grande parte das hemiceluloses e aumentar a
acessibilidade da celulose. O processamento com acidos concentrados acarreta em alto
custo operacional devido a necessidade de uma etapa adicional de neutralizacdo dos
efluentes, bem como a corrosao dos equipamentos (WYMAN, 1996). Portanto, a utilizagao
de acidos diluidos torna-se a melhor escolha para essa linha de trabalho. Diferentes acidos
podem ser aplicados em solugdo diluida para esse fim, como os acidos cloridrico
(ELSHAFEI et al., 1991) e fosforico (GEDDES et al., 2010), porém, o acido sulfdrico é o
sistema mais estudado. SAHA et al. (2005) relataram 74% de rendimento de agucares
soluveis em relag&o ao conteudo total de carboidratos presentes na palha de trigo apos um
pré-tratamento com acido sulfurico diluido (0,75%, v v-')a 121°C por 1 h. CARA et al. (2008)
observaram 76,5% de rendimento na hidrélise enzimatica com a biomassa de oliveira pré-
tratada com acido sulfurico a 210 °C por 10 min.

Embora o pré-tratamento com acido diluido seja eficiente para hidrolisar grande
parte das hemiceluloses, seu custo € normalmente mais elevado que outros processos
como a explosao a vapor (JACQUET et al., 2015). FAN et al. (2014) compararam trés
diferentes abordagens de pré-tratamento acido da espiga de milho, como a explosao a
vapor catalisada por acido sulfurico, a explosdo a vapor com o material impregnado com
agua (auto-hidrélise) e o pré-tratamento com acido sulfurico diluido (2%, m v-') sem a etapa
de explosao. Esses autores obtiveram maior rendimento de glucose (85,3%) para o
material pré-tratado por explosao a vapor catalisado pelo acido sulfurico, que foi cerca de
1,2 vezes mais eficiente que o pré-tratamento de explosdo a vapor na condi¢gao de auto-
hidrolise e cerca de 1,6 vezes melhor que o método com acido sulfurico diluido.

A explosao a vapor € um dos métodos de pré-tratamento mais empregados para o
fracionamento dos componentes macromoleculares da biomassa (CHEN et al., 2013).
Nesse tipo de pré-tratamento, a biomassa € tratada com vapor saturado em um reator

fechado por um determinado tempo e, em seguida, o sistema é subitamente expandido a
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pressdo atmosférica (explosdo). No momento da descompressdo, as ligagdes que
asseguram a coesao da biomassa sao fragilizadas e em parte quebradas, aumentando a
area superficial de contato e diminuindo a resisténcia da parede celular a hidrélise
enzimatica. Com o intuito de diminuir a temperatura e o tempo de residéncia da biomassa
no reator, catalisadores auxiliares podem ser adicionados ao meio, como os acidos
sulfurico ou fosférico diluidos, por exemplo (CHEN et al., 2011; PITARELO et al., 2016).

Quando o pré-tratamento de explosao a vapor é realizado sem a adigdo de um
catalisador exdgeno, o processo é denominado de auto-hidrélise porque o acido acético,
liberado por hidrélise dos grupos acetilas das hemiceluloses, catalisa a quebra das ligagoes
do complexo lignina-carboidrato, provocando a solubilizagdo de grande parte das
hemiceluloses que passam a ser facilmente removidas por extracdo aquosa. Cabe
destacar que esse pré-tratamento promove a hidrélise de todos os componentes da
biomassa, mas as hemiceluloses sdo as mais susceptiveis a este tipo de reagdo (ROCHA
et al., 2012). Inumeros produtos sao identificados na fracdo soluvel em agua apds o pré-
tratamento por exploséo a vapor, que incluem oligbmeros de alta e baixa massa molar (xilo-
e celo-oligbmeros), monossacarideos (arabinose, xilose e glucose) e produtos de
degradacao de carboidratos (furfural, 5-(hidroximetil)-furfural (HMF) e os acidos formico e
levulinico) e da lignina (acidos fendlicos e subestruturas de baixa massa molar).
Naturalmente, a liberacdo de outros acidos orgénicos no meio de reagdo acelera o
processo de hidrélise a ponto de poder superar o efeito do acido acético sob condigcbes
mais drasticas de pré-tratamento.

Varios estudos vém sendo realizados para otimizar o pré-tratamento por explosao
a vapor por ajustes na temperatura, no tempo de residéncia do material no reator, no teor
de umidade da biomassa e nas propriedades e concentragao do catalisador empregado. O
aumento de cada um desses parametros acarreta no aumento da severidade do pre-
tratamento e favorece as reacdes de hidrélise da celulose e das hemiceluloses. Além disso,
pentoses e hexoses liberadas no meio reacional podem ser desidratadas a furfural e HMF,
respectivamente (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). Cabe destacar que quando o pré-
tratamento é muito drastico, os acucares liberados s&do parcialmente degradados a
inibidores enzimaticos e de fermentagao, enquanto que, quando for muito brando, resultara
em materiais de baixa acessibilidade a hidrélise enzimatica (CARDONA et al., 2010).
Portanto, as condi¢des especificas de explosao a vapor devem ser definidas para cada tipo
de biomassa, uma vez que diferentes materiais podem apresentar diferentes niveis de
recalcitrancia e composigcao quimica (RAMOS, 2003). Por exemplo, WOOD et al. (2016)
observaram que a condigado de 210 °C por 10 min resultou nos melhores rendimentos de
acgucares para a palha de arroz, enquanto que OLIVEIRA et al. (2013) obtiveram o maior

rendimento de explosao a vapor para a palha de cana na condigao de 200 °C por 15 min.



38

Além dos métodos de pré-tratamento relatados, também cabe destacar a utilizacao
de fluidos supercriticos para o fracionamento da biomassa (MORAIS et al., 2015). Um fluido
supercritico € uma substancia que esta acima das suas condigbes criticas (temperatura e
presséao), exibindo, portanto, as propriedades dos liquidos (como densidade) e dos gases
(como compressibilidade) simultaneamente (SERNA et al., 2016). Exemplos de fluidos que
sdo aplicados no estado supercritico para promover o pré-tratamento de materiais
lignoceluldsicos incluem agua, aménia e dioxido de carbono (ZHENG et al., 1998; GIRIO
et al., 2010; KING et al., 2012). No entanto, a tecnologia que utiliza diéxido de carbono
supercritico (scCOy) apresenta inumeras vantagens devido a suas menores temperatura e
presséo criticas (31,0 °C e 73,8 bar) quando comparada com agua (374,2 °C e 221,2 bar)
e amdnia (132,3 °C e 112,8 bar). Assim, a energia requerida para alcangar o estado critico
no caso do CO, é muito menor (GAO et al., 2010; GU et al., 2013).

O uso do scCO; para o pré-tratamento da biomassa apresenta alguns aspectos
atrativos como baixa toxicidade, inflamabilidade e custo. Além disso, o material pré-tratado
nao apresenta residuos do solvente, uma vez que o CO; & gasoso em condi¢oes
atmosféricas e pode ser facilmente recuperado e completamente removido do material na
etapa de despressurizagao do sistema (ZHENG et al., 1998; KIM e HONG, 2001; GAO et
al., 2010; SANTOS et al., 2011; MORAIS et al., 2014). As vantagens do uso do scCO>
ainda incluem baixa viscosidade (3 a 7 x 105 N s m?) e nenhuma tensao superficial, o que
fornece alta difusidade, de modo que o CO, pode penetrar e difundir rapidamente na
estrutura da parede celular de materiais lignoceluldsicos (ZHENG et al., 1998). Em contato
com a agua, o CO- produz acido carbbnico in situ, no entanto, esse acido se dissocia
rapidamente para formar os ions bicarbonato (HCOj3") e carbonato (CO3%), de acordo com

as seguintes equacgdes de formagao (Equacdes 1 e 2) (SCHACHT et al., 2008).

— - +
COQ + 2H20 ~ HCO3 + H3O Equagéo1

HCO3 + H,0 === COz* + H30" Equagéo 2

Quando comparado ao &cido sulfurico, que € comumente utilizado em processos
de pré-tratamento, o acido carbdnico n&o apresenta a mesma capacidade hidrolitica, mas,
mesmo assim, exibe efeito catalitico na hidrolise das hemiceluloses, resultando em
substratos de melhor desempenho na etapa de hidrélise enzimatica (GAO et al., 2010;
NARAYANASWAMY et al., 2011). O CO, também apresenta um efeito fisico durante o pré-
tratamento devido a sua alta difusividade em condi¢des supercriticas, que promove um
inchamento do material (do inglés swelling) com efeitos sobre a sua volumetria de poros e
area superficial de contato (STAMENIC et al., 2010; YIN et al., 2014). Ademais, ao final da
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reacao com scCO,, o CO, também pode atuar como um agente destoxificante, ajudando a
remover produtos de degradagdo mais volateis (como por exemplo os compostos
furdnicos) durante a etapa de despressurizagdo do sistema (PERSSON et al., 2002;
MAGALHAES DA SILVA et al., 2014).

Os principais parametros que influenciam o pré-tratamento com scCO, sao o teor
de agua, a temperatura, a pressao e o tempo de reacao (SERNA et al., 2016). A presenca
de agua na reagao nao impede que o CO; atinja o estado critico (LIU et al., 2014) e é
essencial para a formacgao do acido carbonico in situ, que ira promover a hidrélise parcial
das hemiceluloses (GAO et al.,, 2010; YIN et al., 2014). Assim como para processos
hidrotérmicos, baixas temperaturas durante o pré-tratamento resultam em poucos
beneficios na hidrélise enzimatica. NARAYANASWAMY et al. (2011) utilizaram
temperaturas de 80, 120 e 150 °C para o pré-tratamento de palha de milho e observaram
efeitos benéficos sobre a hidrélise enzimatica somente em temperaturas superiores, o que
€ provavelmente devido a menor difusividade do CO, em temperaturas mais baixas (80
°C). MORAIS et al. (2014) mostraram claramente que temperaturas mais altas foram mais
eficientes para o pré-tratamento com scCO; da palha de trigo. Por exemplo, o aumento da
temperatura do pré-tratamento de 130 °C para 215 °C resultou em mais de 50% de
aumento no rendimento de glucose por hidrélise enzimatica (de 39,9 para 63,9%). Assim,
pressdes mais altas resultam em uma penetragdo mais rapida e profunda do CO; na
estrutura da biomassa. ALINIA et al. (2010), NARAYANASWAMY et al. (2011) e MORAIS
et al. (2014) obtiveram aumentos expressivos nos rendimentos de glucose pelo aumento
da pressao de CO2 no meio reacional.

O CO; pode também ser aplicado como agente de impregnacdo do material
anteriormente ao processo de explosdo a vapor. Alguns estudos demonstraram que a
unido dos dois procedimentos pode resultar em melhorias na etapa de hidrélise enzimatica
do material pré-tratado. MOHARRERI et al. (2017) verificaram que a contribui¢cdo da rapida
descompressao (explosao) no pré-tratamento com CO- do bagacgo de guayule foi de 15%
de aumento no total de agucares liberados por hidrolise enzimatica, quando comparado ao
pré-tramento realizado sem o alivio rapido da pressao. Além disso, FERREIRA-LEITAO et
al. (2010) observaram que a adicao de CO; no pré-tratamento de explosdo a vapor do
bagaco de cana gerou aumentos nos rendimentos de agucares soluveis apds a hidrolise
enzimatica do material pré-tratado. Por exemplo, a condigdo de 190 °C por 5 min sem a
adicao do CO; apresentou rendimentos de 44% de glucose e 48% de xilose, enquanto que
a mesma condicao reacional com a adigdo do CO; aumentou esses rendimentos para 50

e 69%, respectivamente.
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2.2.1 Fator de severidade

Existe uma quantidade expressiva de trabalhos envolvendo o pré-tratamento por
explosdo a vapor de materiais lignocelulésicos, o que muitas vezes torna dificil a
comparacao entre eles. De modo a combinar e normalizar os pardmetros desse método de
pré-tratamento e assim facilitar as comparagées, OVEREND et al. (1987) desenvolveram
uma equagao empirica que também também pode ser aplicada a outros tipos de pré-
tratamentos hidrotérmicos, como os que utilizam somente vapor ou agua liquida em
temperaturas elevadas (do ingles, liquid hot water - LHW). O calculo da ordenada da
reacdo, R, (do inglés, reaction ordinate), engloba o tempo e a temperatura que sao
utilizados no processo, bem como o tempo necessario para se atingir a temperatura

proposta, conforme mostra a Equacéo 3.

T - T

R, = fote14,75 dt Equagéo 3

em que t é o tempo de residéncia (min), T, € a temperatura da reacédo (°C), Tr é a
temperatura de referéncia (comumente 100°C, pois assume-se que em reagdes
hidrotérmicas a hidrolise ocorra apenas acima dessa temperatura) e 14,75 é a energia de
ativagao convencional considerando que o processo hidrolitico € de primeira ordem. O
logaritmo da ordenada da reacao (log R,) é definido como o fator de severidade do pré-
tratamento. Cabe destacar que quando o volume reacional do reator € pequeno e a
temperatura proposta é atingida rapidamente, o calculo da ordenada de reagéo pode ser

reduzido para:

T - T
Ry =t x e1475 Equacéao 4

A equacéo para o calculo do fator de severidade somente é valida para os pré-
tratamentos realizados por auto-hidrélise, uma vez que apenas leva em consideragao o
tempo e temperatura da reacdo. Portanto, essa equacéo nao inclui a contribuigdo dos
acidos adicionados ao meio ou formados a partir da composi¢édo quimica e degradacgao da
biomassa (acidos acético, formico e levulinico, por exemplo). Assim, quanto maior for a
acidez do meio reacional, maior sera a extensao das reacdes de hidrélise e desidratacao
dos carboidratos e de modificagdo quimica da lignina. Para resolver esta limitagcdo, CHUM
et al. (1990) propuseram o calculo do fator de severidade combinada (FSC), cuja definicdo
se encontra na Equacao 5. Geralmente, o valor de pH é determinado na fragao soluvel em

agua que deriva do processo de pré-tratamento.
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FSC=logR, — pH Equacao 5

Dessa forma, torna-se possivel comparar pré-tratamentos realizados na auséncia e
na presenga de diferentes catalisadores exdgenos, assim como levar em consideragao a
contribuicdo dos acidos formados durante a reacdo. Em principio, essa equacao também
pode ser aplicada ao pré-tratamento com CO2/H20, uma vez que as principais variaveis do
sistema sdo a temperatura, o tempo reacional e a pressdo de CO- (que esta relacionada a
formagéo do acido carbénico in situ). No entanto, nesse caso, o pH medido ao final da
reacado nao representa totalmente a concentragao de ions H* presentes durante a reacéo,
pois, quando o sistema é despressurizado, o equilibrio de formacdo do acido carbdnico
retorna para o CO, gasoso. Além disso, a determinacdo do pH durante a reagédo €
tecnicamente impossivel devido ao emprego de temperatura e pressdo muito altas. Para
superar essa limitacdo, VAN WALSUM (2001) propuseram uma equacao empirica para
estimar o valor do pH no sistema binario CO,/H,0, considerando o efeito da temperatura,
presséao parcial do CO,, assim como a solubilidade do CO; e do acido carbbénico em agua

(Equacao 6).
pH = (8,00 x 10®) x T + 0,00209 x T — 0,216 x In(pCO,) + 3,92  Equagdo 6

onde T é a temperatura em °C e pCO; é a pressao parcial do CO, em atmosferas (atm).
Para a estimativa da pCO; se faz necessario conhecer a densidade do CO; na temperatura
e pressao inicial de cada experimento, bem como a solubidade do CO; em agua na
temperatura proposta para o pré-tratamento (DUAN e SUN, 2003; DUAN et al., 2006).
Portanto, baseado no valor do pH tedrico € possivel substituir o valor de pH da Equacao 5
e assim obter o fator de severidade da reagao com o sistema CO2/H20, que passa a ser
denominado de FSCco,.

A equacdo para determinagcdo do FSC foi desenvolvida para sistemas acidos,
entretanto, alguns estudos adaptaram essa equacgao para sistemas alcalinos, como no
caso do pré-tratamento do caule do algoddo com hidroxido de sédio (SILVERSTEIN et al.

(2007). O FSC proposto por esses autores é apresentado na Equacao 7.

T - T¢
R,=txC" x g7 Equagao 7

em que o novo termo adicionado (C) é referente a concentragcao do hidréxido de sédio (%
em massa) e n € uma constante arbitraria, definida como igual a 3,90. A aplicabilidade da
dessa equagao para explicar os efeitos obtidos de deslignificagédo foi entdo verificada e o

grafico de valores preditos versus valores experimentais resultou em R? de apenas 0,72, o
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que foi relacionado a heterogeneidade do material utilizado ou a incapacidade do FSC
adaptado em explicar o fendmeno devido a auséncia de outras variaveis que possam
interferir no processo de deslignificacdo, como a carga de sélidos totais empregada no
processo. GARCIA-TORREIRO et al. (2016) utilizaram essa adaptacdo do FSC para
correlacionar o pré-tratamento com hidréxido de sédio da palha de trigo com a respectiva
liberagdo de agucares fermentesciveis apds a hidrélise enzimatica. Para o FSC entre 2 e
6, o total de agucares liberados no meio reacional (considerando pré-tratamento e hidrélise
enzimatica) aumentou linearmente (R? = 0,96), enquanto que esse se manteve constante
para valores menores de 2 sofreu uma ligeira diminuicdo para valores acima de 6

(condi¢cdes mais severas).

2.3 HIDROLISE ENZIMATICA DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A etapa de hidrélise enzimatica da celulose e das hemiceluloses visa a obtengéo
de acgucares passiveis de fermentagcdo. Especificamente para a celulose, a hidrélise
enzimatica €& atribuida principalmente a acdo de trés classes de hidrolases:
endoglucanases, exoglucanases e B-glucosidases (WILSON, 2011). Como pode ser
observado na Figura 5, as endoglucanases (EG, EC 3.2.1.4) iniciam a hidrélise da celulose
através da clivagem das ligagbes glicosidicas, principalmente nas regides menos
cristalinas da celulose, diminuindo o comprimento das cadeias e gerando novos terminais
redutores e nao redutores no meio. Assim, essas enzimas s&o responsaveis pela redugao
do grau de polimerizacao da celulose. O modo de agédo das endoglucanases € atribuido ao
seu sitio catalitico, cuja forma em fenda permite a agao enzimatica em qualquer ponto ao
longo da cadeia (TEERI, 1997). As exoglucanases, majoritariamente representadas pelas
celobioidrolases (CBH, EC 3.2.1.91 e EC 3.2.1.176), apresentam um sitio catalitico na
forma de tunel e agem de maneira processiva a partir das extremidades redutoras (por
meio da CBH do tipo I) e nao redutoras (por meio da CBH do tipo Il) da cadeia, liberando
principalmente celobiose. Para apresentarem atividade catalitica, as exoglucanases
necessitam que a cadeia de celulose penetre no tunel catalitico, o que forca o seu
descolamento da superficie e promove a solubilizagdo gradual do substrato, com efeito
relativamente pequeno sobre o grau de polimerizagdo devido a agdo processiva dessas
exoglucanases (ZHANG et al., 2006). Por sua vez, as B-glucosidases (BG, EC 3.2.1.21)
atuam sobre celobiose e outros oligbmeros de baixa massa molar, hidrolisando-os a
glucose (ERIKSSON et al., 2002). O sinergismo das hidrolases faz com que a velocidade
de formagao de produtos soluveis aumente significativamente, quando comparado a
velocidade de agao isolada das enzimas. Enquanto que as endoglucanases aumentam a
disponibilidade de pontos de agao para as exoglucanases dos tipos | e I, as B-glucosidases

diminuem a inibicdo das exoglucanases pelo consumo da celobiose liberada no meio
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reacional (LASER et al., 2002). No entanto, o acumulo de glucose como principal produto
de reagdo inibe gradualmente as B-glucosidases, promovendo o acumulo de celobiose e
motivando os efeitos inibitdrios secundarios mencionados acima.

Durante a hidrélise enzimatica ocorrem basicamente os seguintes fendmenos:
adsorcao das celulases aos sitios disponiveis no substrato, formagao de um complexo ativo
enzima-substrato, hidrélise de uma ou mais ligagdes glicosidicas e dessorgao do sitio onde
as enzimas se encontram. Como resultado da necessidade de adsorcdo ao substrato,
endoglucanases e exoglucanases podem apresentar em suas estruturas um peptideo nao
hidrolitico denominado modulo de ligagao aos carboidratos (do inglés, carbohydrate binding
module — CBM) (ZHANG e LYND, 2004a; WILSON, 2011). Os CBM apresentam
aminoacidos que se dispbe de maneira planar em relacdo as cadeias de celulose para
realizar ligacdes de hidrogénio e interagdes de Van der Waals, tornando mais eficiente o
processo de adsor¢ao das enzimas a superficie. Em outras palavras, a fungdo do CBM é
a de promover o contato entre o substrato e o sitio catalitico da enzima, de modo a

assegurar a orientagao correta desse em relagao ao primeiro (NOTENBOOM et al., 2001).
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Figura 5. llustracdo do modo de acédo das enzimas envolvidas na hidrélise da celulose.
CBH: celobioidrolases, EG: endoglucanases, BG: B-glucosidases, CBM: médulo de ligacéo
aos carboidratos e AA9: enzimas auxiliares da familia 9 (adaptado de SILVEIRA et al.
2014).

Atualmente, preparagdes enzimaticas comerciais utilizadas na hidrolise da celulose,
como a Cellic CTec3 da Novozymes (Dinamarca), apresentam, além das trés classes de
hidrolases ja citadas, outras proteinas nao hidroliticas que possuem um papel fundamental
na obtencao de altos niveis de hidrdlise. Dentre elas estdo as suoleninas e as enzimas
auxiliares da familia 9 (do inglés, Auxiliary Activity Family 9 - AA9). As suoleninas geram

amorfogénese na superficie da celulose pela perturbacdo das ligagdes de hidrogénio
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intercadeia, o que leva a um aumento da area disponivel para a acdo de enzimas como as
endoglucanases (CHEN et al., 2010). J& as enzimas auxiliares AA9 atuam via oxidacéo
dos carbonos 1 e 4, sendo que, no primeiro caso, produz-se o acido glucdnico que pode
lactonizar a gluconolactona, um forte inibidor de alguns tipos de B-glucosidases. Por atuar
na celulose amorfa e em regides altamente cristalinas onde as endoglucanases nao tém
atividade, as AA9 podem estabelecer forte sinergismo com exoglucanases (SILVEIRA et
al., 2014).

Dependendo do tipo e das condicbes empregadas durante o pré-tratamento, parte
das hemiceluloses pode permanecer no material pré-tratado e prejudicar a hidrélise
enzimatica da celulose. Assim, a hidrélise eficiente de certos tipos de material pré-tratado
requer o emprego de hemicelulases, em adicdo as celulases, cuja escolha depende da
quantificagdo e caracterizagdo estrutural das hemiceluloses presentes no material
(JORGENSEN et al., 2007). Entre as hemicelulases, pode-se destacar as endoxilanases
(EC 3.2.1.8) — que hidrolisam ligacdes glicosidicas internas aleatoriamente na cadeia de
xilana, as B-xilosidases (EC 3.2.1.37) — que atacam xilooligossacarideos a partir dos
terminais nao redutores da cadeia de xilana liberando xilose, as endomananases (EC
3.2.1.78) — que clivam ligagdes internas na cadeia de mananas, e as p-manosidases (EC
3.2.1.25) — que clivam manooligossacarideos em manose. Além disso, existem enzimas
que removem substituintes laterais (ramificagdes), como a-galactosidases (EC 3.2.1.22),
a-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), a-glucuronidases (EC 3.2.1.139), acetil xilana
esterases (EC 3.1.1.72) e feruloil esterases (EC 3.1.1.73) (SHALLOM e SHOHAM, 2003).

2.3.1 Fatores que afetam a hidrélise enzimatica

A hidrdlise enzimatica da celulose € normalmente caracterizada por uma queda
gradual da velocidade da reagao ao longo do tempo. Varios fatores podem explicar esse
comportamento, sendo estes comumente divididos em dois grandes grupos: os associados
a estrutura do substrato e os relativos ao comportamento das enzimas durante o processo
hidrolitico (SUN e CHENG, 2002).

Os fatores associados ao substrato estdo relacionados com alteracbes em sua
porosidade, area superficial de contato, composigao e distribuicao das hemiceluloses e da
lignina, além de mudangas no grau de polimerizacao e na cristalinidade da celulose. Tais
caracteristicas estao intrinsecamente associadas ao tipo de pré-tratamento utilizado, de
modo que a celulose pode apresentar regides com distintas suscetibilidades a hidrélise.
Esse ultimo fator sugere que regides mais suscetiveis sdo hidrolisadas rapidamente nas
primeiras horas de reagdo, enquanto que regides menos suscetiveis demandam maiores
tempos de reagéo (SATTLER et al., 1989; VALJAMAE et al., 2003).
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Em sua estrutura supramolecular, a celulose apresenta regides altamente
ordenadas, estabilizadas por numerosas ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares,
além de areas menos ordenadas ou amorfas nas quais as cadeias apresentam uma
orientacdo randomizada (FONTANA et al., 2004). Varios autores tém sugerido que a
celulose amorfa, devido a sua maior area superficial e porosidade, € mais suscetivel a
hidrélise enzimatica do que a forma ordenada ou cristalina. ZHANG e LYND (2004b)
relataram que as taxas de hidrdlise enzimatica da celulose sdo muito mais rapidas para
celulose amorfa do que para celulose cristalina. Por essa razao, o grau de cristalinidade é
considerado um dos principais fatores que explicam a aparente recalcitrancia dos materiais
lignoceluldsicos a bioconversao (PURI, 1984; RIVERS e EMERT, 1988; CHANG e
HOLTZAPPLE, 2000). YOSHIDA et al. (2008) observaram um aumento na hidrdlise
enzimatica de Miscanthus sinensis com a diminuicdo da cristalinidade, indicando também
que a hidrolise da celulose amorfa é mais rapida que a celulose cristalina.

A lignina e seus derivados, dependendo de sua concentragdo, distribuicdo e
composig¢do, podem interferir no acesso das celulases ao componente celulésico
(MCMILLAN, 1994; MOONEY et al., 1998; SUN e CHENG, 2002). Além disso, parte das
enzimas responsaveis pela hidrolise da celulose pode ser inativada pela adsorgdo na
superficie da lignina. A fragdo de celulases tornada improdutiva devido a este tipo de
adsorgao pode chegar a até 70% do total de enzimas adicionadas ao meio (MCMILLAN,
1994; MOONEY et al, 1998; SUN e CHENG, 2002; WANG et al., 2003). Susbtratos
celulésicos com baixo conteudo de lignina usualmente apresentam altas acessibilidades,
requerendo, portanto, menores dosagens de enzimas para alcangar um alto rendimento de
hidrolise. Ademais, dependendo das condi¢des reacionais do pré-tratamento, geralmente
em sistemas acidos, os fragmentos de lignina solubilizados no meio reacional tendem a
reagir entre si e com derivados dos produdos de degradacao dos carboidratos (como o
furfural), para produzir compostos de alta massa molar que também sao prejudicias a
hidrolise enzimatica (BALAT, 2011). Esses compostos sdo denominados de pseudo-
lignina, uma vez que ndo sao derivados da lignina que estava presente no material nativo.
HU et al. (2012) relataram que pseudo-ligninas resultantes do pré-tratamento acido de
cavacos do alamo apresentaram estruturas aromaticas contendo grupos carbonilicos,
carboxilicos e metoxilicos. Os mesmos autores observaram que o aumento da quantidade
(10 a 40%) dessas estruturas nos materiais pré-tratados resultaram em diminuicées dos
rendimentos de glucose durante a hidrdlise enzimatica. Por exemplo, a presenga de 10%
de pseudo-lignina no material pré-tratado revelou 74% de rendimento de glucose em 48 h,
enquanto que o aumento de pseudo-lignina para 40% diminuiu esse rendimento para 46%

no mesmo tempo reacional. O material pré-tratado sem a adicdo de pseudo-liginina
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resultou em 80% de rendimento de glucose apés 48 h, o que demonstrou o efeito negativo
dessas estruturas na perda de atividade das enzimas hidroliticas.

Os principais fatores que afetam a hidrélise enzimatica relativos ao comportamento
das enzimas, correspondem a inibicdo retroativa devido ao acumulo dos produtos de
hidrélise (glucose e celobiose) e a inibicao pelos coprodutos oriundos do pré-tratamento,
como compostos furanicos, acidos fendlicos e alifaticos e oligdmeros soluveis no meio
reacional (por exemplo, xilo-oligdmeros). Outros fatores também podem comprometer a
agao enzimatica, como a desnaturacido térmica e/ou perda de atividade pelo efeito da
agitacdo mecanica (cisalhamento) (RAMOS et al., 1992; TENGBORG et al., 2001; XIAO et
al., 2004; ROSGAARD et al., 2007; WANG et al., 2009). Consequentemente, todos esses

efeitos sdo mais evidentes em reagdes que operam em altos teores de solidos totais.

2.3.2 Potencial da hidrélise enzimatica em alto teor de sdlidos totais

A conducgao da hidrélise enzimatica na presenca de elevados teores de sélidos
totais proporciona a produgao de altas concentragdes de acucares fermentesciveis, o que
€ ideal para a escala industrial. O termo alto teor de sélidos totais na reacao enzimatica é
dependente do tipo e da severidade do pré-tratamento, bem como da matéria-prima
empregada. Em geral, este termo € definido quando a quantidade de agua livre no sistema
reacional é baixa, o que na maioria dos casos é alcangado quando se utiliza uma carga de
sélidos totais igual ou superior a 15%. Diversos trabalhos relatam a hidrélise em alto teor
de solidos totais, como o de ZHANG et al. (2009) que atingiram a produgéo de 156 g L' de
glucose apés 48 h de hidrdlise de polpas celulésicas derivadas de cavacos de alamo, sob
teor de sdlidos totais de até 20%.

A conversao da celulose diminui quando a hidrélise enzimatica é realizada em alto
teor de solidos totais e esse fendmeno é conhecido como efeito de solidos (do inglés, solid
effect) (KRISTENSEN et al., 2009). CARA et al. (2007) observaram esse efeito durante a
hidrolise de podas de oliveiras pré-tratadas por agua quente, utilizando o complexo
enzimatico Celluclast 1.5 L (15 FPU g' de substrato seco). A conversdo em 72 h diminuiu
linearmente de 76,2 para 49,9% quando o teor de sdlidos totais aumentou de 2 para 30%,
respectivamente. Em consequéncia, a concentracao final de glucose aumentou de 5 para
60 g L, respectivamente.

KRISTENSEN et al. (2009) investigaram os fatores responsaveis pelo efeito de
solidos, tais como mudangas na composi¢ao quimica do substrato, inibicao pelo produto
final de hidrélise e baixa quantidade de agua disponivel. Esse estudo foi conduzido com
papel de filtro (um substrato puramente celuldsico) para evitar a influéncia da adsorcao
inespecifica das enzimas ou de inibidores derivados da lignina. Ao comparar um material
contendo lignina com o papel de filtro, tendéncias similares de conversao foram observadas

em hidrolises realizadas em altos teores de sodlidos totais para ambos os materiais
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celulésicos. O segundo fator estudado por KRISTENSEN et al. (2009) foi a inibigdo pelo
produto final de hidrdlise. Diferentes rendimentos de acgucares foram observados apos 48
h de hidrélise a 5 e 20% de sdlidos totais (64,5 e 38,5%, respectivamente). Contudo,
quando 50 g L' de glucose foram adicionados no inicio da reagdo, ambos os sistemas
reacionais resultaram em rendimentos similares apds 48 h de hidrdlise (29,7 e 26,3% para
5 e 20% de sdlidos totais, respectivamente). Entdo, esses autores sugeriram que as
enzimas sao inibidas da mesma forma sempre que certa concentragdo de glucose é
alcancada no meio reacional.

A quantidade de agua presente no meio € também um fator de grande influéncia
em altos teores de sodlidos totais devido o seu papel como reagente e solvente (ZACCAI,
2004). KRISTENSEN et al. (2009) pesquisaram o efeito da razdo agua/enzima pelo
aumento do teor de agua de 20 para 25%. No entanto, os resultados obtidos apés 40 h de
hidrélise ndo revelaram correlagao direta entre a redugcao do conteudo de agua e a
diminuigdo dos rendimentos de hidrdlise enzimatica.

Um grande exemplo da importancia do emprego de altos teores de sdlidos totais na
hidrolise enzimatica € no caso do processamento do etanol celuldsico, em que o aumento
na carga de substrato permite uma reducdo significativa nos custos de produgio. As
vantagens incluem a redugao do numero dos reatores, tanques de estocagem e energia
requerida para trocas térmicas (aquecimento e resfriamento) durante a destilagao
(MOHAGHEGHI et al., 1992; JORGENSEN et al., 2007; ROCHE et al., 2009a; YANG et
al., 2011). Adicionalmente, o consumo de agua € menor e tanto a geragao quanto os custos
do tratamento de efluentes sdo minimizados (MODENBACH e NOKES, 2013). Neste
processo, a destilacao somente é viavel se o meio de fermentagéo contiver mais que 4%
de etanol; logo, a concentragéo de agucares fermentesciveis nos hidrolisados deve ser de
pelo menos 80-90 g L-'. Para alcancar esta concentragdo, considerando um material pré-
tratado que possua 60% de glucanas, o teor inicial de sdlidos totais na hidrélise deve ser
de pelo menos 15%, com uma conversao de 90% das glucanas em glucose e um
rendimento final de etanol de pelo menos 95% apds a fermentacao (ZHAO et al., 2013).

Quando o teor de sélidos totais esta abaixo de 4%, os substratos pré-tratados estao
suspensos em agua livre abundante e a suspensao resultante é facil de ser agitada
(OSAWA e SCHUERCH, 1963; NUTT et al., 1993; SWITZER e KLINGENBERG, 2004). No
entanto, ao aumentar o teor de solidos totais a aproximadamente 8%, ocorre um aumento
no grau de interagdes entre as fibras e isso leva a um aumento substancial na formagao
de aglomerados. Em teores de sdlidos totais ainda maiores (20-40%), ocorre a formagao
de suspensbes muito mais densas em que prevalecem as interagdes fibrilares (COUSSOT,
2005). Desse modo, quando o teor de sdlidos totais se aproxima de 20%, a agua esta

totalmente absorvida na biomassa e, uma vez que ndo ha agua livre no sistema, a
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viscosidade aumenta e a agitacdo do material vai se tornando cada vez mais dificil
(HODGE et al., 2009; MODENBACH e NOKES, 2013). Como consequéncia, a eficiéncia
da hidrélise enzimatica diminui consideravelmente (VIAMAJALA et al., 2009). Nesse
sentido, é importante o entendimento das propriedades reoldgicas do material pré-tratado
que sao submetidos a reacao de hidrdlise enzimatica em alto teor de sélidos totais.

A acessibilidade do substrato sélido ao ataque enzimatico em alto teor de sélidos
totais esta relacionada ndo somente com as propriedades estruturais do material e a
composigao dos complexos enzimaticos, mas também com a obten¢ao de uma boa mistura
entre as fases. VARGA et al. (2004) verificaram que 15% de solidos totais de palha de
milho pré-tratada podem ser eficientemente utilizados em um processo de fermentacao e
hidrolise simultédneas (do inglés, Simultaneous saccharification and fermentation - SSF).
Porém, um aumento adicional da concentragao de substrato reduziu a produgao de etanol
significativamente como resultado de problemas de transferéncia de massa. Portanto, o
método utilizado para a agitagdo da suspensao celuldésica apresenta um grande impacto
sobre a velocidade da conversdo por hidrélise enzimatica. Por exemplo, ZHANG et al.
(2009) observaram uma significativa redugédo no tempo de liquefagcdo quando a hidrdlise
em alto teor de sélidos totais (20%) foi realizada em um reator com sistema de agitagao de
eixo rotativo (do inglés, peg mixer). O termo liquefagdo € utilizado para descrever o
momento em que a suspensao celuldsica, altamente pastosa, se torna visivelmente liquida
devido a acgao progressiva das enzimas celuloliticas. Esses autores verificaram que o
tempo de liquefacao no reator foi de 1 h, enquanto que no caso da hidrdlise realizada em
frascos com agitagao orbital, um tempo muito maior foi necessario para alcancar o mesmo
efeito.

Reatores com diversos tipos de agitacdo ja foram propostos na literatura por
promoverem uma eficiente mistura entre as fases na hidrélise enzimatica em altos teores
de sdlidos totais (ZHANG et al., 2010; WANG et al., 2012; PALMQVIST et al., 2015). No
entanto, o consumo energético também deve ser levado em consideragdo, uma vez que
se almeja o desenvolvimento de aplicagdes em escala industrial. ZHANG et al. (2010)
estudaram a hidrdlise enzimatica em 30% de sélidos totais da palha de milho pré-tratada
por explosao a vapor por dois tipos de agitagdo em reatores verticais. O primeiro sistema
de agitacdo foi o helicoidal, que consumiu inicialmente 8 W kg' de palha de milho pré-
tratada que foi reduzido para 1 W kg™' apds 72 h de hidrdlise. O outro sistema utilizado foi
o Rushton (um agitador que fornece um fluxo radial), em que foi observado um maior gasto
energético de 40 W kg-' de palha de milho pré-tratada no inicio da reagdo e uma diminuigédo
para somente 29 W kg apds 72 h de hidrélise. Além disso, o primeiro sistema forneceu
um menor tempo de liquefacdo, cerca de 2 h anterior ao observado para o agitador

Rushton.
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Alternativas para a conducao da hidrélise enzimatica em alto teor de sdlidos totais
incluem as reagbes em batelada alimentada (do inglés, fed-batch), onde a reagao de
hidrdlise é facilitada pela diminuigdo da resisténcia a transferéncia de massas no inicio do
ensaio. YANG et al. (2011) alcangcaram 85% de conversdo em 30 h de hidrélise com um
substrato que continha 45% de celulose, percentual semelhante ao bagago de cana
explodido a vapor. A sacarificagdo foi iniciada com 15% de sélidos totais e, entéo,
aumentou-se gradativamente a quantidade de substrato até 30%. KUHAD et al. (2010)
conduziram experimentos em batelada alimentada utilizando papel jornal como matéria-
prima e comprovaram que, dessa forma, houve uma melhora na produgao de agucares e,
consequentemente, um aumento no rendimento em etanol.

A batelada alimentada permite o aumento da concentragdo de substrato no meio
reacional, o que leva a aumentos nas concentragdes de agucar no hidrolisado e de etanol
apos a fermentacgao. Outra vantagem da batelada alimentada é a redugéo dos problemas
de homogeneizagao, uma vez que, nesse processo, o substrato é adicionado gradualmente
a medida que vem sendo consumido e isso mantém a viscosidade da reagdo em baixo
nivel e minimiza a energia necessaria para agitacdo (CHEN et al., 2007).

De modo a também aumentar a concentragcdo de substrato no meio reacional,
aditivos como surfactantes e polimeros naturais ou sintéticos podem ser utilizados para
melhorar o processo de dessorcdo das enzimas no substrato e minimizar a adsorcéo
inespecifica das enzimas sobre a lignina e/ou complexos lignina-carboidrato (CHANDRA
et al., 2007). A adicao de surfactantes como Tween 80 ou polietilenoglicol tem reduzido o
tempo e aumentado a eficiéncia da hidrélise enzimatica. Essas substancias adsorvem
sobre a superficie da lignina, reduzindo substancialmente a adsor¢ao das enzimas a este
polimero. BORJESSON et al. (2007) verificaram que a adsorc¢ao do polietilenoglicol sobre
a lignina ocorre por interacao hidrofdbica e comprovaram que a adicdo desse impede a
adsorgao nao produtiva das enzimas sobre superficies contento lignina. KRISTENSEN et
al. (2007) relatam que a utilizacdo de surfactantes é capaz de aumentar a conversao da
celulose em até 70%. Dessa forma, busca-se deixar as enzimas mais disponiveis para
atuarem sobre o seu substrato verdadeiro e, consequentemente, melhorar a conversao
desse em agucares passiveis de fermentacdo. O uso desses aditivos merece atencao
como alternativa para otimizar a hidrdlise enzimatica, particularmente em situacdes onde o
teor de sélidos totais do substrato no meio de reacgao seja superior a 10% (ANDREAUS et
al., 2008).

2.3.3 A importancia da reologia na hidrdlise enzimatica

A reologia € uma importante ferramenta, ndo somente na etapa de hidrdlise

enzimatica, mas em todo o processamento de biomassa para a producdo de
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biocombustiveis. A reologia é utilizada para compreender o escoamento e a deformacao
dos materiais envolvidos na transformacdo das matérias-primas em produtos. O
conhecimento do comportamento reolégico dos materiais envolvidos nas industrias €
importante para o projeto de equipamentos de processo. Em muitas operag¢des industriais
(agitacdo, evaporacgao, destilagcdo e bombeamento) trabalha-se com produtos liquidos,
pastosos ou suspensodes, sendo de fundamental importancia conhecer o comportamento
reolégico do fluido a ser processado para evitar erros no dimensionamento de
equipamentos e propiciar possiveis redugdes no consumo de energia (GABAS et al., 2012).

De acordo com o seu comportamento reolégico, os fluidos podem ser classificados
em diferentes categorias (Figura 6), sendo que a viscosidade (u) pode ser utilizada para
classifica-los conforme o seu comportamento. A viscosidade de fluidos Newtoniamos é
influenciada somente pela sua temperatura ou composig¢édo, ou seja, sao fluidos cuja
relagdo entre a tensado de cisalhamento e o gradiente de velocidade é constante. Exemplos
de fluidos que possuem esse comportamento sdo agua, solventes orgéanicos e solugbes de
sacarose. Fluidos que nao possuem esse tipo de comportamento sdo chamados de fluidos
nao-Newtonianos e a viscosidade é entao substituida pela viscosidade aparente (Map), que
é valida para uma determinada taxa de deformacéo. Nesse caso, a viscosidade é também
influenciada pela taxa de deformacgéao (y), o que significa que a relagdo entre a taxa de
deformacao e a tensdo de cisalhamento deixa de ser linear. Os fluidos ndo-Newtonianos
geralmente sdo divididos em duas categorias: as dependentes e as independentes do
tempo. No entanto, alguns fluidos apresentam um comportamento reolégico que os
classifica em uma regiao entre liquidos e sdlidos (eles sao viscosos e elasticos) e, por isso,
podem ser chamados de viscoelasticos. Para os fluidos classificados como independentes
do tempo, a uma temperatura constante, a viscosidade aparente depende somente da taxa
de deformacao, enquanto que para fluidos dependentes do tempo, a viscosidade aparente
também depende do tempo de aplicacédo da tensao de cisalhamento (GABAS et al., 2012).

Os fluidos nao-Newtonianos dependentes do tempo podem ser subdivididos em
tixotropicos e reopéticos (ou antitixotropicos). Para os fluidos denominados tixotropicos, a
viscosidade diminui com o tempo a uma taxa de deformacéo fixa, enquanto que para os
fluidos reopéticos ocorre o inverso, ou seja, a viscosidade aumenta. Por outro lado, a
maioria dos fluidos ndo-Newtonianos sao independentes do tempo e a taxa de acréscimo
na tensao de cisalhamento diminui com o aumento da taxa de deformagao, comportamento
esse denominado de pseudoplastico. Uma possivel explicagdo para esse comportamento
€ a modificacao da estrutura de moléculas de cadeias longas com o aumento do gradiente
de velocidade. Essas cadeias tendem a se alinhar paralelamente as linhas de corrente,
diminuindo a resisténcia ao escoamento. Diversas substancias como emulsoes,

suspensdes ou dispersdes de alta importancia técnica e comercial pertencem a esse grupo.
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Outra categoria sado os fluidos dilatantes, que exibem o comportamento oposto ao
pseudoplastico, ou seja, a taxa de acréscimo da tensdo de cisalhamento aumenta com o
aumento da taxa de deformacdo. O fendbmeno de dilatdncia pode ser explicado pela
existéncia de um sistema de particulas densamente empacotado. Se o sistema for
submetido ao cisalhamento, devera ocorrer certa separacdo das particulas antes do
deslizamento entre elas. Como consequéncia, ocorrera um aumento global do volume
ocupado pelas particulas e a medida que as tensdes aumentam, as particulas passam a

interagir entre sim, aumentando a viscosidade do fluido (GABAS et al., 2012).

Fluido
Newtoniano N&o Newtoniano
Dependente do Independente do , .
Viscoelastico
tempo tempo
Reopético Tixotrépico
Pseudoplastico Dilatante Plé_stico de Pseudorzla§t|pg Dllatént.e com
Binghan com tensdo inicial tensdo inicial

Figura 6. Classificacdo do comportamento reoldgico dos fluidos (adaptado de GABAS et
al. 2012).

Além dos dois tipos ja citados, alguns fluidos nao-Newtonianos apresentam uma
tensdo inicial de escoamento, ou seja, ha uma tensdo minima que deve ser atingida para
que o escoamento ocorra, normalmente devido a uma estrutura que precisa ser rompida
antes que o fluido possa comecar a escoar. Enquandram-se nessa classificacdo as
solugdes concentradas de polimeros ou dispersdes concentradas de proteinas. A Figura 7
mostra o comportamento das curvas caracteristicas dos fluidos independentes do tempo.
E importante mencionar que a tensdo de cisalhamento causa deformagdo nos sélidos,
enquanto que em liquidos ela causa uma taxa de deformacao. Isso significa que os sélidos

séo elasticamente deformados, enquanto os liquidos fluem (GABAS et al., 2012).
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Figura 7. Comportamento reolégico dos fluidos independentes do tempo (adaptado de
GABAS et al. 2012).

Quando materiais lignoceluldsicos pré-tratados sao utilizados para preparar
suspensdes em altos teores de sdlidos totais, a reologia da suspenséo celuldsica exibe
propriedades de fluxo ndo-Newtonianas, com uma grande viscosidade aparente e tenséo
de ruptura (do inglés, yield stress) que aumentam com a quantidade de sdlidos insoluveis.
Isto proporciona limitagbes de transferéncia de massa e calor em varios niveis dentro da
suspensdo celuldosica (KNUTSEN e LIBERATORE, 2009; ROCHE et al.,, 2009b;
EHRHARDT et al.,, 2010; WIMAN et al., 2011; PALMQVIST et al., 2015). Assim, uma
conversao eficiente durante a hidrélise enzimatica em alto teor de sélidos totais requer a
distribuicdo adequada e uniforme de calor e das enzimas no meio. Além disso, é necessario
um transporte de massa eficaz dos produtos no meio de reagdao para prevenir a
acumulacéo localizada, que podera levar a inibicdo enzimatica (VIAMAJALA et al., 2009).

Inimeros trabalhos na literatura relatam que materiais pré-tratados de diferentes
origens possuem um comportamento pseudoplastico (KNUTSEN e LIBERATORE, 2009;
ROCHE et al., 2009a; VIAMAJALA et al., 2009). Isso significa que a viscosidade aparente
diminui com o aumento da taxa de cisalhamento, provavelmente devido a quebra das
estruturas altamente emaranhadas da lignocelulose e a diminuigdo da densidade dos
agregados.

Durante a hidrolise enzimatica de materiais pré-tratados, as propriedades

reologicas das suspensodes celulésicas sofrem mudangas dindmicas dramaticas como
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resultado da atividade celulolitica, j& que componentes macromoleculares da estrutura séo
hidrolisados e transferidos a fase liquida (DASARI e BERSON, 2007; ROSGAARD et al.,
2007; VIAMAJALA et al., 2009; PALMQVIST et al., 2015). No entanto, a quantidade de
enzimas que se ligam improdutivamente aos componentes da lignina pode aumentar em
alto teor de solidos totais, especialmente quando o teor de celulose diminuiu durante a
reacao (PALONEN, 2004). Portanto, agdes para promover o entendimento fundamental
das propriedades reolégicas de suspensdes altamente concentradas precisam ser
desenvolvidas e utilizadas para projetar sistemas adequados de reacdo e bombeamento
(VIAMAJALA et al., 2009; WIMAN et al., 2011).

2.3.4 Aplicagao do modelo cinético fractal na hidrolise enzimatica

A hidrélise enzimatica dos residuos lignocelulésicos se processa inicialmente em
um sistema heterogéneo, com o substrato insoluvel e as enzimas soluveis no meio aquoso.
Isto significa que as celulases devem adsorver na superficie do substrato e em seguida
difundir até um local reativo, sendo essa difusdo considerada bidimensional (ZHANG e
LYND, 2004a). A etapa de difusdo demonstra uma grande diferenca entre a reacao de
hidrélise enzimatica da celulose e outras reagdes enzimaticas convencionais em meio
homogéneo. Por muito tempo, a sacarificacdo enzimatica da celulose foi submetida a
andlise cinética de Michaelis-Menten, apesar desta ser desenvolvida para reacdes
homogéneas (WANG e FENG, 2010). Portanto, teorias cinéticas classicas que descrevem
a difusdo e colisdo termodinamicamente aleatoria, derivadas da Lei de Fick, se mostram
incapazes de descrever reagdes com tais irregularidades (XU e DING, 2007).

O acompanhamento da hidrélise enzimatica por modelos cinéticos deve levar em
consideracdo a complexidade que essa reacdo impde. Um modelo empirico que vem
sendo utilizado em diversos estudos de hidrélise enzimatica da celulose € o modelo cinético
fractal desenvolvido por VALJAMAE et al. (2003), com base em estudos iniciais de
KOPELMAN (1988) para reagdes heterogéneas. Esse modelo estabelece que, em um
espaco heterogéneo (superficies com obstaculos) com menos de trés dimensdes (como é
0 caso da hidrélise da celulose), o catalisador é adsorvido e/ou disperso em uma superficie
na qual o espaco que hospeda a difusdo, colisdo e reacdo pode ser considerado uma
dimensao fracionada (fractal). Assim, na cinética fractal, a constante da velocidade (k),
diferentemente de uma cinética convencional, é dependente do tempo. Além disso, esse
modelo fornece o coeficiente fractal (h), que esta relacionado a constante de velocidade e
revela os efeitos causados pelo pré-tratamento sobre a estrutura e a acessibilidade do
substrato a agéo enzimatica (WANG e FENG, 2010).

BANSAL et al. (2009) e NGUYEN et al. (2015) demonstraram que a constante de

velocidade k esta relacionada com a reatividade entre o substrato pré-tratado e as enzimas
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hidroliticas. Uma reducio nessa constante revela limitacbes na reagcdo, como inibicdo e
desativacdo das enzimas, assim como problemas de transferéncia de massa devido ao
emprego de alto teor de sdlidos totais. No entanto, um baixo valor de h revela que a
hidrélise esta préxima de ser uma reacéo de pseudo-primeira ordem ideal, onde ndo sao
observadas limitacdes de inibicdo enzimatica, de transferéncia de massa e de
disponibilidade de agua. No caso do valor de h ser igual a zero, a velocidade da reagao
somente depende da concentragido do substrato, como acontece na hidrélise de celulose
com carater totalmente amorfo.

WANG et al. (2010a) relataram os efeitos da carga enzimatica e de surfactantes
nao-idnicos sobre a hidrolise enzimatica de materiais lignoceluldsicos utilizando analise
fractal. Mudancgas no expoente fractal h foram associadas a acessibilidade do substrato,
de modo que os melhores rendimentos de hidrélise foram para os substratos com baixos
valores de h. WOJTUSIK et al. (2016) aplicaram o modelo cinético fractal na hidrélise
enzimatica em alto teor de solidos de totais (20%, m m') da palha de trigo pré-tratada por
explosao a vapor, sendo que as reagoes foram realizadas em biorreator com variagdes na
velocidade de agitagdo de 50 para 500 rpm. Ambos os parametros obtidos pelo modelo (k
e h) apresentaram correlagdo com a velocidade de agitacao durante a reagédo enzimatica.
Os valores de k aumentaram com os incrementos na agitacdo atée 250 rpm e
permaneceram constantes, indicando que as limitacbes de transferéncia de massa da
suspensao foram superadas nas condigbes de maior agitagao. Assim, os maiores valores
de k indicaram rendimentos superiores de hidrolise enzimatica. Por outro lado, os valores
do coeficiente fractal (h) diminuiram com os incrementos na agitagédo, o que sugeriu maior

acessibilidade das enzimas ao substrato.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de pré-tratamentos acidos e alcalinos sobre a composi¢ao

quimica, as propriedades fisicas e a suscetibilidade a hidrélise enzimatica de diferentes

materiais lignoceluldsicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

[1]

(2]

[3]

Estabelecer condigdes reacionais que resultem em severidades equivalentes para
o pré-tratamento por explosao a vapor do bagago de cana, na auséncia € na
presenca de catalisadores acidos exogenos (HzPO4 € H2SOy);

Determinar os efeitos causados pelas diferentes condigdes de explosao a vapor na
composigao quimica, no comportamento reoldgico e no indice de cristalinidade dos
substratos gerados, assim como na suscetibilidade a bioconversao utilizando
complexos enzimaticos de ultima geragao;

Caracterizar a fragao solluvel em agua derivada dos pré-tratamentos de exploséo a
vapor do bagaco de cana em relagdo a composi¢cdo em carboidratos e demais

coprodutos gerados;

[4] Avaliar a influéncia dos parametros de pré-tratamento com dioxido de carbono

[5]

[6]

supercritico na presenga de agua (sistema CO2/H>O) do bagaco de cana sobre a
composigdo quimica, o indice de cristalinidade e os rendimentos de agucares
soluveis apos hidrolise enzimatica;

Caracterizar a fragao soluvel em agua derivada dos pré-tratamentos com o sistema
CO2/H20 do bagaco de cana em relagdo a composi¢cao em carboidratos e demais
coprodutos gerados;

Investigar alternativas de pré-tratamento para os residuos do processamento do

algodao, de modo a aumentar a suscetibilidade a hidrélise enzimatica;

[7] Analisar condi¢cdes reacionais de pré-tratamento dos residuos do algoddo com

[8]

hidroxido de sodio para a avaliagdo dos efeitos causados na composi¢cao quimica
e nos rendimentos de agucares soluveis;
Avaliar o pré-tratamento dos residuos do algoddo com imidazol baseado na

composi¢cado quimica e na suscetibilidade a bioconversao dos materiais produzidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O bagaco de cana utilizado nesse trabalho foi fornecido pela empresa San Martin
(Sdo Paulo — SP), sendo que a sua coleta foi realizada pelo Centro de Tecnologia
Canavieira — CTC (Piracicaba — SP). Os residuos provenientes do beneficiamento do
algodao (po6 de filtro e piolho sujo) foram provenientes da empresa Hantex Residuos
Téxteis Ltda (Gaspar — SC).

As preparagbes enzimaticas utilizadas na hidrélise dos diferentes tipos de
substratos celuldsicos (Cellic® CTec3, Cellic® CTec2 e Cellic® HTec3) foram fornecidas pela
Novozymes Latin America (Araucaria - PR). Cabe destacar que, conforme a ficha técnica
fornecida com os complexos enzimaticos, a preparagdo mais recente (Cellic® CTec3)
proporciona uma eficiéncia 1,5X maior na conversado dos polissacarideos presentes nos

materiais lignoceluldsicos quando comparada com a sua geragao anterior (Cellic® CTec2).

4.2 METODOS
4.2.1 Pré-tratamento do bagacgo de cana por exploséo a vapor

O bagacgo de cana foi utilizado nos pré-tratamentos de exploséo a vapor com cerca
de 10% de umidade e sem nenhuma padronizagdo granulométrica. Os ensaios foram
realizados em um reator de ag¢o inox com capacidade de 10 L, equipado com sensores
para controle da temperatura e do tempo de reacgao. O reator foi acoplado a uma caldeira
geradora de vapor, um compressor de ar e um ciclone, que foi empregado para a descarga
do material e escape de vapores (Figura 8). Cerca de 500 g (massa seca) das amostras
de bagaco foram introduzidos no reator pré-aquecido. A valvula de esfera superior foi entdo
fechada e as valvulas de admissao do vapor foram imediatamente abertas. O aumento da
temperatura foi acompanhado até atingir o valor desejado, quando iniciou-se a contagem
do tempo de pré-tratamento. Ao término do tempo de residéncia do material no reator, as
valvulas de entrada de vapor foram fechadas e a valvula de esfera inferior foi
imediatamente aberta por meio de um atuador pneumatico para promover a
descompressdo do material (explosao), que foi arrastado para o interior de um ciclone
provido de um frasco coletor de ago inoxidavel. Todo o material foi recolhido do coletor e
centrifugado para separacgao da fragao soluvel em agua das fibras pré-tratadas. O material
solido foi lavado com agua a um teor de sélidos totais de 5% (m v-') sob agitagdo mecanica
por 1 h, na temperatura ambiente. Essa suspenséao foi centrifugada novamente e o material
pré-tratado foi mantido sob vacuo em refrigerador para analises posteriores, como as
determinagbes da composi¢cdo quimica (item 4.2.5), do comportamento reoldgico (item

4.2.7) e do indice de cristalinidade (item 4.2.8), assim como para a produgao de
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holocelulose (item 4.2.6) e para os experimentos de hidrolise enzimatica (item 4.2.10). As
fragbes soluveis em agua derivadas das duas filtragdes foram caracterizadas em relagéo
ao conteudo de carboidratos, derivados furanicos, acidos alifaticos e compostos fendlicos
conforme descrito nos itens 4.2.9.1, 4.2.9.2 € 4.2.9.3.

Figura 8. Reator utilizado para a explosao a vapor do bagaco de cana.

As condi¢des reacionais basearam-se em estudos preliminares de PITARELO et al.
(2016) e AGUIAR et al. (2013), onde empregou-se a temperatura de 195 °C, o tempo de
reacao de 7,5 min e a adigio de dois catalisadores distintos, os acidos fosférico e sulfurico,
ambos na mesma concentracido de 9,5 mg de acido por g de substrato seco. Na Tabela 1
sdo mostradas as trés condicdes inicialmente testadas, tanto na auséncia (BA) quanto na
presenca de catalise sulfurica e fosférica (BS e BF, respectivamente). Baseado nesses
experimentos, seis novas condigdes de pré-tratamento foram projetadas, envolvendo trés
ensaios de auto-hidrélise (nomeados de BA-1, BA-2 e BA-3) e trés experimentos utilizando
acido sulfurico (nomeados de BS-1, BS-2 e BS-3), conforme mostra a Tabela 1. Todos os
pré-tratamentos foram realizados em duplicata. Para os experimentos realizados na
presenca de um catalisador exdgeno (acidos fosforico e sulfurico), a impregnagao consistiu
no borrifamento de uma solugéo do acido correspondente sobre as amostras de bagaco,

de modo a elevar o seu teor de umidade até 50%, enquanto que nos experimentos de auto-
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hidrélise borrifou-se somente agua destilada para se atingir o mesmo valor. Apds a
impregnacdo com agua ou com a solugdo acida correspondente, as amostras foram
homogeinizadas, acondicionadas em sacos plasticos selados e conservadas em
refrigerador até o momento do pré-tratamento. Tais procedimentos de impregnagao foram

realizados no dia anterior ao pré-tratamento (cerca de 15 h antes).

Tabela 1. Condigbes experimentais utilizadas para o pré-tratamento por explosao a vapor

do bagago de cana.

Condigodes reacionais

Experimento

Temperatura (°C) Tempo (min) H* (mg g ss)’
BA 195 7,5 -
BS 195 7,5 9,5
BF 195 7,5 9,5
BA-1 195 15 -
BA-2 205 7,5 -
BA-3 200 10,5 -
BS-1 195 7,5 2,5
BS-2 170 7,5 9,5
BS-3 180 4 9,5

Legenda: BA, bagaco de cana pré-tratado por auto-hidrélise; BS, bagago de cana pré-tratado por
catalise sulfurica; BF, bagago de cana pré-tratado por catalise fosférica.
'Quantidade do acido exdgeno adicionado (mg de acido g-! de substrato seco).

O fator de severidade combinada (FSC) foi utilizado para unificar os dados obtidos
pelas diferentes combinagbes de temperatura, tempo de residéncia e, quando empregado,
a concentragao do catalisador acido. Para o calculo do FSC foi empregado o pH medido
na fracdo solluvel em agua apds o pré-tratamento. Valer ressaltar que o tempo de
aquecimento (cerca de 40 s) e de resfriamento foram desconsiderados no célculo do log
R, (fator de severidade).

Os rendimentos massicos dos materiais pré-tratados foram determinados por
gravimetria, utilizando a diferenca entre a massa seca do bagago de cana inicialmente
alimentado no reator e a massa seca de substrato obtido apds os pré-tratamentos. Os
rendimentos massicos das fragdes soluveis em agua, derivadas das duas etapas de
centrifugagao, foram determinados pelo procedimento descrito por SLUITER et al. (2008a)
(NREL/TP-510-42621). O ensaio consistiu em adicionar aliquotas de 5 mL das fracoes
sollveis em agua em recipientes tarados, os quais foram mantidos em 105 °C por 24 h.
Apoés esse periodo, as massas obtidas foram utilizadas para determinar o rendimento

massico em relacdo a massa seca do material utilizado no pré-tratamento.
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Os rendimentos massicos e as composicdes quimicas dos materiais pré-tratados e
das fragdes sollveis em agua foram utilizados para calcular as recuperagcées massicas
relativas a cada um dos principais componentes do bagago de cana nativo (anidroglucose,

anidroxilose, anidroarabinose, grupo acetila e lignina total).

4.2.2 Pré-tratamento do bagacgo de cana pelo sistema CO./H.0

Os experimentos de pré-tratamento com o sistema CO./H,0 foram realizados no
Laboratério Nacional de Energia e Geologia — LNEG/Portugal, ao longo do periodo de
doutorado sanduiche. Nesse pré-tratamento houve a necessidade de padronizar a
granulometria do bagago de cana entre 0,7 e 1,5 mm devido as menores quantidades
empregadas. Os ensaios foram realizados em reator Parr de 250 mL de volume interno,

com controle de temperatura, pressao e agitagao (Figura 9).
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Figura 9. Reator utilizado para o pré-tratamento do bagaco de cana com o sistema
CO2/H20.

Cerca de 14 g (massa seca) das amostras de bagagco e 140 mL de agua foram
adicionados no reator (razéo liquido/sélido de 10). O CO, foi adicionado no reator até
apresentar uma pressao inicial de 50 bar. Durante a pressuriza¢do, o gas foi injetado a
uma temperatura de -10 °C para diminuir o efeito de eventuais diferencas na densidade do

CO,. Apds a pressurizagdo, o reator foi aquecido e o aumento da temperatura foi
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acompanhado até atingir o valor desejado, quando iniciou-se a contagem do tempo de pré-
tratamento. A agitagao do meio foi ajustado em um valor fixo de 200 rpm. Ao término do
tempo de pré-tratamento, o reator foi rapidamente esfriado para 25 °C utilizando uma
serpentina interna com passagem continua de agua e também pelo contato externo do
mesmo com um banho de agua gelada. A despressurizagao foi realizada lentamente, de
modo a minimizar a perda de co-produtos volateis e garantir a obtengdo de um balango de
massas mais representativo. Os materiais pré-tratados e as fragdes soluveis em agua
foram separadas pelo uso de prensa manual. Os residuos pré-tratados foram lavados com
280 mL de agua destilada, prensados novamente e armazenados em refrigerador para a
utilizacdo em analises posteriores, como as determinag¢des da composigao quimica (item
4.2.5), do indice de cristalinidade (item 4.2.8) e da suscetibilidade a hidrolise enzimatica
dos substratos pré-tratados (item 4.2.10). As fracGes soluveis em agua derivadas das duas
prensagens foram caracterizadas em relagdo ao conteudo de carboidratos, derivados
furanicos e acidos alifaticos conforme descrito no item 4.2.9.1.

As condigdes reacionais foram baseadas nos estudos preliminares de MORAIS et
al. (2015) e foram organizadas de acordo com o planejamento experimental Doehlert
mostrado na Tabela 2. Nesse caso, todos os pré-tratamentos foram realizados em
duplicata para a determinacdo do erro experimental. Para a condi¢cdo otimizada pelo
modelo estatistico (190 °C por 0 min), também foram realizadas experimentos controles

utilizando auto-hidrolise e 50 bar de nitrogénio (sistema N2/H20).

Tabela 2. Planejamento experimental Doehlert (valores experimentais e codificados)

aplicado para o pré-tratamento do bagago de cana com o sistema CO2/H0.

] Condigdes reacionais
Experimento

Temperatura (°C) Tempo (min)
BC-1 180 (0) 7,5 (0)
BC-2 200 (+1) 7,5 (0)
BC-3 160 (-1) 7,5 (0)
BC-4 190 (0,5) 14 (0,866)
BC-5 170 (-0,5) 1 (-0,866)
BC-6 190 (0,5) 1 (-0,866)
BC-7 170 (-0,5) 14 (0,866)

Legenda: BC, bagaco de cana pré-tratado pelo sistema CO2/H20.

O FSC foi utilizado para unificar os dados obtidos pelas diferentes combinacdes de
temperatura e tempo de reacio. Nesse calculo foi utilizado o pH medido na fragao soluvel

em agua apos o pré-tratamento. Além disso, devido aos longos tempos de aquecimento
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(cerca de 15 min) e resfriamento (cerca de 10 min), esses foram considerados no calculo
do log R, (fator de severidade). Cabe destacar que o acido carbdnico gerado in situ ndo é
totalmente contabilizado nos valores de pH medidos apds a despressurizagao do sistema.
Por isso, a equagdo empirica desenvolvida por VAN WALSUM (2001) foi utilizada para
determinar o valor do pH no momento da reacao, considerando a solubilidade e a pressao
parcial do CO> na temperatura empregada em cada condigdo experimental. O fator de
severidade que utiliza o valor do pH teérico da reagao foi denominado de FSCco,.

Os rendimentos massicos dos materiais pré-tratados foram determinados por
gravimetria, utilizando a diferenga entre a massa seca do bagago de cana inicialmente
alimentado no reator e a massa seca de substrato obtido apds o pré-tratamento. Os
rendimentos massicos das fragdes soluveis em agua derivadas das prensagens foram
determinados conforme descrito por SLUITER et al. (2008a) (NREL/TP-510-42621). O
ensaio consistiu em adicionar aliquotas de 5 mL da fragbes soluveis em agua em
recipientes tarados, que foram mantidos a 105 °C por 24 h. Apds esse periodo, as massas
obtidas foram utilizadas para determinar o rendimento massico em relagdo a massa seca
do material utilizado no pré-tratamento.

Os rendimentos massicos e as composi¢des quimicas dos materiais pré-tratados e
das fragdes sollveis em agua foram utilizados para calcular as recuperagcées massicas
relativas a cada um dos principais componentes do bagago de cana nativo (anidroglucose,

anidroxilose, anidroarabinose, grupo acetila e lignina total).

4.2.3 Pré-tratamento dos residuos do processamento do algodao com hidréxido de sédio

As amostras do po6 de filtro (PF) e do piolho sujo (PS) com cerca de 10% de umidade
foram utilizadas sem nenhuma padronizagdo granulométrica nos pré-tratamentos com
NaOH. Para os ensaios, 10 g (massa seca) da amostra € 100 mL de solugdo aquosa de
NaOH (razao liquido/sélido de 10) foram adicionados em frasco de vidro e pré-tratados por
um periodo fixo de 1 h em autoclave. Apds o término do periodo de pré-tratamento, a
suspensao foi filtrada para separar as fibras parcialmente deslignificadas (material pré-
tratado) da fragdo que continha a lignina solivel em solugdo alcalina. Os materiais pré-
tratados foram lavados com agua até pH neutro, drenados sob pressao reduzida em funil
de Blichner e armazenados em refrigerador para utilizagdo em analises posteriores, como
na determinagdo da composi¢cao quimica (item 4.2.5) e em experimentos de hidrolise
enzimatica (item 4.2.10). Ja as fragdes aquosas contendo lignina foram descartadas sem
terem sido submetidas a nenhum procedimento de analise.

As condicdes reacionais escolhidas para o estudo de cada substrato foram

organizadas de acordo com o planejamento experimental do tipo 22, conforme mostra a
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Tabela 3. Nesse caso, o erro experimental foi determinado pela realizagéo de triplicata no
ponto central.

Os rendimentos massicos dos materiais pré-tratados foram determinados por
gravimetria, utilizando a diferenca entre a massa seca de cada residuo inicialmente
adicionado a reacao e a massa seca de substrato obtido apds os pré-tratamentos. Através
dos rendimentos massicos e das composi¢des quimicas dos materiais pré-tratados, foram
determinadas as recuperag¢des massicas relativas a cada um dos principais componentes
macromoleculares dos residuos do processamento do algodao (anidroglucose,

anidroxilose e lignina total).

Tabela 3. Planejamento experimental fatorial 22 (valores experimentais e codificados)

realizado para o pré-tratamento com NaOH do p6 de filtro e do piolho sujo.

] Condigdes reacionais
Experimento

Concentracdo NaOH (%)’ Temperatura (°C)

PT/PF-1 4 (+1) 120 (+1)
PT/PF-2 2 (-1) 120 (+1)
PT/PF-3 4 (+1) 100 (-1)
PT/PF-4 2 (-1) 100 (-1)
PT/PF-5 3 (0) 110 (0)
PT/PS-1 4 (+1) 120 (+1)
PT/PS-2 2 (-1) 120 (+1)
PT/PS-3 4 (+1) 100 (-1)
PT/PS-4 2 (-1) 100 (-1)
PT/PS-5 3 (0) 110 (0)

Legenda: PT/PF, pré-tratamento do p6 de filtro; PT/PS, pré-tratamento do piolho sujo.
'As concentragdes de 2, 3 e 4% (m v') de NaOH correspondem a 0,2, 0,3 e 0,4 g de
NaOH g' de substrato seco.

4.2.4 Pré-tratamento dos residuos do processamento do algodao com imidazol

Os experimentos de pré-tratamento na presenca de imidazol foram realizados no
Laboratério Nacional de Energia e Geologia — LNEG/Portugal, ao longo do periodo de
doutorado sanduiche. As amostras dos residuos do processamento do algodao com cerca
de 10% de umidade foram utilizadas sem nenhuma padronizagdo granulométrica. Os
ensaios foram realizados em frasco de vidro contendo 5 g (massa seca) da amostra e 45
g de imidazol (razdo biomassa/imidazol de 9), com aquecimento fornecido em banho de
6leo termostatizado. Apds o término do periodo de pré-tratamento, o frasco foi removido
do banho de 6leo e cerca de 90 mL de agua destilada foram adicionados. A suspensao foi

entdo mantida em agitacao por 1 h na temperatura ambiente e filtrada para separacéo do



63

material pré-tratado da fragdo aquosa contendo lignina soluvel em &alcali. Os materiais pré-
tratados foram lavados com 135 mL de etanol 96% e drenados sob pressao reduzida em
funil de Buchner. Em seguida, esses mesmos materiais foram lavados com 135 mL de
agua destilada, drenados novamente sob pressdo reduzida em funil de Blchner e
armazenados em refrigerador para utilizagdo em analises posteriores, como na
determinagdo da composi¢do quimica (item 4.2.5) e em experimentos de hidrélise
enzimatica (item 4.2.10). Os extratos alcalinos também foram descartados sem terem sido
submetidos a nenhum procedimento de analise.

Devido a disponibilidade limitada de imidazol no laboratério, os efeitos do pré-
tratamento foram avaliados primeiramente para o piolho sujo. As condigdes reacionais
escolhidas para o estudo foram organizadas de acordo com o planejamento experimental
fatorial 22, conforme mostra a Tabela 4, sendo que o erro experimental foi determinado

pela realizagéo de triplicata no ponto central.

Tabela 4. Planejamento experimental fatorial 22 (valores experimentais e codificados)

realizado para o pré-tratamento com imidazol do piolho sujo.

) Condigdes reacionais
Experimento

Temperatura (°C) Tempo (min)
PT/PS-1 120 (-1) 1(-1)
PT/PS-2 160 (+1) 1(-1)
PT/PS-3 120 (-1) 3(+1)
PT/PS-4 160 (+1) 3(+1)
PT/PS-5 140 (0) 2(0)

Legenda:PT/PS, pré-tratamento do piolho sujo.

Os rendimentos massicos dos materiais pré-tratados foram determinados por
gravimetria, utilizando a diferenca entre a massa seca de cada residuo inicialmente
adicionado a reagdo e a massa seca de substrato obtido apds os pré-tratamentos. Através
dos rendimentos massicos e das composi¢gées quimicas dos materiais pré-tratados, foram
determinadas as recuperag¢des massicas relativas a cada um dos principais componentes
macromoleculares dos residuos do processamento do algodao (anidroglucose,

anidroxilose e lignina total).

4.2.5 Composigao quimica dos substratos nativos e pré-tratados
Os ensaios de determinagdao da composi¢cao quimica foram realizados de acordo
com as recomendacdes do Laboratoério Nacional de Energias Renovaveis (NREL, do inglés

National Renewable Energy Laboratory) dos Estados Unidos. A determinacdo da massa
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seca do material nativo e dos materiais pré-tratados foi realizada em balanga de
infravermelho a 105 °C até massa constante. A quantidade de cinzas foi determinada em
mufla a 575 °C por 4 h, segundo o procedimento descrito por SLUITER et al. (2008b)
(NREL/TP-510-42622). Os extraiveis foram obtidos a partir de um processo de extracao
em Soxhlet, primeiramente com agua (16 h) e apds com etanol (95%) por cerca de 24 h,
de acordo com o procedimento de SLUITER et al. (2008d) (NREL/TP-510-42619).

A composicao quimica dos materiais celulésicos foi realizada por meio da hidrélise
com acido sulfarico 72% (v v-') por 1 h a 30 °C. Em seguida, o material foi diluido para uma
concentragdo de 3% (v v-') e condicionado a 121 °C por 1 h para posterior filtragem em
cadinho de vidro sinterizado de porosidade média. O teor de lignina insoluvel em meio
acido dos materiais celuldsicos foi determinado pela massa retida no cadinho e a lignina
solivel em &acido foi quantificada por espectroscopia no ultravioleta, utilizando os
comprimentos de onda de 240 e 320 nm (SLUITER et al., 2012) (NREL/TP-510-42618). A
composicao em carboidratos dos substratos celuldsicos e seus respectivos produtos de
desidratagdo foram determinados nos hidrolisados acidos resultantes utilizando um
sistema cromatografico em fase liquida Shimadzu modelo LC10AD. Esse sistema era
provido de amostrador automatico SIL10A, desgaseificador de fase mével modelo DGU
14A, forno de aquecimento de coluna modelo CTO 10A e de detectores nos modelos
RID10A para indice de refracdo e SPD-M10Avp para espectrofotometria no ultravioleta. A
analise foi realizada em coluna Hi-Plex H (Agilent, 300 x 7,7 mm) a 65 °C, precedida por
pré-coluna Hi-Plex H (Agilent, 50 x 7,7 mm) e eluida com fase mével H.SO4 5 mmol L' a
uma vazdo de 0,6 mL min' (RAMOS e FONTANA, 2004). As quantificagbes foram
efetuadas por padronizacao externa, com base em curvas de calibragao construidas para
cada componente monitorado (celobiose, glucose, xilose, arabinose e acido acético),
levando-se em conta seus respectivos fatores de hidrolise acida, que serviram para
converter cada componente em seu respectivo derivado anidro: 0,95 para a celobiose, 0,90
para a glucose, 0,88 para xilose e arabinose e 0,98 para o acido acético. Os produtos de
desidratacdo de hexoses e pentoses (HMF e furfural) também foram quantificados,
entretanto, ndo foram convertidos nos seus respectivos carboidratos de origem, uma vez
que nao é possivel determinar a origem destes produtos durante o procedimento de

hidroélise acida da biomassa.

4.2.6 Holocelulose e a-celulose dos substratos nativos e pré-tratados

Amostras de bagaco de cana nativo livre de extraiveis e pré-tratadas por explosao
a vapor foram deslignificadas para produzir as suas respectivas fragdes holocelulésicas e
a-celuldsicas. Para isso, em um erlenmeyer contendo cerca de 100 mL de agua destilada

foram adicionados cerca de 5 g de amostra seca, 3 mL de acido acético glacial, 21,5 mL
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de acetato de sddio 20% (m v'') e 8,5 mL de clorito de sédio 40% (m v'). A mistura foi
mantida em agitagao a 75 °C por 30 min de reagéo e, em seguida, as mesmas quantidades
de &cido acético, acetato de sddio e clorito de sddio foram readicionadas ao meio. Essa
operagao foi repetida mais duas vezes até completar 2 h de reacao. Ao final, a mistura foi
filtrada em cadinho de vidro sinterizado previamente tarado e o residuo foi lavado com 1 L
de agua gelada e 2 vezes com acetona (FENGEL e WEGENER, 1989). O material fibroso
(holocelulose) foi seco em estufa a 40 °C e submetido a caracterizagao de sua composigcao
quimica, conforme descrito no item 4.2.5.

A obtencdo de a-celulose foi realizada apenas para amostras de holocelulose
derivadas de bagaco de cana nativo. Para isso, 3 g de amostra foram misturados com 100
mL de KOH 5% (m v'') em um erlenmeyer e a mistura foi agitada por 120 min a 25 °C.
Posteriormente, o material foi filtrado, lavado novamente com solugao alcalina (KOH 5%)
e depois com agua. Esse mesmo procedimento foi entdo repetido, porém, com a utilizagao
de 100 mL de KOH 24% (m v-'). O material foi novamente filtrado, o residuo fibroso foi
lavado com agua até pH neutro e, em seguida, lavado com pequenas porgdes de acetona
(FENGEL e WEGENER, 1989). A fracdo de a-celulose foi seca em estufa a 40 °C e

submetida a caracterizagao de sua composi¢ao quimica, conforme descrito no item 4.2.5.

4.2.7 Comportamento reolégico dos materiais produzidos

Esses experimentos foram realizados no Laboratério de Polpa e Papel da
Universidad Pontificia Bolivariana — UPB/Col6mbia. O equipamento empregado para as
medidas reoldgicas foi o redbmetro da marca TA Instruments, modelo Discovery HR-2, em
regime oscilatério ou em fluxo (Figura 10). Todos os experimentos foram conduzidos a 50
°C, que foi a mesma temperatura utilizada nos experimentos de hidrélise enzimatica. Os
ensaios oscilatorios foram realizados utilizando geometria de placas paralelas (40 mm de
didmetro), com um gap de aproximadamente 1,0 mm (o gap foi regulado para ndo exceder
a forga axial de 0,5 N), para avaliar o comportamento reolégico dos materiais pré-tratados
nos teores de sdlidos totais de 10, 15 e 20%. Para evitar a perda de agua por evaporacao,
utilizou-se um pequeno cilindro metalico (15 mm de altura e 41,5 mm de didmetro interno)
como recipiente de amostra, que foi colocado sobre uma placa de aquecimento Peltier para
controlar a temperatura. A viscosidade complexa dos diversos teores de sdlidos totais
empregados foi determinada pelo método de cisalhamento oscilatério de pequena
amplitude (do inglés, small amplitude oscillatory shear - SAOS) na regiao de
viscoelasticidade linear (amplitude da deformagéo de aproximadamente 0,05%), variando
a frequéncia angular de 1 para 1000 rad s'. Cada teste oscilatério foi repetido pelo menos

duas vezes com amostras frescas para garantir a repetibilidade dos dados experimentais.
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Figura 10. Configuracdo do redmetro usado nos experimentos realizados (A) em fluxo e

(B) em sistema oscilatorio.

Os experimentos em fluxo foram realizados para avaliar as mudangas das
propriedades reologicas dos materiais pré-tratados apos a hidrolise enzimatica nos tempos
de 3, 6, 9, 12 e 24 h. Esse tipo de experimento foi utilizado para reduzir o deslizamento do
material nas paredes do recipiente, uma vez que a suspensao celuldsica tornou-se cada
vez mais liquida com o avango da reagao de hidrolise. A geometria empregada nessa
analise consistiu de um rotor de quatro pas com 42 mm de altura e 28 mm de diametro,
que foram colocados em um recipiente de 30 mm de didmetro contendo a amostra. Para
obter dados reoldgicos consistentes e eliminar os efeitos tixotrépicos apds o carregamento
da amostra no reémetro, todas as analises foram precedidas por um periodo curto de pré-
cisalhamento com um tempo posterior de relaxamento para a recuperagido parcial da
estrutura. A variagdo na taxa de cisalhamento foi de 1 para 1000 s, a partir da qual foi

obtida a viscosidade aparente das suspensdes fibrosas.

4.2.8 Cristalinidade dos substratos nativos e pré-tratados

A difratometria de raios-X (DRX) foi realizada para analisar as propriedades
cristalograficas dos materiais nativos e pré-tratados, assim como das fracdes de
holocelulose e a-celulose. A analise foi realizada em difratdmetro Shimadzu, modelo XRD-
6000. O equipamento continha um tubo gerador da radiagao correspondente a linha Ka (A
= 0,1542 nm) de atomos de cobre, que operou a 40 kV e 30 mA. As intensidades de
difracdo foram medidas no intervalo 5° < 26 < 50° na taxa de 2° min-', com aquisi¢cbes a
cada variacdo angular de 0,02°. O indice de cristalinidade (ICr) das amostras foi
determinado pelo método empirico proposto por SEGAL et al. (1959), apresentado na

Equacao 8.
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ICr (%) = 22—lam x100 Equaca
0) = ™ quacao 8

onde 20 € lam correspondem as intensidades de difragdo na regido cristalina em 22,5° de

20 e na regiao amorfa em 18,5° de 20, respectivamente.

4.2.9 Composicao quimica das fragcdes soluveis em agua
4.2.9.1 Carboidratos, acidos alifaticos e compostos furanicos por CLAE

As fragbes soluveis em agua, derivadas da filtragado apds os pré-tratamentos acidos,
foram caraterizadas pelo mesmo sistema cromatogréafico descrito no item 4.2.5 para a
quantificagao por padronizacédo externa de acido férmico, acido levulinico, acido acético,
HMF e furfural. Além disso, foi necessaria a realizacdo de uma reacédo de poés-hidrolise
segundo o método de SLUITER et al. (2008c) (NREL/TP-510-42623) para a conversao dos
oligossacarideos em monossacarideos e tais hidrolisados foram analisados novamente
nas mesmas condi¢cdes cromatograficas do item 4.2.5 para a quantificagdo por

padronizagdo externa de celobiose, glucose, xilose e arabinose.

4.2.9.2 Derivados fendlicos e compostos furanicos por CLAE

As fragbes soluveis em agua também foram analisadas em um sistema
cromatogréfico em fase liquida Metrohm, modelo 882 Compact IC Plus, equipado com um
amostrador automatico 863 Compact e um detector de absor¢cdo no ultravioleta 887
Profissional. A analise foi realizada em coluna Kinetex C18 (Phenomenex, 150 x 4,6 mm,
5 um) a uma vazdo de 0,8 mL min-', temperatura ambiente e fase moével contendo
agua/metanol/acido acético 80:20:1 em modo isocratico. Os seguintes compostos foram
quantificados por padronizagao externa nos seus comprimentos de onda de absorcao
maxima: acido vanilico (AV), acido 4-hidroxibenzoéico (4-AH), siringaldeido (SD) e 4-
hidroxibenzaldeido (4-HD) em 215 nm; 5-metil-2-furfural (5-MF) e &cido siringico (AS) em

280 nm; e acido ferulico (AF), acido p-cumarico (p-AC) e acido cafeico (AC) em 310 nm.

4.2.9.3 Derivados fendlicos e compostos furanicos por CG-EM

Aliquotas de 1 mL das fragdes sollveis em agua foram extraidas com quatro
porcdes de 0,5 mL de acetato de etila e a fase organica foi seca com sulfato de sodio
anidro. Uma derivatizacao por sililacao foi entdo realizada reagindo 50 pL dos extratos
organicos com 50 pL de N,O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida contendo 1% de
trimetilclorossilano a 70 °C durante 30 min. As analises das amostras sililadas foram
realizadas em cromatografo de fase gasosa Shimadzu modelo GC2010, acoplado a um
espectrémetro de massas modelo QP2010-Plus. As temperaturas do injetor e da linha de

transferéncia foram de 280 °C. Cerca de 1 uL das amostras foram injetadas em modo
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splitless na coluna capilar VF5-MS (Agilent, 30 m x 0,25 mm; 0,25 um), utilizando hélio
como gas de arraste a 1 mL min~' e o seguinte gradiente de temperatura: 75 °C por 3 min,
5°C min " até 150 °C, 0,5 °C min-! até 160 °C, 2 °C min'* até 190 °C, 5 °C min'" até 240 °C,
70 °C min" até 325 °C mais 3 min nessa temperatura (MITCHELL et al., 2014).

Os compostos identificados por CLAE no item 4.2.9.2 foram confirmados pela
analise em CG-EM apos reacao de sililacido dos padroes comerciais e comparagao entre
seus respectivos tempos de retencdo e espectros de massas. Além disso, outros
componentes foram identificados apenas por comparagdo com espectros de massas
disponiveis no banco de dados do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (do inglés,
National Instutite of Standards and Technology - NIST) ou por interpretagdo dos espectros

de massas e comparagao com dados da literatura.

4.2.10 Ensaios de hidrélise enzimatica dos substratos nativos e pré-tratados

Diferentes ensaios de hidrolise enzimatica foram realizados para os materiais
celulésicos nativos e pré-tratados. As diferengas empregadas foram no teor de sélidos
totais (%, m v') e na carga enzimatica (FPU g-' de glucanas), enquanto que os demais
parametros da reagao foram mantidos constantes, como a temperatura de 50 °C, agitagéo
de 150 rpm e tampdo acetato de sodio 50 mmol L' em pH 5,2 para os complexos
enzimaticos Cellic CTec3 e Cellic HTec3 e em pH 4,8 para o complexo Cellic CTec2. Em
determinados periodos da reagao enzimatica, aliquotas foram coletadas, filtradas em filtro
de 0,45 uym e conduzidas a analise cromatografica. A liberacdo de acgucares (celobiose,
glucose e xilose) durante o processo hidrolitico foi monitorada por CLAE, utilizando as
mesmas condi¢cbes descritas no item 4.2.5. Os rendimentos de hidrolise foram calculados
em relagcdo a quantidade de carboidratos presentes nos materiais utilizados. Para
glucanas, o rendimento foi expresso como equivalentes de glucose (EqGlc), que considera
o0 somatorio das concentragbes de glucose e celobiose presentes no meio reacional
([GIcEq] = [glucose] + 1,0526 [celobiose]).

4.2.10.1 Hidrolise enzimatica do bagago de cana nativo e pré-tratado por explosao a vapor

A primeira condigédo de hidrélise enzimatica empregada para amostras de bagaco
de cana nativo e pré-tratado por explosdo a vapor foi para avaliar a acessibilidade
enzimatica dos materiais de acordo com o procedimento proposto pelo NREL. Esse ensaio
foi realizado por 72 h empregando 2% (m v-') de sélidos totais e 60 FPU g-' de glucanas
do complexo enzimatico Cellic CTec3. Em seguida, foram realizados experimentos em
condi¢cdes mais realisticas por 96 h de hidrélise, em que se buscou elevar o teor de sélidos
totais para 15% (m v') e diminuir a carga enzimatica empregada para 23,1 FPU g de

glucanas (Cellic CTec3). Essa condi¢cao de hidrélise enzimatica também foi submetida a
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um aumento de escala para 1000 mL, mediante o uso do biorreator de bancada Labfors 5-
HT BioEtOH (Infors, Suiga), conforme mostra a Figura 11. O consumo de energia durante
a hidrdlise no biorreator foi determinado pelo produto entre o torque (Tr) requerido para
agitacao da suspenséo celulésica e a velocidade angular (v) do agitador, que foi de 150
rom (15,7 rad s), segundo a Equacéo 9 (ASCANIO et al., 2004; CORREA et al., 2016).

Consumo de energia (W) =Tr xv Equacao 9

Figura 11. Biorreator de bancada utilizado nos experimentos de hidrélise enzimatica.

Por ultimo, o material produzido na condi¢gao de menor severidade (BA, FSC =0,44)
foi selecionado para realizar um estudo de otimizagao de sua hidrélise enzimatica. O efeito
do teor de sodlidos totais e da carga enzimatica foi avaliado por meio de um planejamento
fatorial 22, com triplicata no ponto central e 4 pontos axiais (Tabela 5). Para essa série de
experimentos também foi monitorada a viscosidade aparente, antes e durante 24 h de

hidrélise enzimatica, conforme descrito no procedimento do item 4.2.7.
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Tabela 5. Planejamento experimental fatorial 22 (valores experimentais e codificados)
realizado para a hidrélise enzimatica do bagago de cana pré-tratado por explosao a vapor

na condicao de auto-hidrolise (195 °C e 7,5 min).

Condigoes reacionais

Experimento Carga enzimatica Sdlidos totais
(FPU g de glucanas) (%, m v)
HE/BA-1 7,7 (-1) 20 (+1)
HE/BA-2 38,6 (+1) 20 (+1)
HE/BA-3 23,1 (0) 15 (0)
HE/BA-4 7,7 (-1) 10 (-1)
HE/BA-5 38,6 (+1) 10 (-1)
HE/BA-6 1,4 (-1,41) 15 (0)
HE/BA-7 449 (+1,41) 15 (0)
HE/BA-8 23,1 (0) 8 (-1,41)
HE/BA-9 23,1 (0) 22 (+1,41)

Legenda: HE/BA, hidrélise enzimatica do bagacgo de cana pré-tratado por auto-hidrolise.

4.2.10.2 Hidrdlise enzimatica do bagaco de cana nativo e pré-tratado pelo sistema CO2/H.0

Duas condigbes de hidrélise enzimatica foram utilizadas para o bagago de cana
nativo e pré-tratado pelos diferentes pré-tratamentos com o sistema CO2/H20. A primeira
foi utilizada para avaliar a acessibilidade dos materiais pré-tratados, empregando 2% (m v-
) de sélidos totais e 60 FPU g-' de glucanas do complexo enzimatico Cellic CTec3 por 72
h (procedimento NREL). A segunda condicao foi realizada em 15% (m v-') de solidos totais
por 96 h com 23,1 FPU g' de glucanas do complexo enzimatico Cellic CTec3), que foi
suplementado com 176,5 mg g' de xilanas do complexo enzimatico Cellic HTec3

(hemicelulases).

4.2.10.3 Hidrélise enzimatica dos residuos do processamento do algod&o nativos e pré-
tratados com hidroxido de sodio

A condicao de hidrélise enzimatica empregada para avaliar a eficiéncia dos pré-
tratamentos dos residuos do algodao com hidroxido de sodio foi de 5% (m v') de sélidos
totais e 8,8 FPU g-' de glucanas (Cellic CTec2) por 96 h. Além disso, a melhor condigédo de
pré-tratamento para cada material foi submetida a um estudo mais detalhado de hidrdlise
enzimatica, de modo a aumentar os rendimentos e concentracdo de aglcares nos
hidrolisados. Um planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central foi empregado
para avaliar o efeito do teor de sélidos totais e da carga enzimatica (Cellic CTec3) sobre a

hidrolise enzimatica do material pré-tratado (Tabela 6).
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Tabela 6. Planejamento experimental fatorial 22 (valores experimentais e codificados)
realizado para a hidrélise enzimatica dos residuos do processamento do algodao apés pré-
tratamento a 120 °C com 4% de NaOH.

Condigodes reacionais

Experimento Solidos totais Carga enzimatica
(%, m v) (FPU g de glucanas)

HE/PF-1 15 (+1) 25 (+1)
HE/PF-2 5(-1) 25 (+1)
HE/PF-3 15 (+1) 15 (-1)
HE/PF-4 5(-1) 15 (-1)
HE/PF-5 10 (0) 20 (0)

HE/PS-1 15 (+1) 25 (+1)
HE/PS-2 5(-1) 25 (+1)
HE/PS-3 15 (+1) 15 (-1)
HE/PS-4 5(-1) 15 (-1)
HE/PS-5 10 (0) 20 (0)

Legenda: HE/PF, hidrélise enzimatica do pé de filtro pré-tratado; HE/PS, hidrdlise
enzimatica do piolho sujo pré-tratado.

4.2.10.4 Hidrélise enzimatica dos residuos do processamento do algodao nativos e pré-
tratados com imidazol

Assim como no caso anterior, a condigdo de hidrdlise enzimatica empregada para
avaliar a eficiéncia dos pré-tratamentos dos residuos do algodao com imidazol foi de 5%
(m v') de sélidos totais e 8,8 FPU g' de glucanas (Cellic CTec2) por 96 h. A melhor
condicao de pré-tratamento para cada material também foi submetida a um estudo mais
detalhado de hidrdlise enzimatica, de modo a aumentar os rendimentos e concentragao de
acUcares nos hidrolisados. Para isso, um planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto
central foi empregado para avaliar o efeito do teor de sdlidos totais e da carga enzimatica

(Cellic CTec3) sobre o rendimento de hidrolise do material pré-tratado (Tabela 7).
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Tabela 7. Planejamento experimental fatorial 22 (valores experimentais e codificados)
realizado para a hidrélise enzimatica dos residuos do processamento do algodao apés pré-
tratamento com imidazol a 140 °C por 2 h.

Condigodes reacionais

Experimento Carga enzimatica Sdlidos totais
(FPU g™ de glucanas) (%, m v)
HE/PF-1 15 (-1) 4 (-1)
HE/PF-2 25 (+1) 4 (-1)
HE/PF-3 15 (-1) 12 (+1)
HE/PF-4 25 (+1) 12 (+1)
HE/PF-5 20 (0) 8 (0)
HE/PS-1 15 (-1) 4 (-1)
HE/PS-2 25 (+1) 4 (-1)
HE/PS-3 15 (-1) 12 (+1)
HE/PS-4 25 (+1) 12 (+1)
HE/PS-5 20 (0) 8 (0)

Legenda: HE/PF, hidrélise enzimatica do pé de filtro pré-tratado; HE/PS, hidrdlise
enzimatica do piolho sujo pré-tratado.

4.2.11 Atividade enzimatica dos complexos enzimaticos

A determinacdo das atividades enzimaticas dos complexos Cellic CTec3 e Cellic
CTec2 foi realizada por meio dos procedimentos descritos por SCHWALD et al. (1988).
Para isso, acondicionou-se em tubos de ensaio 1 mL de solu¢cdo enzimatica, 1 mL de
tampéo acetato de sdédio 50 mmol L' e uma tira de papel de filtro Whatman n° 1 (1,0 x 8,5
cm) com 70 = 1 mg de massa. Os tubos foram incubados em banho-maria a 50 °C por 1 h
e entdo adicionou-se 3 mL do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) para interromper a reagéo.
A reagdo do DNS com acgucares redutores leva a redugédo do grupamento nitro na posicao
3, formando o acido 3-amino-2-hidroxi-5-nitro-benzoéico que apresenta um maximo de
absorgao no comprimento de onda de 540 nm quando em solugéo aquosa. Portanto, apés
10 min de ebulicdo das amostras em banho-maria, foi realizada a leitura de absorbancia
em espectrofotdbmetro a 540 nm.

A quantificacdo dos acucares redutores liberados apds o periodo reacional foi
baseada na curva de calibragédo da glucose, que foi analisada em diferentes concentragdes
(1,1,5, 2, 2,5 e 3 mg mL"). Assim, determinou-se a diluigdo do complexo enzimatico no
qual 2 mg de agucar redutor (equivalentes de glucose) é liberado no meio de reagao
enzimatica apés 60 min de hidrdlise. Para isso foi necessaria a utilizagao de varias diluicbes
dos complexos enzimaticos, capazes de liberar entre 1 a 3 mg de agucar redutor, sendo

que o valor desejado para os calculos de atividade foi obtido pela resolugdo da equacéao
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obtida. Esse procedimento mede a capacidade das enzimas em termos de unidades de
papel de filtro (FPU, do inglés filter paper unit) por mL da solugdo enzimatica empregada

como referéncia, conforme mostra a Equacgao 10, proposta por GHOSE (1987).

2

Atividade enzimatica (FPU mL™) = e eeT

x [E] Equacao 10

onde 2 é a massa de agucar redutor liberado a partir do papel de filtro no periodo reacional
(em mg), 0,18 é a quantidade absoluta de glucose liberada no ensaio em pmol mg™', 60 é
o periodo reacional em min, 1 € o volume da solugdo enzimatica na reagdo em mL e [E]
representa a concentragdo da enzima que foi capaz de liberar exatamente 2 mg de agucar

redutor no meio recional.

4.2.12 Aplicagao do modelo cinético fractal

Todos os dados de hidrélise enzimatica foram ajustados pelo modelo cinético fractal
descrito por VALJAMAE et al. (2003) com base nos estudos desenvolvidos por
KOPELMAN (1988). Esse modelo é baseado em uma reagdo de pseudo primeira ordem
em que a constante de velocidade (k) é dependente do tempo (h') e relacionada com um

coeficiente fractal (h), que esta confinado no intervalo 0 < h <1 (Equagéao 11).
P(t) = So [1- ™| Equagéo 11

onde P(t) é a concentragdo do produto que foi liberada em fungdo do tempo, Sp é a
concentragao inicial do substrato e t € o tempo de reacao (h). O modelo foi utilizado para
revelar a influéncia das caracteristicas estruturais do substrato ao longo do perfil de

hidrolise enzimatica. Os ajustes foram realizados pelo programa OriginPro 8.5.1.

4.2.13 Analise estatistica dos planejamentos experimentais

Os planejamentos experimentais aplicados nesse estudo foram analisados por
modelos matematicos lineares, quando foram empregados planejamentos fatoriais
simples, ou por modelos quadraticos, que foram utilizados para planejamentos fatoriais
completos (onde se encontram incluidos os pontos axiais) e no planejamento Doehlert.
Para validacdo dos modelos matematicos, os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e os efeitos das variaveis independentes foram apresentados na forma
de gréficos de Pareto, sendo que somente os modelos quadraticos foram utilizados para a

construgao de graficos de contorno. Além disso, em varios casos, o teste de Tukey no
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intervalo de confianga de 95% foi empregado para avaliar a diferenga estatistica observada

entre valores médios. Todas essas analises foram realizadas no Software Statistica 8.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse trabalho foram abordadas diferentes técnicas de pré-tratamento para dois
tipos de materiais lignoceluldsicos, o bagaco de cana e os residuos do processamento do
algodao. Ambos sao produzidos em grande escala no Brasil e, portanto, correspondem a
materiais de grande potencial para transformacdo em produtos de interesse comercial,
como o etanol celuldsico. Os métodos de pré-tratamento aplicados para cada biomassa
foram selecionados a partir de estudos preliminares e na possibilidade de sua execugao
no laboratério. E importante mencionar que a escolha do pré-tratamento esta relacionada
diretamente com a estrutura e a composi¢cado da biomassa. Deste modo, nem sempre é
possivel desenvolver metodologias que sejam eficientes para diferentes tipos de materiais
lignoceluldsicos.

Os pré-tratamentos estudados para o bagago de cana foram os métodos acidos de
explosdo a vapor (na condicdo de auto-hidrolise e catalisada pelos acidos fosférico ou
sulfurico) e de diéxido de carbono supercritico na presenga de agua (CO2/H20). A Figura
12 mostra de uma forma resumida as etapas desenvolvidas para esse material, assim
como as principais analises realizadas em cada método de pré-tratamento.

Os residuos do processamento do algoddao podem ser gerados em diferentes
etapas do processo industrial de beneficiamento das fibras de algoddo. Nesse trabalho
escolheu-se estudar os residuos produzidos em maior quantidade na cadeia de producgao,
denominados piolho sujo e p6 de filtro. O piolho sujo € composto por residuos de fibras de
algodao, cascas, caules, folhas e demais sujidades que possam estar presentes durante a
colheita. Por outro lado, o p6 de filtro contém residuos de fibras curtas de algodao que sao
recuperados nas telas dos filtros, durante os processos de fiagdo e tecelagem. A principal
vantagem destes residuos de algoddo em comparagdo com outros materiais
lignoceluldsicos é seu alto teor de carboidratos e baixo teor de lignina. Desta forma, duas
estratégias de pré-tratamento alcalinos foram empregadas para o estudo desses residuos,
de modo a aumentar a acessibilidade da celulose para a etapa de hidrélise enzimatica. Os
reagentes escolhidos para o pré-tratamento foram o hidroxido de sodio e o imidazol. As
etapas e as analises realizadas para esses materiais nos diferentes pré-tratamentos estao

representadas na Figura 13.
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5.1 PRE-TRATAMENTOS ACIDOS DO BAGAGO DE CANA

Uma grande variedade de métodos de pré-tratamento sao relatados na literatura
para o fracionamento dos principais constituintes do bagaco de cana (HARRISON et al.,
2013; ZHANG e WU, 2013; BATALHA et al., 2015; SILVEIRA et al., 2015; DA SILVA et al.,
2016; NEVES et al., 2016). A explosao a vapor € amplamente aplicada devido a inUmeras
vantagens, mas, apesar dos avangos alcangadas com esse método nas ultimas décadas,
estudos ainda sao necessarios para entender os efeitos causados por diferentes condicbes
reacionais sobre as propriedades quimicas e fisicas do material lignocelulésico, bem como
sobre a complexidade da composicdo quimica da fragcdo solivel em agua gerada no
processo. Nesse sentido, a primeira parte desse trabalho esta focada no estudo de
diferentes condigdes de explosdo a vapor, catalisadas por acidos exdégenos (acidos
fosforico e sulfirico) ou por auto-hidrélise (sem adi¢do de acido exdgeno). E importante
mencionar que este pré-tratamento foi realizado em escala piloto (reator de 10 L), o que
permite utilizar o bagaco de cana sem prévia etapa de moagem e assim vizualizar os efeitos
causados de forma mais realistica.

Outra abordagem de pré-tratamento acido aplicado nesse estudo foi o sistema de
alta pressdo CO,/H,0. Este método € relativamente recente quando comparado com a
exploséo a vapor, porém, diversos trabalhos ja publicados demonstram sua efetividade
para varios tipos de biomassa (FERREIRA-LEITAO et al., 2010; SRINIVASAN e JU, 2012;
MAGALHAES DA SILVA et al., 2014; PHAN e TAN, 2014; MOHARRER!I et al., 2017). A
utilizacdo do CO; na presenga de agua tem por consequéncia a formagdo do &cido
carbénico in situ, que ira catalisar principalmente a hidrdlise das hemiceluloses. Além disso,
o CO, também pode ser utilizado como agente de impregnag¢ao do material lignocelulésico
antes ou durante a realizagdo da explosédo a vapor. No entanto, devido a limitagbes na
disponibilidade de equipamento, um sistema reacional em escala de laboratério (reator de
0,25 L) foi utilizado sem a rapida liberacdo da pressao (explosdo) apds a passagem do

tempo reacional proposto para o pré-tratamento.

5.1.1 Pré-tratamento do bagago de cana por explos&o a vapor

O bagaco de cana utilizado para os pré-tratamentos por explosdo a vapor foi
caracterizado pelos procedimentos do Laboratério Nacional de Energia Renovavel - NREL
(do inglés, National Renewable Energy Laboratory). As determinagdes dos percentuais de
cinzas e extraiveis foram realizadas diretamente em amostras do bagaco nativo, enquanto
que os percentuais de carboidratos e lignina foram determinados a partir de amostras de
bagaco livre de extraiveis. O procedimento de extragdo tem por finalidade a remogao dos
compostos que ndo estdo ligados diretamente a parede celular (compostos né&o

estruturais), uma vez que podem interferir na quantificacdo dos demais componentes
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presentes nos materiais lignoceluldsicos. Além disso, durante a determinagdo dos
carboidratos pela hidrdlise acida, a barreira quimica formada pelos extraiveis pode inibir a
penetragdo do acido sulfurico na estrutura e resultar em uma hidrdlise incompleta dos
polissacarideos (SLUITER et al., 2008d). O teor de extraiveis totais do bagago de cana foi
de 7,6%, sendo que 5,3% foram removidos com agua e 2,3% com etanol (Tabela 8). A
extragdo com agua remove compostos hidrossoluveis como carboidratos de baixa massa
molar (sacarose) e substancias pécticas. Ja a extracdo com etanol remove compostos
oxigenados, como acidos cindmicos, fendis, flavonéides, lipideos e lignanas, dentre outros
(SZCZERBOWSKI et al., 2014).

Tabela 8. Composi¢ao quimica do bagaco de cana nativo utilizado nos pré-tratamentos de

exploséo a vapor.

Componente Percentual (%)
Anidroglucose'’ 31,8+ 0,5
Anidroxilose? 12,2 +0,3
Anidroarabinose? 0,8+0,1
Grupo acetila? 3,2+0,2
Hexoses desidratadas? 0,4 +0,02
Pentoses desidratadas 4 2,707
Lignina total® 296+1,3

Lignina soluvel em acido 52+09
Lignina insoluvel em acido 24,3+ 0,4
Cinzas 8,3+0,2
Extraiveis totais 76104
Extraiveis em agua 5,3+0,1
Extraiveis em etanol 2,3+0,3
Total 96,5

'Presente como componente das B-(1—4)-D-glucanas (celulose);
2Presente como componentes das heteroxilanas (hemiceluloses);

3Quantificado como 5-(hidroximetil)-furfural (HMF);

4Quantificado como furfural;

5Somatorio das ligninas insoluvel e soltivel em acido sulftrico diluido.

O teor de glucanas (medidas como residuos de glucopiranosil ou anidroglucose) foi
de 31,8% e o percentual de hemiceluloses foi de 16,2%, considerando residuos de
xilopiranosil (ou anidroxilose), arabinofuranosil (ou anidroarabinose) e grupos acetila.
Também foi possivel quantificar os produtos de desidratacdo das hexoses e pentoses
formadas durante a hidrdlise acida, identificados como 5-(hidroximetil)-furfural (HMF) e

furfural, respectivamente (Tabela 8). Como ja mencionado anteriormente, o HMF pode ser
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formado pela desidratacao de hexoses como glucose e galactose, enquanto que o furfural
€ oriundo da desidratacado de unidades de xilose e arabinose. Portanto, estes percentuais
nao foram convertidos aos seus polissacarideos de origem, uma vez que nao é possivel
determinar o percentual de desidratacdo de cada acucar individualmente durante o
procedimento de hidrélise acida. No entanto, ao considerar que o HMF tenha origem
principalmente na desidratagdo da glucose, o percentual de glucanas apés a aplicagéo do
fator de corregdo massica aumentaria de 31,8% para 32,2%. Considerando que o furfural
tem origem na desidratagdo de pentoses, o teor de hemiceluloses do bagago aumentaria
de 16,2% para 19,9% apods a aplicacdo do fator de correcao massica. Por outro lado, é
provavel que a maior parte do furfural tenha tido origem nas unidades de arabinofuranose,
ja que este monossacarideo é mais suscetivel que a xilose as reagbes de hidrélise e
desidratacao.

O teor de cinzas presente no bagaco de cana nativo foi de 8,3% (Tabela 8).
MORAES ROCHA et al. (2015) relataram que este conteldo apresenta grande variacao
entre diferentes estudos (de 0,7 até 7,9%). A variagdo no teor de cinzas é atribuida a varios
fatores como a variedade da cana utilizada, a localizagao geografica do cultivo e impurezas
oriundas do processo de colheita e do uso de trituradores industriais (SZCZERBOWSKI et
al., 2014).

O percentual de lignina total (somatério das ligninas soltvel e insoluvel em meio
acido) correspondeu a 29,6%, sendo superior a outros trabalhos desenvolvidos com
bagaco de cana. Por exemplo, ROCHA et al. (2011) e SZCZERBOWSKI et al. (2014)
encontraram valores de 21,1% e 20,6%, respectivamente. No entanto, o valor obtido nesse
trabalho deve estar parcialmente superestimado. A primeira causa esta na determinagao
da lignina insoluvel em acido, cujo valor nao foi subtraido de seu teor de cinzas. A segunda
possibilidade para este alto valor esta na presenca de interferentes durante a determinacao
da lignina soluvel em acido, realizada em espectrofotdbmero UV/Vis no comprimento de
onda de 240 nm conforme proposto pelo método NREL (SLUITER et al., 2012). Nessas
condigbes, compostos furanicos (HMF e furfural), formados ainda que em pequena
concentracdo durante a hidrélise acida, absorvem fortemente apesar desse comprimento
de onda estar em uma regido de minimo nos seus respectivos espectros de absorgao.
HYMAN et al. (2008) observaram uma contribuicao significativa de compostos furanicos na
determinagdo de lignina soluvel em acido em hidrolisados de palha de milho no
comprimento de onda de 240 nm, que corresponderam a 16% para o furfural e a 12% para
o HMF do valor total da medida. De modo a diminuir a contribuicdo desses componentes
na determinagéo de lignina soluvel em acido, esses autores sugeriram realizar a leitura da
absorbancia em 320 nm, onde a influéncia dos compostos furanicos € muito menor. Em

um estudo inter-laboratorial da determinagéo da composigdo quimica do bagago de cana,
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SLUITER et al. (2016) concluiram que a determinacg&o da lignina soluvel em acido em 240
nm resultou em um valor de 5,0%, enquanto que a leitura em 320 nm forneceu um valor de
apenas 1,3%.

Apds a caracterizagao quimica do material nativo, experimentos de exploséo a
vapor foram realizados para investigar a aplicabilidade do FSC em diferentes sistemas de
pré-tratamento por auto-hidrélise, bem como ensaios baseados no uso de acidos
exogenos. Para isso, estudos de otimizagao ndo foram realizados devido aos inumeros
trabalhos ja relatados na literatura para o bagago de cana, inclusive de nosso préprio grupo
de pesquisa. Dessa forma, como premissa inicial, trés condicbes reacionais relatadas
anteriormente por AGUIAR et al. (2013) foram utilizadas para avaliar o comportamento
desses sistemas reacionais sobre a composi¢cao quimica dos materiais pré-tratados, bem
como sobre os rendimentos globais de agucares soluveis apds a hidrolise enzimatica.
Essas trés condigdes utilizaram a mesma temperatura (195 °C) e 0 mesmo tempo de
residéncia no reator (7,5 min), empregando auto-hidrdlise (sem adi¢gdo de catalisador
exégeno, nomeado BA), catélise fosférica (homeada BF) e catalise sulfurica (homeada BS),
sendo que, nesses Ultimos dois casos, utilizou-se a mesma carga acida de 9,5 mg g' de
substrato seco. A adicdo dos catalisadores acidos aumentou a severidade dos pré-
tratamentos, que pode ser mensurada a partir do calculo do fator de severidade combinada
(FSC) levando-se em consideracao o pH da fragado soluvel em agua apds o pré-tratamento.
Como esperado, o FSC foi menor para o experimento de auto-hidrélise (0,44) quando
comparado as catalises fosforica (0,75) e sulfurica (1,44). Os maiores valores de FSC para
as catalises sulfurica e fosférica sdo devidos a maior for¢ca acida dos acidos sulfurico (pKa
= -3,0) e fosférico (pKa = 2,1), uma vez que esses foram utilizados na mesma
concentragcdo. O desempenho dos pré-tratamentos foi avaliado principalmente pelos
resultados de recuperacéo de glucanas e de hidrdlise enzimatica pelo procedimento padrao
do NREL (SELIG et al., 2008). Para os experimentos BA, BF e BS, as recuperacbes de
glucanas apoés os pré-tratamentos foram de 98,2%, 98,6% e 73,1%, enquanto que os
rendimentos de equivalentes de glucose (EqGIc) na hidrélise enzimatica apds 72 h foram
de 87,9%, 90,9% e 98,0%, respectivamente.

A comparagao entre os pré-tratamentos realizados em diferentes severidades
revelou resultados esperados, como altas recuperagdes de glucanas em FSC menores e
melhor desempenho de hidrélise enzimatica em FSC maiores. Portanto, para comparar o
desempenho de substratos produzidos pela utilizagdo de catalisadores acidos exégenos e
por auto-hidrélise, o substrato BF (FSC = 0,75) foi selecionado como referéncia para a
producdo de materais pré-tratados com FSC equivalentes. A escolha desse material foi
devida a resultados satisfatorios de recuperacao de glucanas e desempenho de hidrolise

enzimatica, bem como em fungdo das condigbes reacionais que seriam exigidas
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(temperaturas muito elevadas ou muito baixas) caso outro material fosse escolhido como
referéncia. Por exemplo, se a catalise sulfurica tivesse sido escolhida, os experimentos de
auto-hidrélise demandariam elevadas temperaturas e/ou tempos reacionais para se atingir
um FSC equivalente, o que provavelmente levaria a formagao de produtos de degradagao
de carboidratos e lignina em altas concentragdes. Por outro lado, se o experimento de auto-
hidrélise fosse escolhido como referéncia, as condigdes reacionais das catalises fosforica
e sulfurica seriam muito brandas, ou seja, temperaturas muito baixas e tempos de reagao
muito curtos que apresentariam pouco impacto sobre a estrutura associativa da parede
celular (JACQUET et al., 2015).

Com base nestas observagdes, trés experimentos de auto-hidrdlise (sem adi¢ao de
acido exdgeno) e trés de catalise sulfurica foram realizados para se obter FSC semelhantes
ou equivalentes a catalise fosforica. Os trés experimentos de auto-hidrolise foram
realizados com o aumento no tempo (nomeado BA-1), na temperatura (nomeado BA-2) ou
em ambas as variaveis de reacdo (homeado BA-3). Ja para a catélise sulfurica, o primeiro
experimento foi realizado na mesma temperatura e tempo de reacdo, ajustando-se a
concentragdo de acido (nomeado BS-1), enquanto que o segundo e o terceiro foram
realizados na mesma concentragéo de acido, alterando-se a temperatura (nomeado BS-2)
e o tempo (nomeado BS-3) de reagao, respectivamente. Os resultados de calculo dos FSC

para os diferentes tipos de pré-tratamento estao dispostos na Tabela 9.

Tabela 9. Fatores de severidade combinada (FSC) apés as diferentes condi¢cdes de pré-

tratamento por explosao a vapor do bagaco de cana.

Condicodes reacionais Média
Experimento log R,2 FSC*
T(°C) t(min) H*(mgg’ss)’ pH3

BF 195 7,5 9,5 3,67 2,93 0,75
BA-1 195 15,0 - 3,97 3,18 0,79
BA-2 205 7,5 - 3,97 3,18 0,79
BA-3 200 10,5 - 3,97 3,19 0,78
BS-1 195 7,5 2,5 3,67 2,93 0,74
BS-2 170 7,5 9,5 2,95 2,18 0,76
BS-3 180 4,0 9,5 2,95 2,22 0,74

Legenda: BF, bagago de cana pré-tratado por catalise fosférica; BA, bagago de cana pré-tratado por auto-
hidrélise; BS, bagago de cana pré-tratado por catalise sulfurica.

'Quantidade do acido exogeno adicionado (mg de acido g-' de substrato seco);

2log Ro ¢ o fator de severidade desenvolvido por OVEREND et al. (1987);

3Média do pH obtido na fragdo soluvel em agua;

4FSC = log Ro — pH.
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As diferentes condi¢cdes de pré-tratamento com ajuste no FSC apresentaram
valores variando entre 0,74 e 0,79, o que produz um valor médio de 0,76 £ 0,02. Dessa
forma, é possivel afirmar que estas estratégias produziram substratos com praticamente o
mesmo nivel de severidade que, portanto, podem ser comparados entre si. Os rendimentos
de recuperacao massica apos as diferentes condicdes de pré-tratamento por explosao a
vapor estdo apresentados na Figura 14. Os experimentos de auto-hidrdlise resultaram em
menores rendimentos totais de recuperagao massica, provavelmente devido ao emprego
de maiores temperaturas (205 e 200 °C nos experimentos BA-2 e BA-3) e maiores tempos
de reacdo (15 e 10,5 min nos experimentos BA-1 e BA-3). Ja os rendimentos das fragbes
insoluvel e soluvel em agua para os pré-tratamentos de catédlise sulfurica mostraram
valores similares ao observado no experimento de catalise fosférica. As perdas massicas
observadas durante os pré-tratamentos foram atribuidas a volatilizagcdo de componentes
de baixa massa molar, tais como terpenos, acidos organicos, alcoois alifaticos, derivados
de acidos cindmicos e coprodutos gerados da desidratacdo de agucares, como furfural e
HMF (RAMOS, 2003; CAPOBIANGO et al., 2013).

il
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Figura 14. Rendimentos de recuperagdo massica nas fragcdes insoluvel (material pré-
tratado) e soluvel em agua apos as diferentes condi¢des de pré-tratamento por explosédo a
vapor do bagago de cana. Legenda, BF: 195 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido fosférico g-! de
substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min; BA-2: 205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min;
BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido sulfurico g-' de substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5
min e 9,5 mg de acido sulflrico g-' de substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0 min e 9,5 mg de

acido sulfarico g' de substrato seco.
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5.1.1.1 Composi¢ao quimica dos materiais pré-tratados

As fragdes insoluveis em agua (material fibroso) foram caracterizadas quanto a sua
composicdo quimica e os resultados estao apresentados na Tabela 10. Para todos os
materiais pré-tratados, as quantidades percentuais de anidroglucose e de lignina
aumentaram em relagao aos percentuais observados no material nativo. Este aumento é
devido a remocgao de grande parte das hemiceluloses, pois essas apresentam baixo grau
de polimerizacdo e ndo possuem regides cristalinas, sendo, portanto, mais suscetiveis a
hidrolise acida. Os componentes das hemiceluloses mais fortemente afetados por essa
reacdo foram a anidroarabinose e os grupamentos acetila, que estao presentes como
ramificacdes da cadeia principal de xilanas e, portanto, apresentam maior acessibilidade
quimica. Mais de 70% das xilanas presentes no bagago de cana foram hidrolisados durante
os pré-tratamentos, com excessao para os experimentos catalisados pelo acido sulfurico,
nos quais foram empregadas as menores temperaturas de reagao (BS-2 e BS-3). Esses
substratos apresentaram um maior teor de anidroxilose (6,6 e 5,9%, respectivamente),
indicando que mesmo com FSC equivalentes, as xilanas sofreram hidrélise em menor
extensdo sob essas condicbes de pré-tratamento, em comparagdo com os demais

substratos produzidos nesse estudo.

5.1.1.2 Comportamento reolégico dos materiais pré-tratados

Os efeitos causados no bagaco de cana pelas diferentes condi¢des reacionais de
pré-tratamento foram avaliados através da medida de viscosidade complexa. Experimentos
oscilatérios foram realizados em pratos paralelos para os teores de sélidos totais de 10 a
20%. Neste tipo de ensaio, a amostra esta contida entre duas placas paralelas, cuja
distdncia é denominada de gap, e quando placa superior se move, a placa inferior
permanece estacionaria. Uma forga por unidade de area é necessaria na placa superior
para o movimento, o que resulta em uma tensdo de cisalhamento. A Figura 15 mostra o
comportamento reolégico do material BF como exemplo, pois todos os outros materiais
pré-tratados apresentraram comportamentos semelhantes. A diminui¢do gradual da
viscosidade complexa com o aumento da frequéncia angular indica que essas suspensoes
exibem comportamendo pseudoplastico na faixa testada.

A viscosidade complexa € um parametro essencial para caracterizar as
propriedades reoldgicas de suspensdes celuldsicas. Em geral, valores baixos indicam
materiais que sao facilmente deformados, enquanto que a deformagédo é mais dificil em
suspensdes com altas viscosidades complexas (LOU et al., 2014). Esse mesmo tipo de
comportamento ja foi observado em trabalhos realizados com palha de milho pré-tratada,
como os relatados por VIAMAJALA et al. (2009) e LAN et al. (2013).
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O mecanismo que explica o comportamento pseudoplastico de suspensdes
celulésicas € desconhecido, porém, DU et al. (2014) e ZHU e ZHUANG (2012)
atribuiram o fendbmeno de pseudoplasticidade as estruturas altamente emaranhadas da
lignocelulose que, com o0 aumento progressivo do cisalhamento, provocam quebras das
ligagcdes que unem essas estruturas e, como consequéncia, tem-se uma diminuigéo da

viscosidade aparente.
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Figura 15. Perfil tipico de varredura da frequéncia oscilatéria para o material BF (195
°C, 7,5 min e 9,5 mg de acido fosférico g' de substrato seco) em diferentes teores de
solidos totais (ST).

A Figura 16 mostra a viscosidade complexa, na frequéncia angular de 1 rad s,
de suspensdes em 10, 15 e 20% de sdlidos totais de todos os substratos produzidos
nas diferentes condigbes de pré-tratamento empregadas nesse estudo. Claramente, os
materiais BS-2 e BS-3 apresentaram valores maiores de viscosidade complexa,
independentemente do teor de sdlidos totais (p < 0,05 no teste de Tukey). Ao serem
comparados com o material de referéncia (BF) a 10% de solidos totais, o valor da
viscosidade complexa foi 1,6 vezes maior para o material BS-2 e cerca de 2 vezes maior
para o material BS-3. Provavelmente, a causa para essas observacdes esta relacionada
ao menor impacto dos pré-tratamentos BS-2 e BS-3 sobre os componentes
macromoleculares do bagacgo, gerando materiais que mantiveram boa parte da estrutura

associativa de sua parede celular.
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Figura 16. Viscosidade complexa na frequéncia angular de 1 rad s*' em fungdo do teor
de solidos totais para os materiais pré-tratados pelas diferentes condi¢cdes de pré-
tratamento por exploséo a vapor. As mesmas letras acima das barras para cada teor de
solidos totais nao diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05).
Legenda, BF: 195 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido fosférico g' de substrato seco; BA-1:
195 °C e 15,0 min; BA-2: 205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5
min e 2,5 mg de acido sulfurico g' de substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg
de acido sulfurico g-' de substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0 min e 9,5 mg de acido sulfurico

g de substrato seco.

5.1.1.3 Cristalinidade do bagacgo de cana nativo e dos materiais pré-tratados

A estrutura macromolecular da celulose é cristalina porque os grupos hidroxilas
dos residuos de anidroglucose formam uma rede de ligagdes de hidrogénio entre si e
com o par de elétrons nao ligante do oxigénio do anel (POPESCU et al., 2010). Por isso,
a cristalinidade da celulose € amplamente relatada como um dos principais fatores que
determinam a suscetibilidade a hidrolise enzimatica de materiais pré-tratados
(MANSFIELD et al., 1999; ZHANG e LYND, 2004b). A técnica de difratometria de raio-
X (DRX) é capaz de revelar nuances dessa estrutura cristalina, embora de maneira
muito mais difusa do que a observada para materiais inorganicos de alta cristalinidade.
Isso se da porque as medidas convencionais de DRX em materiais nativos e pré-
tratados sao limitadas pela presenca de hemiceluloses (estruturas organizadas de
maneira mais randomizada) e lignina (comportamento tipicamente amorfo), cujas
propriedades afetam a cristalinidade do material como um todo (KIM e HOLTZAPPLE,
2006; ZHU et al., 2008).



88

Os difratogramas de DRX do bagaco de cana nativo ou derivado dos materiais
pré-tratados a vapor apresentou picos em torno de 22,2° e 16,0° de 26, atribuidos a
celulose cristalina do tipo I. O vale em torno de 18,5° de 26 ¢é atribuido ao componente
amorfo, que incluem fragdes de celulose amorfa, hemiceluloses e lignina. Baseado
nessas consideragdes, os indices de cristalinidade (ICr) dos materiais nativos e pré-
tratados foram determinadas nos difratogramas segundo o procedimento descrito por
SEGAL et al. (1959) e os resultados se encontram na Tabela 11. O ICr dos materiais
pré-tratados variou de 62,6 a 70,1%, enquanto que o bagaco de cana nativo apresentou
um valor de 61,9%. Esses aumentos aparentes do ICr nos materiais pré-tratados estao
relacionados principalmente com a remocao das hemiceluloses e por isso nao refletem

as mudancgas causadas na cristalinidade da celulose pelo processo de exploséo a vapor.

Tabela 11. indice de cristalinidade (ICr) dos materiais pré-tratados e apés o

procedimento de deslignificagdo em comparagao com o bagago de cana nativo.

Indice de cristalinidade (%)
Experimento

Material pré-tratado Material pré-tratado e deslignificado’

BF 67,8 82,9
BA-1 66,9 83,4
BA-2 69,7 87,9
BA-3 69,4 85,8
BS-1 70,1 83,2
BS-2 64,9 78,9
BS-3 62,6 78,8

Nativo 61,9 73,1

Legenda, BF: 195 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido fosforico g™ de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min;
BA-2: 205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido sulfurico g-! de
substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido sulfurico g de substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0
min e 9,5 mg de acido sulftrico g' de substrato seco.

'Referente a fragéo de hocelulose dos materias pré-tratados e do bagago de cana nativo.

MOSIER et al. (2005) relataram que pré-tratamentos hidrotérmicos, tais como a
explosao a vapor, podem alterar a estrutura cristalina da celulose através da quebra das
ligacbes de hidrogénio inter e intramoleculares que existem entre as cadeias de
celulose, mas devido a significativa remogdo das hemiceluloses, esse resultado é
mascarado por um aumento aparente do ICr da biomassa. Além disso, todos os
materiais pré-tratados apresentaram valores de lignina superiores a 30% em suas
composigdes quimicas (Tabela 10). Assim, para facilitar a observacdo de mudancas na

cristalinidade da celulose, a deslignificagao oxidativa desses materiais foi aplicada para
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produzir as suas respectivas fragdes holocelulésicas. Os ICr dos materiais celuldsicos
deslignificados (holocelulose) estdo mostrados na Tabela 11.

As holoceluloses preparadas a partir dos materiais pré-tratados apresentaram
mais de 80% de glucanas em sua composicao e teores de lignina inferiores a 6%,
enquanto que as quantidades percentuais de anidroxilose foram proporcionais aos
valores encontrados nos materiais pré-tratados (Tabela 12).

A partir da preparagao das fragbes holoceluldsicas, os resultados de DRX
puderam ser interpretados em relagao ao componente celuldsico, principalmente porque
o método de deslignificacao empregado nesse estudo tem a caracteristica de preservar
a estrutura dos carboidratos (FENGEL e WEGENER, 1989). O baga¢o de cana nativo
deslignificado apresentou um ICr menor do que todos os materiais pré-tratados,
entretanto a sua composig¢do quimica revelou a presenca de 25% de hemiceluloses e
6% de lignina, sendo somente 58,2% correspondente a glucanas (Tabela 12). De modo
a diminuir o efeito das hemiceluloses na determinacao do ICr, estas foram removidas
por extragcao alcalina e a correspondente fracdo de a-celulose apresentou 90% de
glucanas, 5,7% de hemiceluloses e 2,6% de lignina. Surpreendentemente, o ICr da a-
celulose oriunda do bagago de cana nativo foi de somente 67,8%, sugerindo que
celulose amorfa foi parcialmente removida durante o pré-tratamento, uma vez que todos
os outros materiais produziram valores de ICr maiores que 78%. Cabe destacar que nao
houve mudanga da celulose | para celulose Il apos os procedimentos de obtengéo da
holocelulose e da a-celulose para todas as amostras. Como exemplo, na Figura A1.1
(pagina 200) é possivel verificar o mesmo padrao de DRX para a amostra de bagacgo de
cana nativo. As condi¢cbes de pré-tratamento realizadas em baixas temperaturas (BS-2
e BS-3) resultaram em fragcdes de holoceluloses com valores de ICr inferiores aos
obtidos para os outros materiais (78,9 e 78,8%, respectivamente). Isto pode ser
parcialmente explicado pelo alto conteiudo de hemiceluloses (xilanas) de seus
respectivos substratos pré-tratados a vapor. Assim, as fragbes holocelulésicas nao
revelaram mudancgas na cristalinidade da celulose que, caso significativas, poderiam ser
visualizadas nas fragbes a-celuldsicas correspondentes, ja que nelas a interferéncia das

hemiceluloses poderia ser diminuida a niveis negligenciaveis.
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5.1.1.4 Hidrdlise enzimatica do bagacgo de cana nativo e dos materiais pré-tratados

A eficiéncia dos pré-tratamentos foi avalida através do procedimento de hidrélise
enzimatica proposto pelo NREL (SELIG et al., 2008). Nesse ensaio, 0 emprego de um
baixo teor de sdlidos totais e de uma alta carga enzimatica permite avaliar a
acessibilidade do substrato. Os resultados obtidos durante a hidrélise enzimatica estao
mostrados na Figura 17, onde é possivel observar valores de rendimento de EqGic
significativamente menores em 72 h de reacdo para os materiais BS-2 e BS-3 (p < 0,05
no teste de Tukey). As demais condigbes reacionais de pré-tratamento revelaram
valores estatisticamente equivalentes de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Esse
resultado, em torno de 90% de rendimento de EqGlc, revelou que os substratos
produzidos sob um mesmo CSF (exceto BS-2 e BS-3) apresentaram acessibilidade

equivalente a hidrolise enzimatica.
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Figura 17. Rendimento de EqGlc durante a hidrélise enzimatica do bagaco de cana pré-
tratado sob as diferentes condigcbes de explosdo a vapor descritas na Tabela 1.
Condigdes da hidrolise enzimatica: 2% (m v-') de solidos totais e 60 FPU g' de glucanas
(Cellic CTec3). As mesmas letras acima das barras nao diferem significativamente de
acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BF: 195 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido
fosforico g-! de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min; BA-2: 205 °C e 7,5 min; BA-3:
200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido sulfurico g-' de substrato
seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido sulfurico g-' de substrato seco; BS-3: 180
°C, 4,0 min e 9,5 mg de acido sulfurico g' de substrato seco.
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Provavelmente, o menor desempenho na hidrélise dos materiais catalisados pelo
acido sulfurico se deve as menores temperaturas utilizadas durante o pré-tratamento
(170 para BS-2 e 180 °C para BS-3), que produziram substratos com maior teor de
xilanas (Tabela 10) e um efeito menos pronunciado da explosdo a vapor sobre a
estrutura da parede celular e a morfologia das fibras. Apesar disso, a catalise sulfurica
promoveu um aumento de cerca de 6 vezes na acessibilidade do bagaco de cana nativo,
que apresentou apenas 9,9% de rendimento de EqGlc apds 72 h de hidrélise enzimatica.

Ensaios de hidrdlise enzimatica dos materiais pré-tratados foram também
realizados em uma condicdo mais realistica, em que se buscou elevar o teor de solidos
totais e diminuir a carga enzimatica empregada no ensaio. O perfil de hidrdlise de
glucanas e xilanas ajustado pelo modelo cinético fractal encontram-se na Figura 18.
Como ja observado na determinacdo de acessibilidade a hidrélise de acordo com o
procedimento proposto pelo NREL, os rendimentos de EqGIc para todos os materiais
produzidos sob diferentes condicbes de explosao a vapor foram similares, exceto para
os materiais BS-2 e BS-3 (Figura 18A). Além disso, foi observada uma diminuicéo da
velocidade da reagdo apds 12 a 24 h de hidrolise. Esta diminuicao € ocasionada por
diversos fatores, como a maior recalcitrancia da celulose remanescente (mais cristalina),
0 acumulo dos produtos no meio de reacao (glucose e celobiose) e a diminuigao da
atividade enzimatica devido aos efeitos de cisalhamento e desnaturagéo térmica, assim
como a adsorgao nao-produtiva das enzimas sobre fragmentos de complexos lignina-
carboidrato, também motivado pelo acumulo de lignina no meio reacional (ARANTES e
SADDLER, 2011).

Altas concentragdes de agucares (glucose e celobiose) foram obtidas apds 96 h
de reacgdo, que foram em torno de 80 g L' para os materiais BF, BA-1, BA-2, BA-3 e
BS-1, 54 g L' para o BS-2 e 66 g L' para o BS-3 (Figura 18B). A concentracdo de
celobiose, utilizada no calculo de rendimento de EqGlc, representou menos de 3,0% do
total para todos os materiais pré-tratados. Essa observacéo revelou que o complexo
enzimatico Cellic CTec3 possui atividade B-glucosidasica suficiente para manter
relativamente baixa a concentragcio de celobiose durante toda a hidrélise enzimatica e,
assim, reduzir os efeitos de inibicdo das celobioidrolases. Embora ndo existam estudos
de avaliagdo dos niveis de inibicdo de celobiose para o preparado enzimatico utilizado
nesse trabalho, TEUGJAS e VALJAMAE (2013) observaram que celobioidrolases de
Trichoderma reesei apresentaram inibicdo com concentragdes de celobiose acima de
2,6 mmol L' ou 0,9 g L. Essas concentragdes ndo sdo necessariamente aplicaveis a
Cellic CTec3, mas sugerem que esse complexo necessita de suplementacdo com [3-
glucosidases para evitar a inibigdo por celobiose para hidrélise realizadas em altos

teores de soélidos totais.
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Figura 18. Rendimento de (A) EqGIc e (B) xilose durante a hidrolise enzimatica do
bagaco de cana pré-tratado sob as diferentes condi¢cdes de explosdo a vapor.
Condigbes de hidrolise enzimatica: 15% (m v') de solidos totais e 23,1 FPU g de
glucanas (Cellic CTec3). Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal. Legenda, BF:
195 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido fosférico g de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0
min; BA-2: 205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg
de acido sulfarico g' de substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido sulfurico
g de substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0 min e 9,5 mg de acido sulfurico g! de substrato

SecCo.
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A analise da cinética fractal, aplicada aos dados experimentais de hidrdlise
enzimatica dos substratos pré-tratados, forneceu os ajustes apresentados na Figura 18.
Além disso, essa analise permitiu a obtengdo dos parametros k (constante de
velocidade) e h (coeficiente fractal), assim como os valores de R? (coeficiente de
determinagao) que podem ser visualizados na Tabela 13. O parémetro fractal h revela
os multiplos efeitos do pré-tratamento sobre a estrutura e a acessibilidade do substrato
a agao enzimatica, de modo que baixos valores de h caracterizam substratos mais
acessiveis. Os altos valores de R? para todos os experimentos de hidrélise revelaram a
habilidade do modelo fractal em descrever a liberagao de EqGlc e xilose em fungao do
tempo. Na hidrélise das glucanas, os materiais pré-tratados pelas condigdes de auto-
hidrolise (BA-1, BA-2 e BA-3) mostraram valores de k e h similares em comparagao com
0 substrato de referéncia (BF), uma vez que o desvio padrdao obtido para esses
parametros foi em torno de 0,01, indicando que o ajuste dos FSC produziu substratos
com mesma acessibilidade enzimatica. Dos materiais produzidos pelas diferentes
condicdes de catalise sulfurica, apenas o material BS-1 apresentou um perfil de hidrélise
das glucanas e valores de k e h similares ao material BF. Os materiais BS-2 e BS-3
revelaram menores rendimentos de EqGlc, alcangando em 96 h apenas 67,8 e 78,6%,
respectivamente. Apesar disso, os valores da constante k foram semelhantes aos dos
demais materiais, o que demonstra a mesma velocidade de reac&o nos periodos iniciais
de hidrdlise. Uma hipétese para esta observagcdo é a preservacdo de uma certa
quantidade de celulose amorfa nos materiais BS-2 e BS-3, que é amplamente
reconhecida por ser mais acessivel a hidrolise enzimatica. Por outro lado, os menores
rendimentos de EqGIc observados apds 6 h de reagédo refletram em valores
significativamente maiores do parametro h, fato que esta associado ao pior desempenho
desses substratos na hidrolise enzimatica.

Ao contrario das glucanas, o rendimento de xilose apresentou maiores
diferencas entre os diferentes materiais pré-tratados, como demonstrado na Figura 18B.
Em geral, os materiais produzidos nas condicbes de auto-hidrolise resultaram em
rendimentos de xilose similares ao material BF, que consequentemente revelaram
valores de k e h similares (Tabela 13). Contudo, um desempenho inesperadamente
menor na hidrélise das xilanas foi obtido para o material BS-1, que alcangou um
rendimento de apenas 68,1%. Da mesma forma, os materiais BS-2 e BS-3 produziram
rendimentos de xilose ainda menores (cerca de 40%), que foram refletidos pelos
maiores valores de h pela analise cinética fractal. Tais resultados foram provavelmente
ocasionados por um menor efeito de desestruturacdo das fibras apds os pré-
tratamentos, que proporcionaram menores rendimentos de hidrolise das glucanas e

xilanas presentes nesses materiais.
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Tabela 13. Pardmetros cinéticos do modelo fractal obtidos dos dados de hidrélise

enzimatica em agitador orbital dos diferentes materiais produzidos por explosao a vapor.

Rendimento de EqGlc Rendimento de xilose
Experimento
k (h) h R? k (h™) h R?

BF 0,128 0,298 0,999 0,124 0,348 0,998
BA-1 0,117 0,305 0,999 0,100 0,327 0,996
BA-2 0,117 0,298 0,997 0,120 0,416 0,993
BA-3 0,124 0,329 0,999 0,105 0,362 0,997
BS-1 0,140 0,352 0,999 0,187 0,597 0,998
BS-2 0,151 0,549 0,996 0,137 0,711 0,991
BS-3 0,151 0,488 0,999 0,186 0,746 0,999

Legenda, BF: 195 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido fosforico g™! de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min;
BA-2: 205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido sulfurico g-! de
substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de &cido sulfurico g-! de substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0
min e 9,5 mg de &cido sulfurico g-' de substrato seco.

5.1.1.5 Aumento de escala da hidrolise enzimatica dos materiais pré-tratados

O aumento de escala da hidrolise enzimatica foi demonstrado pela comparacao
de experimentos realizados em agitador orbital (50 mL) e em biorreator de bancada
(1000 mL). Em principio, o biorreator forneceu uma distribuicdo mais uniforme da
temperatura e do substrato fibroso no meio reacional devido ao uso de um sistema de
agitacdo multipla, composto pela sequéncia de uma hélice naval com downflow,
quebradores de viscosidade, um impelidor helicoidal e um impelidor de fundo. No
entanto, os resultados obtidos demonstraram que, na maioria dos casos, a hidrdlise das
glucanas foi apenas ligeiramente melhorada pelo uso do biorreator (Figura A1.2 até
A1.8, paginas 201-207), indicando que o emprego de 15% de sdlidos totais néo
apresenta limitagdes pronunciadas nas transferéncias de massa e de calor. O maior
efeito da utilizagdo do biorreator foi para os experimentos BS-2 e BS-3, que
apresentatam maiores rendimentos de EqGIc nos estagios iniciais da hidrélise das
glucanas, mas ao final do periodo reacional, os rendimentos foram equivalentes ao uso
do agitador orbital. Os parametros fractais obtidos para a hidrélise de glucanas e xilanas

no biorreator encontram-se apresentados na Tabela 14.



96

Tabela 14. Parametros cinéticos do modelo fractal obtidos dos dados de hidrélise

enzimatica em bioreator de bancada dos diferentes materiais produzidos neste estudo.

Rendimento de EqGlc Rendimento de xilose
Experimento
k (h) h R? k (h) h R?

BF 0,140 0,338 0,998 0,184 0,428 0,995
BA-1 0,119 0,275 0,999 0,159 0,410 0,992
BA-2 0,117 0,251 0,999 0,149 0,388 0,996
BA-3 0,120 0,282 0,997 0,130 0,378 0,993
BS-1 0,127 0,340 0,993 0,208 0,525 0,997
BS-2 0,278 0,681 0,987 0,184 0,693 0,995
BS-3 0,253 0,629 0,992 0,199 0,693 0,997

Legenda, BF: 195 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido fosforico g™! de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min;
BA-2: 205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido sulfurico g-! de
substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido sulfurico g-' de substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0
min e 9,5 mg de &cido sulfurico g-' de substrato seco.

No rendimento de EqGlc, valores similares foram obtidos ao comparar com os
experimentos realizados sob agitagdo orbital, exceto para os materiais BS-2 e BS-3. O
maior valor de k para esses dois experimentos confirmam a presenca de celulose
amorfa sendo hidrolisada em uma maior velocidade nos estagios iniciais da reacéo. De
fato, os materiais BS-2 e BS-3 apresentaram menores valores de ICr do que os
derivados de outras condi¢cdes, mesmo apds a etapa de deslignificacao (Tabela 11), o
que pode ser indicativo da presenca de um material celulésico com maior carater
amorfo. Apesar disso, nenhuma diferenca significativa foi observada (p > 0,05 no teste
de Tukey) ao comparar o rendimento de EqGlc apdés 96 h de reagcdo para ambos os
sistemas reacionais (Tabela 15).

Em geral, os paréametros fractais para a hidrélise das xilanas no biorreator foram
relativamente similares aos obtidos no agitador orbital (Tabela 14). No entanto, o perfil
de hidrolise de xilanas dos materiais produzidos pela catalise sulfurica (BS) foi
ligeiramente melhor (Figura A1.6, A1.7 e A1.8, paginas 205-207), resultando em
rendimentos de xilose 10% superiores aos obtidos em agitador orbital apds 96 h de
hidrélise (Tabela 15). Provavelmente, esse efeito foi devido a eficiéncia de agitacéo
mecanica no biorreator, que forneceu uma melhor transferéncia de massa e calor para

a hidrdlise das xilanas quando comparado com a agitagao orbital.
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Tabela 15. Rendimentos de acgucares obtidos apds 96 h de hidrélise enzimatica por
agitacao orbital e pelo biorreator do bagaco de cana pré-tratado por explosao a vapor.
Rendimento de EqGlc (%)’

Rendimento de xilose (%)’

Experimento

Biorreator Agitador orbital Biorreator  Agitador orbital

BF 93,1+ 2,82 97,3+ 0,82 92,3 £ 1,22 90,8 £+ 3,12
BA-1 97,6 £ 3,12 95,3 £ 0,72 90,8 £ 1,52 83,8 £ 3,42
BA-2 95,3 £ 0,92 96,0 + 2,32 91,0 £ 1,72 82,6 +0,4°
BA-3 94,1 + 2,02 94,6 £ 0,72 88,5 + 4,22 86,1 + 1,82
BS-1 89,8 £ 4,22 94,6 + 2,32 80,5 + 2,72 68,1 +2,9°
BS-2 67,3+ 1,12 67,8 £ 0,92 51,8 £ 1,42 38,9+0,5°
BS-3 70,9 £ 2,92 78,6 £ 0,62 55,6 £ 0,32 43,4 +1,0°

Legenda, BF: 195 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido fosforico g™! de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min;
BA-2: 205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido sulfurico g-! de
substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido sulfurico g' de substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0
min e 9,5 mg de &cido sulfurico g-' de substrato seco.

'Condigdes de hidrdlise enzimatica: 15% (m v-') de sdlidos totais e 23,1 FPU g' de glucanas (Cellic CTec3).
Valores médios com a mesma letra na mesma linha nao diferem significativamente de acordo com o teste
de Tukey (p > 0,05).

O efeito do pré-tratamento sobre a hidrélise enzimatica de substratos celuldsicos
€ normalmente discutida em relagcdo ao rendimento de liberagdo de agucares soluveis
no meio de reacao, como celobiose, glucose e xilose (CARA et al., 2008; BATALHA et
al., 2015; NEVES et al., 2016). No entanto, outros fatores como o consumo de energia
requerido para a agitacado de suspensdes de alta viscosidade e o tempo necessario para
atigir altos rendimentos de hidrélise também sao extremamente importantes para
comprovar a viabilidade técnica e econdmica do processo. Por exemplo, a determinagao
do consumo de energia durante a etapa de hidrolise é essencial para demonstrar a
possibilidade de aumento de escala, principalmente nos casos em que sio utilizados
altos teores de solidos totais (DASARI et al., 2008).

A Figura 19 demonstra o consumo de energia observado durante a hidrdlise
enzimatica no biorreator de todos os materiais produzidos por explosao a vapor. Os trés
materiais produzidos por auto-hidrélise (BA) necessitaram cerca de 156 W nos estagios
iniciais de hidroélise, enquanto que o material BF consumiu 364 W. Os maiores consumos
de energia foram observados para os materias oriundos da catdlise sulfdrica, que
corresponderam a 740, 1296 e 1047 W para BS-1, BS-2 e BS-3, respectivamente.
Assim, o0 menor consumo de energia, observado na hidrolise de materiais produzidos
por auto-hidrolise, esta relacionado a utilizacido de maiores temperaturas e tempos de
residéncia no reator durante o pré-tratamento, o que resultou em materiais pré-tratados

mais homogéneo e com menor incidéncia de agregados fibrosos.
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O consumo de energia para agitagao do meio apds 12 h de hidrdlise foi cerca de
100 W para todos os materiais pré-tratados, porém, o tempo necessario para alcancar
o estado de menor consumo de energia nao foi o mesmo. Os substratos BA alcangaram
este valor em menos de 3 h, sendo que o torque necessario para agitagcao da suspensao
ja foi baixo desde inicio da reacdo, quando comparados aos demais materiais pré-
tratados. Para os materiais produzidos por catalise sulfurica em temperaturas menores
(BS-2 e BS-3), a hidrdlise a 15% de sdlidos totais necessitou um consumo de energia
para agitagao muito maior e o tempo necessario para alcangar valores em torno de 100
W foi de aproximadamente 6 h, como demonstrado pela expansao da Figura 19. Nesse
tempo reacional, o torque necessario para agitacao do meio foi reduzido em cerca de
90% para os materiais BS-2 e BS-3, enquanto que essa reducdo foi de

aproximadamente 82% para o material BS-1.
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Figura 19. Consumo de energia durante a hidrélise enzimatica em 15% de sdlidos totais
do bagaco de cana pré-tratado a vapor no biorreator de bancada. Legenda, BF: 195 °C,
7,5 min e 9,5 mg de acido fosférico g de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min; BA-
2: 205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido
sulfarico g' de substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido sulfurico g' de

substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0 min e 9,5 mg de acido sulfurico g-' de substrato seco.

5.1.1.6 Composi¢ao quimica das fragdes soluveis em agua

As fragbes soluveis em agua derivadas das diversas condigbes de pré-
tratamento foram caracterizadas quanto as suas respectivas composicoes em

carboidratos, derivados furanicos, acidos alifaticos e compostos fendlicos. E importante
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mencionar que os carboidratos foram quantificados apds reacao de poés-hidrélise com
acido sulfurico diluido, uma vez que estavam majoritariamente presentes no meio como
oligossacarideos. Os volumes das fragcbes sollveis em agua apés os pré-tratamentos
variaram entre 1,9 e 2,8 L, portanto, para tornar comparaveis as concentracées dos
analitos presentes nestas fragdes, todos os resultados foram normalizados para 2 L. A
xilose foi o principal componente presente nas fragdes sollveis em agua, alcangando
valores maiores (cerca de 25 g L") para os materiais BF e BS-1 (p < 0,05 no teste de
Tukey) conforme mostra a Figura 20. Por outro lado, os experimentos de auto-hidrolise
realizados nas maiores temperaturas (205 °C para BA-2 e 200 °C para BA-3), resultaram
em concentragbes de xilose significativamente menores, provavelmente devido a

reacdes de degradacao tais como a sua desidratagao a furfural.
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Figura 20. Composigao quimica da fragao soluvel em agua em relagédo ao conteudo de
carboidratos. As mesmas letras acima das barras para cada composto nao diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BF: 195 °C, 7,5
min e 9,5 mg de acido fosférico g-' de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min; BA-2:
205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido
sulfurico g de substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido sulfurico g' de

substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0 min e 9,5 mg de acido sulfurico g-' de substrato seco.

Os acidos alifaticos quantificados nas fragdes soluveis em agua foram os acidos
acético, férmico e levulinico. Na Figura 21 é possivel observar que o acido acético nao
variou significativamente entre os pré-tratamentos (p > 0,05 no teste de Tukey),

indicando que as condigbes reacionais empregadas foram suficientes para promover as
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desacetilagcao praticamente total das hemiceluloses. Diferentemente do acido acético,
que é formado pela hidrolise de hemiceluloses acetiladas, os acidos férmico e levulinico
sdo produzidos pela reacdo de reidratacdo do HMF. Os maiores acumulos desses
acidos foram observados nos experimentos de auto-hidrolise que foram realizados em
temperaturas maiores (BA-2 e BA-3), enquanto que nos experimentos catalisados pelo
acido sulfurico em temperaturas menores (BS-2 e BS-3), tais acidos se encontravam

abaixo do limite de detecgcdo do método.
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Figura 21. Composigao quimica da fragao soluvel em agua em relagao ao conteudo de
acidos alifaticos. As mesmas letras acima das barras para cada composto ndo diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BF: 195 °C, 7,5
min e 9,5 mg de acido fosférico g-' de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min; BA-2:
205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido
sulfurico g de substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido sulfurico g' de

substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0 min e 9,5 mg de acido sulfurico g-' de substrato seco.

Em relagao aos compostos furanicos quantificados (Figura 22), o furfural se
apresentou em maiores concentragdes, que foram de cerca de 4 g L-! nos experimentos
BF e BA-1. Independentemente da utilizacdo de um catalisador acido exdgeno, o
acumulo de HMF e 5-MF foi dependente da temperatura empregada no pré-tratamento.
Por exemplo, os ensaios realizados em menores temperaturas (BS-2 e BS-3)
apresentaram as menores concentragoes desses produtos de desidratagao (p < 0,05 no
teste de Tukey).
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Figura 22. Composigao quimica da fragao soluvel em agua em relagédo ao conteudo de
derivados furanicos. HMF: 5-(hidroximetil)-furfural, 5-MF: 5-metil-2-furfural. As mesmas
letras acima das barras para cada composto nao diferem significativamente de acordo
com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BF: 195 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido
fosforico g-! de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min; BA-2: 205 °C e 7,5 min; BA-3:
200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido sulfurico g-' de substrato
seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido sulfurico g-! de substrato seco; BS-3: 180
°C, 4,0 min e 9,5 mg de acido sulfurico g’ de substrato seco.

Os diversos compostos fendlicos caracterizados por CLAE foram formados a
partir das reag¢des de hidrdlise, clivagem homolitica ou oxidagao de subestruturas da
lignina (Figura 23). As reagdes de hidrélise da lignina ocorrem principalmente pela
quebra de ligagdes aril-éter dos tipos a-O-4 e (-O-4 existentes em sua estrutura,
promovendo a liberagdo de subestruturas de baixa massa molar e de acidos fendlicos.
Além da hidrélise, a clivagem homolitica das ligacdes aril-éter também resulta na
liberacao de acidos fendlicos. Em geral, esses compostos foram encontrados em baixas
concentragdes (menores que 0,4 g L-'), com o acido p-cumarico presente em maior
concentragcdo em todos os experimentos. A concentragdo desse acido foi
significativamente maior quando o pré-tratamento foi catalisado por acido sulfurico (p <
0,05 no teste de Tukey), indicando que o emprego de um acido mais forte durante o pré-
tratamento favoreceu a reagao de hidrélise dos grupamentos p-hidroxifenila da estrutura
da lignina, com a subsequente liberagdo de acido p-cumarico no meio. Vale ressaltar

que o acido p-cumarico esta presente na rota biossintética da lignina, sendo derivado
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da oxidacao do alcool p-cumarilico, que atua como precursor monomerico da estrutura

da lignina juntamente com os alcoois sinapilico e coniferilico.
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Figura 23. Composigao quimica da fragao soluvel em agua em relagéo ao conteudo de
compostos fendlicos. AV: acido vanilico (acido 4-hidroxi-3metoxibenzoico), AS: acido
siringico (acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico), AF: acido ferulico (acido (E)-3-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-2-propenoico), p-AC: acido p-cumarico (acido (E)-3-(4-
hidroxifenil)-2-propenoico), 4-AH: acido 4-hidroxibenzoéico, AC: acido cafeico (acido 3-
(3,4-dihidroxifenil)-2-propenoico), SD: siringaldeido (4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzaldeido), 4-HD: 4-hidroxibenzaldeido. As mesmas letras acima das barras
para cada composto nado diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p
> 0,05). Legenda, BF: 195 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido fosférico g-' de substrato seco;
BA-1: 195 °C e 15,0 min; BA-2: 205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min; BS-1: 195
°C, 7,5 min e 2,5 mg de acido sulfurico g-' de substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e
9,5 mg de acido sulfurico g' de substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0 min e 9,5 mg de acido
sulfurico g' de substrato seco.

No conceito da biorrefinaria, as fragdes soluveis em agua derivadas dos pré-
tratamentos devem ser utilizadas para produzir biocombustiveis ou produtos de valor
agregado, geralmente pela fermentacdo de agucares como as pentoses. No entanto,
subprodutos hidrossolliveis como produtos de degradagdo de carboidratos (acidos
alifaticos e furanos) e derivados de lignina (compostos fendlicos) sdo geralmente
prejudiciais ao desempenho dos microrganismos que executam a fermentagio.

LARSSON et al. (1999) verificaram que os acidos acético, féormico e levulinico,
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presentes nas fragcdes soluveis em agua do pré-tratamento acido da madeira de Picea
abies, foram inibitérios para Saccharomyces cerevisiae em concentragoes de 100 mmol
L1 (6,0, 4,6 e 11,6 g L, respectivamente). Portanto, as concentragdes destes acidos
nas fragdes soluveis em agua derivadas das diferentes condigdes de explosao a vapor
(Figura 21), somente o acido acético, que apresentou uma concentracédo média de 6,7
g L, poderia exibir uma ligeira inibigdo na fermentagdo com S. cerevisiae. Por outro
lado, YLITERVO et al. (2014) mostraram que S. cerevisiae foi capaz de produzir etanol
a partir de 25 g L' de sacarose em taxas de 5-6 g L' h"' na presenca de até 15 gL' de
acido acético.

Mesmo em concentragdes muito inferiores a outros componentes como o furfural
e o acido acético, compostos fendlicos sado altamente inibitérios para S. cerevisiae e isso
esta associado aos seus efeitos na funcionalidade da membrana celular microbiana
(PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000). Por exemplo, o efeito inibitério do acido
ferulico pode ser duas ordens de grandeza superior ao de acidos alifaticos (acidos
acético, formico e levulinico). LARSSON et al. (2000) observaram que o acido ferulico
foi altamente inibidor para S. cerevisiae em concentragdo de apenas 0,20 g L' (1,0 mmol
L-"). Além disso, os acidos ferulico e p-cumarico sdo altamente inibitérios para as B-
glucosidases fungicas, enquanto que o seu efeito sobre a atividade total das celulases
€ muito menos pronunciado (XIMENES et al., 2011).

Para confirmar a presenga dos compostos fendlicos acima mencionados, as
fragcOes soluveis em agua foram trimetilsililadas e analisadas por cromatografia de fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Todas as fragdes sollveis em
agua derivadas dos pré-tratamentos apresentaram perfis cromatograficos semelhantes
e, por esta razéo, a Figura 24 apresenta apenas o cromatograma obtido para a condigao
de catalise fosférica (BF). Os compostos identificados por CLAE na Figura 23 foram
confirmados pela analise em CG-EM através da comparagdo com os tempos de
retencéo e espectros de massa de padrdes comerciais. Além disso, outros componentes
foram identificados através da comparagao com os espectros de massas disponiveis no
banco de dados NIST. No entanto, em varios casos, os espectros resultantes de
compostos abundantes no cromatograma n&o se assemelharam a nenhum espectro da
NIST. Assim, trabalhos da literatura foram utilizados para propor provaveis estruturas,
como as cetonas de Hibbert (fenilpropanonas) e seus derivados (feniletanonas). Apés a
descoberta desses compostos em 1940 por Harold Hibbert, varios estudos demostraram
a sua presenga em fragdes sollveis em agua derivadas de pré-tratamentos acidos
(MITCHELL et al., 2014; MILES-BARRETT et al., 2016). Alguns exemplos de cetonas

de Hibbert sdo mostrados na Figura 25.
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Figura 25. Exemplos das estruturas de cetonas de Hibbert obtidas apds a hidrolise
acida da lignina (adaptado de KULKA e HIBBERT, 1943 e FISHER et al., 1944).

A formacdo das diversas cetonas de Hibbert € derivada, primeiramente, da
liberagdo da estrutura (I) no meio reacional. Esse composto pode ser formado pela
clivagem catalisada por acido da ligagdo aril-éter do tipo B-O-4 da lignina, como
apresentado na proposta mecanistica da Figura 26. A reagdo de hidrdlise acida é
iniciada pela protonagéo da hidroxila benzilica da estrutura hipotética de lignina (VI). A
saida da agua na estrutura (VIl) leva a formacao do intermediario carbocation (VIII), que
em seguida é estabilizado pela retirada do hidrogénio vizinho ao carbocation. O par de
elétrons da ligagao éter na estrutura (IX) é deslocado para a formagao do ion oxénio na
estrutura (X). O ataque do par de elétrons do oxigénio da agua forma a estrutura (XI),
que retira o hidrogénio para formar o respectivo hemiacetal (XlIl) e, com o deslocamento

eletrénico da estrutura (XII), tem-se a formacéo da cetona de Hibbert (XIV).
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Além de confirmar os compostos quantificados por CLAE, a andlise do
cromatograma da Figura 24 também revelou a presenga de alguns compostos comuns
ja relatados nas fragbes soluveis em agua de diversos pré-tratamentos (com acido
sulfurico, aménia, agua quente, explosao a vapor e processos oxidativos) da palha de
milho e das madeiras de alamo e pinus (DU et al., 2010; ZHANG et al., 2013). Estes
compostos foram identificadas pela comparagao dos espectros de massas com o banco
de dados NIST (Figura 27). Por exemplo, os acidos furoico (2) e 5-hidroximetil-2-furoico
(5) séo produtos de oxidagao de furfural e HMF, respectivamente.

Outros compostos foram identificados com base em seu padrao de fragmentacao
e nas estruturas das cetonas de Hibbert ja relatadas (Figuras 28 e 29). Na maioria dos
casos, a diferenca de massa entre o ion molecular e os fragmentos de maiores
abundancias ajudou na elucidagédo da estrutura. Por exemplo, para a estrutura e na
Figura 28, o fragmento de m/z 209 revela a presenga de grupo carbonila no carbono 3
da cadeia lateral e a diferenga de massa do ion molecular (m/z 340) e o fragmento de
m/z 131 (referente ao carbono a) demonstra que a cadeia lateral corresponde ao 1-
hidroxi-2-propanona.

Além dos mondmeros fendlicos, também foram identificados derivados do éster
cindmico com arabinose (estruturas i e j na Figura 29) e estes compostos sao
tipicamente atribuidos a ligagdo covalente entre hemicelulose e lignina. Nestes casos,
a presenca dos fragmentos de m/z 73, 147, 191, 217 e 230 indicou o padrao de
fragmentacao de uma pentose trimetilsililada, enquanto que o fragmento de m/z 365 é
oriundo do residuo de arabinose sililado. A presencga dos fragmentos de m/z 219 e 249
€ consistente com a presenca de subestruturas do éster derivado dos acidos ferulico e
p-cumarico nas estruturas i e j, respectivamente. Os ions moleculares de m/z 614 e 584
também foram consistentes com a massa molecular destes derivados de éster cinamico
com arabinose. Do total de compostos fendlicos identificados, nove foram derivados do
alcool coniferilico (uma metoxilagao), trés do alcool sinapilico (duas metoxilagbes) e seis

do alcool p-cumarilico (henhuma metoxilagao).
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5.1.1.7 Recuperacgao dos principais componentes apos os pré-tratamentos

A recuperacdo dos principais carboidratos apdés a etapa de pré-tratamento é
essencial para o desenvolvimento sustentavel das biorefinerias. Assim, a recuperagao
dos principais componentes da biomassa (glucanas e xilanas) nas frages insoluvel e

soluvel em agua esta representada na Figura 30 para todos os experimentos realizados
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Figura 30. Recuperacdo de (A) glucanas e (B) xilanas nos materiais pré-tratados e
fragcOes soluveis em agua apos as diferentes condi¢des de pré-tratamento por explosao
a vapor do bagago da cana. Legenda, BF: 195 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido fosférico
g de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min; BA-2: 205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e
10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido sulfurico g' de substrato seco; BS-2:
170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido sulfdrico g-' de substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0 min

e 9,5 mg de acido sulfurico g' de substrato seco.
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Em geral, a recuperagéo das glucanas foram superiores a 90%, sendo obtidas
principalmente frag&o insoluvel em agua (Figura 30A), enquanto que as xilanas estavam
majoritariamente presentes na fragcao soluvel em agua (Figura 30B).

A recuperagao das xilanas na fracdo soluvel em agua foi consideravelmente
menor para os experimentos de auto-hidrélise (BA-1, BA-2 e BA-3), revelando que
maiores temperaturas e/ou tempos de reagdo aumentam a degradacdo destes
constituintes em produtos de menor massa molar, tais como furfural e acido levulinico.
No entanto, somente o acido levulinico foi observado nas fragdes sollveis desses pré-
tratamentos, uma vez que o furfural possui um ponto de ebuligdo menor (162 °C) do que
0 do acido levulinico (245 °C) e por isso pode ter sido perdido por volatilizagao durante
a abertura do reator de explosao a vapor. As recuperacdes dos demais constituintes do
bagaco de cana, como anidroarabinose, grupo acetila e lignina total estédo representadas
na Tabela A1.1 (pagina 208).

5.1.1.8 Rendimento global de agucares

O rendimento global de agucares soluveis para todas as condi¢cdes de explosao
a vapor do bagaco de cana esta mostrado na Figura 31, em que s&o considerados os
acucares liberados na fragéo soluvel em agua do pré-tratamento e apds 96 h de hidrélise

enzimatica do material pré-tratado, empregando 15% de sélidos totais e 23,1 FPU g

BA1 BA—2 BA-3 BS1 BSZ

glucanas.
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W Xilose derivada da hidrdlise enzimatica

O Xilose da fragao soluvel em agua

B Glucose derivada da hidrélise enzimatica
OGlucose da fragao soluvel em agua

Figura 31. Rendimento global de agucares obtidos nas fragdes solluveis em agua do

pré-tratamento por exploséo a vapor e apds 96 h de hidrélise enzimatica do bagago de
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cana pré-tratado. Condigdes de hidrélise enzimatica: 15% (m v-') de solidos totais e 23,1
FPU g’ glucanas (Cellic CTec3). As mesmas letras acima das barras nao diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BF: 195 °C, 7,5
min e 9,5 mg de acido fosférico g-' de substrato seco; BA-1: 195 °C e 15,0 min; BA-2:
205 °C e 7,5 min; BA-3: 200 °C e 10,5 min; BS-1: 195 °C, 7,5 min e 2,5 mg de acido
sulfurico g de substrato seco; BS-2: 170 °C, 7,5 min e 9,5 mg de acido sulfurico g' de

substrato seco; BS-3: 180 °C, 4,0 min e 9,5 mg de acido sulfurico g-' de substrato seco.

As condi¢gbes de pré-tratamento BF, BA-3 e BS-1 resultaram em rendimentos
globais de agucares significativamente maiores (p < 0,05 no teste de Tukey), sendo
capazes de solubilizar 94,4%, 86,8% e 92,1% dos carboidratos presentes originalmente
na matéria-prima (glucanas e xilanas), respectivamente. O pior desempenho foi
observado para a condi¢ao reacional BS-2, mas, mesmo assim, este ensaio liberou
69,4% de acgucares livres apos o pré-tratamento e hidrolise enzimatica. Deste modo, o
pré-tratamento por explosao de vapor, catalisado por um acido exdégeno ou por auto-
hidrolise, foi seletivo para extrair pentoses (principalmente xilose) na fragdo soluvel em
agua, gerando um material sélido com alto teor de glucanas que foi facilmente

convertido em acgucares soluveis (principalmente glucose) por hidrélise enzimatica.

4.1.1.9 Estudo detalhado da hidrdlise enzimatica do bagago de cana pré-tratado por
explosao a vapor

O desenvolvimento de um pré-tratamento adequado é o primeiro grande desafio
de um processo de conversao de biomassa, visando maximizar a recuperacao de seus
carboidratos constituintes. No entanto, o material pré-tratado também deve apresentar
alta suscetibilidade a hidrélise enzimatica. Os principais fatores que afetam a eficiéncia
da hidrélise enzimatica sdo o teor de solidos totais, a carga enzimatica empregada, o
tempo de reacdo e as caracteristicas estruturais dos substratos. De modo a avaliar
alguns dos fatores supracitados, o material produzido na condigdo de menor severidade
(BA, FSC = 0,44), cuja composicao quimica esta mostrada na Tabela A1.2 (pagina 209),
foi selecionado para realizar um estudo de otimizacdo de sua hidrdlise enzimatica.
Apesar de produzido com FSC menor do que os demais experimentos de pré-
tratamento, esse material (BA) resultou em alta recuperagédo de glucanas e em bons
resultados empregando o procedimento padrdo do NREL para determinacéo de
acessibilidade a hidrolise.

Os fatores escolhidos para este estudo de hidrélise enzimatica foram o teor de
solidos totais e a carga enzimatica, avaliados por meio de um planejamento fatorial 22

(Tabela 5). A Figura 32 mostra o perfil hidrolitico das diferentes condi¢des reacionais
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com as curvas ajustas pelo modelo fractal. Os maiores rendimentos de EqGlc apds 96
h de hidrolise foram obtidas para os experimentos HE/BA-5, HE/BA-7 e HE/BA-8, que
corresponderam a aproximadamente 58, 86 e 45 g L-' de EqGilc. Estas diferencas estédo
relacionadas a carga inicial de sdlidos totais utilizada para hidrélise (10% para HE/BA-
5, 15% para HE/BA-7 e 8% para HE/BA-8). Com excecao dos experimentos HE/BA-1 e
HE/BA-6, que resultaram nos menores rendimentos devido ao uso de baixa carga
enzimatica e alto teor de solidos totais, todas as outras condicbes alcangaram
rendimentos acima de 65% em 48 h de reagdo. O experimento realizado em 20% de
solidos totais com 38,6 FPU g de glucanas (HE/BA-2) resultou na maior liberagéo de
EqGlc apds 96 h de hidrélise, que foi de 110 g L'. Entretanto, é importante notar que
perto de 52 g L' de EqGlc ja foram alcancados em 12 h de reagdo para essa e outras
condicdes reacionais.

Se considerarmos os dois principais processos para a produgdo de etanol
celulésico, a fermentagao e hidrélise em separado (do inglés, separate hydrolysis and
fermentation - SHF) e a fermentagao e hidrélise simultaneas (do inglés, simultaneous
saccharification and fermentation - SSF), a concentragdo de 110 g L' de acgUcares
poderia ser aplicada em estudos de SHF, enquanto que a de 52 g L' seria ideal para
processos SSF. A concentracao de celobiose utilizada no célculo de rendimento de
EqGilc foi baixa, representando somente 1,7 + 0,9% do total de EqGlc liberados durante
a hidrdlise enzimatica para todas as condi¢des reacionais, independentemente do teor
de sdlidos totais aplicado. Como ja mencionado, apesar de nao haver estudos de
inibicdo com celobiose para complexo Cellic CTec3, as concentragdes quantificadas ao
longo de toda a reagao enzimatica foram consideradas baixas quando comparadas as
concentragdes de celobiose geralmente obtidas com as preparagdes enzimaticas
comerciais que a antecederam, como a Cellic CTec2 e a Celluclast 1.5L.

Os perfis de hidrélise das xilanas foram similares aos obtidos para as glucanas,
com altos rendimentos sendo alcangcadas nos experimentos HE/BA-5, HE/BA-7 e
HE/BA-8 (Figura 33). A maior concentragdo de xilose (6,6 g L) foi obtida no
experimento HE/BA-2, que correspondeu a 85% de rendimento de xilose em 96 h de
hidrélise. Em geral, xilanas s&o mais acessiveis a hidrolise enzimatica que glucanas
(como a celulose) devido possuir uma estrutura menos compacta. No entanto, muitas
vezes, as cadeias de xilanas que ainda resistiram ao pré-tratamento estio localizadas
no interior da estrutura celular e ndo s&o prontamente disponiveis a hidrolise. Assim,
com a hidrdélise da celulose, as cadeias de xilana dispostas mais internamente vao se

tornando cada vez mais acessiveis as enzimas.
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OHE/BA-6 & HE/BA-7 < HE/BA-8 xHE/BA-9

Figura 32. (A) Rendimento de EqGlc e (B) concentracao de EqGlc durante as diferentes
condicbes de hidrélise enzimatica do planejamento fatorial do bagago de cana pré-
tratado por auto-hidrélise (BA — 195 °C e 7,5 min). Linhas pontilhadas referem-se aos
pontos axiais. Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal. Legenda, HE/BA-1: 7,7 FPU
g de glucanas e 20% sodlidos totais; HE/BA-2: 38,6 FPU g-' de glucanas e 20% solidos
totais; HE/BA-3: 23,0 FPU g de glucanas e 15% solidos totais; HE/BA-4: 7,7 FPU g
de glucanas e 10% solidos totais; HE/BA-5: 38,6 FPU g' de glucanas e 10% solidos
totais; HE/BA-6: 1,4 FPU g de glucanas e 15% soélidos totais; HE/BA-7: 44,9 FPU g
de glucanas e 15% solidos totais; HE/BA-8: 23,0 FPU g de glucanas e 8% sélidos
totais; HE/BA-9: 23,0 FPU g' de glucanas e 22% soélidos totais.
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Figura 33. (A) Rendimento de xilose e (B) concentrac&o de xilose durante as diferentes
condi¢cbes de hidrdlise enzimatica do planejamento fatorial do bagago de cana pré-
tratado por auto-hidrélise (BA). Linhas pontilhadas referem-se aos pontos axiais. Os
ajustes foram obtidos pelo modelo fractal. Legenda, HE/BA-1: 7,7 FPU g de glucanas
e 20% sodlidos totais; HE/BA-2: 38,6 FPU g' de glucanas e 20% sdlidos totais; HE/BA-
3: 23,0 FPU g de glucanas e 15% sdlidos totais; HE/BA-4: 7,7 FPU g' de glucanas e
10% solidos totais; HE/BA-5: 38,6 FPU g' de glucanas e 10% sodlidos totais; HE/BA-6:
1,4 FPU g de glucanas e 15% sélidos totais; HE/BA-7: 44,9 FPU g' de glucanas e 15%
solidos totais; HE/BA-8: 23,0 FPU g de glucanas e 8% sdlidos totais; HE/BA-9: 23,0

FPU g de glucanas e 22% sdlidos totais.
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Os parametros cinéticos fractais k e h da hidrédlise de glucanas e xilanas
encontram-se na Tabela 16, juntamente ao R? dos ajustes das Figuras 32 e 33. Os altos
valores de R? para todos os experimentos de hidrélise revelaram, mais uma vez, a
habilidade do modelo cinético fractal em descrever a liberacdo de EqGIc e xilose em
funcao do tempo. Todos os experimentos mostraram maiores valores de k e h para o
rendimento de xilose quando comparados ao rendimento de EqGlc. Esses maiores
valores de k sdo devidos ao alto conteudo de hemicelulases no complexo enzimatico
Cellic CTec3, que é capaz de hidrolisar a maior parte dos componentes das
hemiceluloses. Por outro lado, os altos valores de h estdo provavelmente expressando
a baixa acessibilidade das hemiceluloses residuais que estdo localizadas mais
fortemente associadas a matriz lignoceluldsica, sendo acessiveis somente apds a

remocao parcial de glucanas pela agao concertada das enzimas celuloliticas.

Tabela 16. Parametros cinéticos do modelo fractal obtidos dos dados de hidrélise
enzimatica do planejamento fatorial do bagago de cana pré-tratado por auto-hidrélise
(BA).

Rendimento de EqGlc Rendimento de xilose
Experimento

k (h™) h R? k (h) h R?
HE/BA-1 0,102 0,536 0,995 0,134 0,648 0,968
HE/BA-2 0,108 0,330 0,999 0,194 0,496 0,991
HE/BA-3 0,095 0,272 0,998 0,166 0,471 0,995
HE/BA-4 0,083 0,295 0,999 0,105 0,443 1,000
HE/BA-5 0,299 0,387 0,999 0,386 0,525 0,965
HE/BA-6 0,014 0,352 0,997 0,036 0,555 0,992
HE/BA-7 0,150 0,246 0,998 0,276 0,445 0,993
HE/BA-8 0,178 0,305 0,999 0,238 0,499 0,993
HE/BA-9 0,126 0,475 0,995 0,175 0,591 0,981

Legenda, HE/BA-1: 7,7 FPU g de glucanas e 20% sdlidos totais; HE/BA-2: 38,6 FPU g de glucanas e
20% solidos totais; HE/BA-3: 23,0 FPU g' de glucanas e 15% solidos totais; HE/BA-4: 7,7 FPU g de
glucanas e 10% sélidos totais; HE/BA-5: 38,6 FPU g™' de glucanas e 10% solidos totais; HE/BA-6: 1,4 FPU
g™ de glucanas e 15% solidos totais; HE/BA-7: 44,9 FPU g de glucanas e 15% solidos totais; HE/BA-8:
23,0 FPU g de glucanas e 8% sdlidos totais; HE/BA-9: 23,0 FPU g de glucanas e 22% solidos totais.
Para o rendimento de EqGIc os desvios padrio para os parametros k e h da foram de 0,012 h™' e 0,040,
respectivamente. Para o rendimento de xilose, os desvios padrdo para os parametros k e h da foram de
0,019 h' e 0,028, respectivamente.

Os parametros cinéticos fractais k e h foram entao utilizados como variaveis
resposta para modelagem matematica. O significado estatistico do modelo proposto foi

avaliado pela analise de variancia (ANOVA) e os resultados sdo mostrados na Tabela
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17. O erro puro, calculado a partir do erro experimental no ponto central do planejamento
experimental, variou de 0,1 para 2,8% de acordo com o total da soma dos quadrados,
indicando boa reprodutibilidade dos dados experimentais. Baseado no teste F, os
modelos s&o preditivos, uma vez que os valores do F calculado para as variaveis
respostas sdo maiores do que os F tabelados correspondentes dentro de 95% de
confianga. Além disso, os altos valores de R? demonstram que a maioria da variancia é

explicada pelos modelos desenvolvidos.

Tabela 17. Analise de variancia (ANOVA) dos parametros cinéticos fractais derivados
do planejamento experimental da hidrélise enzimatica do bagaco de cana pré-tratado

por auto-hidrolise (BA).

Resposta Fonte sQ' GL?2 aQmd F Ftab R?  vart
Rendimento de EqGlc
Parametro Regressao 0,038 4 0,009 21,864 5,192 0,939 0,946
k (h") Residuos 0,002 5 0,000
Falta de ajuste 0,002 3 0,000 4,551 19,164
Erro puro 0,000 2 0,000
Total 0,038 9
Parametro Regressao 0,072 4 0,018 20,185 5,192 0,913 0,942
h Residuos 0,004 5 0,000
Falta de ajuste 0,002 3 0,000 0,708 19,164
Erro puro 0,002 2 0,000
Total 0,076 9

Rendimento de xilose
Parametro Regresséao 0,075 4 0,019 41619 5,192 0,962 0,971

k (h") Residuos 0,002 5 0,000
Falta de ajuste 0,002 3 0,000 1,639 19,164
Erro puro 0,000 2 0,000
Total 0,077 9
Parametro Regresséao 0,041 5 0,008 29,696 5,192 0,973 0,974
h Residuos 0,001 4 0,000
Falta de ajuste 0,001 3 0,000 16,758 19,164
Erro puro 0,000 2 0,000
Total 0,042 9

1SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;

3 QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.
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As Equacdes 12 e 13 foram geradas para ajustar os parametros cinéticos fractais
do rendimento de EqGilc (kcic € haic), enquanto que as Equagdes 14 e 15 foram utilizadas
para os parametros fractais do rendimento de xilose (kxi € hxi). Os modelos codificados
nessas equacgoes foram utilizados para construir os graficos de contorno das Figuras 34

e 35, onde CE ¢ a carga enzimatica e ST € o teor de sdlidos totais.

kg, = 0,098 +0,047CE - 0,003CE? - 0,027ST + 0,031ST? - 0,044CE x ST Equagéo 12
h,, = 0,287 - 0,040CE + 0,012CE? + 0,059ST + 0,054ST” - 0,060CE x ST Equagéo 13

kXy/ = 0,172 + 0,083CE - 0,004CE? - 0,029ST + 0,020ST? - 0,052CE x ST Equacéao 14

th/ = 0,468 - 0,030CE + 0,012CE” + 0,044ST + 0,036ST? - 0,053CE x ST Equacéo 15

Como ¢é possivel observar nas Figuras 34A e 35A, o coeficiente k para os
rendimentos de EqGIc e xilose foi amplamente afetado pelas mudangas na carga
enzimatica. No entanto, esse efeito foi mais pronunciado em reacdes realizadas em
baixo teor de sélidos totais. Por exemplo, em 10% de sdlidos totais (HE/BA-4 e HE/BA-
5), o valor de k aumentou de 0,083 para 0,299 h-! para o rendimento de EqGIc e de
0,105 para 0,386 h' para o rendimento de xilose quando a carga enzimatica foi
aumentada de 7,7 para 38,6 FPU g' de glucanas. Por outro lado, em 20% de soélidos
totais, o aumento na carga enzimatica (HE/BA-1 e HE/BA-2) resultou em valores de k
similares para o rendimento de EqGlc (0,102 e 0,108 h-', respectivamente) e um pouco
maiores para o rendimento de xilose (0,134 e 0,194 h-'). Este efeito pode ser explicado
pela baixa disponibilidade de agua livre em altos teores de sdlidos totais, que prejudica
a difusao das enzimas e sua ag¢ao catalitica. O valor de k diminuiu de 0,299 para 0,108
h-' para o rendimento de EqGIc e de 0,386 para 0,194 h' para o rendimento de xilose
quando o teor de sélidos totais aumentou de 10 para 20% na carga enzimatica fixa de
38,6 FPU g' de glucanas (HE/BA-5 e HE/BA-2, respectivamente). Em contrapartida, o
efeito negativo do teor de sélidos totais no valor de k foi aparentemente superado com
0 emprego a carga enzimatica de 7,7 FPU g de glucanas (HE/BA-8 e HE/BA-9). Esta
observagao pode estar relacionada com o aumento da disponibilidade de substrato no
meio reacional que, por consequéncia, diminuiu a aglomeragéo das enzimas em pontos
mais acessiveis do substrato.

Os graficos de contorno para o expoente fractal h sdo mostrados nas Figuras

34B e 35B para os rendimentos de EqGlc e xilose, respectivamente.
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Figura 34. Graficos de contorno obtidos para os parametros cinéticos fractais (A) k (h™")
e (B) h da hidrdlise enzimatica das glucanas presentes no bagago de cana pré-tratado
por auto-hidrolise (BA).
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Figura 35. Graficos de contorno obtidos para os parametros cinéticos fractais (A) k (h™")
e (B) h da hidrdlise enzimatica das xilanas presentes no bagago de cana pré-tratado por
auto-hidrolise (BA).
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Altos teores de sodlidos totais resultaram em altos valores de h para ambos os
casos (Tabela 16). Por exemplo, nos experimentos HE/BA-1 e HE/BA-4, realizados em
20 e 10% de solidos totais com 7,7 FPU g-' de glucanas, os valores de h foram de 0,536
e 0,295, respectivamente. Ja para a carga enzimatica fixa em 23,1 FPU g de glucanas,
como nos experimentos HE/BA-8 e HE/BA-9, os valores de h foram de 0,305 e 0,475
para os teores de sélidos totais de 8 e 22%, respectivamente. Novamente, este efeito
esta relacionado com a inibigao das enzimas pelos produtos da reagédo e também pela
maior acumulagao de lignina no meio reacional, que aumenta a adsorgao nao especifica
das enzimas por interagdes hidrofébicas. Por outro lado, em altas cargas enzimaticas
(HE/BA-2 e HE/BA-5), tal efeito ndo foi observado, pois a quantidade de enzimas que
se liga na lignina ou a complexos lignina-carboidrato nao é limitante para alcancgar bons
desempenhos de hidrdlise.

Medidas reoldgicas também foram realizadas para todas as condi¢cées de
hidrélise enzimatica do planejamento experimental. Esses ensaios foram realizados em
fluxo com cilindros concéntricos, de modo a visualizar o efeito do teor de sélidos totais
e da carga enzimatica sobre a viscosidade aparente durante a reagdo. Um exemplo
deste comportamento pode ser observado na Figura 36 para o ponto central do estudo
(23,1 FPU g de glucanas e 15% de sdlidos totais). A viscosidade aparente diminuiu
com o aumento da taxa de cisalhamento, indicando, mais uma vez, o comportamento
pseudoplastico do material pré-tratado. Outro ponto a ser destacado € que a viscosidade
aparente deixou de ser linear com o aumento da taxa de cisalhamento, principalmente
em valores maiores que 100 s-'. Esta mudanca é conhecida como regime turbulento,
que ocorre quando o material € submetido a taxas elevadas de cisalhamento, causando
a separacao entre as fragdes solida e liquida (ROSGAARD et al., 2007). EBELING et
al. (1999) relataram que a orientacdo dos microcristais de celulose de algodao é
depende da taxa de cisalhamento. Em altas taxas de cisalhamento, as mudancas na
viscosidade aparente sdo menos pronunciadas porque os microcristais de celulose se
alinham horizontalmente ao longo da dire¢cao do cisalhamento e a resisténcia ao fluxo
se torna aproximadamente constante. No entanto, este fendbmeno de orientagcéo é
completamente reversivel.

A viscosidade aparente do material pré-tratado também sofreu mudancas
consideraveis com o tempo devido a agéo progressiva das enzimas. A Figura 36 mostra
que a viscosidade aparente reduziu cerca de uma ordem de magnitude a cada 6 h de
hidrolise enzimatica. Essa mudanca € devida aos efeitos combinados da desconstrugao
da parede celular e de uma diminuigdo gradual nos comprimentos médios das cadeias
de celulose e hemicelulose (ROSGAARD et al., 2007). Uma vez que as variagbes na

viscosidade aparente em taxas de cisalhamento superiores a 100 s sdo devidas a
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mudanca gradual do regime laminar para o turbulento, os resultados das diferentes
condicdes do planejamento fatorial foram comparados em 10 s’ e esses estdo
apresentados na Tabela 18 para as primeiras 24 h de hidrolise. As viscosidades

aparentes iniciais foram proporcionais ao teor utilizado de soélidos totais.
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Figura 36. Viscosidade aparente em fungao da taxa de cisalhamento do bagaco de cana
pré-tratado por auto-hidrélise (BA) no ponto central do planejamento fatorial (23,1 FPU

g de glucanas e 15% de sélidos totais) para diferentes tempos de hidrélise enzimatica.

Os valores de viscosidade em 15, 20 e 22% de sélidos totais foram cerca de
duas, quatro e cinco vezes maiores do que o valor de viscosidade observado em 10%
de sdlidos totais, respectivamente (Tabela 18). As altas viscosidades aparentes
observadas para 15% de sodlidos totais ou mais podem ser associadas a menor
disponibilidade de agua livre no meio reacional e ao maior grau de entrelagamento entre
as fibras. Além disso, a medida que o teor de soélidos totais aumenta, a distancia média
entre as particulas diminui, levando a um aumento nas interagcdes entre as particulas
(ROSGAARD et al., 2007). Estes fenébmenos resultam em mais fricgdo e resisténcia ao
fluxo e, portanto, em maiores valores de viscosidades aparentes. DASARI et al. (2008)
atribuiram maiores valores de viscosidade aparente a mudancgas estruturais do material
apos o pré-tratamento, como o aumento da porosidade da fibra pela remogao parcial de
hemiceluloses e/ou lignina. Essas alteragdes estruturais melhoram a acessibilidade das
enzimas hidroliticas aos polissacarideos e promovem a absor¢ado de agua, reduzindo a

quantidade de agua livre presente na suspenséao.
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Tabela 18. Viscosidade aparente na taxa de cisalhamento de 10 s' durante a hidrdlise
enzimatica do bagaco de cana auto-hidrolisado padrdao (BA) para as diferentes

condi¢des do planejamento fatorial.

Viscosidade aparente (Pa s)
Experimento

Oh 3h 6h 9h 12 h 24 h
HE/BA-1 90,8 39,3 30,5 21,8 17,6 9,7
HE/BA-2 97,0 18,1 9,4 4,0 1,8 0,4
HE/BA-3 536+81 157+14 75+08 26+05 10+01 04+01
HE/BA-4 26,0 16,8 7,9 2,5 1,1 0,3
HE/BA-5 20,0 0,7 0,3 0,1 <0,1 <0,1
HE/BA-6 60,8 44,2 34,6 27,7 23,4 15,2
HE/BA-7 54,8 6,0 0,8 0,5 0,3 0,1
HE/BA-8 15,3 4,4 0,5 0,2 0,1 <0,1
HE/BA-9 129,7 20,3 10,3 5,9 4,5 2,8

Legenda, HE/BA-1: 7,7 FPU g' de glucanas e 20% sdlidos totais; HE/BA-2: 38,6 FPU g de glucanas e
20% solidos totais; HE/BA-3: 23,0 FPU g' de glucanas e 15% solidos totais; HE/BA-4: 7,7 FPU g de
glucanas e 10% sdlidos totais; HE/BA-5: 38,6 FPU g™' de glucanas e 10% solidos totais; HE/BA-6: 1,4 FPU
g de glucanas e 15% solidos totais; HE/BA-7: 44,9 FPU g de glucanas e 15% solidos totais; HE/BA-8:
23,0 FPU g' de glucanas e 8% sdlidos totais; HE/BA-9: 23,0 FPU g de glucanas e 22% sdlidos totais.

Em geral, os resultados da Tabela 18 revelam uma relagdo direta entre a
viscosidade aparente e o rendimento de EqGlc, de modo que, quanto menor o
rendimento, maior a viscosidade aparente. No entanto, este efeito é observado somente
até cerca de 80% do substrato celulésico ter sido hidrolisado e, a partir de entéo, os
valores de viscosidade aparente permanecem muito semelhantes, conforme visualizado
nos experimentos HE/BA-5, HE/BA-7 e HE/BA-8 apods 24 h de hidrdlise. Além disso,
todas as diferentes razbes enzima/substrato aplicadas nos experimentos do
planejamento experimental revelaram uma consideravel redug¢do nos valores de
viscosidade aparente ja nas primeiras 3 h de hidrdlise, principalmente nos experimentos
em que altas cargas enzimaticas foram utilizadas. Essas redugbes foram de 81, 97 e
89% para os ensaios HE/BA-2, HE/BA-5 e HE/BA-7, respectivamente.

5.1.2 Pré-tratamento do bagago de cana com o sistema CO,/H.0

O lote de bagago de cana utilizado para os pré-tratamentos com o sistema
CO2/H,0 apresentou uma composi¢gao quimica ligeiramente diferente da obtida para o
caso da explosao a vapor, conforme mostra a Tabela 19. Essas diferengas podem ser
atribuidas a origem do material, ao grau de maturagdo da parede celular e ao

processamento sofrido pelas fibras, uma vez que os métodos utilizados para a
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caracterizagao foram idénticos. O teor total de polissacarideos presentes nesse bagago
foi de aproximadamente 65%, sendo 38,5% referentes a glucanas. Por outro lado,
quando comparado com o caso anterior, foram observados menores teores de lignina
total, cinzas e compostos extraiveis. Cabe destacar que, nessa caracterizagao quimica,
o percentual de lignina insoluvel em acido foi corrigido pelo seu teor de cinzas e o teor
de lignina soluvel em acido foi quantificado no comprimento de onda de 320 nm, onde
a influéncia dos compostos furanicos € menor. Assim, possivelmente, o valor de lignina
total obtido é mais representativo daquilo que se encontra presente na composicao do

bagacgo de cana n&o tratado.

Tabela 19. Composi¢ao quimica do bagaco de cana nativo utilizado nos pré-tratamentos

com o sistema CO,/H-0.

Componente Percentual (%)
Anidroglucose'’ 38,5+0,0
Anidroxilose? 23,7+0,1
Anidroarabinose? 22+0,0
Grupo acetila? 48+0,1
Hexoses desidratadas? 0,4+0,0
Pentoses desidratadas * 1,4+0,0
Lignina total® 20,6 +0,2

Lignina soluvel em acido 0,4+0,0
Lignina insoltvel em acido 20,2+ 0,2
Cinzas 3,7+0,1
Extraiveis totais 42+04
Extraiveis em agua 2,7+0,2
Extraiveis em etanol 1,6+£0,2
Total 99,3

'Presente como componente das B-(1—4)-D-glucanas (celulose);
2Presente como componentes das heteroxilanas (hemiceluloses);
3Quantificado como 5-(hidroximetil)-furfural (HMF);

4Quantificado como furfural;

5Somatorio das ligninas insoluvel e soltivel em acido sulftrico diluido.

Os pré-tratamentos do bagaco de cana com o sistema CO./H,0 foram realizados
para avaliar o efeito da temperatura e do tempo de reacdo, mantendo-se fixa a
quantidade de CO, adicionada (50 bar). As condi¢des inicialmente empregadas foram
baseadas em estudos preliminares realizados e trabalhos de outros autores
(MAGALHAES DA SILVA et al., 2014; MORAIS et al., 2014; RELVAS et al., 2015). Os
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experimentos foram organizados na forma de um planejamento experimental Doehlert,
que como os planejamentos compostos centrais, permite a vizualizagdo da regido de
maior ou menor resposta da variavel avaliada. A principal vantagem da utilizagao desse
tipo de planejamento é a necessidade de poucos pontos experimentais para sua
aplicacdo com alta eficiéncia.

O FSC foi calculado para todas as condigdes reacionais utilizando o pH obtido
na fragao soluvel em agua apoés o pré-tratamento. No entanto, o efeito do CO- dissolvido
na fase liquida em alta pressdo durante o pré-tratamento (acido carbénico gerado in
situ), ndo é considerado nesses valores de pH, uma vez que, apds a despressurizagao
do sistema, o equilibrio de formacao do acido carbdnico é deslocado no sentido da
liberacdo de CO; na fase gasosa. Por isso, a equagao empirica desenvolvida por VAN
WALSUM (2001) foi utilizada para determinar o valor do pH no momento da reacao,
considerando a solubilidade e a pressao parcial do CO; na temperatura reacional. O
fator de severidade que utiliza o valor do pH tedrico da reacédo foi denominado de
FSCco,. Os resultados de ambos os fatores de severidade calculados sdo mostrados
na Tabela 20 e para uma melhor vizualizagdo, tais condi¢gdes reacionais foram

organizadas em ordem crescente.

Tabela 20. Fatores de severidade apds as diferentes condicdes de pré-tratamento pelo

sistema CO,/H20 do bagacgo de cana.

Condigoes log pH pH
Experimento i ] FSC? . FSCco,’
T(°C) t(min) Ro,' medido? teérico* 2
BC-5 170 1,0 2,59 3,31 -0,72 3,61 -1,02
BC-3 160 7,5 2,75 3,00 -0,25 3,60 -0,85
BC-6 190 1,0 3,11 2,95 0,16 3,74 -0,64
BC-7 170 14,0 3,28 2,79 0,49 3,62 -0,34
BC-1 180 7,5 3,34 2,86 0,48 3,67 -0,33
BC-4 190 14,0 3,86 2,77 1,09 3,74 0,12
BC-2 200 7,5 3,93 2,70 1,23 3,79 0,14

"log Ro é o fator de severidade desenvolvido por OVEREND et al. (1987);
2Média do pH obtido na fragdo soluvel em agua apds o pré-tratamento;

3FSC = log Ro — pH medido,

4Média do pH calculado com a pressao parcial do CO2 durante o pré-tratamento;
5FSCco, = log Ro — pH tedrico.

Cabe destacar que nesses ensaios, diferentemente dos experimentos de
explosdo a vapor, o tempo de aquecimento e resfriamento do reator foram considerados

no calculo do log R.. Por exemplo, nos experimentos com o sistema CO2/H20, foram
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necessarios cerca de 15 min para alcangar a menor temperatura reacional (160 °C),
enquanto que nos pré-tratamentos por explosao a vapor, maiores temperaturas foram
atingidas em torno de 40 s.

Os valores de pH da fragdo soluvel em agua apés os pré-tratamentos (pH
medido) refletem a concentracao de diferentes acidos formados durante a reagédo, como
0 acido acético (pKa = 4,75), o acido férmico (pKa = 3,77) e o acido levulinico (pKa =
4,64), além de outros acidos fendlicos mais fracos. Assim, os pré-tratamentos realizados
nos maiores fatores de severidade (log R,) resultaram em menores valores de pH devido
a formacao desses acidos em maiores concentragdes. Por outro lado, o pH calculado
no momento da reagao (pH tedrico) leva em consideragdo somente a presenga do acido
carbonico (pKa = 6,10) formado pelo sistema de alta pressdo. Nesse caso, 0 aumento
da temperatura entre as diferentes condigdes reacionais diminuiu a solubilidade do CO;
em agua, resultando em valores de pH ligeiramente maiores. Portanto, os valores de
FSC e FSCco, estao diretamente relacionados com os valores de pH utilizados em cada
caso (pH medido e tedrico, respectivamente). Assim, pré-tratamentos mais severos sao
obervados quando ¢ utilizado o FSC, uma vez que esse engloba os diferentes acidos
formados durante o pré-tratamento, que sao mais fortes do que o acido carbénico.

A Figura 37 mostra que os rendimentos de recuperagdo massica foram
dependentes da severidade dos pré-tratamentos, onde os valores de FSC e de FSCco,

estdo organizados em ordem crescente.
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Figura 37. Rendimentos de recuperacao massica nas fragdes insoluvel e soluvel em
agua apos as diferentes condigbes de pré-tratamento com CO,/H20O do bagago de cana.
Legenda, BC-5: 170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170
°C e 14 min; BC-1: 180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200 °C e 7,5 min.
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Em geral, as recuperag¢des massicas dos materiais pré-tratados diminuiram com
0 aumento da severidade. No entanto, a condigao reacional BC-6 (FSC = 0,16) resultou
em recuperagdes massicas de fibras (69,7%) muito semelhante aos experimentos BC-
7 e BC-1 de maior severidade (CSF = 0,49 e 0,48), cujas recuperagdes foram de 69,8 e
67,6%, respectivamente. A maior recuperagao massica da fragdo solluvel em agua foi
para a condicdo BC-6, enquanto que valores menores foram obtidos para os
experimentos mais severos (BC-4 e BC-2). O rendimento de recuperagao massica total
diminuiu de 95,1% para a condicdo de menor severidade (BC-5, FSC = -0,72) para
70,4% no experimento de maior severidade (BC-2, FSC = 1,23).

5.1.2.1 Composi¢ao quimica dos materiais pré-tratados

A caracterizacdo quimica das fragdes insoluveis em agua derivadas das
diferentes condicbes do planejamento experimental Doehlert estdo apresentados na
Tabela 21. Assim como observado nos experimentos de explosdo a vapor, os teores
de anidroglucose e de lignina aumentaram em relagdo aos percentuais observados no
material nativo, enquanto que o conteddo de hemiceluloses diminuiu
consideravelmente. Por exemplo, com o aumento da severidade do pré-tratamento, o
conteudo de glucanas aumentou de 49,9% na condigdo de menor severidade (BC-5,
FSC = -0,72) para 57,7% em FSC de 1,09 (BC-4). No entanto, o maior FSC de 1,23
(BC-2) resultou em uma diminuigdo do teor de anidroglucose para 52,9%. Embora
pequena a diferenca de FSC entre as duas condi¢des reacionais mais severas (BC-4 e
BC-2), a diminui¢ao no teor de glucanas do bagaco pré-tratado foi de cerca de 8%. Isso
pode estar associado ao fato da reacdo BC-2 ter sido realizada em 200 °C, enquanto
que a temperatura em BC-4 foi de 190 °C. Essa pequena diferenca de 10 °C pode ser
muito significativa para a cinética da reacdo, como observado nos trabalhos de
GARROTE et al. (2001) e AGUILAR et al. (2002). Esses os autores verificaram que a
temperatura do pré-tratamento é o fator governante na extensao da reac¢ao de hidrolise
dos polissacarideos durante processos hidrotérmicos catalisados por acido. Em relagao
a hidrélise das hemiceluloses para a fragao soluvel em agua, constatou-se que cerca de
83% das xilanas presentes no bagago foram hidrolisadas durante o pré-tratamento nas
condi¢cdes mais severas BC-4 e BC-2. Por outro lado, apenas 29% das xilanas foram

removidas no pré-tramento de menor severidade BC-5.
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5.1.2.2 Hidrdlise enzimatica do bagago de cana nativo e dos materiais pré-tratados

A Figura 38 apresenta os resultados de hidrdlise enzimatica dos substratos pré-
tratados de acordo com o procedimento proposto pelo NREL. O rendimento de EqGlc
em 72 h de hidrodlise foi significativamente superior (p < 0,05 no teste de Tukey) no
experimento BC-2, que foi o de maior severidade (FSC = 1,23). Por outro lado, os pré-
tratamentos mais brandos (BC-5 e BC-3) resultaram em rendimentos de EqGlc
significativamente menores (p < 0,05 no teste de Tukey). J& a temperatura do pré-
tratamento apresentou um grande efeito na acessibilidade enzimatica. Por exemplo, os
materiais BC-7 e BC-1 foram produzidos em FSC semelhantes (0,49 e 0,48,
respectivamente), porém, um maior rendimento de EqGlc em 72 h de hidrélise foi
observada no experimento realizado na maior temperatura reacional (180 °C para o BC-
1 e 170 °C para o BC-7). A mesma observacdo também pode ser verificada nos
experimentos BC-4 e BC-2, em que as temperaturas empregadas foram de 190 e 200
°C. Além disso, o material BC-6 (FSC = 0,16) apresentou um rendimento de EqGlc
semelhante quando comparado ao experimento de maior severidade BC-7 (FSC =
0,49), fato que mais uma vez pode estar associado a temperatura utilizada no pré-
tratamento (190 °C para o BC-6 e 170 °C para o BC-7).
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Figura 38. Rendimento de EqGlc durante a hidrélise enzimatica do bagago de cana pré-
tratado sob as diferentes condigcbes do sistema CO,/H,O. Condicbes da hidrolise
enzimatica: 2% (m v-') de solidos totais e 60 FPU g-' de glucanas (Cellic CTec3). As
mesmas letras acima das barras ndo diferem significativamente de acordo com o teste
de Tukey (p > 0,05). Legenda, BC-5: 170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190
°C e 1 min; BC-7: 170 °C e 14 min; BC-1: 180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-
2:200 °C e 7,5 min.
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Assim como para os materiais pré-tratados por explosdo a vapor, ensaios de
hidrélise enzimatica dos substratos produzidos pelo sistema CO2/H,O foram também
realizados na condigdo de 15% (m v'') de solidos totais e 23,1 FPU g-' de glucanas. No
entanto, esses experimentos de hidrélise foram suplementados pela adicdo de um
complexo hemicelulasico comercial (176,5 mg de Cellic Htec3 g' de xilanas), uma vez
que os materiais produzidos nas menores severidades apresentaram altos teores de
hemiceluloses (Tabela 21). O perfil de hidrdlise de glucanas e xilanas, ajustado pelo
modelo cinético fractal, estdo mostrados na Figura 39. Geralmente, os maiores
rendimentos sdo obtidos para os materiais produzidos nas condicdes mais severas de
pré-tratamento, visto que estes resultam em maiores modificagdes na estrutura e na
composigao quimica da parede celular. Porém, o maior rendimento de EqGlc (cerca de
78%) foi obtida para o material BC-1 (FSC = 0,48), enquanto que os materiais
produzidos em condi¢gdes mais severas revelaram rendimentos ligeiramente inferiores
(72% para BC-4 e 74% para BC-2).

Uma hipétese para a diminuicao dos rendimentos EqGlc em condicbes mais
severas € a transformacao e realocacgao da lignina sobre as fibras celuldsicas durante o
pré-tratamento, que consequentemente reduzem a eficiéncia da hidrélise por meio da
adsorg¢ao nao produtiva de enzimas celuloliticas (ALVIRA et al., 2010). Além disso,
alguns trabalhos relatam que a diminui¢ao de eficiéncia da hidrdlise enzimatica também
esta associada com o aumento da concentracdo de compostos fendlicos derivados de
lignina e a inibicdo pelos produtos da reagcédo, como glucose e celobiose (TEJIRIAN e
XU, 2011; XIMENES et al., 2011). De fato, os materiais BC-4 e BC-2 apresentaram,
apo6s 96 h de hidrolise, 77 e 67 g L' de EqGlc, contendo cerca de 3,5 g L' de celobiose,
respectivamente. Portanto, essas concentragcdes de celobiose podem representar um
certo nivel de inibicdo para as celobioidrolases, conforme observado pelos estudos de
TEUGJAS e VALJAMAE (2013), em que 0,9 g L' de celobiose ja provocou um pequeno
grau de inibigdo das celobioidrolases de T. reesei.

A Figura 39A também revela que o bagago de cana pré-tratado nas condigbes
de menor severidade (BC-5 e BC-3) apresentou um desempenho enzimatico
consideravelmente menor, que pode ser atribuido a limitagdes na hidrdlise das xilanas.
De acordo com MENG e RAGAUSKAS (2014), as hemiceluloses sdo geralmente
depositadas na superficie externa das fibras de celulose, mas também sao difundidas
nos poros e espacos inter-fibrilares. Portanto, o maior teor de hemiceluloses, presente
nesses dois materiais pré-tratados (21,0 e 17,3%, respectivamente), pode ter
prejudicado a hidrélise das glucanas, uma vez que melhores desempenhos foram
observados para os materiais produzidos em condigbdes de pré-tratamento mais

severos, cujo teor de hemiceluloses era inferior a 11,7%.
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Figura 39. Rendimento de (A) EqGIc e (B) xilose durante a hidrélise enzimatica do
bagaco de cana pré-tratado sob as diferentes condicdes do sistema CO2/H20.
Condigbes de hidrolise enzimatica: 15% (m v') de solidos totais e 23,1 FPU g de
glucanas (Cellic CTec3) suplementada com Cellic Htec3. Os ajustes foram obtidos pelo
modelo fractal. Legenda, BC-5: 170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e
1 min; BC-7: 170 °C e 14 min; BC-1: 180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2:
200 °C e 7,5 min.

A Tabela 22 apresenta os parametros cinéticos fractais k e h da hidrolise de
glucanas e xilanas, assim como os seus respectivos valores de R?. Em geral, os valores

do parametro k para glucanas e xilanas foram semelhantes entre as diversas condicbes
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de pré-tratamento, indicando que, independentemente da severidade, a velocidade de
reacdo nos estagios iniciais de hidrolise foram semelhantes. Por outro lado, os
resultados obtidos para o pardmetro fractal h na hidrélise das glucanas foi dependente
da severidade dos pré-tratamentos, ou seja, os valores de h diminuiram com o0 aumento
da severidade, exceto para as duas condicbes mais severas. Os maiores valores de h
obtidos para as condi¢gdes de menor severidade (BC-5 e BC-3) sao facilmente
visualizados pelos piores desempenhos de rendimentos de EqGIc na Figura 39A. Ja os
ligeiros acréscimos nos valores de h para materiais produzidos em condigdes mais
severas (BC-4 e BC-2) podem estar relacionados com os seus maiores teores de lignina
(Tabela 21), assim como outras possiveis mudangas estruturais desse componente, que
diminui a disponibilidade e a acessibilidade das glucanas. Em relagdo ao parametro h
para a hidrdlise das xilanas, os valores obtidos seguiram as mesmas tendéncias
descritas anteriormente, com uma diminuigdo substancial dos valores de h para as

condi¢cdes BC-4 e BC-2 de maior severidade.

Tabela 22. Pardmetros cinéticos do modelo fractal obtidos dos dados de hidrélise

enzimatica dos diferentes materiais produzidos pelo sistema CO/H20.

Rendimento de EqGic Rendimento de xilose
Experimento
k (h) h R? k (h™) h R?
BC-5 0,121 0,571 0,983 0,161 0,746 0,999
BC-3 0,117 0,532 0,996 0,153 0,696 0,999
BC-6 0,113 0,440 0,999 0,192 0,622 0,998
BC-7 0,114 0,433 0,996 0,177 0,654 0,999
BC-1 0,105 0,402 0,995 0,144 0,632 0,991
BC-4 0,124 0,475 0,998 0,135 0,476 0,988
BC-2 0,116 0,460 0,999 0,114 0,451 0,993

Legenda, BC-5: 170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170 °C e 14 min; BC-
1:180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200 °C e 7,5 min.

5.1.2.3 Composic¢ao quimica das fra¢cdes soluveis em agua

As fragbes soluveis em agua derivadas dos pré-tratamentos do planejamento
Doehlert foram caracterizadas quanto as suas composi¢cdes em carboidratos, acidos
alifaticos e derivados furanicos. Os carboidratos foram quantificados apds reacao de
pos-hidrélise com acido sulfurico diluido, uma vez que estavam presentes no meio
reacional como oligossacarideos, principalmente nas condicbes de menor severidade.
Como é possivel observar na Figura 40, as concentracoes de xilose e arabinose foram

maiores para a condigdo BC-6 (p < 0,05 no teste de Tukey), a qual apresentou um FSC
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de 0,16. O aumento no FSC para valores acima de 1 (condi¢gdes BC-4 e BC-2), causou
uma diminuicdo da concentragdo dessas pentoses, provavelmente pela ocorréncia de
reacOes posteriores de desidratacao e condensacao. Por outro lado, as concentracdes
de glucose aumentaram com o aumento da severidade, alcangando 2,9 g L' (p < 0,05
no teste de Tukey) nas condigdes de maior FSC. Esse comportamento revela que as

glucanas sofreram hidrolise acida em maior extenséo nas condigdes reacionais de maior
FSC.
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Figura 40. Composi¢cao quimica da fragao soluvel em agua em relagédo ao conteudo de
carboidratos. As mesmas letras acima das barras para cada composto nao diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BC-5: 170 °C e
1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170 °C e 14 min; BC-1: 180
°C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200 °C e 7,5 min.

Os acidos acético e formico foram os Unicos acidos alifaticos quantificados nas
fragcOes soluveis em agua (Figura 41). O aumento da severidade dos pré-tratamentos
causou um aumento progressivo da concentragdo desses componentes. No primeiro
caso, a liberagdo de acido acético revelou que as condigdes reacionais mais severas
(BC-4 e BC-2) proporcionaram maior desacetilagdo das hemiceluloses (p < 0,05 no teste
de Tukey), fato que também pode ser verificado com a diminuicdo dos grupos acetila
presentes nos materiais pré-tratados (Tabela 21). A liberagao de acido acético na fragao
solivel em agua € um dos fatores mais importantes em pré-tratamentos hidrotérmicos,
pois acelera as reagdes de hidrélise das hemiceluloses. Esse efeito é especialmente

visivel em biomassas altamente acetiladas como a madeira do alamo, onde o efeito
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catalitico adicional do CO> na hidrolise das hemiceluloses n&o foi observado em
temperaturas de 180 a 220 °C (MCWILLIAMS e VAN WALSUM, 2002). A formacgao do
acido formico tem origem na reidratagéo de compostos furanicos, como o HMF e furfural.
Assim, o aumento da severidade dos pré-tratamentos causou um aumento na
concentragdo desse componente, alcangando nas condicdes BC-4 e BC-2 valores
maiores que 2 g L' (p < 0,05 no teste de Tukey). A auséncia de acido levulinico, que
estava abaixo do limite de detecg&o para todas as condi¢gdes reacionais, sugeriu que 0
HMF nao sofreu reagdo de reidratacdo apds ser formado, uma vez que nao foram
observadas quantidade equimolares dos acidos férmico e levulinico. No entanto, cabe
destacar que o acido levulinico pode ter participado de reacbes paralelas de
condensacéo, o que explicaria a sua auséncia na composi¢cao das fragoes solUveis em
agua.
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Figura 41. Composigao quimica da fragao soluvel em agua em relagao ao conteudo de
acidos alifaticos. As mesmas letras acima das barras para cada composto nao diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BC-5: 170 °C e
1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170 °C e 14 min; BC-1: 180
°C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200 °C e 7,5 min.

Assim como para os acidos acima relatados, a concentragdo de compostos
furdnicos aumentou com a severidade dos pré-tratamentos realizados (Figura 42). As
condigcbes BC-4 e BC-2 revelaram as maiores concentrag¢des de furfural e HMF (p < 0,05

no teste de Tukey), com valores médios de 3,7 e 1,1 g L', respectivamente. Assim,
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houve um aumento de 10 vezes para o furfural e de 8 vezes para o HMF em comparacgao

a concentragao desses componentes no experimento de menor severidade (BC-5).
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Figura 42. Composigao quimica da fragao soluvel em agua em relagdo ao conteudo de
derivados furanicos. As mesmas letras acima das barras para cada composto nao
diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, BC-5:
170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170 °C e 14 min;
BC-1: 180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200 °C e 7,5 min.

5.1.2.4 Recuperacgao dos principais componentes apds os pré-tratamentos

As recuperacgdes de todos os constituintes do bagago de cana apods os pré-
tratamentos com o sistema CO./H0, estao representados na Tabela A2.1 (pagina 210),
enquanto que a Figura 43 mostra a recuperagdo dos principais polissacarideos
(glucanas e xilanas) nas fragdes insoluvel e solivel em agua. Com excegao do
experimento de maior severidade BC-2 (FSC = 1,23), a recuperagao das glucanas nos
materiais pré-tratados foi sempre superior a 90%, com menos de 6% de glucanas
recuperadas na fragdo soluvel em agua (Figura 43A).

Por sua vez, a recuperacdo de xilanas diminuiu consideravelmente com o
aumento da severidade, sendo de apenas 20% nas fragdes soluveis em agua dos
experimentos BC-4 e BC-2 (Figura 43B). Esses menores rendimentos estdo associados
a reacOes de degradacgdo e de condensacao para formagao de huminas. A estrutura
quimica das huminas, assim como o mecanismo da sua formagdo, nao sao
completamente elucidados. Postula-se, no entanto, que diversas reag¢des quimicas

estdo envolvidas na sua formagao, como condensacido aldolica, formacado de
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hemiacetais e cetais, e substituicido eletrofilica aromatica no anel furénico. Varios
compostos, como carboidratos, acidos alifaticos e compostos furanicos podem contribuir
a formacgéo desses soélidos escuros e insoluveis em meio aquoso (PATIL e LUND, 2011).
Por exemplo, DEE e BELL (2011) mostraram que em temperaturas superiores a 180 °C,
a formacao das huminas ocorre predominantemente com derivados furanicos e acido
levulinico devido a grande ocorréncia de reagdes de desidratagado de carboidratos nessa
temperatura. Por outro lado, em temperaturas inferiores a 180 °C, a reagido de
desidratacao nao é favorecida, gerando soélidos insolUveis em agua (considerados como

huminas) com maiores proporgdes de carboidratos em sua estrutura.
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Figura 43. Recuperacao de (A) glucanas e (B) xilanas nos materiais pré-tratados e
fragbes soluveis em agua apés as diferentes condigbes de pré-tratamento pelo sistema
CO2/H20 do bagago da cana. Legenda, BC-5: 170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min;
BC-6: 190 °C e 1 min; BC-7: 170 °C e 14 min; BC-1: 180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e
14 min; BC-2: 200 °C e 7,5 min.
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5.1.2.5 Rendimento global de agucares

O desenvolvimento de processos para a conversao da biomassa em produtos
de valor agregado esta diretamente relacionado com o gasto energético na etapa de
pré-tratamento e na redugcdo da carga enzimatica na hidrélise enzimatica. Embora,
ambas as etapas sejam cruciais a obtengdo de um processo economicamente viavel,
muitos estudos avaliam os rendimentos alcangados em cada etapa separadamente. Por
isso, é necessario fornecer esses resultados em conjunto. O balango de massas global
para todas as condi¢des de pré-tratamento do planejamento Doehlert estdo mostrados
na Figura 44, em que sao considerados os acgucares presentes na fracdo solivel em
agua apos o pré-tratamento e aqueles liberados por hidrélise enzimatica do material pré-
tratado na condigdo de 15% de sdlidos totais e 23,1 FPU g’ glucanas na presenga de

hemicelulases exdgenas.
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Figura 44. Rendimento global de agucares obtidos nas fragdes sollveis em agua do
pré-tratamento pelo sistema CO./H20 e apds 96 h de hidrélise enzimatica do bagago de
cana pré-tratado. Condigdes de hidrélise enzimatica: 15% (m v-') de solidos totais e 23,1
FPU g de glucanas (Cellic CTec3) suplementada com Cellic Htec3. As mesmas letras
acima das barras nao diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p >
0,05). Legenda, BC-5: 170 °C e 1 min; BC-3: 160 °C, 7,5 min; BC-6: 190 °C e 1 min;
BC-7: 170 °C e 14 min; BC-1: 180 °C e 7,5 min; BC-4: 190 °C e 14 min; BC-2: 200 °C e
7,5 min.
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A Figura 44 demonstra que os pré-tratamentos de severidade moderada (BC-6,
BC-7 e BC-1) resultaram nos maiores rendimentos globais de agucares (p < 0,05 no
teste de Tukey). O desempenho inferior dos experimentos realizados sob FSC menor
que 0,16 (BC-5 e BC-3) esta relacionado com o menor efeito do pré-tratamento sobre a
estrutura da parede celular. Por outro lado, os FSC maiores que 0,48 (BC-4 e BC-2)
causaram a diminuigdo nos rendimentos devido a posterior degradacao dos agucares

liberados no meio reacional durante o pré-tratamento.

5.1.2.6 Analise estatistica

O rendimendo global de acglucares obtido apds o pré-tratamento e hidrélise
enzimatica para todas as condigbes reacionais foram ajustados por um modelo
matematico de segunda ordem, cujo significado estatistico foi avaliado pela analise de
variancia (ANOVA) e os resultados obtidos encontram-se na Tabela 23. O erro puro,
calculado a patir do erro experimental da duplicata de cada ponto do planejamento
experimental, foi de 2,8% de acordo com o total da soma dos quadrados, indicando boa
reprodutibilidade dos dados experimentais. Baseado no teste F, o modelo é preditivo,
uma vez que o F calculado é maior que o F tabelado dentro de 95% de confianca. Apesar
da falta de ajuste ser ligeiramente significativa (F calculado maior que o F tabelado), o
modelo proposto apresentou um alto valor de R? explicado (0,87), que representa uma
significativa parte do valor da maxima variancia explicavel (0,91). Isto expressa que
87% da variancia foi explicada pelo modelo proposto e, portanto, foi utilizado para

predizer a condi¢do 6tima de pré-tratamento.

Tabela 23. Analise de variancia (ANOVA) para o rendimento global de agucares apos o

pré-tratamento pelo sistema CO2/H->0O e hidrdlise enzimatica do bagacgo de cana.

Fonte sQ! GL? Qmd F Fiab R? Var*
Regress&o 1070,21 3 356,74 30,39 3,86 0,87 0,91
Residuos 105,63 9 11,74
Falta de ajuste 75,53 2 37,77 8,78 4,74
Erro puro 30,10 7 4,30
Total 1175,84 12

'SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;

3QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.
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O modelo codificado foi expresso pela Equacéo 16 e utilizado para construir o

grafico de contorno da Figura 45, em que T é a temperatura (°C) e t € o tempo (min).

Rendimento global (%)=66,95 - 4,90T - 4,10t - 13,37T2 - 1,07t2 - 18,45Txt Equagao 16

A anadlise da Figura 45 revela a existéncia de uma ampla faixa de condigdes
otimas, localizadas em altas temperaturas e curtos tempos de reagao. A resolugao da
Equacdo 16 para a obtencdo do maximo rendimento global de agucar forneceu a
condicao de 190 °C durante 0 min para resultar em 73,4%. O tempo reacional de 0 min
significa que apods alcancar a temperatura de 190 °C, a reagdo é submetida ao
resfriamento. Assim, essa condigdo reacional foi testada experimentalmente em
duplicata e resultou em um FSC de -0,10. Os rendimentos do pré-tratamento e da
hidrélise enzimatica foram coerentes aos esperados para este FSC. Por exemplo, a
recuperagao massica foi de 86,7%, sendo 66,6% para o material pré-tratado e 20,1%
para a fragao soluvel em agua. Além disso, ndo foram observadas perdas de glucanas
apos o pré-tratamento e aproximadamente 80% dessas foram convertidas em 72 h de
hidrélise enzimatica pelo procedimento padrdo do NREL. Assim, o rendimento global de
agucar foi de 73,9%, revelando que o modelo proposto foi capaz de prever o resultado

experimental com precisao.

Tempo (min)

B >70
Bl <70
B <60
0 [1<50

<40
155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205-<30

Temperatura (°C)

Figura 45. Grafico de contorno obtido para o rendimento global de agucares apds o pré-
tratamento pelo sistema CO2/H20 e hidrélise enzimatica do bagago de cana.
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O rendimento global de agucar da condi¢ao experimental otimizada esta na faixa
dos encontrados na literatura. Por exemplo, MORAIS et al. (2014), em estudos com
palha de trigo, obtiveram o melhor desempenho de pré-tratamento em 215 °C, 0 min e
54 bar de CO,, com um rendimento total de agucares de 84,4%. Embora esse valor seja
10% superior ao obtido para o bagago de cana, deve-se notar que as condig¢des
experimentais de hidrélise enzimatica foram muito mais favoraveis, como 2% de soélidos

totais e 60 FPU g' de glucanas.

5.1.2.7 Comparagao do sistema CO2/H,O com outros processos hidrotérmicos

Como ja mencionado anteriormente, o pré-tratamento com CO/H,O fornece dois
efeitos na desconstrucdo da parede celular. O primeiro deles é relacionado com a
formacdo do acido carbbnico in situ, que atua como catalisador na hidrélise das
hemiceluloses. O segundo é o efeito fisico do CO, sob condi¢gbes supercriticas, que
pode promover uma desorganizagao estrutural da biomassa com aumento em sua area
superficial e porosidade. Portanto, para confirmar os efeitos supracitados, o pré-
tratamento com CO./H,O na condi¢cao otimizada (190 °C e 0 min) foi comparado com
um sistema reacional idéntico sem a presenca do CO- (condigdo de auto-hidrdlise) e
com a substituicdo do CO, pelo Nz (sistema N2/H>0). A condicdo de auto-hidrélise foi
utilizada para verificar o efeito causado pelo COz na hidrélise das hemiceluloses. Em
contrapartida, o uso de um gas inerte como o N3 foi util para verificar o efeito fisico do
CO, sobre a composicéo quimica e acessibilidade da biomassa a agao enzimatica.

A comparagao da composi¢ao quimica das fragdes soluveis em agua derivadas
dos pré-tratamentos com os sistemas CO»/H,0 e auto-hidrélise € mostrada na Tabela
24. O pré-tratamento catalisado pelo acido carbdnico revelou uma extragdo muito maior
das hemiceluloses para a fragdo soluvel em agua, produzindo uma concentragcao de
xilose cerca de duas vezes maior quando comparado com o ensaio de auto-hidrélise (p
< 0,05 no teste de Tukey). Apesar disso, outros componentes também foram liberados
em maiores concentragdes no sistema CO2/H>O, como os produtos de desidratagao dos
carboidratos, HMF, furfural e acido férmico (p < 0,05 no teste de Tukey). Resultados
semelhantes foram relatados por MAGALHAES DA SILVA et al. (2014) para o pré-
tratamendo da palha de trigo, em que o rendimento de pentoses na fracao soluvel em
agua duplicou com o uso de CO, em comparagdo com um experimento realizado em

condi¢des equivalentes de auto-hidrdlise.
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Tabela 24. Composigao da fragdo sollvel em agua (g L") obtida apds o pré-tratamento

com os sistemas CO2/H20 e auto-hidrélise na condigao de 190 °C por 0 min.

Concentragio (g L)

Componente
CO2/H;0 Auto-hidrélise
Glucose 24+0,12 1,2+ 0,0°
Xilose 13,3 10,62 5,3+0,1°
Arabinose 1,5+0,0° 0,9 +0,0°
Acido acético 2,1+0,12 0,4 +0,0°
Acido férmico 1,3+0,12 0,5+ 0,0°
HMF 0,3+0,0 ald
Furfural 1,1+ 0,1 ald

Legenda: ald, abaixo do limite de deteccéo.
Valores médios com as mesmas letras na mesma linha ndo diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05).

O efeito fisico do CO, sobre a acessibilidade do material pré-tratado foi avaliado
pelo mesmo procedimento de hidrdlise enzimatica anteriormente descrito, onde o
modelo cinético fractal foi mais uma vez empregado para ajustar os dados
experimentais. O perfil da hidrélise das glucanas presentes nos materiais pré-tratados
pelos sistemas CO./H,O e N2/H2O sdo mostrados na Figura 46, onde observa-se
claramente um maior desempenho para o sistema baseado na injecao de CO,. Além
disso, o parametro fractal h confirma essa observagédo, com valores de 0,391 para o
sistema CO2/H20 e 0,474 para o sistema N2/H20.

Finalmente, na tentativa de visualizar os efeitos causados pelo pré-tratamento
com COy, os trés materiais produzidos em condi¢des hidrotérmicas foram comparados
em relagdo a composicdo quimica, indice de criatalinidade (Crl) e o rendimento de
EqGlc em 96 h de hidrélise enzimatica. Os resultados da Tabela 25 demonstraram que
houve aumento do ICr com a diminuigdo do teor de hemiceluloses nos materiais pré-
tratados. Além disso, os maiores rendimentos de EqGIc foram obtidos para os
substratos de maior ICr (sistemas CO,/H,O e N2/H>0). No entanto, & importante notar
que os ICr relatados sao referentes ao material como um todo e nao refletem,
necessariamente, a cristalinidade da celulose. Assim, a obtencdo de maiores
rendimentos de hidrélise esta provavelmente relacionada a fatores que nao estao sendo

avaliados diretamente por DRX.
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Figura 46. Rendimento de EqGlc durante a hidrélise enzimatica do bagago de cana pré-
tratado pelos sistemas com CO2/H>0 e N2/H>O. Condi¢des de hidrélise enzimatica: 15%
(m v') de solidos totais e 23,1 FPU g-' de glucanas (Cellic CTec3) suplementada com

Cellic Htec3.0s ajustes foram obtidos pelo modelo fractal.

Tabela 25. Composi¢ao quimica dos materias pré-tratados pelos diferentes sistemas
reacionais com seus respectivos valores de ICr e rendimentos de EqGlc apds 96 h de

hidrélise enzimatica.

Composigao quimica (%) Rendimento
Condigao ICr (%)®
Glucanas Hemiceluloses' Lignina? de EqGlc (%)*

CO2/H20 61,0 £ 1,02 10,4 £ 0,52 28,56+0,72 764+2,02 756+0,22
Auto-hidrolise 50,3 + 0,5° 27,9+ 0,40 240+0,3* 66,1+2,1>  40,1+0,7¢
N2/H20 62,7 £ 0,62 12,8 £ 0,42 27,5+0,22 758+2,0% 64,2+14°

'Soma de anidroxilose, anidroarabinose e grupos acetila;

2Soma da lignina soluvel e insoluvel em acido;

3indice de cristalinidade;

4Rendimento obtido em 96 h de hidrdlise enzimatica na condigdo de 15% (m v-') de solidos totais e 23,1
FPU g' de glucanas (Cellic CTec3) suplementada com Cellic HTec3.

Valores médios com as mesmas letras na mesma coluna néao diferem significativamente de acordo com o
teste de Tukey (p > 0,05).

Os materiais produzidos com a utilizagdo de CO; e N, apresentaram as mesmas
composigdes quimicas e valores de Crl (p > 0,05 no teste de Tukey), mas foram
observadas diferengas significativas nos valores de rendimento de EqGIc em 96 h de
hidrolise (p < 0,05 no teste de Tukey). Portanto, a analise da composi¢cédo quimica e do
ICr dos materiais pré-tratados nao foi suficiente para explicar o aumento do rendimento

de EqGlc em experimentos realizados na presencga de CO,. Provavelmente, imagens de
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microscopia eletrénica de varredura (MEV) poderiam revelar diferencgas estruturais entre
0s materiais pré-tratados por esses dois sistemas. Por exemplo, MORAIS et al. (2014)
observaram por imagens de MEV que a palha de trigo pré-tratada com o sistema
CO2/H20 (225 °C e 54 bar de COy) levou a uma maior desorganizagao estrutural e
aumentou a porosidade das fibras quando comparado com imagens do material pré-
tratado na auséncia do CO (auto-hidrélise) na mesma temperatura reacional. No
entanto, esses autores nao avaliaram a morfologia de um material pré-tratado pelo
sistema N2/H,O para efeito de comparacao. Além disso, nao foram encontrados estudos
comparando imagens de MEV de materiais pré-tratados pelos sistemas CO2/H.0 e
N2/H20.

5.2 PRE-TRATAMENTOS ALCALINOS DOS RESIDUOS DO PROCESSAMENTO DO
ALGODAO

A grande maioria dos estudos de pré-tratamento realizados com residuos
derivados do algod&o utilizam os materiais gerados durante a colheita, como os caules
da planta (do inglés, cotton stalk). Esse tipo de material lignoceluldsico apresenta em
sua composi¢cado quimica menor teor de carboidratos e maior quantidade de lignina
quando comparado com os residuos gerados na industria téxtil durante o
beneficiamento das fibras de algodao. Isto significa que os métodos de pré-tratamento
ja desenvolvidos para os caules das plantas de algodao podem nao ser efetivos para os
residuos de seu processamento. Por esse motivo, essa etapa do trabalho foi focada no
desenvolvimento de metodologias de pré-tratamento para p6 de filtro e piolho sujo, de
modo a aumentar a acessibilidade desses durante a etapa de hidrélise enzimatica. A
primeira abordagem testada foi o pré-tratamento por exploséo a vapor na condi¢cao de
auto-hidrélise, nas condicbées de 180 e 210 °C por 10 min de reacdo. Embora os
rendimentos de recuperacdo massica apds os pré-tratamentos foram satisfatérios (em
torno de 82% para o po de filtro e de 75% para o piolho sujo), o desempenho de hidrdlise
enzimatica de ambos os substratos pré-tratados foi muito baixo, com menos de 10% de
rendimento de EqGlc para a condi¢ao de hidrdlise que utilizou 5% de sdlidos totais e 8,8
FPU g’ de glucanas do complexo enzimatico Cellic CTec2. Por esta razdo, novos
ensaios de pré-tratamento a vapor foram realizados com a adi¢ao de catalisadores para
auxiliar o processo de desconstrucao da estrutura supramolecular das fibras de algodao.
Nesse sentido, foram aplicadas condigbes acidas baseadas na impregnagcdo com o
acido sulfurico e condi¢des alcalinas baseadas na impregnag¢ao com hidroxido de sédio.
Uma vez mais, foram obtidos niveis de hidrélise inferiores a 20%, demonstrando que a

opc¢ao pela explosao a vapor ndo € adequada para esses tipos de materiais. No entanto,
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0s substratos produzidos com o emprego do hidroxido de soédio resultaram em
rendimentos de agucares fermentesciveis ligeiramente superiores. Assim, novos
experimentos de pré-tratamento baseados em reagentes alcalinos foram desenvolvidos
de modo a superar a extrema recalcitrancia da estrutura macromolecular das fibras de
algodao.

Geralmente, métodos de pré-tratamento com catalisadores alcalinos englobam
a utilizagcdo de amdnia e dos hidroxidos de sddio e de calcio (KAAR e HOLTZAPPLE,
2000; YOO et al., 2011; DU et al., 2013). As principais reagdes que ocorrem durante 0s
pré-tratamentos alcalinos sao a clivagem das ligagdes que unem a lignina e as
hemiceluloses (complexos lignina-carboidrato, CLC) e a quebra de ligagdes aril-éter que
unem as subestruturas da lignina, liberando acidos fendlicos no meio reacional. A
dissolugao da lignina acarreta em mudangas na estrutura do material pré-tratado, como
0 aumento de sua area superficial e porosidade, que irdo impactar diretamente o
desempenho da etapa posterior de hidrolise enzimatica.

A escolha do hidréxido de sodio para o pré-tratamento dos residuos do
processamento do algodao foi devida a capacidade desse em diminuir o grau de
cristalinidade da celulose, propiciar alta remog¢do da lignina e altos rendimentos de
agucares para diferentes tipos de materiais lignocelulésicos (WANG et al., 2010b; JANU
et al., 2011; JAISAMUT et al., 2013; BALI et al., 2015; TREVORAH e OTHMAN, 2015).
Por outro lado, o imidazol é um reagente recentemente relatado no estudo do pré-
tratamento da palha de trigo e do capim elefante (MORAIS et al., 2016; TOSCAN et al.,
2017b). Portanto, o numero reduzido de trabalhos empregando o imidazol como agente
de deslignificagao instigou a avaliagdo de sua eficacia para a produgédo de acgucares

fermentesciveis a partir dos residuos do processamento do algodao.

5.2.1 Pré-tratamento dos residuos do algodao com hidréxido de sédio

A caracterizagao quimica dos residuos do processamento do algodao que foram
utilizados nos pré-tratamentos com hidroxido de sédio esta mostrada na Tabela 26.
Diferentemente de outros materiais lignocelulésicos, esses residuos apresentaram altos
teores de glucanas (medidas como anidroglucose), de 75,7% para o p6 de filtro e de
56,8% para o piolho sujo. Além disso, o po6 de filtro revelou percentuais menores de
hemiceluloses (1,9%), lignina (10,5%) e extraiveis (6,5%) quando comparado ao piolho
sujo, que apresentou 5,9% de hemiceluloses, 17,8% de lignina e 11,2% de extraiveis.
Outros trabalhos da literatura relataram composicdées quimicas distintas, porém, cabe
destacar que nesses estudos nao foi revelada a exata origem dos residuos no processo
industrial de processamento do algodédo. Por exemplo, AGBLEVOR et al. (2003),

relataram que o teor de celulose variou de 20 a 38% para residuos de algodao oriundos
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de cinco industrias téxteis, enquanto que MCINTOSH et al. (2014) encontraram baixos
teores de celulose (24 a 36%) e altos percentuais de extraiveis (26 a 28%) para trés
tipos de residuos industriais do algodao. Tais variagdes no teor de glucanas podem ser
atribuidas aos métodos de processamento, que resultaram em residuos com

quantidades variaveis de sementes, cascas e folhas.

Tabela 26. Composi¢ao quimica dos residuos do processamento do algodao nativos

utilizados nos pré-tratamentos com hidréxido de sédio.

Percentual (%)

Componente
Pé de filtro Piolho sujo
Anidroglucose'’ 75,7 +0,1 56,8 +0,2
Anidroxilose? 1,6 20,0 3,7+0,0
Anidroarabinose? 0,3+0,0 0,6 +0,0
Grupo acetila? ald 1,6 £ 0,1
Hexoses desidratadas? 0,3+0,0 0,6 +0,0
Pentoses desidratadas* 1,2+£0,0 2,0+0,0
Lignina total® 10,5+ 0,1 17,8 +£0,2
Lignina soluvel em &acido 0,8+0,0 0,9+0,0
Lignina insoluvel em acido 9,7+0,1 16,9 0,2
Cinzas 48+0,1 6,5+0,1
Extraiveis totais 6,5+0,5 11,2+0,6
Extraiveis em agua 54+04 10,2+ 0,5
Extraiveis e etanol 1,2+0,1 1,0+ 0,1
Total 100,9 100,8

Legenda: ald, abaixo do limite de deteccéo.

"Presente como componente das B-(1—4)-D-glucanas (celulose);
2Presente como componentes das heteroxilanas (hemiceluloses);
3Quantificado como 5-(hidroximetil)-furfural (HMF);

4Quantificado como furfural;

5Somatorio das ligninas insoltvel e solivel em acido sulfurico diluido.

Os pré-tratamentos dos dois residuos do algodao (p6 de filtro e piolho sujo) com
hidroxido de sédio foram organizados na forma de planejamentos fatoriais do tipo 22. Os
fatores escolhidos para esse estudo foram a concentragéo do catalisador alcalino (2 e
4%) e a temperatura de reacao (100 e 120 °C), sendo que o tempo foi mantido em 1 h.
Esses experimentos serviram para avaliar o efeito das condi¢cdes de pré-tratamento
sobre a susceptibilidade dos materiais pré-tratados a hidrolise enzimatica. As
recuperagdes massicas obtidas nos diferentes pré-tratamentos sdo mostradas na

Tabela 27. Para o pré-tratamento do pé de filtro (nomeados PT/PF), os rendimentos
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massicos nao alteraram com as mudancas de temperatura e concentragao de hidréxido
de sdédio, considerando o desvio padrao obtido no ponto central (PT/PF-5). Por outro
lado, os pré-tratamentos do piolho sujo (homeados PT/PS) levaram a mudangas mais
evidentes nos rendimentos massicos. Em geral, os pré-tratamentos que empregaram as
menores concentracdes de alcali, denominados PT/PS-7 e PT/PS-9, revelaram valores

de recuperacao massica ligeiramente maiores.

Tabela 27. Rendimentos de recuperagdo massica dos residuos de algodao apos as

diferentes condigbes de pré-tratamento com hidroxido de sdédio.

Condigoes experimentais Recuperagao
Experimento
[NaOH] (%) Temperatura (°C) massica (%)
PT/PF-1 4 120 71,2
PT/PF-2 2 120 74,5
PT/PF-3 4 100 71,9
PT/PF-4 2 100 73,2
PT/PF-5 3 110 72,1+1,7
PT/PS-1 4 120 53,1
PT/PS-2 2 120 61,3
PT/PS-3 4 100 49,4
PT/PS-4 2 100 67,0
PT/PS-5 3 110 575+25

Legenda: PT/PF, pré-tratamento do po6 de filtro; PT/PS, pré-tratamento do piolho sujo.

5.2.1.1 Composi¢ao quimica dos materiais pré-tratados

As composi¢des quimicas dos substratos pré-tratados com hidroxido de sédio
estdo ilustradas nas Tabelas 28 e 29. Para todos os materiais pré-tratados, o conteudo
de glucanas foi maior quando comparado aos materiais nativos correspondentes,
independentemente das condi¢cbes reacionais de pré-tratamento. O teor de glucanas
nos materiais pré-tratados derivados do pé de filtro aumentou de 75,7% para 89% em
média (Tabela 28), enquanto que, para os materiais pré-tratados derivados do piolho
sujo, esse aumento foi de 56,8% para 80% em média (Tabela 29). Tais resultados
podem ser atribuidos aos rendimentos de extragdo da lignina, uma vez que o meio
alcalino promove a quebra de ligagdes éster que unem a lignina a fragmentos de
carboidratos e diminui a massa molar dessa pelo rompimento de ligagdes aril-éter do
tipo a-O-4 e B-O-4, facilitando assim a migracao de fragmentos ionizados de lignina

(fenolatos) para a fase aquosa (SINGH et al., 2015).
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5.2.1.2 Hidrdlise enzimatica dos residuos do algodao nativos e pré-tratados

A avaliagdo da eficiéncia dos pré-tratamentos foi realizada por hidrélise
enzimatica dos materiais produzidos, empregando 5% de sélidos totais e 8,8 FPU g' de
glucanas da preparagao enzimatica Cellic CTec2. Diferentemente do procedimento de
hidrélise enzimatica proposto pelo NREL, essa condigao ndo maximizou a hidrélise das
glucanas, mas foi Util para examinar os efeitos causados pelas diferentes condicoes
reacionais sobre a suscetibilidade a hidrélise dos materiais pré-tratados. Os resultados
estdo representados na Figura 47, em que o teste de Tukey no intervalo de confianca
de 95% foi utilizado para avaliar as diferengas observadas apos 96 h de hidrodlise.

Os materiais pré-tratados derivados do p6 de filtro (Figura 47A) apresentaram
resultados similares de rendimento de EqGlc até 24 h de hidrdlise. Contudo, em 96 h, o
experimento PT/PF-1 (120 °C e 4% NaOH) revelou o maior rendimento de EqGilc,
alcangando 54,4% em relagéo a composigao quimica do material de origem. No entanto,
este valor nao diferiu significativamente (p > 0,05 no teste de Tukey) do pré-tratamento
PT/PF-2 (120 °C e 2% NaOH), no qual foi obtido um rendimento de EqGlc de 49,2%. O
aumento no rendimento de EqGlc para o PT/PF-1 foi de 386% em relagao ao po de filtro
nativo utilizado como controle, que apresentou somente 11,2% de rendimento de
EqGlc. Para o pré-tratamento alcalino do piolho sujo (Figura 47B), as diferencas nos
rendimentos de EqGIc ja aparecem nas primeiras 3 h de hidrolise. A condicdo mais
severa, denominada PT/PS-1 (120 °C e 4% NaOH), diferiu significativamente (p < 0,05
no teste de Tukey) em relagdo as demais condigdes, atingindo 46,1% de rendimento de
EqGlc em 96 h de hidrdlise. Assim, essa condi¢cao apresentou um aumento de 620% no
rendimento de EqGlc em relagédo ao piolho sujo nativo, cujo resultado de hidrdlise foi de

apenas 6,4%.

5.2.1.3 Recuperacgao dos principais componentes apds os pré-tratamentos

A recuperacdo dos principais componentes dos residuos do processamento do
algodao, apdés a realizagdo dos pré-tratamentos com hidréxido de sodio, estdo
representadas na Figura 48. Para o p6 de filtro pré-tratado (Figura 48A), a mesma
quantidade de glucanas foi recuperada como resultado das diferentes condi¢cbes de pré-
tratamento, considerando o desvio padréo de 1,6% que foi obtido no ponto central do
planejamento. Por outro lado, a recuperagao de xilanas foi dependente da concentragcao
de NaOH utilizada, de modo que os pré-tratamentos com 4% de NaOH (PT/PF-1 e
PT/PF-3) resultaram em menores percentuais de recuperacao de xilanas nos materiais
pré-tratados. A recuperagao de lignina esta relacionada com o grau de deslignificagao

que os materiais sofreram. As maiores deslignificagdes foram observadas para os pré-
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tratamentos realizados nas temperaturas mais altas (PT/PF-1 e PT/PF-2), alcangando

75% de lignina removida na condigdo mais severa (120 °C e 4% NaOH).
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Figura 47. Rendimento de EqGlc durante a hidrélise enzimatica para o (A) p6 de filtro e
(B) piolho sujo pré-tratados com hidroxido de sédio sob as diferentes condicoes
descritas na Tabela 3. Condi¢des da hidrélise enzimatica: 5% (m v') de sélidos totais e
8,8 FPU g de glucanas (Cellic CTec2). As mesmas letras acima das barras nao diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, PT/PF-1 e
PT/PS-1: 4% NaOH e 120 °C; PT/PF-2 e PT/PS-2: 2% NaOH e 120 °C; PT/PF-3 e
PT/PS-3: 4% NaOH e 100 °C; PT/PF-4 e PT/PS-4: 2% NaOH e 100 °C; PT/PF-5 e
PT/PS-5: 3% NaOH e 110 °C.
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Figura 48. Recuperagao dos principais componentes para os materiais derivados do (A)
po6 de filtro e (B) piolho sujo pré-tratados com imidazol sob as diferentes condicoes
reacionais descritas na Tabela 3. Legenda, PT/PF-1 e PT/PS-1: 4% NaOH e 120 °C;
PT/PF-2 e PT/PS-2: 2% NaOH e 120 °C; PT/PF-3 e PT/PS-3: 4% NaOH e 100 °C;
PT/PF-4 e PT/PS-4: 2% NaOH e 100 °C; PT/PF-5 e PT/PS-5: 3% NaOH e 110 °C.

O pré-tratamento do piolho sujo levou a mudangas mais evidentes na
recuperagao de seus componentes macromoleculares (Figura 48B). As condi¢des que
empregaram as menores concentragdes do catalisador alcalino, tais como PT/PS-2 e
PT/PS-4, resultaram em materias com maiores recuperagdes de glucanas e xilanas.
Assim como para o p6 de filtro, a extragao da lignina também foi mais eficiente sob altas
temperaturas mais altas (120 °C), resultando em 84% de deslignificacdo no material
PT/PS-1 (120 °C e 4% NaOH). Resultados semelhantes foram obtidos por
SILVERSTEIN et al. (2007), que obtiveram 65,6% de remocao de lignina apds o pré-
tratamento de residuos derivados da colheita do algodao (caules) com 2% de NaOH, 90
min e 121 °C. Por outro lado, VARGA et al. (2002) relataram mais de 95% de

deslignificagao para o pré-tratamento da palha de milho com 10% de NaOH, 60 min e
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120 °C. Nesse caso, a maior remogao de lignina foi provavelmente associada ao tipo de
material lignocelulésico empregado e ao uso de maiores concentragoes de NaOH

durante o pré-tratamento.

5.2.1.4 Rendimento global de agucares

O rendimento global de agucares para os pré-tratamentos com hidroxido de

sodio de ambos os residuos do algoddo estdo mostrados na Figura 49.
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Figura 49. Rendimento global de agucares soluveis apds 96 h de hidrélise enzimatica
do (A) p6 de filtro e (B) piolho sujo pré-tratados com hidréxido de sédio. Condi¢des de
hidrolise: 5% (m v-') de sdlidos totais e 8,8 FPU g-' de glucanas (Cellic CTec2). Legenda,
PT/PF-1 e PT/PS-1: 4% NaOH e 120 °C; PT/PF-2 e PT/PS-2: 2% NaOH e 120 °C;
PT/PF-3 e PT/PS-3: 4% NaOH e 100 °C; PT/PF-4 e PT/PS-4: 2% NaOH e 100 °C;
PT/PF-5 e PT/PS-5: 3% NaOH e 110 °C.
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Para o calculo do rendimento global de agucares da Figura 49 foram somente
considerados os acucares obtidos por hidrélise enzimatica na condicdo de 5% de sélidos
totais e 8,8 FPU g' de glucanas (Cellic CTec2), uma vez que a fragdo aquosa era
composta majoritariamente por fragmentos de lignina. Em geral, os maiores
rendimentos globais de agucares para ambos os materiais pré-tratados foram obtidos
nos niveis mais altos dos fatores estudados (120 °C e 4% de NaOH), ou seja, os
materiais PT/PF-1 e PT/PS-1.

O rendimendo global de agucares foi a variavel resposta escolhida para a analise
estatistica. Nesse caso, foi utilizado um modelo matematico de primeira ordem, uma vez
que nao foram realizados os pontos axiais do planejamento. Assim, os modelos
propostos foram somente Uteis para descrever o efeito linear das variaveis individuais e
de sua interagdo. O significado estatistico dos modelos obtidos para os dois
planejamentos (p6 de filtro e piolho sujo) foi avaliado pela analise de variancia (ANOVA)

e os resultados sdo mostrados na Tabela 30.

Tabela 30. Analise de variancia (ANOVA) para o rendimento global de agucares apés o

pré-tratamento com hidréxido de sédio do po de filtro e do piolho sujo.

Fonte sQ' GL? (o] F Ftab R? Var*

Po de filtro

Regressao 62,19 2 31,09 38,02 9,55 0,92 0,96

Residuos 2,45 3 0,82

Falta de ajuste 0,01 1 0,01 0,01 18,51

Erro puro 2,44 2 1,22

Total 64,64 5
Piolho sujo

Regresséo 43,91 2 21,96 20,08 19,03 0,88 0,95

Residuos 2,19 2 1,09

Falta de ajuste 2,09 1 2,09 21,00 161,41

Erro puro 0,10 1 0,10

Total 46,10 4

'SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;

3QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.

O erro puro, calculado a patir do erro experimental da duplicata do ponto central

do planejamento, foi de 3,9% para o p6 de filtro e 0,2% para o piolho sujo, de acordo
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com o total da soma dos quadrados, indicando boa reprodutibilidade dos dados
experimentais. Baseado no teste F, os modelos s&o significativos, uma vez que os
valores de F calculado sdo maiores que os valores de F tabelado dentro do intervalo de
95% de confianga. Além disso, nao foi observada falta de ajuste no modelo, ja que os
valores do F calculado foram menores que os valores do F tabelado. Os valores obtidos
para os R? indicaram que 92 e 88% da variancia dos resultados sdo explicadas pelos
modelos propostos para o pé de filtro e piolho sujo, respectivamente (Tabela 30).

A influéncia das variaveis e de sua interacado foi entido avaliada através dos
graficos de Pareto (Figura 50). Para ambos os planejamentos, a temperatura foi a Unica
variavel significativa, apresentando um efeito positivo no rendimento global de agucares.
Por exemplo, nas condigbes que utilizaram 2% de NaOH, o aumento na temperatura de
100 °C para 120 °C gerou um acréscimo no rendimento global de 8% para o p6 de filtro
e de 6% para o piolho sujo. Apesar da concentragdo de hidréxido de sédio néo ser
significativa, seu efeito foi positivo, 0 que indica que maiores concentragdes levaram a
maiores rendimentos. Portanto, os materiais produzidos com os fatores nos maiores
niveis, 4% de NaOH e 120 °C (PT/PF-1 e PT/PS-1), foram escolhidos para um estudo
mais detalhado de hidrélise enzimatica no sentido de tentar aumentar o rendimento
global de agucares. Como ja mencionado anteriormente, os baixos valores obtidos estao
relacionados com o baixo desempenho na etapa de hidrolise enzimatica que, em geral,

resultou em menos de 50% de rendimento de EqGilc.

5.2.1.5 Estudo detalhado da hidrélise enzimatica dos residuos do algodao pré-tratados

com hidroxido de sédio

Na tentativa de aumentar o desempenho de hidrélise enzimatica dos substratos
produzidos na melhor condigdo de pré-tratamento (120 °C e 4% de NaOH), um novo
conjunto de experimentos foi realizado por meio de um planejamento fatorial 22 para
cada substrato pré-tratado (Tabela 6). Nesse estudo buscou-se aumentar o teor de
solidos totais, de modo a produzir maiores concentragdes de agucares fermentesciveis,
e aumentar a carga enzimatica, uma vez que os 8,8 FPU g' de glucanas utilizadas no
tépico anterior ndo foram suficientes para resultar em rendimentos de EqGlc e xilose
satisfatorios. Além disso, optou-se por empregar uma preparagdo enzimatica mais
avancada, a Cellic CTec3. A Figura 51 mostra o perfil de hidrélise associados as
diferentes condigbes reacionais, com as curvas ajustadas pelo modelo fractal para o p6

de filtro pré-tratado.
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FPU g de glucanas (HE/PF-5) resultou também em alto rendimento de EqGlc apés 96
h (83,0%).
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Figura 51. Rendimento de (A) EqGlc e (B) xilose durante a hidrolise enzimatica do po
de filtro pré-tratado com hidréxido de sédio (120 °C e 4% de NaOH), obtido sob as
diferentes condi¢des de hidrolise descritas na Tabela 6. Os ajustes foram obtidos pelo
modelo fractal. Legenda, HE/PF-1: 25 FPU g' de glucanas e 15% solidos totais; HE/PF-
2: 25 FPU g' de glucanas e 5% sdlidos totais; HE/PF-3: 15 FPU g' de glucanas e 15%
solidos totais; HE/PF-4: 15 FPU g de glucanas e 5% solidos totais; HE/PF-5: 20 FPU
g de glucanas e 10% solidos totais.
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Apesar do menor rendimento de EqGlc no experimento HE/PF-5, essa condi¢ao
forneceu a maior concentragdo de EqGlc (Figura 51A). Por exemplo, o experimento
HE/PF-2 resultou em 44,6 g L' de EqGlIc, enquanto que o HE/PF-5 apresentou 65,3 g
L-* de EqGlc. A maior liberagdo de EqGlc apds 96 h de hidrélise foi observada para o
experimento realizado nos niveis mais altos dos fatores estudados (15% de sdlidos
totais e 25 FPU g de glucanas, HE/PF-1), que alcangou 114 g L-'. Entretanto, essa
condicao liberou mais de 100 g L' de EqGIlc em 48 h de reacgdo. Cabe destacar que a
concentragao de celobiose utilizada no calculo de rendimento representou menos de
2% do total para todas as condi¢des reacionais. Os perfis de hidrdlise das xilanas foram
similares aos obtidos para as glucanas (Figura 51B). No entanto, os rendimentos foram
maiores, alcancando cerca de 96% no experimento HE/PF-2. Nos ensaios realizados
em 15% de soélidos totais (HE/PF-1 e HE/PF-3), concentragdes de xilose acima de 6 g
L-' foram obtidas apds 96 h de hidrodlise.

Os parametros cinéticos k e h derivados do modelo fractal para a hidrdlise de
glucanas e xilanas do p¢6 de filtro pré-tratado sdo mostrados na Tabela 31. Ambos os
parametros foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e os resultados séo
mostrados nas Tabelas A3.1 e A3.2 (paginas 211 e 212). Para o parametro k, os
modelos apresentaram valores de F aceitaveis em um nivel de confianga de 95%,
demonstrando a adequacado dos modelos lineares propostos aos dados experimentais.
Ademais, os altos valores obtidos de R? indicam que 98 e 95% da variancia sdo
explicadas pelos modelos para os rendimentos de EqGlc e xilose, respectivamente. A
influéncia das variaveis e de sua interacao foi entdo avaliada por seus respectivos
graficos de Pareto (Figura A3.1, pagina 213). Para os dois casos, o teor de sélidos totais
foi a Unica variavel estatisticamente significativa, cujo efeito foi negativo sobre os valores
de k. Desse modo, o aumento no teor de sdlidos totais causou uma diminuigdo da
velocidade da reagdo nos estagios iniciais de hidrolise. Por exemplo, os experimentos
realizados em menores teores de solidos totais (HE/PF-2 e HE/PF-4) resultaram em
maiores valores de k para a hidrélise de glucanas e xilanas. Além disso, todos os
experimentos mostraram maiores valores de k para o rendimento de xilose quando
comparados com o rendimentos de EqGlc. Esses valores maiores de k sdo devidos ao
alto contetdo de hemicelulases no complexo enzimatico Cellic CTec3, que é capaz de
hidrolisar a maior parte das xilanas presentes no material pré-tratado.

A validade estatistica do parametro h, obtida pela analise de variancia (ANOVA)
para os rendimentos de EqGlc e xilose, esta apresentada na Tabela A3.2 (pagina 212).
Nesse caso, a analise revelou uma falta de ajuste significativa, indicando que o modelo
linear ndo descreve a tendéncia das respostas obtidas e isso também pode ser

verificado nos diagramas de Pareto (Figura A3.2, pagina 214), que mostraram a
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significancia estatistica do valor da curvatura para as respostas avaliadas. Portanto,
para uma visualizacdo mais realistica dos efeitos, seria necessaria a realizacdo dos
pontos axiais do planejamento. Apesar disso, é possivel observar que a condicdo menos
favoravel para hidrolise (15% de sélidos totais e 15 FPU g-' de glucanas), representada
pelo ensaio PT/PF-3, resultou em altos valores do pardmetro h nos rendimentos de

EqGilc e xilose, o que esta de acordo com o seu pior desempenho na hidrolise.

Tabela 31. Pardmetros cinéticos do modelo fractal obtidos dos dados de hidrélise

enzimatica dos materiais pré-tratados derivados do p6 de filtro com hidréxido de sédio.

Rendimento de EqGic Rendimento de xilose
Experimento
k (h) h R? k (h™) h R?

HE/PF-1 0,059 0,264 0,988 0,084 0,296 0,988
HE/PF-2 0,075 0,195 0,989 0,089 0,165 0,998
HE/PF-3 0,049 0,327 0,971 0,063 0,266 0,983
HE/PF-4 0,076 0,316 0,990 0,089 0,279 0,990
HE/PF-5 0,066 0,241 0,990 0,079 0,198 0,993

Legenda, HE/PF-1: 25 FPU g de glucanas e 15% solidos totais; HE/PF-2: 25 FPU g' de glucanas e 5%
solidos totais; HE/PF-3: 15 FPU g de glucanas e 15% sdlidos totais; HE/PF-4: 15 FPU g de glucanas e
5% solidos totais; HE/PF-5: 20 FPU g-' de glucanas e 10% solidos totais.

O perfil hidrolitico das diferentes condi¢des reacionais para o piolho sujo pré-
tratado € mostrado na Figura 52. Em geral, o mesmo comportamento foi observado em
relacédo a liberagdo de agucares do pd de filtro pré-tratado, com valores ligeiramente
menores nos rendimentos de EqGIc e xilose. Por exemplo, o ponto central do
planejamento resultou em 83% de rendimento de EqGlc para o pé de filtro, enquanto
que 79% foram obtidos para o piolho sujo. O piolho sujo pré-tratado apresentou um
menor teor de glucanas na composigdo quimica, o que gerou uma menor concentragio
de acucares fermentesciveis apés 96 h de hidrélise enzimatica. As maiores
concentragdes obtidas foram de 94,7 g L-' de EqGlc e 7,7 g L' de xilose para a condigédo
PT/PS-1.

Os parametros cinéticos k e h derivados do modelo fractal para a hidrélise das
glucanas e xilanas do piolho sujo pré-tratado sdo mostrados na Tabela 32. Assim como
no caso anterior, esses parametros foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA)
e os resultados sdo mostrados nas Tabelas A3.3 e A3.4 (paginas 215-216). Os modelos
lineares gerados para o parametro k dos rendimentos de EqGIc e xilose apresentaram
regressoes significativas em um nivel de confianga de 95% e os altos valores obtidos

de R? indicam que 91 e 93% da variancia sdo explicadas pelos modelos,
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respectivamente. A influéncia das variaveis e de sua interacao foi avaliada por meio de

seus graficos de Pareto (Figura A3.3, pagina 217).
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Figura 52. Rendimento de (A) EqGlc e (B) xilose durante a hidrdlise enzimatica do piolho
sujo pré-tratado com hidréxido de sodio (120 °C e 4% de NaOH), obtido sob as
diferentes condi¢des de hidrélise descritas na Tabela 6. Os ajustes foram obtidos pelo
modelo fractal. Legenda, HE/PS-1: 25 FPU g de glucanas e 15% sélidos totais; HE/PS-
2: 25 FPU g' de glucanas e 5% sdlidos totais; HE/PS-3: 15 FPU g' de glucanas e 15%
solidos totais; HE/PS-4: 15 FPU g de glucanas e 5% solidos totais; HE/PS-5: 20 FPU

g de glucanas e 10% sélidos totais.
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Os graficos de Pareto revelaram, uma vez mais, que o teor de sdlidos totais foi
a unica variavel estatisticamente significativa nos dois casos, cujo efeito foi negativo
sobre os valores de k. Desse modo, o aumento no teor de sélidos totais de 5% para
15% causou uma diminui¢cao na velocidade inicial de hidrélise. Por exemplo, os valores
do parametro k no experimento PT/PS-4 (5% de sodlidos totais) foram de 0,061 h-! para
o rendimento de EqGlc e 0,116 h-! para o rendimento de xilose, enquanto que no ensaio
PT/PS-3 (15% de sdlidos totais) os valores de k diminuiram para 0,044 e 0,075 h,

respectivamente.

Tabela 32. Parametros cinéticos do modelo fractal derivado dos dados de hidrodlise

enzimatica de amostras de piolho sujo pré-tratadas com hidroxido de sodio.

Rendimento de EqGic Rendimento de xilose
Experimento
k (h) h R? k (h™) h R?
HE-PS 1 0,055 0,293 0,980 0,106 0,487 0,976
HE-PS 2 0,074 0,209 0,993 0,113 0,297 0,995
HE-PS 3 0,044 0,331 0,971 0,075 0,421 0,973
HE-PS 4 0,061 0,304 0,984 0,116 0,411 0,976
HE-PS 5 0,055 0,232 0,983 0,098 0,329 0,974

Legenda, HE/PS-1: 25 FPU g de glucanas e 15% solidos totais; HE/PS-2: 25 FPU g' de glucanas e 5%
solidos totais; HE/PS-3: 15 FPU g™ de glucanas e 15% sdlidos totais; HE/PS-4: 15 FPU g de glucanas e
5% solidos totais; HE/PS-5: 20 FPU g' de glucanas e 10% sdlidos totais.

Os resultados da analise de varidncia (ANOVA) do parametro h, obtidos para os
rendimentos de EqGlc e xilose em amostras de piolho sujo pré-tratadas com hidréxido
de sodio, estao apresentados na Tabela A3.4 (pagina 216). Esse parametro revelou
uma falta de ajuste significativa, o que demonstra que o modelo linear ndo descreve a
tendéncia das respostas obtidas. Os diagramas de Pareto (Figura A3.4, pagina 218)
também indicaram o significado estatistico do valor da curvatura para as respostas
avaliadas. No entanto, é possivel observar que as condigdes de pior desempenho de
hidrolise (PT/PS-1 e PT/PS-3) resultaram em maiores valores do parametro h para os
rendimentos de EqGilc e xilose.

Os estudos de hidrdlise enzimatica dos residuos do processamento do algodao
pré-tratados com hidroxido de sddio demonstrou que é possivel obter melhores
rendimentos dos polissacarideos com o emprego de uma maior carga de enzima. Cerca
de 90% de rendimento de EqGlc foi obtida para ambos os materiais pré-tratados na
condigdo de hidrolise enzimatica que empregou 5% de sélidos totais e 25 FPU g de

glucanas. Portanto, ao considerar esse valor de rendimento no calculo do rendimento
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global, a porcentagem de agucares sollUveis obtidos apds pré-tratamento e hidrélise
enzimatica aumentou de 47 para 76% para o po6 de filtro e de 38 para 70% para o piolho

sujo.

5.2.2 Pré-tratamento dos residuos do algodao com imidazol

A investigacdo do pré-tratamento dos residuos do processamento do algodao
com imidazol foi conduzida com os mesmos materiais empregados no item 5.2.1
(hidroxido de sodio), cujas composigdes quimicas estdo mostradas na Tabela 26. Nesse
estudo, o imidazol foi o préprio solvente da reacao, ou seja, nao foi utilizado um sistema
aquoso como nos pré-tratamentos com o hidroxido de sédio. Portanto, devido a limitada
disponibilidade de imidazol no laboratério, os pré-tratamentos foram realizados
primeiramente com o piolho sujo por meio de um planejamento fatorial 22, cujas variaveis
de processo foram a temperatura (120 e 160 °C) e o tempo de reacdo (1 e 3 h). Esses
experimentos serviram para avaliar o efeito das condi¢des de pré-tratamento sobre a
suscetibilidade do piolho sujo a hidrélise enzimatica e, também, para determinar a
melhor condigdo para o seu pré-tratamento, que foi empregada posteriormente para o
po de filtro.

As recuperacdes massicas obtidas nos diferentes pré-tratamentos do piolho sujo
sdo mostradas na Tabela 33. Independentemente do tempo de reagdo, a maior
temperatura do planejamento fatorial (160 °C) causou uma diminui¢do no rendimento
massico quando comparada com as outras condi¢cdes experimentais. Por outro lado, a
temperatura intermediaria utilizada no ponto central (140 °C) resultou em um rendimento
massico similar aos experimentos realizados no nivel inferior de temperatura (120 °C,
1 0u 3 h).

Tabela 33. Rendimentos de recuperagdo massica de amostras de piolho sujo apds as

diferentes condicdes de pré-tratamento com imidazol.

Condigoes experimentais Recuperacao
Experimento
Temperatura (°C) Tempo (h) massica (%)
PT/PS-1 120 1 78,2
PT/PS-2 160 1 66,6
PT/PS-3 120 3 79,9
PT/PS-4 160 3 65,6
PT/PS-5 140 2 77,015

Legenda: PT/PS, pré-tratamento do piolho sujo.
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5.2.2.1 Composi¢ao quimica dos materiais pré-tratados

As composi¢des quimicas das amostras de piolho sujo pré-tratadas com imidazol
estao ilustradas na Tabela 34. Em geral, o conteudo de glucanas de todos os materiais
pré-tratados foi maior do que o do piolho sujo nativo, que apresentou 56,8% de
glucanas. O incremento no tempo de reacdo de 1 para 3 h na mesma temperatura
causou apenas pequenas alteragdes na composicdo de glucanas e lignina total dos
materiais pré-tratados. Por exemplo, na condi¢ao reacional realizada em 120 °C, o teor
de glucanas e lignina foi de 64,5 e 19,5% para 1 h de reagao (PT/PS-1), enquanto que
para o tempo reacional de 3 h foram observados 66,3 e 16,6% (PT/PS-3) desses dois
componentes, respectivamente. Os experimentos conduzidos em temperaturas maiores
levaram a mudancas mais evidentes na composi¢ao quimica dos materiais pré-tratados,
produzindo na condigdo mais severa (160 °C e 3 h, PT/PS-4) um material com 74,0%
de glucanas e 9,9% de lignina. No entanto, € importante notar que as condigdes
intermediarias dos fatores estudados no planejamento (140 °C e 2 h, PT/PS-5) geraram

um material com alto teor de glucanas de 69,9%.

5.2.2.2 Hidrdlise enzimatica do piolho sujo nativo e dos materiais pré-tratados

A avaliagao da eficiéncia dos pré-tratamentos do piolho sujo foi complementada
pela realizagao da hidrélise enzimatica dos materiais produzidos, empregando 5% de
solidos totais e 8,8 FPU g de glucanas da preparacgédo enzimatica Cellic CTec2. Os
resultados estéo representados na Figura 53, em que o teste de Tukey no intervalo de
confianga de 95% foi utilizado para avaliar as diferencas observadas apos 96 h de
hidrolise. De maneira geral, os rendimentos em EqGIlc foram dependentes da
temperatura utilizada no pré-tratamento, de modo que temperaturas maiores resultaram
em rendimentos igualmente maiores. Por exemplo, os materiais derivados dos pré-
tratamentos realizados na temperatura de 160 °C resultaram em rendimentos
significativamente maiores de EqGlc apds 96 h de hidrdlise (p < 0,05 no teste de Tukey),
com os valores de 31,7% para o PT/PS-2 e de 32,6% para o PT/PS-4. No entanto, o
material produzido pelo ponto central do planejamento (PT/PS-5) apresentou um
rendimento similar de EqGlc (30,0%). Aumentos expressivos no rendimento de EqGlc
foram observados ao comparar os valores obtidos para os materiais pré-tratados com
aqueles derivados do piolho sujo nativo, que apresentou somente 6,4% de rendimento

em EqGlc nas mesmas condi¢des de hidrdlise enzimatica.
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Figura 53. Rendimento de EqGlc durante a hidrolise enzimatica do piolho sujo pré-
tratado com imidazol. Condigdes da hidrolise enzimatica: 5% (m v-') de solidos totais e
8,8 FPU g de glucanas (Cellic CTec2). As mesmas letras acima das barras nao diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p > 0,05). Legenda, PT/PS-1: 120
°Ce1h, PT/PS-2: 160 °C e 1 h, PT/PS-3: 120 °C e 3 h; PT/PS-4: 160 °C e 3 h; PT/PS-
5:140°Ce 2h.

5.2.2.3 Recuperacgao dos principais componentes apds os pré-tratamentos

A recuperacao dos principais componentes do piolho sujo apds a realizagdo do
pré-tratamento com o imidazol esta representada na Figura 54. Indenpendentemente do
tempo reacional empregado, os experimentos realizados na maior temperatura (160 °C)
causaram uma ligeira diminuicdo na recuperagao de glucanas dos materiais pré-
tratados (PT/PS-2 e PT/PS-4). No entanto, o material produzido pelo ponto central (140
°C e 2 h, PT/PS-5) resultou em recuperacao similar de glucanas em comparagao aos
experimentos que empregaram a menor temperatura de reacado (120 °C, 1 e 3 h),
atingindo valores em torno de 90%. A recuperacgao de xilanas também foi alta para todos
0s materias pré-tratados, cujos valores foram superiores a 85%. Por outro lado, a
recuperacgao de lignina nos materiais foi amplamente afetada pelas diferentes condicées
reacionais.

Os materiais produzidos pelas condigdes que empregaram temperaturas
menores (PT/PS-1 e PT/PS-3) resultaram nas maiores recuperacdes de lignina, ou seja,
houve um menor efeito de deslignificacdo (12,7 e 24,1%, respectivamente), que
aumentou nos maiores niveis das variaveis estudadas, alcancando 62,9% de lignina

removida no experimento realizado a 160 °C por 3 h (PT/PS-4, Figura 544). Os trabalhos
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anteriores que utilizaram imidazol como agente de deslignificagdo relataram maiores
niveis de deslignificacdo. Por exemplo, MORAIS et al. (2016) obtiveram 91,4% de lignina
removida da palha de trigo apés um pré-tratamento a 170 °C por 2 h, enquanto que
TOSCAN et al. (2017b) extrairam 82% da lignina do capim elefante apds pré-tratamento
a 135,6 °C por 5,1 h. Essas diferencas na deslignificacdo provavelmente estédo

associadas a composigao e estrutura quimica dos materiais utilizados em cada caso.

100
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® Glucanas Xilanas mLignina

Figura 54. Recuperagao dos principais componentes do piolho sujo pré-tratado com
imidazol sob as diferentes condi¢des reacionais descritas na Tabela 4. Legenda, PT/PS-
1:120°C e 1 h, PT/PS-2: 160 °C e 1 h, PT/PS-3: 120 °C e 3 h; PT/PS-4: 160 °C e 3 h;
PT/PS-5: 140 °C e 2 h.

5.2.2.4 Rendimento global de agucares

O rendimento global de agucares soluveis foi obtido através da hidrélise
enzimatica (5% de sdlidos totais e 8,8 FPU g’ de glucanas empregando Cellic CTec2)
de todos os materias produzidos nas diferentes condi¢cdes do planejamento fatorial. Os
resultados sdo mostrados na Figura 55, em que é possivel observar o maior rendimento
global de agucares (34,7%) para o material pré-tratado nos niveis mais altos das
variaveis estudadas (160 °C e 3 h, PT/PS-4).

O rendimendo global de acgucares foi escolhido como variavel resposta para
analise estatistica, de modo a avaliar os efeitos associados as diferentes condi¢cdes
reacionais de pré-tratamento. O modelo matematico de primeira ordem foi avaliado por
analise de variancia (ANOVA) e os resultados sao mostrados na Tabela 35. O erro puro,
calculado a patir do erro experimental da duplicata realizada no ponto central do

planejamento, foi de apenas 2,0% de acordo com o total da soma dos quadrados,
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indicando boa reprodutibilidade dos dados experimentais. Baseado no teste F, os
modelos foram significativos, uma vez que os valores de F calculado s&o maiores que
os valores de F tabelado dentro do intervalo de 95% de confianga. Além disso, nao foi
observada falta de ajuste no modelo, ja que os valores do F calculado foram menores
que os valores do F tabelado. O valor obtido para o R?indicou que 85% da variancia

dos resultados foram explicadas pelo modelo proposto.

1111l

PT/PS-1 PT/PS-2 PT/PS-3 PT/PS-4 PT/PS-5

D
o

w
o
1

Rendimento global (%)
s S

Xilose derivada da hidrolise enzimatica

E Glucose derivada da hidrolise enzimatica

Figura 55. Rendimento global de acucares soluveis apds 96 h de hidrdlise enzimatica
do piolho sujo pré-tratado com imidazol. Condigdes de hidrélise: 5% (m v-') de solidos
totais e 8,8 FPU g glucanas (Cellic CTec2). Legenda, PT/PS-1: 120 °C e 1 h, PT/PS-
2:160 °C e 1 h, PT/PS-3: 120 °C e 3 h; PT/PS-4: 160 °C e 3 h; PT/PS-5: 140 °C e 2 h.

Tabela 35. Analise de variancia (ANOVA) para o rendimento global de agucares apés o

pré-tratamento com imidazol do piolho sujo.

Fonte sQ' GL? Qm® F Ftab R? Var*
Regressao 25,76 2 12,88 19,14 9,55 0,85 0,93
Residuos 2,02 3 0,67
Falta de ajuste 1,50 1 1,50 5,73 18,51
Erro puro 0,52 2 0,26
Total 27,78 5

'SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;

3QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.
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A influéncia das variaveis e de sua interagdo no rendimento global de agucares
foi avaliado pelo grafico de Pareto que se encontra na Figura 56. A temperatura e o
tempo de reacao foram significativos, apresentando efeitos positivos na liberagdo de
acgucares soluveis no meio reacional. Isso significa que qualquer incremento dessas
variaveis causou aumento nos rendimentos de agucares. Por exemplo, ao comparar as
condigbes realizadas em 1 h de reagdo (PT/PS-1 e PT/PS-2), o incremento na
temperatura de 120 °C para 160 °C gerou rendimentos globais de 27,6 e 31,7%,
respectivamente.

Em geral, as condi¢des reacionais de pré-tratamento derivadas do planejamento
fatorial ndo resultaram em pronunciadas diferencas nos rendimentos de agucares
soluveis. O maior valor obtido (34,7%) foi para a condigao PT/PS-4, que utilizou 160 °C
e 3 h, porém, uma diminuicdo dessas variaveis de processo, como no experimento
PT/PS-5, onde foram empregados 140 °C e 2 h, ja foi capaz de solubilizar 32,2% dos
agucares presentes no material pré-tratado. Assim, considerando o menor consumo de
energia associado a utilizagdo da temperatura de 140 °C, o material produzido no ponto
central do planejamento (PT/PS-5) foi escolhido para um estudo mais detalhado de
hidrolise enzimatica, no sentido de tentar aumentar o rendimento global de agucares.
Além disso, essa condi¢ao reacional foi aplicada para avaliar o pré-tratamento com

imidazol do po6 de filtro.

p=0,05
Figura 56. Grafico de Pareto para o rendimento global de agucares obtido apds hidrolise

enzimatica do piolho sujo pré-tratado com imidazol (140 °C e 2 h).
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5.2.2.5 Avaliacao do pré-tratamento com imidazol para o p6 de filtro

Como mencionado acima, a condi¢cdo escolhida para avaliar o efeito do pré-
tratamento com imidazol no pé de filtro foi 140 °C e 2 h. A recuperagdo massica do
material pré-tratado (76,6%) foi similar a obtida para o piolho sujo nessa mesma
condicao reacional. No entanto, o p6 de filtro pré-tratado resultou em menor recuperagao
de glucanas e deslignificacdo, com valores de 77,3 e 16,0%, respectivamente. Esses
efeitos podem estar relacionados com a composicdo quimica do material nativo, que
continha alto teor de glucanas (75,7%) e baixa quantidade de lignina (10,5%). Desta
maneira, a remogao de lignina parece estar diretamente relacionada a remogéo de
polissacarideos sob a forma de complexos lignina-carboidrato (CLC), devido a alta
associagcao desses componentes na parede celular das fibras de algodao (LIYAMA et
al., 1994).

Apesar da baixa deslignificacdo do po6 de filiro pré-tratado por imidazol, o
rendimento de EqGlc apdés 96 h de reagao foi de 42,4%, utilizando as condi¢des de
hidrélise enzimatica em 5% de solidos totais e 8,8 FPU g-' de glucanas. Esse rendimento
€ superior quando comparado ao do piolho sujo pré-tratado na mesma condigdo, que
apresentou somente 30,0% de rendimento de hidrdlise. Portanto, o rendimento global
de agucares para o po de filtro pré-tratado com imidazol na condi¢ao de 140 °C e 2 h foi
de 34,2 + 0,8%.

5.2.2.6 Estudo detalhado da hidrélise enzimatica dos residuos do algodao pré-tratados

com imidazol

Os substratos produzidos no pré-tratamento com imidazol a 140 °C por 2 h foram
submetidos a um estudo posterior de hidrélise enzimatica. O objetivo dessa investigagéo
foi de aumentar os redimentos globais de agucares, uma vez que os valores obtidos na
condigdo preliminar de hidrélise enzimatica (5% de solidos totais e 8,8 FPU g de
glucanas) estavam abaixo de 35% para ambos os materiais. Os experimentos foram
organizados por meio de um planejamento fatorial 22 para cada substrato pré-tratado
(Tabela 7), onde buscou-se aumentar o teor de sélidos totais de modo a produzir
maiores concentracées de acucares fermentesciveis, e aumentar a carga enzimatica
para resultar em maiores rendimentos de EqGlc e xilose. Além disso, optou-se por
empregar uma preparagcao enzimatica mais avangada, a Cellic CTec3, para garantir um
melhor desempenho de hidrdlise.

A Figura 57 mostra os perfis de hidrélise das amostras de p6 de filtro pré-tratadas
pelas diferentes condi¢gbes reacionais, com as curvas ajustadas pelo modelo cinético

fractal. O emprego do menor teor de sélidos totais (4%) e da maior carga enzimatica (25
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FPU g de glucanas), utilizado no experimento HE/PF-2, resultou no maior rendimento

de EqGIc apdés 96 h de hidrélise, de 64,3% (Figura 57A). Apesar desse maior
rendimento, a concentragdo de EqGlc foi de apenas 22,5 g L.
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Figura 57. Rendimento de (A) EqGlc e (B) xilose durante a hidrolise enzimatica do po
de filtro pré-tratado com imidazol (140 °C e 2 h), obtido sob as diferentes condi¢des de
hidrolise descritas na Tabela 7. Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal. Legenda,
HE/PF-1: 15 FPU g-' de glucanas e 4% solidos totais; HE/PF-2: 25 FPU g' de glucanas
e 4% solidos totais; HE/PF-3: 15 FPU g de glucanas e 12% sélidos totais; HE/PF-4: 25

FPU g de glucanas e 12% sdlidos totais; HE/PF-5: 20 FPU g-! de glucanas e 8% sdlidos
totais.
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A maior liberacdo de EqGIc apdés 96 h de hidrdlise foi observada para o
experimento realizado nos niveis mais altos dos fatores estudados (12% de sdlidos
totais e 25 FPU g de glucanas, HE/PF-4), que alcangou 43,7 g L' de EqGlc (Figura
57A). Cabe destacar que a concentracdo de celobiose utilizada no calculo de
rendimento representou menos de 2% do total para todas as condicdes reacionais. Os
perfis de hidrélise das xilanas foram similares aos obtidos para as glucanas (Figura
57B), apresentando rendimentos de xilose ligeiramente superiores. Por exemplo, no
experimento HE/PF-2, cerca de 80% das xilanas foram convertidas em xilose ap6s 96
h de hidrodlise. Por outro lado, as maiores concentragcdes de xilose foram obtidas nos
ensaios realizados em 15% de solidos totais (HE/PF-3 e HE/PF-4), resultando em
valores superiores a 4,8 g L.

Os parémetros cinéticos k e h derivados do modelo fractal para a hidrélise de

glucanas e xilanas do p6 de filtro pré-tratado sdo mostrados na

Tabela 36. Ambos os parametros foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA) e os resultados sdo mostrados nas Tabelas A4.1 e A4.2 (paginas 219 e 220).
Para o parametro k, os modelos apresentaram valores de F aceitaveis em um nivel de
confianga de 95%, demonstrando a adequac¢ao dos modelos lineares propostos aos
dados experimentais. Os altos valores obtidos de R? indicam que 99 e 87% da variancia

foram explicadas pelos modelos para o rendimento em EqGilc e xilose, respectivamente.

Tabela 36. Parametros cinéticos do modelo fractal derivado dos dados de hidrolise

enzimatica de amostras de po de filtro pré-tratadas com imidazol.

Rendimento de EqGic Rendimento de xilose
Experimento
k (h) h R? k (h™) h R?
HE/PF-1 0,078 0,465 0,997 0,143 0,474 0,999
HE/PF-2 0,107 0,498 0,998 0,168 0,493 0,998
HE/PF-3 0,034 0,418 0,998 0,095 0,543 0,998
HE/PF-4 0,069 0,550 0,999 0,114 0,568 0,998
HE/PF-5 0,072 0,491 0,999 0,141 0,547 0,995

Legenda, HE/PF-1: 15 FPU g de glucanas e 4% solidos totais; HE/PF-2: 25 FPU g*' de glucanas e 4%
soélidos totais; HE/PF-3: 15 FPU g' de glucanas e 12% solidos totais; HE/PF-4: 25 FPU g-! de glucanas e
12% solidos totais; HE/PF-5: 20 FPU g! de glucanas e 8% sdlidos totais.

Os graficos de Pareto da Figura A4.1 (pagina 221) foram utilizados para avaliar

ainfluéncia das variaveis e de sua interacao nas variaveis resposta. Para os dois casos,
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o teor de sdlidos totais foi a Unica variavel estatisticamente significativa, cujo efeito foi
negativo sobre os valores de k. Desse modo, o aumento no teor de sélidos totais causou
uma diminuicdo da velocidade da reagdo nos estagios iniciais de hidrélise. Um exemplo
dessa observacgao pode ser visualizado ao comparar os ensaios HE/PF-1 e HE/PF-3 ou
os experimentos HE/PF-2 e HE/PF-4, em que foram empregadas a mesma carga
enzimatica e teores de sodlidos totais de 4 e 12%, respectivamente. Os valores do
parametro k para o rendimento de EqGlc diminuiram de 0,107 h-' no experimento PT/PF-
2 para 0,069 h' no experimento PT/PF-4, enquanto que no rendimento de xilose, a
diminuicdo desse mesmo parametro foi de 0,168 h-' no PT/PF-2 para 0,114 h' no
PT/PF-4.

A analise de variancia (ANOVA) do parametro h para os rendimentos de EqGlc
e xilose estdo apresentadas na Tabela A4.2 (pagina 220). Os modelos lineares
propostos apresentaram valores de F aceitaveis em um nivel de confianga de 95%,
demonstrando pelos valores obtidos de R? que 97 e 62% da variancia dos dados foram
explicadas pelos modelos para os rendimentos de EqGlc e xilose, respectivamente. A
influéncia das variaveis e de suas interacdes também foi avaliada pelos seus respectivos
graficos de Pareto (Figura A4.2, pagina 222). Para o rendimento de EqGlc, a carga
enzimatica foi a variavel mais significativa, mas sua interacdo com o tempo reacional
também foi significativa em um nivel de confianca de 95%. Em ambos os casos, o efeito
foi positivo indicando que o aumento na carga enzimatica e no teor de sdélidos totais
causou um aumento no valor de h, representando assim um pior desempenho na
hidrolise enzimatica das glucanas. Por exemplo, o valor do pardmetro h no experimento
HE/PF-1 (4% de solidos totais e 15 FPU g-! de glucanas) foi de 0,474, enquanto que o
ensaio HE/PF-4 (12% solidos totais e 25 FPU g’ de glucanas) revelou um aumento de
h para 0,568. O grafico de Pareto para o parametro h do rendimento de xilose mostrou
que somente o teor de solidos totais foi significativo. Assim, qualquer aumento na
quantidade de solidos totais no meio reacional, independendemente da carga
enzimatica empregada, causou uma aumento no valor de h.

O perfil hidrolitico das diferentes condi¢des reacionais do planejamento fatorial
para o piolho sujo pré-tratado € mostrado na Figura 58. Menores rendimentos de EqGlc
foram observados quando comparado a liberagcao de EqGlc do p6 de filtro pré-tratado.
Por exemplo, o rendimento em EqGlc no ponto central do planejamento foi de 52,3%
para o po de filtro, enquanto que 42,1% foram obtidos para o piolho sujo (Figura 58A).
Por outro lado, o rendimento de xilose revelou um comportamento atipico, com mais de
70% de rendimento de xilose ja nas primeiras 12 h de reagao (Figura 58B). Isso indicou
que a remogao da lignina do piolho sujo por meio do pré-tratamento com imidazol foi

capaz de expor as cadeias de xilanas na estrutura macromolecular, de modo que essas
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foram hidrolisadas a xilose nos estagios iniciais de hidrélise enzimatica. Como esperado,
maiores concentragdes de acgucares apos 96 h de hidrdlise foram obtidas para a
condigdo HE/PS-4 (12% sélidos totais e 25 FPU g de glucanas), que liberou 35,9 g L™

de EqGlIc e 16,3 g L' de xilose nessas condigdes.
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Figura 58. Rendimento de (A) EqGlc e (B) xilose durante a hidrolise enzimatica do piolho
sujo pré-tratado com imidazol (140 °C e 2 h), obtido sob as diferentes condi¢des de
hidrélise descritas na Tabela 7. Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal. Legenda,
HE/PS-1: 15 FPU g de glucanas e 4% solidos totais; HE/PS-2: 25 FPU g! de glucanas
e 4% solidos totais; HE/PS-3: 15 FPU g-' de glucanas e 12% sélidos totais; HE/PS-4: 25
FPU g de glucanas e 12% solidos totais; HE/PS-5: 20 FPU g-! de glucanas e 8% sélidos

totais.
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Os parametros cinéticos fractais para os rendimentos de EqGlc e xilose do piolho
sujo pré-tratado sdo mostrados na Tabela 37. Assim como no caso anterior, esses
parametros foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e os resultados séo
apresentados nas Tabelas A4.3 e A4.4 (paginas 223-224). Os modelos lineares
gerados para o parametro k apresentaram regressdes significativas em um nivel de
confianca de 95% e os altos valores obtidos de R? indicam que 87 e 97% da variancia
foram explicadas pelos modelos para os rendimentos de EQGIc e xilose,
respectivamente. A influéncia das variaveis e de sua interagao sob o valor do parametro
k foi avaliada por meio do grafico de Pareto (Figura A4.3, pagina 225). Ambas as
variaveis estudadas pelo planejamento foram estatisticamente significativas, inclusive a
interacao entre elas. A carga enzimatica apresentou um efeito positivo nos rendimentos
de EqGlc e xilose, de modo que 0 aumento dessa variavel causou aumentos nos valores
de k, ou seja, na velocidade inicial de hidrdlise. Por exemplo, para 12% de sélidos totais,
o aumento na carga enzimatica de 15 para 25 FPU g de glucanas (experimentos
HE/PS-3 e HE/PS-4) revelaram aumentos nos valores de k de 0,089 para 0,118 h™' no
rendimento de EqGlc e de 0,391 para 0,523 h' no rendimento de xilose,

respectivamente.

Tabela 37. Parametros cinéticos do modelo fractal derivado dos dados de hidrodlise

enzimatica de amostras de piolho sujo pré-tratadas com imidazol.

Rendimento de EqGic Rendimento de xilose
Experimento
k (h) h R? k (h™) h R?
HE/PS-1 0,103 0,556 0,998 0,501 0,483 1,000
HE/PS-2 0,177 0,420 0,998 0,537 0,433 1,000
HE/PS-3 0,089 0,690 1,000 0,391 0,686 1,000
HE/PS-4 0,118 0,697 0,998 0,523 0,368 1,000
HE/PS-5 0,108 0,569 0,998 0,477 0,565 0,999

Legenda, HE/PS-1: 15 FPU g™ de glucanas e 4% solidos totais; HE/PS-2: 25 FPU g' de glucanas e 4%
solidos totais; HE/PS-3: 15 FPU g™ de glucanas e 12% sdlidos totais; HE/PS-4: 25 FPU g' de glucanas e
12% sdlidos totais; HE/PS-5: 20 FPU g' de glucanas e 8% solidos totais.

Os resultados da analise de varidncia (ANOVA) do parametro h, obtidos para os
rendimentos de EqGlc e xilose nas amostras de piolho sujo pré-tratadas com imidazol,
estdo apresentados na Tabela A4.4 (pagina 224). Esse parametro revelou uma falta de
ajuste significativa, o que demonstra que o modelo linear ndo descreve a tendéncia das
respostas obtidas. Os diagramas de Pareto (Figura A4.4, pagina 226) também indicaram

o significado estatistico do valor da curvatura para as respostas avaliadas. No entanto,
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de uma maneira geral, é possivel observar que a condicdo menos favoravel para a
hidrélise (PT/PS-3) resultou nos maiores valores do parametro h para a hidrélise de
glucanas e xilanas.

Com esse estudo de hidrdlise enzimatica dos residuos do processamento do
algodao pré-tratados com imidazol, foi possivel aumentar os rendimentos de EqGlc e
xilose através do emprego de uma carga maior de enzima. A condigdo de hidrélise
enzimatica que empregou 4% de soélidos totais e 25 FPU g' de glucanas revelou cerca
de 64 e 50% de rendimento em EqGlc para p6 de filtro e piolho sujo, respectivamente.
Por outro lado, nessa mesma condigéo, cerca de 80 e 100% das xilanas presentes no
po de filtro e no piolho sujo pré-tratados foram convertidas a xilose, respectivamente.
Portanto, ao considerar esses valores no calculo do rendimento global, a porcentagem
de agucares soluveis obtidos apds pré-tratamento e hidrélise enzimatica aumentou de

34,2 para 51,4% no p6 de filtro e de 32,2 para 52,5% no piolho sujo.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

As diversas estratégias de pré-tratamento do bagaco de cana e dos residuos do
processamento do algod&o aplicados nesse estudo revelaram resultados promissores
para serem utilizados em um conceito de biorrefinaria. Ao considerar os carboidratos
presentes originalmente no bagago de cana, os rendimentos globais de agucares apos
os pré-tratamentos acidos e hidrélise enzimatica dos materiais produzidos alcangou
cerca de 90% quando empregada a tecnologia de explosao a vapor e 74% no sistema
que utilizou CO2/H20. Para os residuos do processamento do algodao, o emprego de
pré-tratamentos alcalinos seguidos de hidrélise enzimatica revelou rendimentos globais
de acucares soluveis superiores a 70% quando utilizado hidréxido de sédio e maiores
que 50% no sistema com imidazol. Ademais, a aplicacdo do modelo cinético fractal nas
reacdes enzimaticas dos materiais pré-tratados pelos diferentes métodos de pré-
tratamento permitiram uma compreensao mais efetiva de aspectos que governaram a
acessibilidade dos polissacarideos.

A investigacdo do pré-tratamento de explosdo a vapor do bagago de cana
demonstrou que é possivel obter FSC equivalentes com ajustes do tempo de
permanéncia do material no reator, da temperatura da reacdo ou da adigcdo de
catalisadores exdgenos (acidos fosforico e sulfurico). As principais modificagbes
observadas apds esses pré-tratamentos sob severidades equivalentes (FSC = 0,76)
foram a solubilizacdo das hemiceluloses e o aumento da cristalinidade dos materiais
pré-tratados quando comparado com o bagago de cana nativo. A composigao quimica
dos diversos materiais produzidos apresentou pouca variagdo no percentual de
glucanas, com um valor médio de 50%, enquanto que o teor de anidroxilose foi maior
nos experimentos de catalise sulfdrica que empregaram as menores temperaturas de
reacdo (BS-2 e BS-3). Os efeitos causados no bagaco de cana pelas diferentes
condicbes reacionais foram também avaliados pela determinagcdo da viscosidade
complexa e por experimentos de hidrélise enzimatica. Em geral, as propriedades
reolégicas nos teores de solidos totais de 10 a 20% foram similares entre os materiais
pré-tratados, exceto para os materiais BS-2 e BS-3, que apresentaram valores maiores
para esse parametro, sugerindo um efeito menos pronunciado da explosdo a vapor
sobre a estrutura da parede celular e a morfologia das fibras. Essa observacao foi
confirmada pelo pior desempenho desses materiais na hidrélise enzimatica, o que
demonstrou que o emprego do acido sulfurico nao foi capaz de compensar a utilizagéo
das menores temperaturas de pré-tratamento (170 °C para o BS-2 e 180 °C para o BS-
3). A realizacido dos experimentos de explosdo a vapor em escala piloto permitiram o

aumento de escala da hidrélise enzimatica para um biorreator, no qual foram utilizadas
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condigbes mais realisticas de 15% de solidos totais e 23,1 FPU g-' de glucanas do
complexo enzimatico Cellic CTec3. Os rendimentos de agucares foram semelhantes aos
obtidos em agitador orbital, porém, os trés materiais produzidos por auto-hidrélise
necessitaram de um menor consumo de energia (cerca de 156 W) nos estagios iniciais
de hidrdlise, enquanto que o material catalisado pelo acido fosférico consumiu 364 W.
Os maiores consumos de energia foram observados para os materiais oriundos da
catélise sulfurica, com valores superiores a 740 W. Por ultimo, as fragdes sollveis em
agua derivadas das diversas condigbes de pré-tratamento foram caracterizadas quanto
as suas respectivas composicdes em carboidratos, derivados furanicos, acidos alifaticos
e compostos fendlicos. As maiores concentracbes dentro de cada classe foram
observadas para xilose, furfural e os acidos acético e p-cumarico. Além disso, a analise
das fracGes soluveis em agua por CG-EM revelou a presenga de diversos compostos
fendlicos, como acidos cindmicos e cetonas de Hibbert. Portanto, baseado em todas
essas analises foi possivel concluir que o FSC foi capaz de explicar os resultados de
pré-tratamento de explosdo a vapor por auto-hidrélise e por catalise acida exdégena,
exceto para as situagbes em que houve a necessidade de um ajuste expressivo da
temperatura para valores iguais ou inferiores a 180 °C.

O emprego do sistema CO2/H,0 no pré-tratamento do bagago de cana também
revelou a possibilidade de remocéao seletiva das hemiceluloses, resultando em materiais
pré-tratados constituidos por mais de 50% de glucanas. Os pré-tratamentos
empregados nesse estudo, que foram organizados através de um planejamento
experimental Doehlert, resultaram em diferentes FSC e permitiram a otimizacdo de
producao de agucares soluveis obtidos nas fragdes sollveis em agua e apés a hidrélise
enzimatica dos materiais pré-tratados. Essa avaliagao revelou o maior rendimento de
EqGlc na hidrélise enzimatica para a condig¢ao intermediaria de temperatura e tempo de
reacao (FSC = 0,48), enquanto que a maior liberagdo de pentoses na fragao soluvel em
agua ocorreu para uma condicdo de menor severidade (FSC = 0,16). Além disso, foi
possivel verificar que o aumento no FSC para valores acima de 1 causaram uma
diminuigao expressiva da concentragao de agucares nas fragdes sollveis em agua que,
consequentemente, aumentaram a concentracdo de compostos de degradagdo como
furfural e acido formico. A analise estatistica dos dados experimentais indicou que os
maiores rendimentos de agucares soluveis foi obtido a 190 °C e 0 min (FSC = -0,10)
que, ao ser testada experimentalmente, apresentou o resultado esperado de 74% no
rendimento global de agucares nos hidrolisados oriundos do pré-tratamento e da
hidrolise enzimatica. A condicao otimizada foi comparada com outros processos
hidrotérmicos e isso forneceu informacdes para o entendimento dos efeitos causados

pelo pré-tratamento com o sistema CO./H,O. Em comparagdo com um processo
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analogo sem a utilizagdo do CO; (auto-hidrdlise), o pré-tratamento catalisado pelo acido
carbdnico revelou uma extracdo muito maior das hemiceluloses para a fragado soluvel
em agua, produzindo uma concentragdo de xilose cerca de duas vezes supeior. Por
outro lado, a substituicdo do CO; pelo N2, sistema denominado de N2/H20O, resultou em
um menor desempenho de hidrélise das glucanas, o que demonstrou, mais uma vez, a
efetividade do CO; para o pré-tratamento do bagago de cana.

Embora os residuos do processamento do algoddo sejam produzidos em
grandes quantidades nas industrias téxteis no Brasil, estudos de pré-tratamento para
producao de biocombustiveis ou outros produtos de valor agregado ainda sao bastante
escassos. Dessa forma, visando contribuir a utilizagao desses residuos no conceito de
biorrefinaria, foram testadas diferentes abordagens de pré-tratamento. A explosao a
vapor se mostrou ineficiente para o pré-tratamento de residuos do processamento do
algoddo, fato provavelmente associado a alta cristalinidade e baixo teor de
hemiceluloses desses materiais. Portanto, condicbes de pré-tratamentos baseados em
reagentes alcalinos foram desenvolvidos para superar a recalcitrancia de suas
respectivas estruturas macromoleculares.

Os pré-tratamentos com hidréxido de sédio dos residuos do algodao resultaram
em materiais com altos teores de glucanas, maiores que 87% para o p6 de filtro e 77%
para o piolho sujo. Esses resultados sao atribuidos principalmente a remogéao da lignina,
que foi maior nos niveis mais altos das variaveis estudadas (4% de NaOH em 120 °C),
atingindo 75 e 85% de deslignificacao para o p6 de filtro e piolho sujo, respectivamente.
Como resultado da deslignificacdo, houve um aumento da acessibilidade do substrato
a hidrélise enzimatica e a analise estatistica aplicada aos dados experimentais sugeriu
que a condicao ideal foi obtida nos maiores niveis do planejameno fatorial. No sentido
de aumentar os rendimentos de hidrolise enzimatica desses materiais pré-tratados, que
foram de 54% para o p6 de filtro e 46% para o piolho sujo, um novo planejamento fatorial
de hidrolise enzimatica foi realizado, com variagdes no teor de soélidos totais e na carga
enzimatica. Assim, com o emprego de uma maior carga enzimatica foi possivel
aumentar o rendimento global de agucares de 47 para 76% no p6 de filtro e de 38 para
70% no piolho sujo.

A estratégia de pré-tratamento dos residuos do algodao com o imidazol revelou
resultados favoraveis, porém, os rendimentos globais de agucares soluveis foram
menores quando comparado ao pré-tratamento com hidroxido de sédio. Esse fato esta
provavelmente associado com os menores niveis de deslignificagdo nos materiais pré-
tratados, que impactou diretamente nos rendimentos de acgucares apos a hidrosilse
enzimatica. Portanto, da mesma forma que no pré-tratamento com hidréxido de sédio,

um planejamento fatorial foi realizado com variagdes no teor de sélidos totais e na carga
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enzimatica empregada na hidrélise. Ao considerar os rendimentos de acucares obtidos
nas melhores condi¢bes, os valores do rendimento global de agucares aumentou de

34,2 para 51,4% no po de filtro e de 32,2 para 52,5% no piolho sujo
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7 CONCLUSAO

O fracionamento da biomassa lignocelulésica para a producdo de
biocombustiveis ou compostos de valor agregado esta em evidente expansao nos dias
de hoje. Nesse trabalho, diferentes estratégias de pré-tratamento e hidrolise enzimatica
foram empregadas para o aproveitamento do bagago de cana e de dois residuos do
processamento do algodao. Pré-tratamentos acidos se mostraram bastante eficientes
para o bagacgo de cana, enquanto que pré-tratamentos alcalinos foram necessarios para
aumentar os rendimentos de hidrélise de materiais celulésicos de alta cristalinidade.
Além disso, as concentracdes de carboidratos hidrossoluveis obtidas nos hidrolisados
se apresentaram compativeis com o0s niveis exigidos a etapa de fermentagcao para a
producao de etanol celulésico ou mesmo de outros compostos associados ao conceito
de biorrefinarias. Dos pré-tratamentos realizados com bagago de cana, a auto-hidrélise
foi superior nas condigbes estudadas por produzir materiais celuldésicos que exigiram
menor consumo de energia na etapa de hidrdlise enzimatica em alto teor de sélidos
totais. Por outro lado, os residuos do processamento do algodao exigiram o emprego
de pré-tratamentos em meio basico, sendo que, dos testados, a extragdo com hidroxido
de sédio diluido foi superior ao uso do imidazol. Mesmo assim, os melhores rendimentos
de pré-tratamento e hidrélise enzimatica foram obtidos de substratos derivados de
bagaco de cana, cujas acessibilidades foram altas apesar de seus altos teores de

lignina.
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APENDICE 1

Resultados adicionais do pré-tratamento do bagag¢o de cana por explosao a

vapor
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Figura A1.1. Difratogramas do (A) bagaco de cana nativo e para as fragbes de (B)

holocelulose e (C) a-celulose.
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Figura A1.2. Rendimento de (A) EqGIc e (B) xilose durante a hidrélise enzimatica
realizada em agitador orbital e biorreator do bagago de cana pré-tratado por catalise
fosforica (BF). Condigdes de hidrélise enzimatica: 15% (m v-') de solidos totais e 23,1

FPU g de glucanas (Cellic CTec3). Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal.
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Figura A1.3. Rendimento de (A) EqGIc e (B) xilose durante a hidrélise enzimatica
realizada em agitador orbital e biorreator do bagaco de cana pré-tratado por auto-
hidrélise (BA-1). Condigdes de hidrélise enzimatica: 15% (m v-') de solidos totais e 23,1

FPU g de glucanas (Cellic CTec3). Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal.
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Figura A1.4. Rendimento de (A) EqGlc e (B) xilose durante a hidrélise enzimatica
realizada em agitador orbital e biorreator do bagago de cana pré-tratado por auto-
hidrolise (BA-2). Condigdes de hidrélise enzimatica: 15% (m v-') de sdlidos totais e 23,1

FPU g de glucanas (Cellic CTec3). Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal.
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Figura A1.5. Rendimento de (A) EqGIc e (B) xilose durante a hidrélise enzimatica
realizada em agitador orbital e biorreator do bagago de cana pré-tratado por auto-
hidrolise (BA-3). Condigdes de hidrélise enzimatica: 15% (m v-') de sdlidos totais e 23,1

FPU g de glucanas (Cellic CTec3). Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal.
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Figura A1.6. Rendimento de (A) EqGlc e (B) xilose durante a hidrolise enzimatica
realizada em agitador orbital e biorreator do bagaco de cana pré-tratado por catalise
sulfurica (BS-1). Condigdes de hidrélise enzimatica: 15% (m v-') de sdlidos totais e 23,1

FPU g de glucanas (Cellic CTec3). Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal.
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Figura A1.7. Rendimento de (A) EqGlc e (B) xilose durante a hidrolise enzimatica
realizada em agitador orbital e biorreator do bagago de cana pré-tratado por catalise
sulfurica (BS-2). Condigdes de hidrélise enzimatica: 15% (m v-') de sélidos totais e 23,1

FPU g de glucanas (Cellic CTec3). Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal.
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Figura A1.8. Rendimento de (A) EqGIc e (B) xilose durante a hidrdlise enzimatica
realizada em agitador orbital e biorreator do bagago de cana pré-tratado por catalise
sulfurica (BS-3). Condigdes de hidrdlise enzimatica: 15% (m v-') de soélidos totais e 23,1

FPU g de glucanas (Cellic CTec3). Os ajustes foram obtidos pelo modelo fractal.
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Tabela A1.2. Composigéo quimica do bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor na
condigao de auto-hidrdlise (195 °C por 7,5 min).

Componente Percentual (%)
Anidroglucose'’ 54,7 +0,8
Anidroxilose? 3,4+0,2
Anidroarabinose? ald
Grupo acetila? ald
Hexoses desidratadas? 0,9+0,2
Pentoses desidratadas* 0,4+0,0
Lignina total® 34,0+0,9

Lignina soltvel em acido 3,7+02
Lignina insolavel em acido 30,3+0,7
Cinzas 52105
Total 98,6

Legenda: ald, abaixo do limite de deteccéo.

'Presente como componente das B-(1—4)-D-glucanas (celulose);
2Presente como componentes das heteroxilanas (hemiceluloses);

3Quantificado como 5-(hidroximetil)-furfural (HMF);

4Quantificado como furfural;

5Somatorio das ligninas insoltvel e soltvel em acido sulftrico diluido.
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APENDICE 3

Resultados adicionais do pré-tratamento dos residuos do processamento do

algodao com hidréxido de sédio

Tabela A3.1. Analise de variancia (ANOVA) para o parametro k dos rendimentos de

EqGlc e xilose do p6 de filtro pré-tratado com hidroxido de sodio.

Fonte sQ' GL2 Qm? F Fiab R? Var*
Rendimento de EqGlc
Regresséo 0,0005 2 0,0003 125,57 19,00 0,98 0,99
Residuos 0,0000 2 0,0000
Falta de ajuste 0,0000 1 0,0000 1,04 161,45
Erro puro 0,0000 1 0,0000
Total 0,0005 4

Rendimento de xilose

Regresséo 0,0005 2 0,0002 52,66 19,00 0,95 0,98
Residuos 0,0000 2 0,0000

Falta de ajuste 0,0000 1 0,0000 3,38 161,45

Erro puro 0,0000 1 0,0000

Total 0,0005 4

'SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;

3QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.
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Tabela A3.2. Analise de variancia (ANOVA) para o pardmetro h dos rendimentos de

EqGilc e xilose do p6 de filtro pré-tratado com hidroxido de sodio.

Fonte sQ' GL? Qm? F Ftab R? Var*
Rendimento de EqGlc
Regresséo 0,0109 2 0,0055 6,86 19,00 0,68 0,87
Residuos 0,0016 2 0,0008
Falta de ajuste 0,0016 1 0,0016 793,50 161,45
Erro puro 0,0000 1 0,0000
Total 0,0125 4

Rendimento de xilose
Regressao 0,0104 2 0,0052 2,73 19,00 0,33 0,73
Residuos 0,0038 2 0,0019
Falta de ajuste 0,0038 1 0,0038 1908,17 161,45

1

4

Erro puro 0,0000 0,0000
Total 0,0142

'SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;

3QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.
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Tabela A3.3. Analise de variancia (ANOVA) para o parametro k dos rendimentos de

EqGlc e xilose do piolho sujo pré-tratado com hidroxido de sdodio.

Fonte sQ' GL? Qm? F Ftab R? Var*

Rendimento de EqGlc

Regressao 0,0005 2 0,0002 25,58 19,00 0,91 0,96

Residuos 0,0000 2 0,0000

Falta de ajuste 0,0000 1 0,0000 8,17 161,45

Erro puro 0,0000 1 0,0000

Total 0,0005 4
Rendimento de xilose

Regressao 0,0011 2 0,0005 36,59 19,00 0,93 0,97

Residuos 0,0000 2 0,0000

Falta de ajuste 0,0000 1 0,0000 13,50 161,45

Erro puro 0,0000 1 0,0000

Total 0,0011 4

'SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;
3QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.
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Tabela A3.4. Analise de variancia (ANOVA) para o pardmetro h dos rendimentos de

EqGlc e xilose do piolho sujo pré-tratado com hidroxido de sdodio.

Fonte sQ' GL? Qm? F Ftab R? Var*
Rendimento de EqGlc
Regresséo 0,0083 2 0,0042 2,28 19,00 0,24 0,70
Residuos 0,0036 2 0,0018
Falta de ajuste 0,0036 1 0,0036  1820,04 161,45
Erro puro 0,0000 1 0,0000
Total 0,0120 4

Rendimento de xilose
Regressao 0,0187 2 0,0093 2,49 19,00 0,28 0,71
Residuos 0,0075 2 0,0038
Falta de ajuste 0,0075 1 0,0075 3750,00 161,45

1

4

Erro puro 0,0000 0,0000
Total 0,0262

'SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;

3QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.
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(B) xilose do piolho sujo pré-tratado com hidroxido de sadio.
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APENDICE 4

Resultados adicionais do pré-tratamento dos residuos do processamento do

algodao com imidazol

Tabela A4.1. Analise de variancia (ANOVA) para o parametro k dos rendimentos de

EqGlc e xilose do p6 de filtro pré-tratado com imidazol.

Fonte sQ' GL2 Qm? F Fiab R? Var*
Rendimento de EqGlc
Regresséo 0,0027 2 0,0014 339,25 19,00 0,99 0,99
Residuos 0,0000 2 0,0000
Falta de ajuste 0,0000 1 0,0000 0,89 161,45
Erro puro 0,0000 1 0,0000
Total 0,0027 4

Rendimento de xilose

Regresséo 0,0031 2 0,0015 18,27 19,00 0,87 0,95
Residuos 0,0002 2 0,0001

Falta de ajuste 0,0002 1 0,0002 20,17 161,45

Erro puro 0,0000 1 0,0000

Total 0,0033 4

'SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;

3QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.



220

Tabela A4.2. Analise de variancia (ANOVA) para o pardmetro h dos rendimentos de

EqGilc e xilose do p6 de filtro pré-tratado com imidazol.

Fonte sQ' GL? Qm? F Ftab R? Var*

Rendimento de EqGlc

Regressao 0,0093 2 0,0046 93,80 19,00 0,97 0,99

Residuos 0,0001 2 0,0000

Falta de ajuste 0,0001 1 0,0001 11,34 161,45

Erro puro 0,0000 1 0,0000

Total 0,0094 4
Rendimento de xilose

Regressao 0,0057 2 0,0028 5,59 19,00 0,62 0,85

Residuos 0,0010 2 0,0005

Falta de ajuste 0,0010 1 0,0010 126,04 161,45

Erro puro 0,0000 1 0,0000

Total 0,0067 4

'SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;
3QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.
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Tabela A4.3. Analise de variancia (ANOVA) para o parametro k dos rendimentos de

EqGlc e xilose do piolho sujo pré-tratado com imidazol.

Fonte sQ' GL? Qm? F Ftab R? Var*
Rendimento de EqGlc
Regresséo 0,0045 2 0,0022 17,67 19,00 0,87 0,95
Residuos 0,0003 2 0,0001
Falta de ajuste 0,0003 1 0,0003 126,04 161,45
Erro puro 0,0000 1 0,0000
Total 0,0047 4

Rendimento de xilose

Regressao 0,0132 2 0,0066 80,84 19,00 0,97 0,99
Residuos 0,0002 2 0,0001

Falta de ajuste 0,0002 1 0,0002 80,67 161,45

Erro puro 0,0000 1 0,0000

Total 0,0134 4

'SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;

3QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.
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Tabela A4.4. Analise de variancia (ANOVA) para o pardmetro h dos rendimentos de

EqGlc e xilose do piolho sujo pré-tratado com imidazol.

Fonte sQ' GL? Qm? F Ftab R? Var*
Rendimento de EqGlc
Regresséo 0,0515 2 0,0258 81,40 19,00 0,97 0,99
Residuos 0,0006 2 0,0003
Falta de ajuste 0,0006 1 0,0006 315,37 161,45
Erro puro 0,0000 1 0,0000
Total 0,0521 4

Rendimento de xilose

Regressao 0,0566 2 0,0283 8,07 19,00 0,72 0,89
Residuos 0,0070 2 0,0035

Falta de ajuste 0,0070 1 0,0070 3504,17 161,45

Erro puro 0,0000 1 0,0000

Total 0,0636 4

'SQ: soma dos quadrados;

2GL: graus de liberdade;

3QM: quadrados médio;

4Var: maxima variancia explicada pelo modelo.
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