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RESUMO

O bagaco de cana-de-agucar possui alto teor de material lignocelulésico, o que viabiliza o
estudo para a producdo do etanol de segunda geragao, sendo necessaria a aplicagdo de um pré-
tratamento que promova a ruptura da fracdo fibrosa, para tornar os acucares acessiveis para
fermentagdo. Existem varios pré-tratamentos que visam essa quebra, e na busca pelo mais
produtivo sdo aplicadas condi¢des severas de temperatura e pressdo. Isso propicia a formacao
de produtos indesejaveis ao processo de produgdo do bioetanol, sendo necessaria a etapa de
destoxificacdo para remog¢do dos inibidores. Nesse trabalho, foi empregado a etapa de
destoxificacao para dois pré-tratados acido e hidrotérmico, na metodologia utilizada elevou-se
o pH dos hidrolisados provenientes do pré-tratamento acido para 7,0 com 6xido de célcio e
em seguida o decaimento at¢ pH 4,0 com 4cido fosforico, os hidrolisados do pré-tratamento
hidrotérmico tiveram seu pH reduzidos para 4,0 com a adi¢do do acido fosforico, ambos os
pré-tratados foram submetidos a adsor¢do em carvao ativado (1% m/v, 100rpm, 30 minutos a
50°C), condi¢es escolhidas apds planejamento 2 com triplicata no ponto central. Avaliagdo
da eficacia destes procedimentos foi feita quanto a remocao dos compostos toéxicos em fungao
do rendimento fermentativo com a levedura Saccharomyces cerevisiae, de hidrolisados com e
sem destoxificacdo, avaliando a quantidade de agucares liberados para conversdao em etanol de
segunda geragdo. De acordo com os resultados, a alteragdo de pH combinada a adsor¢do com
carvao ativo propiciou maiores rendimentos fermentativos em ambos os hidrolisados pré-
tratados 4cido 38,51% e hidrotérmico 44,85%, quando comparados ao rendimento de
amostras ndo destoxificadas, a esses resultados pode estar associado a interferéncia da lignina
no bagaco, que pode formar produtos de condensacdo capazes de interferir na destoxificacao.
No entanto os melhores resultados foram encontrados no hidrolisado pré-tratado
hidrotérmicamente com 87,94% de eficiéncia de fermentagdo e teor alcodlico de 7,41%,
quando comparado ao hidrolisado pré-tratado com 4cido de 75,50% e 5,11%,
respectivamente.

Palavras-chave: material lignocelulésico. pré-tratamento. destoxificagdo. inibidores.



ABSTRACT

The sugarcane bagasse has a high content of lignocellulosic material, which enables the study
for the production of second-generation ethanol, requiring the application of a pretreatment
that promotes the rupture of the fiber, to make accessible sugars for fermentation. There are
several pretreatments aimed at the break and in the search for the most productive one, it is
applied severe conditions of temperature and pressure. This promotes the formation of
undesirable products in the bioethanol production process, requiring detoxification step for
removal of inhibitors. In this study, we used the detoxifying step for two pretreatments,
hydrothermal and acid. The methodology raised the pH of the hydrolysates resulting from the
acid pretreatment to 7.0 with calcium oxide and then decay to pH 4.0 with phosphoric acid.
The hydrolysates of the hydrothermal pretreatment had its pH reduced to 4.0 by addition of
phosphoric acid, both pretreated were subjected to adsorption on activated carbon (1% w /v ,
100 rpm , 30 minutes at 50 ° C), conditions chosen after design 22 after triplicate with the
center point. The evaluation of the efficacy of these procedures was made as to the removal of
toxic compounds depending on the fermentation yield with the yeast Saccharomyces
cerevisiae, hydrolysates with and without detoxification, assessing the amount of released
sugars for conversion into second-generation ethanol. According to the results , the change of
pH combined with activated carbon adsorption led to higher fermentation yields in both
pretreated 38.51% acid and hydrothermal 44.85% hydrolyzed , when compared to the yield of
samples not detoxified , these results may be associated with interference of lignin in the pulp,
which can form condensation products able to interfere with the detoxification. However the
best results were found in the hydrolysate hydrothermally pretreated with 87.94% efficiency
and fermentation alcohol content of 7.41%, compared to the pre-treated hydrolysate with acid
and 5.11% 75.05% respectively.

Keywords: lignocellulosic materials. pretreatment. detoxification. inhibitors.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o aumento das preocupagdes mundiais com os riscos de exploragao
das reservas de petroleo decorrente do investimento na exploracdo do pré-sal, a
instabilidade dos precos e as consequéncias negativas ao meio ambiente tém dado
énfase ao estudo dos biocombustiveis. As tecnologias convencionais apresentam uma
série de dificuldades para atingir os niveis desejados, o que desperta a necessidade de
progressivos estudos e desenvolvimento de tecnologias avancgadas e sustentaveis, como
a produgdo de bioetanol, a partir de biomassa lignocelulésica (ROSA & GARCIA,
2009).

O uso destas matérias-primas para a produ¢ao de combustivel diminui a
dependéncia dos recursos fosseis € melhora a economia sustentavel (XAVIER et al.,
2010). Uma grande vantagem na escolha da biomassa como matéria-prima se da pelo
fato de ser um residuo de estrutura lignoceluldsica, que ndo implica com a plantacdo de
cereais e graos (SANCHEZ & CARDONA, 2008). A biomassa lignocelul6sica, como o
bagaco de cana-de-aglcar, sdo os mais abundantes complexos organicos de carbono na
forma de planta e consistem principalmente de trés componentes: celulose,
hemicelulose e lignina (BADHAN ef al., 2007). Devido a resisténcia da estrutura do
material lignocelulosico, se torna dificil atingir niveis elevados de rendimento de
acglcares se a biomassa nao for previamente pré-tratada. Essa matriz lignocelulosica
precisa de um pré-tratamento para tornar disponiveis os acucares fermentesciveis para a
produgdo de etanol celuldsico. O pré-tratamento € a etapa mais importante, uma vez que
tem papel determinante e de forte influéncia nas etapas seguintes do processo, tanto na
hidrdlise quanto na fermentagdo, pois com a ruptura da matriz lignoceluldsica ha
geragdo de contaminantes que influenciam na toxicidade da fermentagdo. Essa
tecnologia vem sendo considerada como uma alternativa promissora para aumentar a
produgdo necessaria para atender a demanda mundial de etanol (GALBE & ZACCHI,
2007).

O pré-tratamento tem como objetivo tornar a biomassa s6lida mais acessivel, o
que dependendo do método escolhido gera diferentes rendimentos e efeitos distintos

sobre a biomassa e consequente impacto nas etapas seguintes. A rota bioquimica a ser
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escolhida vai depender da fracdo da biomassa a qual se deseja remover. (SUN &

CHENG, 2005). Dentre os métodos de fracionamento estao:

» Meétodos Quimicos: Acido, Alcalino, Organosolv, Liquidos ionicos e
Sais organicos;

» Me¢étodos Fisicos: Moagem, Irradiag¢do, Vapor, Pirdlise e Extrusao;

Y

Me¢étodos Biologicos: Fungos, Actinomicetes;
» Métodos Associados: Auto-hidrélise; Explosdao a Vapor, Hidrotérmico ¢

Fluidos Supercriticos.

Entre todos os métodos de pré-tratamento, a rota acida tem sido amplamente
estudada por ser eficaz e de baixo custo. Realizada a ruptura da matriz lignocelulésica a
segunda etapa ¢ a hidrdlise que com acao do complexo enzimatico hidrolisa a celulose,
essa reagdo ¢ catalisada por enzimas altamente especificas. Durante as etapas de pré-
tratamento da biomassa lignocelulosica sdo gerados uma série de compostos que podem
atuar como inibidores potenciais tanto da hidrélise quanto da fermentacdo. Esses
potenciais inibidores sao distribuidos em trés categorias: derivados furanicos (furfural e
5-hidroximetilfurfural - HMF), 4cidos organicos fracos (como 4acido acético) e
derivados fendlicos que irdo interferir na etapa subsequente, a fermentacao responsavel
por converter os agucares em etanol, afetando negativamente o metabolismo
microbiano, prejudicando a conversdo dos agucares presentes no produto de interesse
para posterior destilagdo onde ocorre separacdo dos componentes da mistura, de acordo
com a volatilidade relativa dos componentes (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL,
2000).

Segundo Marton (2005), a toxicidade destes subprodutos as leveduras assim
como a diminui¢do do rendimento fermentativo, é conferida a alta concentracao de
compostos toxicos no meio fermentativo bem como a interagao sinérgica que agrega um
potencial inibitério mesmo em baixas concentragdes. Desta forma, diferentes
procedimentos de destoxificagdo dos hidrolisados lignoceluldsicos tém sido propostos
para minimizar a toxicidade dos mesmos as células. Diversos métodos quimicos e
fisicos tém sido empregados para a remocao de subprodutos presentes em hidrolisados
lignoceluldsicos, destacando-se a combinacdo de alteragdo de pH com adsor¢do em
carvao vegetal ativado, adsor¢do em resinas de troca i0nica e a utilizagdo de polimeros

vegetais.
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Nesse sentido, esta dissertagdo busca determinar um método de destoxificacao
da matéria prima lignoceluldsica (bagago da cana-de-agucar) quando realizado pré-
tratamento por via acida e hidrotérmica, para a obtengdo de etanol de segunda geracao.
Dessa forma, pretende-se propor um aumento no rendimento fermentativo via redugao

dos contaminantes no meio reacional.

1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

Estudar o processo de destoxificagdio de hidrolisados oriundo de biomassa
lignoceluldsica (bagaco da cana-de-agticar) visando a reducao do teor de inibidores para

obtencdo de etanol de segunda geracgao.

1.1.2  Especificos

Realizar a caracterizagao fisico-quimica da biomassa lignoceluldsica;
Realizar o pré-tratamento para tornar disponivel a matriz lignocelulésica;
Determinar e quantificar os principais inibidores presentes no processo;

Determinar o método de destoxificacdo para os inibidores presentes;

YV V V V V

Realizar a fermentagdo antes e apos a destoxificagao;
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cana-de-acucar

A problemética do aumento excessivo do prego do petroleo, da natureza finita
dos combustiveis fosseis e da discussdo mundial sobre a reducdo na emissdo de CO; em
consequéncia a diminuicdo do efeito estufa, vem ha algum tempo trazendo
preocupacdes no sistema energético internacional, uma vez que o sistema ¢ fortemente
dependente de combustiveis fosseis. Estudos relatam algumas alternativas vidveis para o
uso dos biocombustiveis e o0 uso de energias renovaveis, as quais ainda ndo atingiram
padronizagdo minima e caracteristicas de tecnologias plenamente desenvolvidas

(KOHLHEPP, 2010).

Nessa abordagem, a troca de combustiveis fosseis por biocombustiveis, obtidos
a partir de biomassa, tem sido uma alternativa cada vez mais buscada. No entanto, a
crescente utilizacdo das matérias primas como cana-de-actcar e milho para producao de
etanol poderia gerar uma aumento de pregos seguidos de uma diminuicdo da
disponibilidade de alimentos. Por isso a necessidade no desenvolvimento de novas
tecnologias capazes de trabalhar com uma producdo de biocombustiveis de segunda
geracdo utilizando o excedente de residuos lignoceluldosicos como matéria-prima,

aparece como uma solucdo eficaz (BNDS, 2008).

A cana de agucar ¢ uma antiga fonte de energia para os seres humanos, energia
que vem ganhando o espago dentre os combustiveis fosseis. Inicialmente cultivada no
Sudeste Asiatico ¢ India Ocidental. No periodo de 327 aC, era uma cultura importante
no subcontinente indiano. Por volta de 647 dC, foi introduzida no Egito e um século

mais tarde, na Espanha (NETAFIM, 2009).

Conforme a ilustragdo da Figura 1, ao longo do tempo a cana-de-agucar foi se
expandido por todas as regides tropicais e subtropicais e por volta de 1552, o Brasil
comegou a monopolizar a producdo mundial de agucar deixando para Portugal e
Espanha o restante do comércio. Mas tarde, os holandeses iniciaram a producgdo
acucareira no Caribe e o mesmo foi feito por ingleses e franceses em suas colonias, com
o intuito de diminuir a dependéncia do acucar brasileiro. Assim a produg¢do nas ilhas de
Caribe e Antilhas cresceu e o Brasil perdeu a posi¢ao de grande fornecedor de agucar

(BRANDAO, 1985).
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Figura 1: Distribuicdo Global do Cultivo Canavieiro.

@sugarcane

Fonte: NETAFIM, 2009.

Contemplado por terras férteis e favoraveis ao cultivo da cana-de-agucar o
estado de Alagoas tem como um dos principais fatores de formagdo e desenvolvimento

regional a cultura canavieira, como mostra a Figura 2.

Figura 2: Area Canavieira do Estado de Alagoas.

Fonte: SINDACUCAR, 2009.
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Até os dias atuais nota-se que o cendrio socioecondmico alagoano ¢ dominado
pelo setor canavieiro, o qual norteia os rumos da economia do estado. A monocultura da
cana-de-aglcar no estado de Alagoas concentra cerca de 27% do PIB estadual, sendo
responsavel por 120 mil empregos diretos e cerca de 270 mil empregos indiretos, um
dos principais entraves da economia alagoana ¢ criar novas oportunidades de empregos
e renda para os cortadores de cana e aderir a implementagdo da colheita mecanizada

(SANTOS, 2011).

A industria sucro-alcooleira produz o agtcar e alcool hidratado e anidro,
utilizado nos carros exclusivamente movidos a alcool ou entdo na propor¢ao de 27% em
volume, sdo adicionados a gasolina para os motores dos automoveis. A usina vem
investindo bastante em novas tecnologias para utilizagdo em totalidade da cana-de-
agucar, assim ¢ conveniente citar os subprodutos gerados como bagago e palha de cana-
de-agucar que se destacam amplamente pelo seu potencial energético, sendo o primeiro
utilizado como combustivel para geracdo de energia e assim manutencao dos
equipamentos industriais € o segundo em crescentes estudos com perspectiva de ser

utilizado com combustivel economicamente viavel (LEME, 2005).

Este bagaco excedente pode ainda suprir o abastecimento da industria,
proporcionando vantagens socioambientais e elevacdo do rendimento econdmico do
processo (GAMES, et al., 2006), pois de acordo com Rabelo (2010), o uso de processos
e rotas mais eficientes estd levando o setor a tornar-se um gerador de excedentes de
energia elétrica, possibilitando assim a hidrélise do material lignoceluldsico restante
para producao de aglcares fermentesciveis (rota quimica e biologica) ou a gaseificagdo

deste material seguida pela sintese de combustiveis liquidos (rota térmica).

No entanto, existem diversas utilizacdes para o bagaco de cana-de-agucar, que
vai desde a produgdo de energia térmica até a utilizagdo como material alternativo na
construcdo civil, a industria de papel e celulose, passando pela alimentagdo animal e
ainda o aproveitamento do bagago para producgdo de etanol a partir de tecnologias de
segunda e terceira geragdo, pois o bagaco apresenta alto teor de material lignocelulosico
(MANZONO, 2000), sendo uma das alternativas o reaproveitamento como biomassa
agroindustrial para a producdo de etanol de segunda geracdo, corroborando com a

reutilizacdo do excesso de bagaco e a restricdo gradativa da queima da palha no campo.
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Assim estima-se a liberacdo de 30 a 50% do bagaco produzido para a utilizacdo em

recursos alternativos (DRABER, 2013).

2.1.1 Bagaco de Cana-de-Agucar na Produgao do Bioetanol

O bagago da cana-de-agucar representa a maior quantidade de coprodutos
agroindustriais no pais. E um subproduto do wltimo terno que compde a moenda das
usinas, € ¢ composto por particulas de diferentes tamanhos, que oscilam entre 1 e
25mm, com aproximadamente 30% de massa de cana e 50% de umidade (SOUZA,
2003).

Em geral o processamento de uma tonelada de cana de actcar gera cerca de
280K g de bagago com 50% de umidade e poder calorifico inferior da ordem de 7.500
kJ/kg, Dessa forma, cerca de 25% a 30% em peso da cana moida corresponde a bagaco,
0 que equivalente a algo 588,92 milhdes de toneladas produzidos por ano no Brasil,
equivalente a safra de 2012/13. Por se tratar de uma grande quantidade de biomassa
disponivel, devem-se buscar outras aplicacdes para este residuo (MACEDO, 2002;
CONAB, 2014).

Segundo Gamez et al., (2006), a utilizagdo do bagaco excedente viabilizaria
economicamente o investimento necessario para adaptar as usinas de agucar e alcool
para a produgdo do etanol lignocelulosico, resolvendo o problema de abastecimento da
industria sucroalcooleira, oferecendo vantagens sdcio-ambientais, além de aumentar o
rendimento do processo que passara a utilizar seu residuo excedente como biomassa

para geragdo do etanol de segunda geragao.

2.2 Materiais lignocelulosicos

Segundo Salanti et al.,(2010), designa-se por materiais lignocelulosicos (ML) os
diferentes tipos de biomassa de origem vegetal que t€ém como caracteristica comum
serem principalmente constituidos por polissacarideos (40-50% celulose e 18-27%
hemicelulose) e 18-27% de lignina como mostra a Figura 3. A quantificagdo dos
constituintes pode variar de acordo o material, no caso de residuos agroindustriais
variam com a regido, idade e periodo do ano da colheita do material. Os ML
representam cerca de 50% da biomassa vegetal global e tem uma producdo anual

estimada de 10-50 mil milhdes de toneladas (GARROTE et al., 2004).
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Os materiais lignocelulosicos compreendem residuos agricolas, florestais,
urbanos e agroindustriais, conforme mostra a Tabela 1. Esses residuos incluem uma
variedade de materiais, como bagaco de cana, residuos de papel, palhas, caules, talos,
folhas, cascas, conchas e cascas de cereais como arroz, trigo, milho, sorgo e cevada,

entre outros. (MUSSANATTO & TEXEIRA, 2010).

Figura 3: Representacio de estrutura lignoceluldsica.

Microscopia Otica de Fibra de Cana
pre-tratada

Ldmen

Parede Secundaria (S3)
Microfibrilas de Parede Secundaria (S2)
celulose cristalina
organizada em um)

aranjo espliral Parede Secundéria (S1)

Reglbes amorfas o Parede Primaria
principaimente
constituidas por
lignina e hemlcelulo;t Rede de microfibrilas
de celulose cristalina
Cristal de Celulose desordenada
—
—
O = Hemicelulose
—  d

Fonte: ANDREI, 2010.

No entanto, devido a sua composi¢do quimica, com base em agucares € outros
compostos de interesse, podem ser utilizados para a producdo de um numero de
produtos de valor agregado, tais como etanol, aditivos alimentares, adcidos organicos,
enzimas e outros. Nos ultimos anos desenvolveu-se um crescente interesse pelos
residuos agroindustriais devido a essa disponibilidade de matéria-prima de baixo custo
com elevado potencial de bioconversao, grande quantidade produzida anualmente e a

possibilidade de valorizagdo (CARVALHEIRO et al., 2008).
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Tabela 1 - Composi¢do quimica de biomassas lignoceluldsicas com potencial para

producio de etanol de segunda geracio.

Biomassa Lignoceluldsica % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodao 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 433 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

SANTOS et al.,2012.

Sendo assim, se faz necessario o desenvolvimento de técnicas capazes de tornar
disponivel a estrutura lignoceluldsica presente nessa biomassa tornando disponiveis os
acucares fermentesciveis, tais tecnologias envolvem processos que podem ser fisicos,

quimicos, bioldgicos ou uma combinagao desses (GOLDEMBERG, 2010).



21

No entanto, devido a sua composi¢ao quimica, com base em aglcares € outros
compostos de interesse, podem ser utilizados como matéria-prima para a produgdo de
um numero de produtos de valor agregado, tais como etanol, aditivos alimentares,
acidos organicos, enzimas e outros. Nos ultimos anos desenvolveu-se um crescente
interesse pelos residuos agroindustriais devido a essa disponibilidade de matéria-prima
de baixo custo com elevado potencial de bioconversdo, grande quantidade produzida

anualmente e a possibilidade de valorizacdo (CARVALHEIRO et al., 2008).

Além dos trés principais constituintes da biomassa (celulose, hemicelulose e
lignina) presente na composi¢do geral dos materiais lignocelulosicos. Destaca-se a
presenca de outros componentes que sao chamados de extrativos (cinzas e compostos

inorganicos) vistos em pequenas quantidades, como mostra a Figura 4 (RUEDA, 2010).

Figura 4: Constituicao geral dos materiais lignocelulésicos.

Materiais lignocelulosicos

| |

Constituintes menores Constituintes celulares
Soluveis ou Insoliveis Polissacarideos Lignina
volatilizados (compostos (holocelulose)

avapor inorganicos e |
proteindceos)

Celulose Polioses
(hemicelulose)

Fonte: RUEDA, 2010.

2.2.1 Celulose

A celulose ¢ o polimero natural mais abundante, estd presente na estrutura basica
das células de todas as plantas respondendo isoladamente por aproximadamente 50% de
todas as reserva de carbono disponivel na biosfera (NASCIMENTO, 2011). Este
homopolimero de glicose com liga¢des B-Dglicosidicas que se ligam entre si através dos

carbonos 1-4, de formula geral (C¢H;9Os)n, como mostra a Figura 5. As cadeias de
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celulose sdao formadas por fibrilas elementares compostas por duas regides distintas,
com ligagdes de pontes de hidrogénio intramolecular em regides cristalinas e forca de
Van der Waals nas regides amorfas, menos ordenadas e mais susceptiveis a hidrolise

(RABELO, 2007).

Figura 5: Estrutura da celulose.

“?;X Z-j? :o I:IZ /|E§—S-o O\Z%O% 'X S 7%4— /‘OH

celoblose

Fonte: TIMAR-BALAZSY E EASTOP, 1998.

2.2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo genericamente caracterizadas como uma familia de
polissacarideos presentes na parede celular vegetal aparece em proporcdes condensadas
e de forma variada representando cerca de 20-40% em peso da biomassa vegetal.
Apresenta estrutura amorfa devido a sua natureza ramificada, ¢ mais parecida com a
celulose do que com a lignina e suas cadeias laterais conseguem interagir mais
facilmente com a celulose, proporcionando mais estabilidade e flexibilidade ao

agregado (BALAT & BALAT, 2008).

E definida como um heteropolimero formado monossacarideos como as
pentoses: D-xilose, L-ramnose e L-arabinose; as hexoses: D-glucose, D-manose e D-
galactose e acidos urdnicos como por exemplo: o acido 4-O-metil-D-glucurénico e

galactur6nico, como mostra a Figura 6 (DRABER, 2013).
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Figura 6: Monossacarideos constituintes das hemiceluloses.
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Fonte: MORAIS et al., 2005.

A xilose € o componente que se presenta em maior quantidade na hemicelulose,
fazendo parte de um complexo de carboidratos poliméricos incluindo xilana (principal
componente da hemicelulose, cuja estrutura corresponde a um polimero de D-xilose

unidas por ligacdes -1,4), como mostra a Figura 7 (SANTOS, 2010).

Figura 7: Representacio esquematica da hemicelulose.

Fonte: Adaptado por RAMOS, 2003.

2.2.3 Lignina

A lignina ¢ depois da celulose, o segundo mais abundante biopolimero terrestre e
¢ responsavel por aproximadamente 30% do carbono orginico na biosfera. Derivado de
moléculas fenolicas ¢ formado a partir de trés constituintes basicos, que sao os alcoois p-

cumarilico, coniferilico e sinapilico. Este heteropolimero amorfo ¢ constituido de unidades
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de fenilpropano (acido coniferilico ou ferrulico, acido sinapilico e acido p-cumarilico)
conectadas, como mostra a Figura 8. Classificado como o mais importante componente nao-
carboidrato da biomassa vegetal e um dos principais componentes presente no bagaco de

cana-de-agucar (BOERJAN et al., 2003; HENDRIKS & ZEEMAN, 2009).

Figura 8: Representacio estrutural da lignina.
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Fonte: ROSA & GARCIA, 2009.

Os alcoois aromaticos presentes na composi¢ao da lignina atribuem rigidez e
forca consideravel no tecido lenhoso encontrados em plantas, o que aumenta a
dificuldade na quebra da estrutura devido as ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares que confere maior resisténcia a celulose e dificulta a acessibilidade das

enzimas as fibras da celulose (BOERJAN et al., 2003).

2.2.4 Cinzas e Extrativos

Proximo a parede celular da biomassa lignoceluldsica existe numerosas
substancias de baixo peso molecular, pertencente a classes muito diferente em termos de
composi¢do quimica e, portanto ha dificuldades em se encontrar um sistema claro e

compreensivo de classificacdo (KLASS, 1998).
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Inclui-se uma diversidade de substancias onde pode ser feita uma classificagao
subdividindo estas substancias em material organico e inorganico. A fracdo organica ¢
comumente chamada de extrativos onde estdo inclusos carboidratos de baixo peso
molecular, alcaldlides e lignina soluvel. E a fragdo inorginica ¢ sumariamente obtida
como cinzasem sua maioriasao sais e 6xidos de calcio, potassio e magnésio seguidos de

manganés e sodio (MOUTTA, 2009).
2.3  Pré-tratamentos de materiais lignocelulosicos

A fabricacdo de biocombustiveis através da utilizagdo de biomassa
lignocelulosica, s6 sera possivel mediante uma separagdo de seus componentes
principais. Para isto, o pré-tratamento ¢ essencial, pois rompe a estrutura da biomassa
tornando as moléculas de celulose mais acessiveis as enzimas que convertem os
polimeros em agtcares fermentesciveis. O pré-tratamento tem a fun¢ao de desorganizar
a lignina e diminuir a cristalinidade da celulose (PEREIRA ef al., 2008). Um processo
de hidrolise enzimatica com uma prévia etapa de pré- tratamento tem o seu rendimento

aumentado de 20% para 90% (NOJIRI, 2009).

O pré-tratamento deve ser seletivo e funcional garantindo a acessibilidade da
celulose, ser eficiente em termos de rendimento, evitar a degradagdo de carboidratos,
apresentar consumo reduzido de energia e insumos. O pré-tratamento ¢ composto por
uma série de operagdes que, aplicadas aos materiais lignocelulosicos de forma que

desorganize a estrutura da biomassa celuldsica, como mostra a Figura 9.

Figura 9: Alteracoes estruturais no ML determinadas pelo pré-tratamento.

Pré-tratamento 74 ,*
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Fonte: SANTOS et al., 2012
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Estas operagdes sdo responsaveis por adaptar o bagago, as condi¢des de
transformagao, para facilitar o trabalho das enzimas e 4cidos que atuam na conversao de
carboidratos em agucares. Estas podem ser classificadas como fisicas, quimicas,

bioldgicas e podem ser utilizadas associadas/combinadas, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2- Processos de pré-tratamento da biomassa.

PROCESSO

DESCRICAO

Fisicos

Explosdo de vapor

A biomassa triturada é tratada com vapor (saturado, 160°-260° C) seguido de
uma rapida descompressao.

Termoidrolise Utiliza d4gua quente a alta pressdo (pressdes acima do ponto de saturag¢do) para
hidrolisar a hemicelulose.

Quimicos

Hidrolise acida Por meio do uso de acidos sulfurico, cloridrico, ou nitrico, concentrados ou
diluidos.
Hidrélise alcalina  Pelo uso de bases, como hidréxidos de sodio ou célcio.

Organosolv Uma mistura de um solvente organico (metanol, bioetanol e acetona, por
exemplo) com um catalisador acido (H,SO,4, HCI) é usada para quebrar as
ligagdes internas da lignina e da hemucelulose.

Biolagicos Utilizagdo de fungos para solubilizar a lignina. Geralmente, é utilizado em
combinagio com outros processos.

Combinados

Explosdo de vapor
Catalisada

Afex (ammonia
fiber explosion)

Explosdo de CO;

Adigdo de HySO4 (ou SO4) ou CO; na explosdo de vapor pode aumentar a
eficiéncia da hidrélise enzimatica, diminuir a produgdo de compostos
nibidores e promover uma remog¢do mais completa da hemicelulose

Exposi¢do a amonia liquida a alta temperatura e pressdo por um certo periodo
de tempo, seguida de uma rapida descompressdo

Simular a explosdo de vapor

Fonte: BNDS e CGEE, 2008.

O pré-tratamento deve ser escolhido com bastante cautela, levando em

considera¢do a biomassa (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000). Visto que ¢
etapa mais relevante, pois interfere nas etapas subsequentes do processo de geragdo de
bioetanol, bem como a hidrélise da celulose e a formacdo de produtos inibidores a
hidrolise enzimatica e fermentacdo (RUEDA, 2010). A Figura 10 mostra a separagao

dos principais componentes dos materiais lignoceluldsicos.
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Figura 10: Separacao dos componentes lignoceluldsicos.

Material
Lignocelulésico

Hemicelulose

Pré-Tratamento P! (pentoses + hexoses)

(auto-hidrolise/pré-hidrolise)

OH"ou solv. organicos

Hldr§lise v (deslignificagdo)
Acida ans 7 =
. elulose + Lignina olugao
Glicose (celulignina) P1 de lignina
(Celuloses)

Fonte: PEREIRA et al., 2008.

2.3.1 Pré-Tratamentos por Métodos Fisicos

Os métodos fisicos permitem aumentar o tamanho dos poros e a area superficial
disponivel, diminuindo assim a cristalinidade da celulose e o seu grau de polimerizagao.
Existem varios tipos de processos fisicos como, por exemplo: o ultrassom, a irradiacao,
moinho de bolas, martelo de trituragdo e cilindros de moagem. O ultrassom ¢ aplicado
para desintegracdo da matéria-prima, atividade muito utilizada para a producao de
biogas; A moagem permite alterar a estrutura e reduzir o tamanho; enquanto a
irradiacdo permite a melhora na hidrélise enzimatica pela acdo de raios gama, feixe de
elétrons ou micro-ondas. No entanto os efeitos causados pelos métodos fisicos podem
nao ser eficazes o suficiente para o tratamento da biomassa, sendo necessario utiliza-los
na maioria das vezes associado a outros tratamentos (TAHERZADEH & KARIMI,
2008).

2.3.2 Pré-Tratamentos por Métodos Quimicos

O pré-tratamento quimico consiste na utilizagdo de uma substancia quimica seja
ela 4cida ou basica visando solubilizar a hemicelulose e lignina. Dentre eles: acidos
diluidos e concentrados, hidréxido de sodio, hidroxido de calcio, ozonodlise e

organosolv. No Brasil, os reagentes acidos mais utilizados sdo acidos sulfuricos,
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cloridricos e nitricos (concentrados ou diluidos). Com o pré-tratamento acido pode-se
conseguir altas taxas de reagdo, no entanto esses processos podem ser diferenciados de
acordo com as condigdes aplicadas de temperatura e concentragdo. A temperatura de
160°C ¢ vista como referencial, podem ser utilizadas temperaturas mais altas, a fim de
acelerar o processo e atingir taxas aceitaveis de conversdo de celulose em glicose,
fazendo uso do tratamento acido se faz necessario o ajuste do pH antes da continuidade
as etapas seguintes de hidrolise e fermentacdo, visto que com a elevada acidez pode

dificultar o processo de fermentacdo (HAMELINCK et al., 2005).

Rabelo (2007) realizou estudo de otimizagdo da etapa de pré-tratamento por
perdxido de hidrogénio alcalino em bagaco de cana ndo moido, obtido de cana
queimada e colheita manual, tendo como objetivo a maximizagdo da concentracdo de
glicose apods a hidrolise enzimatica, e determinou as condi¢des O6timas do pré-tratamento
em lh de reagdo, 25°C, 4g de bagago de cana-de-acucar ndo peneirado em 100mL de

solugdo de peroxido de hidrogénio 7,355% (v/v) em pH 11,5.

Rueda (2010) estudou a producao de agucares fermentesciveis a partir de bagaco
de cana-de-agticar pré-tratado com os 4acidos sulfurico e fosforico diluidos e
deslignificado com hidroxido de s6dio (NaOH). Avaliando a influéncia do tempo de
pré-tratamento (h), temperatura (°C) e concentracao de acido sulfurico ou fosfoérico.
Depois do pré-tratamento acido, o bagaco foi deslignificado por 1h a 100°C com 1%p/v.
Os resultados mostraram que ambos pré-tratamentos podem levar a altos rendimentos
de glicose na hidrolise enzimatica. Os melhores resultados para o acido fosférico foram
obtidos quando o bagaco foi pré-tratado a 140°C, 120 min e 0,5%p/v de acido fosforico.
Quando o acido sulfurico foi usado, os melhores resultados foram obtidos para pré-

tratamentos a 100°C por 15 min e com 0,5%p/v de &cido sulftrico.

A aplicacao do tratamento acido pode ser em grande parte limitada tendo em
vista a possibilidade de corrosdao do equipamento, maior tempo de reagdo e consumo de
energia, assim como a obrigacdo para a recupera¢ao do acido depois de tratamento.
Durante o pré-tratamento, lignina e hemicelulose sdo solubilizados e decompostos na
fase aquosa, enquanto que a celulose permanece na fracdo de solida. Compostos
aromaticos, como furanos e fenois sdo propensos a sofrer reacdes de condensacdo a
temperatura ambiente (BUCHERT et al., 1990) e a altas temperaturas (KLINKE et al.,
2002; SHEVCHENKO et al., 2000), resultando no precipitado escuro, o qual ja pode ter
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ocorrido a formagdo dos inibidores. Para producdo de bioetanol ndo ¢ um exemplo
atrativo de pré-tratamento, pois ¢ responsavel pela formagao dos inibidores devido as
condi¢des drasticas de processo, quando se utiliza acido concentrado com elevadas
temperaturas. Em contrapartida Nascimento (2011), ressalta as vantagens em se utilizar

o tratamento 4cido dentre eles a solubilizagcdo da hemicelulose e o custo acessivel.

2.3.3 Pré-tratamentos por Métodos Biologicos

Os microrganismos (MO) também podem ser usados para pré-tratar a biomassa
lignoceluldsica e melhorar a hidrdlise enzimatica, sdo utilizados microrganismos
semelhantes a fungos e bactérias responsaveis em degradar em torno de 40% de lignina
e 80% de hemicelulose, € em menor quantidade a 20 e 30% de celulose. Durante o
processo de deslignificagdo, os MO secretam enzimas extracelulares (peroxidases e
lacases) as quais sdo responsaveis pelo processo. Este pré-tratamento requer menos
energia e tem uma efetiva deslignificagdo, ainda podendo ser utilizado associado a
outros métodos. No entanto um dos fatores que desfavorecem a utilizacdo desse método
¢ o tempo dispendioso de atuacdo dos MO’s sobre a biomassa, o que retrata uma
desvantagem a utilizacdo do mesmo em relagao ao custo-beneficio (SUN & CHENG,

2002).

2.3.4 Pré-tratamentos Associados

Os processos fisico-quimicos incluem principalmente o0s processos
hidrotérmicos, tais como hidrdlise e a explosdo com vapor. Estes métodos baseiam-se
na utilizacdo de agua ou vapor, ou ambos, e calor para o tratamento da biomassa. No
tratamento hidrotérmico, a pressao (P>5MPa) ¢ aplicada para manter a d4gua no estado
liquido a temperaturas elevadas de 170-230°C (WYMAN et al., 2005). Nestas
condi¢des ocorre hidrélise dos grupos acetila das hemiceluloses (ZANDERSONS et al.,
2004).

Na explosao a vapor a biomassa ¢ tratada com vapor de agua saturado a elevada
pressao sendo depois a pressao reduzida rapidamente o que faz com que o material sofra
uma descompressao subita e explosdo. E comum a utilizagdo da biomassa com diversos

catalisadores quimicos, como por exemplo, o 4cido sulfurico, dioxido de enxofre,
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didoxido de carbono ou agentes alcalinos a base de amodnia resultando no processo
AFEX. Neste pré-tratamento, ha extra¢ao de lignina e mudancga na estrutura celuldsica o
que facilita a formagdo de novas ligacdes, permitindo assim que na hidrolise ocorra a
formacdo de inibidores (SOKHANSANI et al., 2005; ADAPA et al., 2010; SHAW,
2008). A eficiéncia do processo de explosdo a vapor ¢ afetada por vérios fatores sdo
eles: a temperatura, o tempo de residéncia, o tamanho de particula e o teor de umidade

(SUN & CHENG, 2002).

Segundo Schlittler (2006), alguns pré-tratamentos se processam sobre condigdes
tdo extremas que além de separar as fragdes e hidrolisd-las em seus monomeros, sao
capazes de degradar as moléculas em subprodutos indesejaveis. Isto ¢ muito comum nos
processos com temperaturas muito elevadas, por longos tempos de exposi¢do ou com
elevadas concentragdoes de acidos. Esses subprodutos podem causar efeitos inibitérios

nas etapas seguintes e por isso precisam de uma destoxificacao.

A explosdo a vapor permite aumentar significativamente a digestibilidade
enzimatica. Nestes processos, por apresentarem um pH moderado, os problemas de
corrosdo sao muito reduzidos e os passos de reciclagem dos 4cidos e dos precipitados
poderdo ndo ser necessario, reduzindo os custos. Esse método ¢ comumente visto,
porque ¢ o que oferece uma menor geracdo de compostos inibitérios (PALMQVIST &

HAHN-HAGERDAL, 2000).

Um estudo realizado por Zheng et al.,(1998), compara os processos de explosao
a vapor com dioxido de carbono e a explosdo a vapor com amonia no pré-tratamento da
mistura de papel reciclado e bagaco de cana. Os autores verificaram que explosdao com
dioxido de carbono foi mais eficaz em termos de custos € ndo ocorreu a formagao de

compostos inibidores que possam influenciar na hidrélise e fermentagao.

2.4 Hidrolise

A hidrélise pode ocorrer tanto pela acao das enzimas como de acidos. A
hidrélise enzimatica se mostra mais propicia por ser mais seletiva e necessitar de
equipamentos menos rigorosos do que a hidrolise acida, em ambos os processos de

hidrdlise, a celulose ¢ convertida em glicose conforme a Equacao 1 (SANTOS, 2014).
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n C6H1()O5 +n HQO —n C6H1206 (1)

Essa reacdo ¢ catalisada por enzimas altamente especificas, as celulases. Na
verdade, trata-se de um complexo enzimatico composto por pelo menos trés grandes
grupos de celulases: as endoglucanases, as exoglucanases (subdivididas em
celobiohidrolases e glucanohidrolases (GHs)) e as B-glucosidases (SILVA, 2010;
ZHOU et al., 2009).

2.4.1 Formacao dos Inibidores

Os componentes toxicos que sdao inibidores da fermentagdo podem ser
classificados em dois grupos: inibidores centralizados na biomassa lignocelulésica que
sdo aqueles facilmente liberados durante a etapa de pré-tratamento e os que dependem
das condi¢des operacionais empregadas no pré-tratamento. Os pré-tratamentos acidos
combinados a altas temperaturas sao fortemente passiveis a producdo de compostos
toxicos, da mesma forma aqueles realizados em condi¢des severas de temperatura,
tempo, pressdo, pH e adicdo de catalisadores estes afetam diretamente as variaveis de

processo da fermentacdo como:

e condigoes fisiologicas das células;
e concentracao de oxigénio dissolvido;

e pH do meio.

Os parametros sdo afetados pela toxicidade dos compostos inibitorios que
interferem diretamente no metabolismo dos organismos fermentativos, reduzindo assim
a eficiéncia na geracao dos produtos desejados, como os acucares (TAHERZADEH et

al., 2000).

Segundo Olsson e Hahn-Higerdal (1996) e Parajo et al.,(1998), os compostos
toxicos oriundos dos pré-tratamentos podem ser divididos em quarto grupos: produtos
de degradacao de agtcares, produtos de degradacao da lignina, compostos derivados da

estrutura lignoceluldsica e ions de metais pesados.

Os principais produtos e subprodutos gerados através da degradagao da celulose

sdo a glicose ¢ a hemicelulose a xilose, arabinose, manose, galactose e acido acético.
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Sob altas pressdes e temperaturas glicose e xilose sdo degradadas a 5-
hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, respectivamente. Acido levulinico e acido
formico sdo gerados pela degradagdo de HMF e compostos fenolicos sdo gerados a
partir da degradacdo parcial de lignina, como siringaldeido, 4cido p-hidroxibenzoico,
acido vanilinico, vanilina e &cido ferulico (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL,
2000). A Figura 11 mostra a procedéncia de cada um dos inibidores provenientes dos

diferentes constituintes da biomassa.

Figura 11: Formacio dos compostos inibitorios.

Cinzas Agucares Inibidores
(0-2%) -

‘ I Acido |
levulinico

Celulose

(35-50%) Glicose ———— Hidroximetilfurfural

™

Galactose, manose

formico
H?Tg'f;;‘%'{‘?)se Xilose, arabinose —— Furfural
» Acido acético
Lignina _ Compostos
(21-32%) ~ fenolicos
»Resina

Extrativos
( 1-5“0)

Fonte: Adaptado de PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000.

Dessa forma, os materiais lignocelulosicos quando pré-tratados/hidrolisados
disponibilizam uma fracdo de hexoses resultante da celulose que ¢ facilmente
fermentescivel por leveduras industriais como Saccharomy cescerevisiae, € uma fragao
de pentoses (xilose e arabinose), provenientes da hidrdlise da hemicelulose, carboidratos
estes ndo diretamente fermentesciveis a etanol. Assim héd necessidade de utilizar
microrganismos resistentes aos mecanismos ¢ tolerantes ao estresse, sob as diversas
condi¢des a que eles sdo submetidos durante a fermentagdo alcoolica de hidrolisados

lignocelulosicos (MENDES et al., 2012).
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2.4.1.1 Produtos de Degradagdo dos Acucares

2.4.1.1.1 Hidroximetilfurfural (HMF)

O hidroximetilfurfural ¢ um dos principais compostos téxicos estudado,
originario da degradagdo das hexoses e que se decompde em acido levulinico e acido
formico. Seu efeito inibitério ¢ semelhante ao furfural, porém considerado menos
toxico. Estudado por Palmqvist & Hahn-Hagerdal, (2000), sua concentracio em

hidrolisados hemiceluldsico é normalmente baixa devido a trés fatores:

(1) a baixa quantidade de hexose em hemicelulose;
(2) as condi¢des empregadas no processos hidroliticos, que normalmente nao se
degradam hexoses em grandes quantidades;

(3) e a alta reatividade deste composto.

Como relata Bellido et al., (2011), no estudo realizado em palha de trigo pré-
tratada em explosdo a vapor e hidrolisada pela Pichia stipitis, as fermentagdes
realizadas foram completamente inibidas por um efeito sinergético devido a presenca de

0,05 g/L de HMF; 0,15 g/L de furfural e 1,5 g/L de &cido acético.

Modig et al., (2002), avaliaram a tolerancia de linhagem de Saccharomyces
cerevisiae, relatando a inibicdo HFM e furfural, na concentracao de 1,0 g/L, o que
acarretou em uma disfun¢do no crescimento da levedura devido a presenga de 50%

HMF e 90% de furfural.

Taherzadeh et al., (2000), reportaram que o crescimento de Saccharomyces
cerevisiae em meio sintético foi inibido em 70% quando em presenca de 4g/L de HMF,
e em 89% quando em presenga de 4g/L de furfural. Porém quando ambos foram
avaliados na propor¢cdo de (2g/L) furfural e (2g/L) HMF, o crescimento deste
microrganismo foi inibido completamente, sugerindo efeito sinérgico de inibi¢ao entre

esses dois compostos.

Martinez et al.,(2000), observaram que a producdo de etanol por E. coli a partir
de hidrolisados hemicelulosicos do bagaco de cana foi afetada por HMF e furfural sé
quando as suas concentragdes eram mais elevadas do que 0,9g/L. Individualmente, estes

compostos foram apenas parcialmente responsaveis pela toxicidade do hidrolisado.
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Mesmo sendo considerado menos toxico que o furfural, o HMF tem sua
toxicidade acentuada devido a presenca de aldeidos (substancias furanicas) que pode
reagir com determinadas moléculas biologicas como lipideos, proteinas e acidos

nucléicos e causar danos a membrana celular (TAHERZADEH et al., 2000).

2.4.1.1.2 Furfural

As pentoses se degradam a furfural, um composto toxico que dependendo da sua
concentracdo no meio fermentativo, inibem as leveduras afetando a taxa especifica de
crescimento que reflete sobre a produtividade do etanol (PALMQVIST & HAHN-
HAGERDAL, 2000). Diferentes respostas sdo obtidas a influéncia do furfural e

hidroximetilfurfural, isso se da devido a variedade dos MO’s.

Palmqvist & Hahn-Hagerdal, (2000), relata que a Saccharomyces cerevisiae
metaboliza o furfural sobre condi¢des aerdbias e anaerdbias. De acordo com Allen et
al., (2010), asseguram que para a levedura sobreviver em presenca de furfural, precisa
reduzir o composto a sua forma alcodlica (furano metanol) menos toxica. Os autores
verificaram que a concentragdo de 25mM de furfural resultou em um aumento da fase
lag de crescimento da levedura, e que em concentracdes de S0mM o crescimento da

levedura ¢ totalmente inibido.

Nigam (2001), descobriu que uma concentragao de furfural de 0,25 g/L. no meio
de fermentacdo nao foi suficiente para reduzir o rendimento de etanol por Pichia stipitis
e a produtividade, mas uma concentracao tdo alta como 1,5 g/L interferiu na respiragdo
e o crescimento do microrganismo. Rendimento em etanol e produtividade foram
reduzidos em 90,4 % e 85,1 %, respectivamente. O mesmo autor ainda testou trés meios
sintéticos, cada um contendo apenas um tipo de composto toxico, e descobriu que as
porcentagens de reducdo no rendimento e produtividade, foram, respectivamente, 30,2%
e 59,6% para o meio com acido acético, 7,0% e 12,8%para o meio comfurfural e 14,0%
e 44,7% para o meio com derivados de lignina. Assim, o efeito inibidor destes

compostos ¢ mais pronunciado quando combinados, devido ao seu efeito sinérgico.
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2.4.1.2  Produtos de Degradagdo da Lignina

A partir da hidrolise da lignina sdo sintetizados varios compostos dentre eles os:
aromaticos, poliaromatico e fendlicos como siringaldeido, acido p-hidroxibenzoico,
acido vanilinico, vanilina e acido ferulico. Os compostos fenolicos tém um efeito
inibidor consideravel durante a fermentacdo de hidrolisados lignocelulosicos, e aqueles
com baixo peso molecular sdo os mais toéxicos. Os compostos fenolicos causam a perda
da integridade de membranas bioldgicas, afetando a capacidade de atuarem como
barreira seletiva das enzimas. Em consequéncia, tanto o crescimento celular e

assimila¢do de acucar sdo reduzidas (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).

Mussanato et al., (2004), apontam que as concentracdes de furfural e HMF
presentes no hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz, ndo sdo as principais
responsaveis pela inibi¢ao do metabolismo de Candida guilliermondii, para a producao
de xilitol, e que diminui¢do do rendimento pode estar ligado aos produtos derivados da

lignina.

Parajo et al.,(1998), relataram que a degradagdao dos produtos da lignina sdo
mais toxicos para os microrganismos do que o furfural e hidroximetilfurfural, mesmo
quando em baixas concentracdes. Eles também relataram que o metabolismo da
Saccharomyces cerevisiae a partir de hidrolisados de madeira para produgao de xilose
foi totalmente inibido pela vanilina em concentragdes de 5,0 ou 3,7g/L,

respectivamente.

2.4.1.3 Compostos Derivados da Estrutura Lignocelulosica

Os extrativos da matéria-prima como resinas, taninos e terpeno, assim como o
acido acético, derivados do grupo acetila presentes na hemicelulose, sdo produzidos
durante o processo de hidrolise. De acordo com McMillan (1994), os extrativos
produzem menos inibi¢do no crescimento microbiano do que os derivados de lignina e

acido acético.

A toxicidade do acido acético varia de acordo com as condi¢des de cultivo

empregadas no processo fermentativo. Segundo Tong et al., (2010), em meio YPD foi
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adicionada com 0,5% de acido acético em v/v, testando vérias linhagens de

Saccharomyces cerevisiae, resultou no menor crescimento apresentando um pH de 6,2.

Van Zyl et al., (1991), utilizaram Pichia stipitis para produzir etanol a partir de
bagaco de cana hidrolisado hemiceluldsico e verificaram que o grau de inibigao
provocado por acido acético nao dependia apenas de sua concentragao, mas também da
concentragdo de oxigénio e do pH. O pH 6,5 e com concentragdes de acido acético
acima de 4 g/L, a producdo de etanol comegou a diminuir, reduzindo-se para 50%

quando a concentracao de acido atingiu 15 g/L.

2.4.1.4 Tons de Metais Pesados

Os ions de metais pesados como ferro, cromo, niquel e cobre surgem devido a
corrosao do equipamento durante a hidrolise, e sua toxicidade inibe o metabolismo das
enzimas. Watson et al., (1984), avaliaram os efeitos de cations metalicos no crescimento
celular de P. tannophilus sobre a atividade da enzimas envolvidas no metabolismo da
xilose em meio sintético empregando concentracdes de cations semelhantes aos
encontrados em hidrolisados. A atividade microbiana foi ligeiramente reduzida quando
os ions de cobre, niquel, cromo e ferro e estavam presentes em quantidades abaixo de 4,
5, 100 e 150 mg/L, respectivamente. Por outro lado, uma reducdo de 60% foi produzido

por ions de niquel, a uma concentra¢do de 100 mg/L.

2.5 Métodos de destoxificacao dos hidrolisados

Segundo Taherzadeh et al., (2000), existem quatro abordagens diferentes para
minimizar a presenca de inibidores de hidrolisados lignocelulosicos: (1) evitar formacao
de inibidores durante a hidrolise; (2) desintoxicar o hidrolisado antes da fermentacao;
(3) desenvolver espécies de MOQO’s capazes de resistir a inibidores; (4) converter
compostos toxicos em produtos que nao interfiram no metabolismo microbiano. Estes
autores também relataram que novas espécies microbianas metabolicamente
modificadas toleram os inibidores e podem diminuir a necessidade de desintoxicar
hidrolisados. No entanto, no caso de alguns compostos ha espécies que ganham

resisténcia.
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A etapa de destoxifica¢do propde transformar inibidores em compostos inativos
ou reduzir suas concentragdes. A eficiéncia do método de destoxificagdo vai depender
do tipo de hidrolisado lignoceluldsico e do tipo de MO utilizado, pois cada tipo de
hidrolisado tem um diferente grau de toxicidade e cada espécie de MO tem um diferente

grau de tolerancia aos inibidores.

Os métodos de destoxificagdo se dividem em trés classes: fisicos (evaporacao,
separa¢do por membranas), quimicos (ajuste de pH, overliming, tratamento com carvao
ativado e com resinas de troca idnica) e bioldgicos (uso de enzimas). A concentracdo do
hidrolisado por evaporagdo 4 vacuo ¢ um método fisico que reduz significativamente a
compostos volateis como acido acético, furfural e alguns compostos fendlicos como a

vanilina (MOUTTA, 2009).

Dentre os mais utilizados estdo: O ajuste de pH ¢ geralmente associado a outros
métodos, consiste na correcdo do pH do hidrolisado para um valor adequado ao
crescimento microbiano. Em decorréncia disso, pode acontecer o surgimento de um
precipitado que contenha compostos fenolicos, metais pesados, furfural, acetato e
terpenos que podem ser retirados por uma etapa posterior de filtragdo. Por si s6 ndo tém

eficécia, por isso a necessidade de ser combinado a outro método.

Como exemplo de tratamento quimico o overliming consiste na eleva¢do de pH
com hidréxido de célcio para 9-12, seguido de ajuste de pH para a condigcdo de
fermentagcdo com acido sulfurico e acido fosfoérico. Nestas condigdes, ¢ favorecida a
dissociacdo de acidos fracos, como o acido acético e a grande maioria dos compostos
fenolicos, permitindo a sua remog¢do parcial. Outros solventes organicos como
tricloroetileno e benzeno capazes de extrair o acido acético (CARVALHEIRO et al.,

2005).

Fonseca (2009) fez o estudo de destoxificacdo do bagago de cana utilizando
métodos biologicos comparando as leveduras Issatichenkia occidentalis e Issaticehnkia
orientalis capazes de metabolizar os compostos toxicos presentes nos hidrolisados
lignoceluldsicos. Ainda segundo estudos levantados por Fonseca (2009), adsor¢do em
resina de troca i6nica tem sido muito utilizada na destoxificacao, entretanto o alto custo

dessa técnica inviabiliza seu uso industrial.
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Os carvdes ativos vém sendo utilizados para tratamentos como, purificacao,
destoxificacdo, desodorizagdo, filtragdo, descoloracdo, declorificagdo, remocdao ou
modificagdo de sabor ¢ concentracdo de uma infinidade de materiais ¢ substancias
liquidos e gasosos. De acordo com Mussanato et al., (2004), a descontaminagcdo com
carvdo ativo t€ém se mostrado altamente eficientes na remoc¢do de compostos que
transmitem cor e odor, € na remo¢ao de metais e compostos organicos de baixa massa

molar.

Processos combinados sao muito utilizados como Carvalho Junior et al., (2005)
que obteve melhores resultados em hidrolisado hemicelulésico de bagaco-de-cana,
utilizando CaO e H3PO,, a diminuicdo do pH para 2,5 com H,SO4, além do emprego de
menor concentracdo de carvao ativado (1%). Observaram uma remogao de 100% de
furfural e HMF, além da remocao de aproximadamente 55 e 80% de 4cidos e compostos

fendlicos respectivamente.

O processo de destoxificagdo com carvao ativado consiste em colocar o
hidrolisado em contato com o carvao numa coluna empacotada de carvao, em geral num
processo em batelada. Relatos da literatura referenciam modos de ativagdo do carvao
com acido, sendo necessaria a caracterizacdo do carvao utilizado (tempo de contato,
granulometria do carvao, concentragdo do carvao ativado e temperatura), tais
caracteristicas podem influenciar na adsor¢do dos compostos, e sendo estimadas pode-
se otimizar as condi¢des de processo (CARVALHEIRO, 2005; PARAJO et al., 1998;
MUSSANATO et al., 2004). Esse processo apresenta um baixo custo e de boa
eficiéncia na remoc¢do dos compostos inibitérios como compostos fenolicos, de

derivados do furano (HMF e furfural), pigmentos e acidos livres.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Centro de Tecnologia da Universidade
Federal de Alagoas e contou com a colaboracdo da infraestrutura dos seguintes
laboratérios: Laboratério de Tecnologia de Alimentos e Bebidas e Laboratorio de
Ensino em Engenharia Quimica. Em parceria com a Universidade Federal de Sao Carlos
que disponibilizou as instalagdes do Laboratorio de Engenharia Bioquimical e o
Laboratorio de Desenvolvimento e Automagao de Bioprocessos.

O trabalho foi dividido em trés partes, conforme ilustrado na Figura 12.

Figura 12: Fluxograma do Procedimento Experimental.
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Fonte: Acervo do autor, 2014.
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Na primeira etapa foi realizada o preparo da matéria-prima, realizagao do pré-
tratamento e caracterizagdo fisico-quimica do bagaco de cana-de-agucar. Na segunda
etapa foi obtido o hidrolisado lignocelulésico do bagaco da cana-de-actcar. Na terceira
etapa foi realizada a destoxifica¢do dos diferentes pré-tratados onde foi possivel avaliar
sua eficiéncia comparando distintas condi¢cdes de tempo e concentracao de adsorventes.

As amostras obtidas nas melhores condigdes seguiram para fermentagdo e destilagao.

3.1 Coleta e preparo da matéria-prima

O bagaco de cana de agucar in natura utilizado nesse trabalho ¢ um mix
proveniente da moagem da Usina Coruripe na cidade de Coruripe localizada no estado
de Alagoas. As amostras de bagaco levadas ao laboratorio foram higienizadas com
hipoclorito de s6dio a 100ppm durante 15 minutos. Em seguida foram colocadas em
estufa de circulagdo forgada a 45 + 5°C para secagem até peso constante.
Posteriormente o bagaco foi triturado em um moinho de facas, tipo Willey para obter-se

uma granulometria de 30 mesh, conforme Figura 13 e 14.

Figura 13: Moinho de Facas (Tipo Willey).

Fonte: Acervo do autor, 2014.
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Figura 14: Peneira de aco inox AISI 304 com malha de 30mesh.

Fonte: Acervo do autor, 2014.

O teor de umidade foi avaliado nas amostras empregando uma balanga
determinadora de umidade, modelo ID-50 (Marte Balancas e Aparelhos de Precisdo
Ltda) a 100°C em modo automatico, como mostrado na Figura 15. Para cada amostra
(in natura e pré-tratados), a determinagdo da umidade foi realizada em duplicata,

usando-se o valor médio.

Figura 15: Determinador de Umidade Modelo ID50.

Fonte: Acervo do autor, 2014.

3.2 Pré-tratamento

Para a realizacdao do pré-tratamento, a metodologia ¢ especifica de acordo com o
pré-tratamento utilizado. Foram realizados dois pré-tratamentos: com solugdo de acido
diluido que segundo Rueda (2010), apesar de algumas desvantagens como a

necessidade de equipamentos especiais para realizacdo do mesmo, o pré-tratamento
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acido gera altos rendimentos de glicose quando utilizado o bagago de cana-de-agtcar; e
hidrotérmico, que de acordo com Mochidzuki et al., (2002), O tratamento hidrotérmico
que utiliza dgua a temperaturas de 170 a 220°C, tem sido aplicado como pré-tratamento
de material lignoceluldsico para tornar mais efetiva a acdo enzimadtica para a conversao
de celulose em glicose, o que proporciona uma menor degradagdo dos compostos
soluveis existentes no hidrolisado. Ao final de cada ensaio de pré-tratamento foi
realizada a filtracdo, e utilizado a fra¢do s6lida para proceder as demais etapas, a mesma
foi lavada em 4gua corrente até atingir a neutralidade. Foi determinado o rendimento

massico, a partir Equacao 2.

Rendimento méassico (%) = ::f;"al x 100 (2)
inicial
Onde:

Minicig—massa inicial seca submetida ao pré-tratamento (g)

M= massa final seca apos lavagem até a neutralidade(g).

3.2.1 Pré-tratamento Acido

O pré-tratamento acido foi realizado conforme proposto por Santos (2014),
adotando as condi¢des de reacdo na relagdo 1:10 (m/v) com bagaco in natura (massa
seca) — HySO40,5%, tempo de contato de 15 minutos a 121°C a latm em autoclave. Ao
atingir a temperatura ¢ o tempo correspondente o material pré-tratado foi filtrado e a
fragdo solida mantida por 24 horas em capela de fluxo laminar, com o intuito de se obter

um teor de umidade em torno de 10%, como mostra a Figural6.

Figura 16: Etapas do pré-tratamento acido.

Fonte: Acervo do autor, 2014.
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3.2.2 Pré-tratamento Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado conforme descrito por SILVA et
al.,(2010), onde ¢ utilizado um reator PARR (Fabricante PARR Instrument Company
Moline, Illinois, EUA), modelo 4580 HP/HT com capacidade de 5 L, e PID para controle

de temperatura, como mostra a Figura 17.

Figura 17: Reator PARR.
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Fonte: Acervo do autor, 2014.

O bagago in natura (massa seca) foi colocado no reator de ago inoxidavel e
misturado com a agua na proporcao de 1:10 (m/v) fixo, na rotagdo de 200rpm, nas
condigoes de 195°C durante 10 minutos de reagdo, sendo essa condigdo de
(temperatura/tempo) a melhor referenciadas por Santos (2014), em termos de agucares
obtidos ap6s pré-tratamento. Ao término do pré-tratamento o material foi submetido a
filtragdo com intuito de separar a fragdo solida da fragcdo liquida, a fracdao solida foi
recolhida e mantida em capela de fluxo laminar por 24 horas, para se obter um teor de

umidade em torno de 10%, conforme a Figura 18.
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Figura 18: Etapas do pré-tratamento hidrotérmico.

Fonte: Acervo do autor, 2014.

3.2.3 Caracterizacao Quimica da Biomassa

As amostras dos bagagos in natura e pré-tratados com acido sulftrico diluido e
hidrotérmicamente foram caracterizadas segundo o procedimento descrito por Gouveia
et al., (2009), ap6s o material ser triturado em moinho de facas para obter-se uma
granulometria de 30 mesh. A amostra de bagaco in natura seguiu para a etapa de

quantificagdo de extrativos para posterior caracterizacao.

Na hidrdlise acida, amostras de 2g (massa seca) de material lignocelulésico
foram pesadas com precisao de 0,1mg e transferidas para um béquer de 100mL para
serem tratadas com 10mL de H,SO4 72% (v/v), sob vigorosa agitacdo com um bastao de
vidro, em um banho termostatico a 45,0 + 0,5 °C por 7 min. A reacdo foi interrompida
com a adi¢do de SO0mL de dgua destilada, e a amostra transferida quantitativamente para
um erlenmeyer de 50mL, e em seguida acrescentando 225mL de dgua destilada, que
totaliza um volume de 275mL. Para uma hidrolise completa dos oligdmeros restantes, o

erlenmeyer foi fechado com papel aluminio e autoclavado por 30 minutos a 121°C.

ApoOs a descompressdao da autoclave, os erlenmeyeres foram resfriados a
temperatura ambiente, sendo a mistura reacional filtrada e transferida para um baldo
volumétrico de 500 mL que foi completado com a 4dgua de lavagem do material retido
no filtro. O baldo volumétrico que contém o hidrolisado foi armazenado para posterior

analise de carboidratos, conforme Figura 19.
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Figura 19: Caracterizacdo quimica dos bagacos.

Fonte: Acervo do autor, 2014.

3.2.3.1 Determinacao de Lignina Insoluvel na Fra¢ao Sélida.

O material insoluvel retido no papel de filtro proveniente da etapa de hidrolise
acida foi lavado com 1500mL de agua destilada, para remocdo de acido residual
atingindo um pH préximo da neutralidade, e seco em estufa a temperatura de 100°C até
massa constante. A porcentagem de lignina insoluvel em meio acido foi calculada em
relacdo a massa de material lignoceluldsico seco descontando-se a massa de cinzas

presente na lignina, conforme a Equacao 3.

%Ly = % 100 3)

A

Onde: Lki=Lignina Klason insoluvel; Mk=massa de lignina insolivel seca; Mc=massa de

cinzas; M4=massa da amostra seca.
3.2.3.2 Determinacao de Lignina Soluvel

A quantidade de lignina soltivel foi determinada pela medida de absorbancia a
280 nm em um espectrofotometro (Pharmacia Biotech Ultrospec 2000). Uma aliquota
de SmL do hidrolisado obtido da etapa de hidrolise acida para caracterizagdo quimica
dos materiais lignocelulésicos foi transferida para um baldo volumétrico de 100mL e

acrescentado 40 gotas de NaOH 6,5mol/L, com intencao de deixar o pH final proximo a
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12. Em seguida o volume foi completado com agua destilada e essa mistura resultante
foi analisada no espectrofotdometro. O calculo da lignina solavel foi determinado

conforme a Equagao 4.
Ciig = 4187 1072(Ar — Apg) — 3,279 % 107* 4)

Onde: Cj,= concentracdo de lignina soltvel, em g/L; 47= absorbancia da solugdo de
lignina junto com os produtos de degradac¢do, em 280 nm; A4,;~ (ci & + ¢2 &) —
absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposi¢ao dos agucares (furfural e HMF),
cujas concentragdes c; € ¢, foram determinadas previamente por CLAE (cromatografia
liquida de alta eficiéncia) e & e & sdo as absortividades e valem, respectivamente,

146,85 ¢ 114,00 L/g.cm.

3.2.3.3 Determinagdo de Carboidratos, Acidos Organicos, Furfural ¢

Hidroximetilfurfural na Fra¢ao Liquida

O hidrolisado da etapa anterior foi aplicado em cartuchos de extracdo em fase
solida Sep-Pak C18 (Phenomenex), antes da determinacdo de carboidratos e de acidos
organicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Em seguida foram injetadas no
cromatografo liquido solugdes contendo celobiose, glicose, xilose e arabinose, com
intuito de construir as curvas de calibragdo dos carboidratos. A construgdo das curvas de
calibragcdo dos 4acidos organicos foi realizada através da inje¢do de solugdes contendo
acido acético ¢ acido formico. As condi¢oes das analises foram: coluna Aminex HPX
87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad); fase movel: H,SO, 0,005 mol/L; vazao de 0,6 mL/min;
temperatura do forno: 45°C; em cromatégrafo Shimadzu modelo LC-10AD,

empregando um detector de indice de refragdo Shimadzu modelo RID-6A.

Construiram-se curvas de calibracdo de furfural e hidroximetilfurfural injetando
solugdes padroes destes dois compostos, para determinar as concentracdes de
hidroximetilfurfural (HMF) e furfural foram realizadas andlises cromatograficas
(CLAE). As amostras dos hidrolisados foram filtradas em membrana de 0,45 um e
analisadas. Condig¢des experimentais: coluna C-18 (Waters, 3,9 x 300 mm), fase mével

solugdo de acetonitrila/dgua 1:8 com 1% de solucdo de 4cido acético, vazdo de 0,8
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mL/min, temperatura do forno 25°C e detector UV/VIS (SPD-10A) a 274 nm, em

cromatografo Shimadzu.

3.2.3.4 Determinagdo de Cinzas

ApoOs a determinagdo da lignina insoltvel, a amostra juntamente com o papel de
filtro, foi transferida para um cadinho de porcelana, previamente tarado. A amostra foi
calcinada lentamente a 150°C por 30 min, 250°C por 20 min e mais 120 min a 800 °C,

em uma mufla como mostra a Figura 20, (modificado de ROCHA et al., 1997).

Figura 20: Mufla.

Fonte: Acervo do autor, 2014.

Na determinacdo das cinzas totais, pesou-se aproximadamente 1g (massa seca)
do material em cadinho de porcelana previamente tarado. Por diferenca de massa, o teor

de cinzas da lignina insoluvel e das cinzas totais foi determinado conforme a Equacao 5.

%Cinzas = %* 100 %)

a

Onde: % cinzas = percentual em massa de cinzas; Mc = massa de cinzas (diferenca entre
a massa do cadinho com cinzas e a massa do cadinho vazio); Ma = massa da amostra

em base seca.
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3.2.3.5 Determina¢ao de Extrativos

Para o bagaco de cana-de-acucar in natura foi determinado o conteudo de
extrativos baseada na norma NREL n°10 Determination of Extractives in Biomass.
Pesou-se 7,0g (massa seca) de bagaco in natura e adicionou-se a um cartucho de
celulose previamente seco em estufa a 100°C e colocou-se em um sistema de extragao
(Soxhlet -Diogolab), onde foi utilizado 500mL de etanol 95% que segundo Arantes et
al., (2009) solventes com maior carater polar sdo compativeis com flavondides,
cumarinas, taninos, € saponinas. Adicionou-se o solvente ao baldo extrator de fundo
redondo, ajustando o baldao na manta aquecedora, e refluxou-se por 6 horas apds o
primeiro ciclo de lavagem da amostra, onde se pode observar a transparéncia da

solvente ao redor do cartucho de extragdo, conforme a Figura 21.

Figura 21: Extrator de Soxhlet.

Fonte: Acervo do autor, 2014.

Por fim, colocou-se em uma placa de Petri, previamente, tarada e deixou-se na

capela ligada até se obter massa constante, como mostra a Figura 22.

Figura 22: Cartucho de Celulose.

Fonte: Acervo do autor, 2014.
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Calculou-se a massa de conteudo extraido do bagago in natura, conforme
descrito na Equacao 6.

Mp—Myg

% Extrativos = ( ) * 100 (6)

b

F

Onde: M= massa de bagaco seco (g); M= massa do bagago livre de extrativos (g).

3.3 Hidrolise enzimatica

Para a realizagdo dos experimentos foi utilizada enzima comercial Cellic CTec2
proveniente da empresa Novozymes Latin America. Inicialmente o complexo
enzimatico foi caracterizado conforme a metodologia proposta por Ghose (1987) que
determina a atividade celulosica total das enzimas, visando assim verificar a quantidade

utilizada nas hidrolises.

Em tubos de ensaio Folin Wu foram adicionados 1mL de tampao citrato SOmM
pH 4,8. Em seguida foram adicionadas 0,5mL de enzima previamente diluida em
tampao citrato e tiras de papel de filtro Whatman n°. 1 (1,0 x 6,0cm) como substrato. Os
tubos foram incubados em banho termostatizado a 50°C por 60 minutos, como mostra a

Figura 23.

Figura 23: Etapas de atividade enzimatica.

Fonte: Acervo do autor, 2014.

Ap6és o periodo de incubacdo, adicionou-se 3mL de acido 3,5-
dinitrosalicilico(DNS) a cada tubo e agitou-se para cessar a reagao enzimatica. Em
seguida os tubos foram colocados em agua fervente no banho-maria por 5 minutos
sendo posteriormente resfriados até atingir a temperatura ambiente. Adicionou-se 20mL

de 4dgua destilada e agitou-se, dando sequéncia a leitura em espectrofotometro a 540nm.
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Para preparar a solugdo de DNS usada nos ensaios de atividade enzimatica foi
pesadolg de 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e dissolvido a temperatura ambiente em
20mL de hidréxido de sodio 2mol/L e 50mL de agua destilada. Apos completar a
dissolu¢do do DNS, adicionou-se 30g de tartarato duplo de sddio e potassio (sal de
Rochelle). Para facilitar a dissolucdo, a solugdo foi aquecida até no maximo 40°C. Apos
a adi¢do do sal de Rochelle, completou-se o volume para 100mL com agua destilada. A

solucdo foi armazenada em frasco escuro e mantida sob refrigeracao.

A curva de glicose foi obtida com valores de concentragdo de glicose versus

absorbancia, como mostra a Figura 24.

Figura 24: Curva Padrio de Glicose.
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Fonte: Acervo do autor, 2014.

Usando a curva de glicose, foi possivel determinar a concentracdo liberada em
cada reacdo enzimatica. E a concentragdo de enzima foi estimada para exatamente
2,0mg de glicose liberada durante a reagdo enzimatica, definida como Filter Paper Unity
(FPU). Com a quantidade de glicose liberada na medida FPU a uma dilui¢do critica ¢

2mg, tem-se:

2mg glicose 2/(0,18 x 0,5 * 60 umol. min~1.mL™?

= 0,37umol.min~t.mL™?!
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Sendo assim, a quantidade de enzima que libera 2mg de glicose na reagdo, ¢

definida pela Equacao 7.

0,37
concentracgdo de enzima que realiza 2,0mg de glicose

FPU = unidade mL™1 (7)

As amostras provenientes dos pré-tratamentos descrito nos itens 3.2.1. e 3.2.2.,
foram submetidas a hidrélise enzimatica como adaptado de Silva (2011) utilizando 1%
de carga de so6lidos(gramas de bagago/volume de solugdo). A solugdo para a hidrdlise

continha 40mL de tampao citrato pH 4,8 (50mM), 1mL de enzima.

Os experimentos foram realizados em erlenmeyer de 250mL em incubadora
refrigerada com agitacdo, a 150rpm e 50°C por 72 horas, como mostra a Figura 25. Ao
fim da hidrélise, foram determinados os agucares redutores totais (ART), conforme

descrito no item a seguir.

Figura 25: Incubadora refrigerada com agitacao TE-424 (TECNAL).

Fonte: Acervo do autor, 2014.

3.3.1 Determinagdo dos Agucares Redutores Totais (ART)

Proposta por Miller (1959), a determinagdo dos agucares redutores totais (ART)
foi feita pelo método espectrofotométrico com leitura a 540nm. Para tal determinagdo
foi necessario o preparo da curva padrao de glicose e da solugdo de acido 3,5-

dinitrosalicilico (DNS), conforme Figura 26.
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Figura 26: Curva Padrao de Glicose.
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Fonte: Acervo do autor, 2014.

Para comparagado, foi coletado 1mL da amostra antes e depois da destoxificacao,
sendo essas amostras hidrolisadas com 5mL de H,SO4(1,5mol/L), levadas a banho
fervente por 20min e agitando ocasionalmente a cada 5 min. Em seguida, as amostras
foram resfriadas e adicionaram-se 2 gotas de fenolftaleina para neutralizagdo com
NaOH (20%) até a coloragdo rosa e posteriormente adicionaram-se gotas de
H,S04(1,5mol/L) para voltar a coloragdo transparente. Logo apds, as amostras foram
homogeneizadas e transferidas para uma proveta, completando o volume de 25mL com

agua destilada.

Em tubos de ensaio, coletou-se 0,25mL da amostra diluida junto a 0,5mL de
agua destilada e levou-se para banho fervente, onde foram acrescentados 0,25mL do
reagente DNS e mantidas por 5 minutos. Posteriormente resfriaram-se em banho de gelo
para bloquear a reagao e completou-se com 4mL de dgua destilada. Na sequéncia, foi
feita a leitura das amostras em espectrofotometro a 540nm e determinado o ART

conforme a Equacao 8.

ART (%) = diluigao * absorbancia * fator da curva padrao (8)
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3.3.2 Determinacao do pH

O pH das amostras foi medido antes e depois da etapa de hidrélise, e também

apos a destoxificag¢do, por um medidor de pH PHS-3B (pHTek).
3.3.3 Determinagdo de Solidos Soluveis (BRIX)

A porcentagem em massa de soOlidos dissolvidos em uma solugdo foi
determinada com auxilio do refratdmetro, como mostra a Figura 27. O indice de
refracdo de uma solucdo ¢ uma medida do teor de sacarose e seu conceito ¢ estendido

para indicar solidos soluveis ou Brix em solugdes impuras.

Foi utilizado o refratdmetro digital, HI 96801 Refractometer, que ja indica o
valor na temperatura de 20°C. Para aferi-lo, fez-se necessario a leitura com agua

destilada, devendo a mesma apresentar indice de refracdo igual a zero.

Figura 27: Refratometro HI 96801.

S A

Fonte: Acervo do autor, 2014.

3.4  Meétodo de destoxificacao

Para tratar o hidrolisado e diminuir a concentracdo dos compostos toxicos como
acido acético, furfural, HMF e fenois, provenientes da hidrolise, foi empregada
combinacao de acidos e bases para o ajuste do pH do hidrolisado. Em seguida, realizou-
se um procedimento de adsor¢do com carvao ativado comercial, que apresenta
caracteristica: pHpzc igual a 8,5, densidade de 0,5g/cm’ e area superficial especifica
(Ager) de 670m?/g, capaz de retira as impurezas de um meio sem que estas interfiram
em sua composicao. Esse tipo de tratamento ¢ comumente utilizado na descontaminagao

do hidrolisado de bagaco de cana-de-agcicar (MARTON, 2005).
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No ajuste de pH, os residuos que passaram por tratamento com acido sulftrico
tiveram seu pH elevados para 7 com a adicdo CaO (cal virgem) e em seguida o
decaimento até pH 4,0, utilizando acido fosforico (H3PO,). Os residuos que sofreram
tratamento HDT tiveram seu pH reduzidos para 4 com a adicdo do acido fosforico

(H3PO,), por fim as solugdes foram centrifugadas.

Em seguida, o carvao comercial foi macerado em pistilo e adicionado a um
conjunto de peneiras de aco inox, a fim de classificar a granulometria das particulas em
torno de 2 + 0,5mm, pois de acordo com os estudos realizado por Mussanatto (2004) o
tamanho das particulas influencia diretamente na remo¢do dos compostos inibidores,
visto que hd uma melhoria das propriedades de adsor¢do, com aumento da area

superficial de suas particulas, como mostra a Figura 28.

Figura 28: Etapas de preparo do carvao ativado.

Fonte: Acervo do autor, 2014.

Além da granulometria do carvao, as varidveis de tempo e porcentagem (massa
de carvao/volume de hidrolisado) podem influenciar na etapa de destoxificagdo do
hidrolisado em banho finito, segundo Silva (2011). Sendo assim inicialmente foi
realizado um planejamento experimental 2% com triplicata no ponto central, com intuito
de estudar a quantidade de adsorvente e o tempo relevante nessa etapa. Foram atribuidos
niveis maximos e minimos como mostra a Tabela 3. O interesse do estudo foi avaliar a
perda dos acucares redutores totais presentes no hidrolisado apds o processo de
destoxificacdo. Para isso, inicialmente foi determinado o ART conforme descrito no
item 3.4.1, da amostra hidrolisada original (HO), ou seja, que ndo passou pela etapa de

destoxificacao.
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Tabela 3 — Fatores e niveis estudados no planejamento experimental.

Niveis
Fatores Inferior Ponto Central Superior
) 0 H
Adsorvente (Y%om/v) 1 3 5
Tempo (min) 30 45 60

Deve-se destacar que as escolhas dos niveis das varidveis seguiram critérios
coerentes, relacionados com valores previamente conhecidos. Os niveis escolhidos de
tempo e porcentagem de adsorvente foram com o intuito de abranger uma faixa de
resultados jé indicados na literatura (CHAUD, 2010). O planejamento foi realizado para
ambos os pré-tratados, visto que cada pré-tratamento tem funcionalidade particular para

garantir o acesso a celulose.

Por fim, com as melhores condigdes selecionadas do planejamento, foi realizada
a destoxificacdo adaptado de Chaud (2010), em banho finito em que se manteve o
hidrolisado em erlenmeyer sob agitagao de 100rpm a 50°C em incubadora. Ao final da
etapa de destoxificagdo as amostras foram filtradas e centrifugadas por 10 minutos a

2000rpm na CENTRIBIO 80-2B, como visto na Figura 29.

Figura 29: Etapas da destoxificacao.

Fonte: Acervo do autor, 2014.

3.5 Fermentacao

O microrganismo utilizado para a fermentacdo etandlica foi a levedura

Saccharomyces cerevisiae, a partir de um fermento biolégico FERMIX, cultivada em
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meio liquido YPD contendo 20 g/L de glicose, 10g/L de levedura e 20g/L peptona. Para
o preparo da suspensdo as leveduras foram centrifugadas a 3000rpm por 10 minutos e
para lavagem das células o0 mesmo procedimento foi feito com agua destilada estéril de
forma a se obter uma densidade otica a 540nm em torno de 0,6 o que representa

concentragdo de células na ordem de 10° cél/mL.

Foi inoculado ao caldo nutrido com NH3;PO4 (100ppm), MgSO4 (100ppm) e
CaCl, (10ppm), um volume de 1:10 (Vsuspensdo: Vhidrolisada). A fermentagdo ocorreu
conforme descrito por Wolf (2011),em incubadora a 30°C, 150rpm por 24 horas. Apos
essa etapa, o ART, viabilidade celular, rendimento e eficiéncia fermentativa foram
determinados. A viabilidade celular foi determinada através de técnicas de contagem em

camara de Neubauer.

O rendimento da fermentacdo (Ry) foi calculado pela relagdo entre a quantidade
de etanol produzido (g/L) e a quantidade de ART presente inicialmente (g/L), através da
Equagdo 9. Ja a eficiéncia da fermentacdo (Ef) foi determinada pela relagdo entre o
rendimento real da fermentagao (Rs) e o rendimento tedrico de 0,51, conforme Equacao

10 (NOGUEIRA; VENTURINI-FILHO, 2005).

Etanol Produzido (%)

R, =
g
f ART inicial (Z)

©)

Rendimento real

EF=

(10)

Rendimento tedrico (0,51)
3.5.1 Avaliagdo dos Contaminantes na Fermentagdo Etanolica

Foi realizado um planejamento experimental 2° completo, com o objetivo de
verificar a influéncia da presenca de contaminantes nos rendimento do processo de

producao de bioetanol. As seguintes etapas foram seguidas:

v" Preparo do inoculo nos ensaios de fermentagdo utilizando-se o meio de cultura
YPD (Yeast Peptone Dextrose), com a seguinte composi¢ao: 10 g/L. de extrato
de levedura; 20 g/L de glicose; 20 g/L de peptona bacteriologica, tendo o pH
ajustado para 5,0. Utilizou-se a levedura Saccharomyces cerevisae comercial, na

forma de fermento seco.
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v" Ao meio de cultura foram adicionados dois dos principais contaminantes em
diferentes proporgdes conforme mostra a Tabela 4. Os ensaios foram realizados
em duplicata e as variaveis estudadas apresentando seus respectivos maximos e

minimos.

Tabela 4- Variaveis do Planejamento Experimental 2%,

Fatores ) )
1: Fermento (g) 0,2 1,0
2: Acido Acético (%) 1,0 5,0
3: Furfural (g/L) 1,0 4,0

v A escala de brix foi utilizada para determinar a concentragdo de agiicar no meio
fermentativo, usando refratometro portatil para a leitura, efetuando a devida
corregdo de temperatura.

v O brix inicial, que é representado pelo meio antes da fermentagdo na auséncia
dos contaminantes, foi medido para determinar o rendimento reacional, sendo o
brix final medido apds a fermentacao. O rendimento foi determinado conforme a

Equacao 11:

Brix inicial — Brix final

% RENDIMENTO = 100 (11)

Brix inicial

E importante destacar que a escolha dos niveis maximos e minimos foi
determinada de acordo com trabalhos revisados da literatura (TAHERZADEH et al.,
2000). Em seguida, as informacgdes obtidas foram trabalhadas no programa Statistic

sendo validadas pelos célculos realizados conforme Bruns ef al., (2007).

3.6 Destilacao

A destilagdo foi realizada conforme Abud (1997). Destilou-se cada amostra por
3 minutos, contados apds o inicio da fervura, completando o volume para um baldo de
50mL com agua destilada. Transferiu-se 2mL deste destilado, o qual foi submetido a
uma reacao a 60° C por 30 minutos com 2mL de solu¢do de dicromato de potassio e
leitura da absorbancia das amostras em espectrofotometro a 600nm. O teor alcodlico foi

determinado por destilagdo, utilizando-se o método espectrofotométrico a partir do
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dicromato de potéssio. A concentracdo de etanol foi determinada a partir de uma curva
de calibracdo do dicromato de potdssio, com amostras de etanol de concentragdo

conhecidas, submetidas a mesma reagao, como mostra a Figura 30.

Figura 30: Curva de calibracio do dicromato de potassio.
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Fonte: Acervo do autor, 2014.
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4 RESULTADOS

4.1 Pré-tratamento

Inicialmente, com algumas propriedades fisico-quimicas ja relacionadas por
Bispo (2014) do material em estudo, como mostra a Tabela 5, foi possivel determinar os
pardmetros necessarios no preparo da amostra como descrito no item 3.1., onde o
bagaco in natura foi preparado com o intuito de se obter um teor de umidade em torno

de 10%.

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas encontradas no bagaco da cana-de-agucar

in natura.
Amostra Bagaco da cana
%Fibra 39,92
% Pectina 1,84
% Umidade 49,79
% Lipideos 0,60
%Acidez 2,98

Fonte: BISPO, 2014.

Em posse do bagaco in natura preparado, a determinacdo da umidade foi feita
em duplicata com valor médio obtido de 6,01%, base utilizada para a pesagem do
material a ser pré-tratado De acordo com o procedimento descrito no item 3.2.1.0 pré-
tratamento acido foi feito utilizando 20g (massa seca) e no item 3.2.2. e o pré-
tratamento hidrotérmico foi feito utilizando 60g (massa seca). A Tabela 6, apresentada

os rendimentos em percentual e massa dos pré-tratamentos.

Tabela 6 - Quantidades finais de bagaco pré-tratado e rendimentos obtidos nos

ensaios de pré-tratamento.

Amostra Rendimento (%) Bagaco pré-tratado
produzido (g)
Pré-tratado Acido 63,13 12,62

Pré-tratado HDT 55,96 33,58
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Apos os ensaios de pré-tratamento, realizou-se o ensaio de caracterizagdo para a
amostra de bagaco in natura e para o bagago pré-tratado. Os resultados da

caracterizagdo estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Composicao quimica do bagaco de cana-de-acucar in natura e pré-

tratados.
Bagaco Pré-tratado Pré-tratado
in natura (%) Acido (%) HDT (%)
Celulose 36,7+0,02 67,8+0,1 69,4+0,1
como Glicose 36,4 67,5 69,1
como HMF 0,3 0,3 0,2
Hemicelulose 22,240,1 12,8+0,2 5,1+0,1
como Xilose 16,9 11,6 4.8
como Arabinose 1,9 0,3 -
como Ac. Acético 1,2 - -
como Furfural 2,1 0,7 0,3
Lignina Total 21,2+0,1 29,7+£2,1 27,6+0,1
como Klason 16,9 25,9 24,5
como Soluveis 4,3 5,9 3,1
Extrativos 2,5 - -
Cinzas 13,8 2.4 5,1
Total 96,4 112,7 107,2

A extragdo realizada no bagaco de cana in natura tem por finalidade a remogao
de substancias como terpenos, ceras e acidos graxos com base na polaridade do etanol.
Resultados encontrados por Wolf (2010) mencionam valores de 4,1% de extrativos em
etanol para bagaco de cana. Carvalho (2011), relata que fragdes elevados de extrativos
sdo usualmente negativos para a maioria dos processos industriais. Na Tabela 7
observa-se para o bagaco in natura 2,5% de extrativos, valor que estd proximo a faixa

de 3,2 a 5,5% citada por Banerjee et al., (2002).

Segundo Bianchi (1995), as cinzas sdo constituidas principalmente de sulfatos,
oxalatos, carbonatos, e silicatos de calcio, potassio e magnésio, além de outros sais em

quantidades menores, estdo presentes em quantidades que variam de 1% a 10%. De
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acordo com a Tabela 7 foram encontrados 13,8% de cinzas, essa variagdo segundo
Rezende et al., (2011) se da pela composicdo de diferentes tipos de bagago de cana-de-
acUcar que apresenta estudos nos quais chegaram a encontrar 20,9%. Segundo Carvalho
(2011), grande parte do percentual de cinzas provém da silica presente no bagago de

cana.

A fracdo de lignina total obtida com a caracterizagdo quimica de 21,2%,
apresenta-se um pouco abaixo do encontrado na literatura segundo Banerjee et al.,
(2002) na faixa de 23-32%. Se tratando da lignina insolavel (Klason) foram encontrados
valores de 16,9% e de lignina soluvel 4,3%, valores proximos ao estudo realizado por
Silva (2011) que apresenta valores de lignina de Klason e solavel de 18,2% e 6,8%

respectivamente.

A fracdo de celulose encontrada no bagaco in natura de 36,7% esta de acordo
com a literatura conforme Banerjee et al., (2002), o qual relata um teor de 32-48% de

celulose e Nascimento(2011) com um teor de 38,8%.

Em relacdo a fracdo de hemicelulose encontrada para o bagaco in natura de
22,2%, esse percentual encontra-se de acordo com estudos realizados por Banerjee et
al., (2002), que obteve valores entre 19-24% e Rabelo (2007), com o teor de 23,9% de

hemicelulose.

Em estudos realizados por Silva (2010) e Chaud (2010), ¢ possivel encontrar a
quantificagdo dos compostos toxicos do hidrolisado. Apos o pré-tratamento Silva (2011)
faz mencao a diminui¢do dos teores de HMF e furfural do pré-tatado em relagdo ao
bagaco in natura, a mesma redug¢dao pode ser vista na Tabela 7, nos valores desses
contaminantes. E importante ressaltar que essa concentragio pode variar, de acordo com
condi¢des brandas ou severas adotadas no pré-tratamento da biomassa (SANCHES et

al., 2005).

Para determinar os teores de celulose, hemicelulose e lignina total das amostras
do bagaco in natura e pré-tratados foram utilizados os fatores de conversao que provém

da estequiometria da reagdo, como mostrado na Tabela 8&:
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Tabela 8 - Fatores de conversao para celulose e hemicelulose.

Componente Fator de conversao
Celulose Glicose 0,90
HMF 1,20
Hemicelulose Xilose 0,88
Arabinose 0,95
Acido Acético 0,72
Furfural 1,37

Fonte: Gouveia et al., 2009.

Analisando a Tabela 7, com os valores multiplicados pelos respectivos
rendimentos apresentados na Tabela 6, pode-se constatar que ambos os pré-tratamentos
aumentaram o teor de celulose e reduziram os teores de hemicelulose e lignina, o que

pode ser visualizado através da Figura 31.

Figura 31: Grafico das fragoes de celulose, hemicelulose e lignina presentes no

bagaco in natura e apés pré-tratamento.

40 A
35 A
30 A
25 A
20 A
15 A
10 +

M In natura

M Pré-tratado acido

% das Fragoes

Pré-tratado HDT

Celulose =~ Hemicelulose Lignina

Fonte: Acervo do autor, 2014.

No pré-tratado com acido diluido, pode-se observar o aumento no teor de

celulose de 16,6%, pois o pré-tratamento acido solubiliza a hemicelulose para deixar
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grande fracdo de celulose mais susceptivel a acdo das celulases. De acordo com Rueda
(2010) o tempo de contato do pré-tratamento tem mais influencia do que a concentracao
de acido. Os teores de hemicelulose e lignina foram reduzidos em 63,5% e 11,8%
respectivamente. A diminuigdo significativa da hemicelulose deve-se ao fato de que
durante as reagdes termoquimicas, o acido sulfirico atua como catalisador, clivando as
ligagdes glicosidicas B-(1,4) e liberando os mondmeros da hemicelulose (ALVIRA et al.,

2010).

Analogamente aconteceu com o pré-tratado hidrotérmicamente, o aumento no
teor de celulose foi de 5,72%, ainda assim menor quando comparado ao pré-tratado
acido. A reducdo nos teores de hemicelulose e de lignina foi de 86,9% e 26,9%
respectivamente. A maior remo¢ao da hemicelulose em relagdo ao pré-tratado acido foi
possivel porque no pré-tratamento hidrotérmico a hemicelulose ¢ extraida quase que
integralmente do complexo lignoceluldsico o que altera a estrutura fisica do material.
Esse também ¢ um pré-tratamento mais eficiente na remog¢do de lignina (SAITO,

2005).

4.2  Hidrdlise

Levando em consideracdo os pré-tratamentos utilizados no desmembramento da
matriz lignoceluldsica, foi avaliada na fracdo solida neutralizada a influéncia da rota
convencional para geracao do bioetanol, a hidrélise enzimatica onde a especificidade
da enzima minimiza a degradacdo da glicose (STANGHERLIN, 2013). Na
caracterizacdo do complexo enzimatico utilizado obteve-se uma atividade enzimaética
de 245 FPU/mL para as celulases totais, caracteristico do complexo enzimatico Cellic

Ctec 2, assim como avaliado por Silva (2012).

Como mostra a Figura 32, a quantidade de agucares totais encontradas nos
experimentos na etapa que antecede a destoxificacao, ou seja, apds a hidrélise, no pré-
tratado hidrotérmico foi superior ao acido. Isso pode ser atribuido a maior remocao de
hemicelulose e lignina conforme visto na Figura 31. Os resultados reportados na
literatura mostram que a digestibilidade da celulose aumenta com a remoc¢do destes

constituintes (RABELO, 2010).
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Figura 32: Grafico do ART obtido po6s-hidrdélise enzimatica dos pré-tratados acido e

hidrotérmico.
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Fonte: Acervo do autor, 2014.

O menor desempenho do hidrolisado do pré-tratamento acido quando comparado
ao HDT pode estar relacionado as condigdes mas brandas de processo, onde hd uma
menor degradagdo dos acticares que possivelmente inibiriam o meio reacional. Outro
fator relevante ¢ a superdosagem de enzima no processo, pois no levantamento
bibliografico feito por Rabelo (2010), identifica fatores como: concentracdo de enzima,
area superficial disponivel de celulose e a atividade das [-glicosidase também
interferem no desempenho enzimatico. Dessa forma, a concentracdo de enzima na qual
se desempenhou a hidrolise pode ter acarretado nessa reducao, visto que 30FPU/g de

celulose seria a dosagem apropriada segundo Santos, (2010).

4.3 Destoxificacido

4.3.1 Matriz de Planejamento da Destoxifica¢dao

As Tabelas 9 e 10 apresentam as matrizes de planejamento da destoxificagdo do
hidrolisado do bagago pré-tratado com 4acido e hidrotérmicamente, respectivamente. Foi
utilizado um planejamento 2%, com os ensaios realizados em triplicata no ponto central.
O teor de ART das amostras hidrolisadas originais do pré-tratado com &cido e pré-

tratado hidrotérmico foi de: 41,8g/L e 13,8g/L, respectivamente.
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Tabela 9 — Matriz de planejamento para o pré-tratado acido.

Ensaio Adsorvente Tempo ART (g/L) Média
(Yom/v) (min)
1 - - 34,7 33,9 34,3
2 + - 31,1 30,7 30,9
3 - + 30,2 29,7 29.9
4 + + 24,4 24,7 24,5
5 0 0 32,9 32,5 31,2 32,2

Tabela 10 — Matriz de planejamento para o pré-tratado hidrotérmico.

Ensaio Adsorvente Tempo ART (g/L) Média
(Yom/v) (min)
1 - - 11,6 11,2 11,4
2 + - 10,8 10,2 10,5
3 - + 10,0 9,8 9,9
4 + + 10,1 10,2 10,1
5 0 0 6,5 6,4 6,7 6,6

As Tabelas 9 e 10, indicam que a melhor condigdo ¢ a que apresenta os maiores
teores de ART(g/L), com 34,3g/L para o hidrolisado pré-tratado acido e 11,4g/L para o

hidrolisado pré-tratado hidrotermicamente.

Em posse dos resultados foi possivel determinar os efeitos principais e de
interacdo para os planejamentos realizados. A Tabela 11 e 12 mostra os resultados para

os efeitos e os seus respectivos erros padroes.

Para ambos os destoxificados dos pré-tratados acido e HDT, a varidvel
significativa foi o tempo, isso pode estar associado ao uma maior eficiéncia na
aderéncia dos compostos toxicos a superficie do carvao, visto que a medida que o tempo

passa, essa eficiéncia ndo sofre alteracao, isso para as condigdes de estudo.
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Tabela 11 - Efeitos e combinacio linear das interacées para o pré-tratado acido.

Media Global 30,54+0,09 Significativo

Efeitos Principais
1 (Adsorvente) -4,40+0,80 Significativo
2 (Tempo) -5,35+0,80 Significativo
Efeitos de Interagao

12 -1,00+0,80 Nao Significativo

Tabela 12— Efeitos e combinacio linear das interacées para o pré-tratado HDT.

Media Global 9,42+0,15 Significativo

Efeitos Principais
1 (Adsorvente) -0,325+0,30 Nao Significativo
2 (Tempo) -0,92+0,30 Significativo
Efeitos de Interacao

12 0,57+0,30 Nao Significativo

Ja se tratando da quantificagdo do adsorvente, essa se mostrou significativa
apenas para o pré-tratado acido, visto que a uma maior quantidade de compostos toxicos
gerados, a adsor¢do aumentou a medida que a quantidade de carvao comercial diminuiu,
se mostrando eficiente para as condigdes de processo estudada. Enquanto que para o
destoxificado pré-tratado HDT a %A Adsorvente se mostrou ndo influenciar

significativamente, assim como os efeitos interativos.

No tratamento dos resultados, foram utilizadas equagdes de calculo dos
parametros estatisticos com base em Bruns et al.,(2007). Nesse trabalho, o ajuste mais

adequado aos dados do pré-tratamento acido se deu por um modelo quadratico,
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conforme Equagdo 12. Enquanto que para o pré-tratamento HDT, nenhum modelo
(linear ou quadratico) se aplicou tendo em vista que s6 a varidvel tempo se mostrou

significativa, dentro da faixa experimental investigada.
y(x1x,) = 30,54 — 2,20x; — 2,68x, — 1,14x% — 1,14x2 (12)
Na superficie de resposta, conforme Figura 33, para o pré-tratamento acido,
observou-se que os teores mais altos de ART(g/L) obtidos, foi utilizando 1% de carvao

ativo por 30 minutos. Os resultados encontrados como mais eficiente em termos de

ART, similarmente foram detectadas nos estudos de Marton (2002) e Chaud (2010) na

destoxificacdo do bagaco de cana.
Figura 33: Superficie de resposta do destoxificado do pré-tratado acido.
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Fonte: Acervo do autor, 2014.

Como mostrado na Tabela 12, a unica variavel que influenciou no pré-
tratamento HDT foi o tempo. Dessa forma, no ajuste do modelo foi necessaria a analise
de variancia (ANOVA) para o pré-tratamento acido, como mostra a Tabela 13, para os
coeficientes de regressao e correlacdo, bem como os erros padrao dos planejamentos

experimentais, considerando-se 5% de significancia.
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Tabela 13- Analise de Variancia (ANOVA), para o pré-tratamento acido.

Fonte de variacao Soma quadratica Nedeg. I Média Quadratica
Regressao 170,25 4 26,81
Residuos 4,15 2 2,07
Falta de Ajuste 2,00 0 -

Erro puro 2,15 2 1,07
Total 178,55 6

% de variacao explicada: 96,27%

% maxima de variacao explicavel: 98,07%

E primordial que a escolha da metodologia a ser empregada na destoxificagio, se
baseie num conjunto de requisitos como eficacia e custo da técnica, € que a0 mesmo
tempo ndo leve a perda de agucares durante o processo nem tdo pouco ao impacto
ambiental (ARRUDA, 2011). Os procedimentos de adsor¢do por carvao ativo para os
hidrolisados apesar de proporcionar a remoc¢do dos compostos toxicos também

apresentam o inconveniente da perda de agucares (MARTON, 2002).

Tendo como proposta estudar as condigdes de destoxificagdo que acometa na
maior quantidade de ART (g/L) e que quando comparado ao da amostra hidrolisada
original resulte numa menor perda de acucares totais, foi selecionada a melhor condigao

do planejamento, como mostra o Figura 34.

As amostras consideradas para o calculo de perdas foram as que apresentaram os
maiores teores de ART depois de destoxificada, conforme apresentada na superficie de

resposta na Figura 33.
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Figura 34: Grafico de comparacio das amostras antes e depois da destoxificacio

dos pré-tratados acido e hidrotérmico.

50 16
14 -
40 - 12
g 30 - g 12
E 20 - m HPTA '.,;; 6 | ® HPTHDT
10 - m DPTA 4 - B DPTHDT
2 _
0 - 0 -
1 2 3 4 1 2 3 4
Ensaios acidos Ensaios HDT

Onde: HPTA=hidrolisado pré-tratado acido; DPTA = destoxificado pré-tratado acido;
HPTHDT= hidrolisado pré-tratado HDT; DPTHDT = destoxificado pré-tratado HDT.

Fonte: Acervo do autor, 2014.
Ambos os destoxificados dos pré-tratados apresentaram perda semelhantes em
torno de 17,9% e 17,4% para o pré-tratado acido e hidrotérmico, respectivamente, como

mostra a Tabela 14.

Tabela 14 - Perdas de acucares, apos a destoxificacio.

HART (g/L)o DART (g/L)¢ PERDA (%)
Pré-tratado acido 41,8 34,3 17,9
Pré-tratado HDT 13,8 11,4 17,4

Onde: HART(g/L), = quantidade de agucares totais no hidrolisado original;
DART(g/L)s = quantidade de agticares totais no destoxificado.

4.3.2 Avaliagdo das Condi¢des de Destoxificacao

Em posse da melhor condi¢do de 1% de carvao ativo durante 30 minutos, as
amostras foram realizadas em triplicata para assegurar a confiabilidade dos dados. Foi
medido o pH inicial para posterior ajuste conforme descrito no item 3.5., com a intencao
de aumentar a efetividade da destoxificacdo, para que haja remocdo dos compostos

fenolicos e remogao dos ions metalicos (CHAUD, 2010).
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As Tabelas 15 e 16 mostram as medi¢des de pH, Brix(%) e ART(g/L) feitas nas

amostras antes e depois da destoxificagdo, para ambos os pré-tratados.

Tabela 15 - Valores médios de pH, BRIX e ART(g/L), antes e depois da

destoxificacio do pré-tratado acido.

pH BRIX (%) ART (g/L)
Antes DETOX 4,84 6,33 13,70
Depois DETOX 4,26 6,30 13,27

Comparando-se as fragdes liquidas antes e depois da etapa de destoxificagdo
observou-se que o Brix foi a caracteristica menos afetada com reducao de apenas
0,47%. Enquanto que o pH apods passar pelo ajuste necessario ao procedimento
acarretou uma diminuicdo de 11,98% do valor original. Nos acucares totais houve uma

redugdo de 3,14%.

Tabela 16 - Valores médios de pH, BRIX e ART, antes de depois da destoxificacio
do pré-tratado HDT.

pH BRIX ART (g/L)
Antes DETOX 5,16 6,76 18,66
Depois DETOX 4,11 6,60 16,53

As amostras do pré-tratado HDT, apresentaram resultados mais expressivos com

reducdo de Brix, pH e actcares totais de 2,37%, 20,34% e 11,41% respectivamente.

A primeira etapa de ajuste de pH realizada no processo de destoxificagdo estar
ocasionando a perda de aglcares, visto que a elevagdo de pH com CaO favorece ha
precipitacdes que posteriormente sdo removidas por centrifugacdo, e nessa fase devem
ser arrastados fragdes de aglicares redutores que estariam presentes na amostra. Assim
como na segunda etapa de adsor¢@o no carvao ativo, partes destes acgtcares redutores

podem estar sendo adsorvidos na superficie do carvao (MOUTTA, 2009).

Podemos observar na Tabela 15, que no pré-tratado acido ocorreu uma pequena
redugdo nos teores de ART que ¢ justificada com a pequena variagcao do Brix. Enquanto

que na Tabela 16, no pré-tratado HDT mostra uma relagdo ART e BRIX compativel na
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diminui¢do dos agucares depois da destoxificagio. O pH diminuiu em ambos pré-
tratados, tendo menor variacdo no pré-tratado acido, isso ocorre devido ao pH do pré-
tratamento 4cido ja estd proximo a faixa de ajuste da destoxificacao.

4.4 Fermentacao

4.4.1 Estudo da Fermentacdo em Meio YPD com Adi¢do dos Contaminantes

A matriz de planejamento foi montada conforme a Tabela 17, com base no
planejamento experimental 2° completo. A resposta obtida é em rendimento reacional

determinado pelo Brix. O Brix antes da fermentagao foi de 8,0.

Tabela 17 - Matriz de planejamento fatorial 2%,

Ensaio Fermento Acido Furfural Rendimento Média
(2) Acético (g/L) %)
(“o)
1 - - - 30 30 30
2 + - - 40 45 42,5
3 - + - 17,5 15 16,3
4 + + - 12,5 12,5 12,5
5 - - + 22,5 22,5 225
6 + - + 30 30 30
7 - “ + 12,5 10 11,3
8 + + + 5 0 2,5

Com os resultados apresentados pode-se observar que o maior rendimento
reacional foi no ensaio 2, onde se encontram os maiores niveis de fermento e o0s

menores niveis de inibidores.
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Em posse dos resultados foi possivel determinar os efeitos principais e de
interacdo para o planejamento realizado. A Tabela 18 mostra os resultados para os

efeitos e os seus respectivos erros padroes.

Tabela 18 - Efeitos e combinacao linear das interacdes.

Media Global 20,94+0,49 Significativo

Efeitos Principais

1 (Fermento) 1,88+0,99 Nao Significativo
2 (Acido Acético) -20,62+0,99 Significativo
3 (Furfural) -8,75+0,99 Significativo

Efeitos de Interagao

12 -8,12+0,99 Significativo
13 -2,5+0,99 Significativo
23 1,25+0,99 Nao Significativo

Efeitos de Interagao

123 0,0+,099 Nao Significativo

No tratamento dos resultados, foram utilizadas equac¢des de calculo dos
parametros estatisticos com base em Bruns et a/.,(2007). O modelo estatistico usado
para descrever as respostas do planejamento foi formulado em termos dos efeitos por

unidade de variag¢ao dos fatores.

y(x,,%,,x,)=20,94-10,31x, — 4,38x, —4,06x,x, = 1,25x,x, (13)

Foi possivel observar que o aumento da concentracdo de acido acético causou
uma diminui¢do no rendimento reacional, o mesmo acontece com o furfural. Isso
acontece porque segundo Freitas (2011), a adicdo de concentragdes crescentes de acido

acético afeta o crescimento da levedura, provocando um aumento da duragdo da fase de
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laténcia e da fase exponencial, com redu¢do do valor da taxa especifica de crescimento.
No caso do furfural, Taherzadh et al., (2007) relata que o crescimento de
Saccharomyces cerevisiae em meio sintético ¢ inibido em 89% quando em presenga de
4 g/L de furfural, comprovando assim o efeito da diminui¢do do rendimento a medida

que avaliamos os niveis maximos.

Ja nos efeitos de interacao entre o furfural e o acido acético ndo mostram
significancia, na faixa estudada. Para a verificagdo da modelagem, ¢ necessario adequa-
lo a um modelo linear, quadratico ou até mesmo cubico. Iniciando, pelo teste do modelo
linear, onde se faz necessario a analise de variancia (ANOVA), como mostra a Tabela

19.

Segundo Box et al., (1973), o teste F foi realizado onde se leva em conta os
graus de liberdade apropriados, o mesmo ¢ utilizado para realizar previsdes no sentido
da significancia da Equagdo 13. A razdo entre a média quadratica da regressdo e a do
residuo deve ser maior que o ponto de distribuicao F para que se tenha um maior grau

de confiabilidade, se possivel, dez vezes maior.

Tabela 19 - Analise de Variancia (ANOVA).

Fonte de variacao Soma quadratica Nedeg. 1. Média Quadratica
Regressao 2.296,88 4 574,22
Residuos 51,56 11 4,69
Falta de Ajuste 20,31 3 6,77
Erro puro 31,25 8 3,91
Total 2.400,00 15

% de variacao explicada: 96%

% maxima de variagdo explicavel: 99%
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Assim, MQR/MQr = 122,43 > (10 x F4,11); F4,11 = 3,36 (para 95% de
confianca), mostra que temos um ajuste altamente significativo. A Figura 35, nos
mostra o ajuste realizado ao modelo linear, assim como os valores mostrados na

ANOVA.

Figura 35: Ajuste ao Modelo Linear.

Rendimento (%)

Predicted Values
\

& 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Ob=rved Values

Fonte: Acervo do Autor, 2013.

A superficie de resposta foi gerada para o modelo linear, apresentada na Figura
36, que se adequou ao sistema, sendo desnecessaria a busca por outro modelo. Através
da superficie de resposta confirmamos o que foi apresentado, a medida que os fatores
significativos acido acético e furfural variam de um nivel maior para um nivel menor

observamos um aumento significativo no rendimento reacional.

De acordo com Talcott et al., (1999), a presenca destes compostos toxicos,
quando o hidrolisado hemicelulésico ¢ utilizado diretamente em processos de
bioconversao, sem serem submetidos a um tratamento prévio de destoxifica¢ao, ocorre
diminui¢do na eficiéncia do processo fermentativo que atinge baixo rendimento e
produtividade. Logo, o resultado obtido ¢ totalmente aceitdvel uma vez que diminuiu o
rendimento reacional a medida que se atingia as maiores concentragdes desses

inibidores



75

Figura 36: Superficie de Resposta.
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Fonte: Acervo do Autor, 2013.

4.4.2 Fermentacao dos Hidrolisados

Os experimentos de ambos pré-tratados com e sem destoxificacdo seguiram para
a fermentagdo. Os fatores avaliados para acompanhamento da fermentacdo foram: Brix,

viabilidade celular, teor alcoolico, rendimento ¢ efici€éncia de fermentagao.

Durante a fermentagao foi avaliado o consumo de °Brix nos pontos de 0, 2, 6 ¢
24 horas, das amostras com e sem destoxificacdo, para a constru¢do da cinética do
consumo de solidos soluveis, como mostra o Grafico 4 para o pré-tratamento acido e o

Grafico 5 para o pré-tratamento HDT.

Na Figura 37, para a cinética de consumo de sélidos soltiveis do pré-tratado acido
pode-se observar que durante as 24 horas de fermentacdo o °BRIX foi reduzido
indicando consumo de agucares pela levedura, tendo em vista que os valores de °BRIX
inicial das amostras destoxificadas esta com leve diminuicdo em relagdo as amostras
ndo destoxificadas, devido a perda de agucares na destoxificacdo. O ultimo ponto da
amostra destoxificada apresentou uma elevagdo no °BRIX. Isso se deve ao fato de que,

possivelmente, o alcool que esta sendo produzido interfira na leitura do refratdmetro
(SANTOS, 2014).
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Figura 37: Consumo de BRIX ao longo da fermentac¢io — Pré-tratado acido.
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Fonte: Acervo do autor, 2014.

A Figura 38 mostra um consumo de agucares em ambos 0s ensaios, porém no
ultimo ponto do destoxificado mostra uma elevacdo subita de °BRIX, o que
possivelmente seja alcool capturado na leitura. Para maior confiabilidade dos dados

seria necessario adotar um ponto anterior ao da tltima leitura de ° BRIX.

Figura 38: Consumo de BRIX ao longo da fermentaciao — Pré-tratado HDT.
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Fonte: Acervo do autor, 2014.
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4.4.3 Viabilidade Celular da Levedura S. cerevisiae

A viabilidade celular foi realizada conforme Antonini (2004) em Camara de
Neubauer espelhada, onde foram contados os quatro reticulos centrais de cada um dos
25 campos, nos 2 quadrados maiores da lamina, isto para cada amostra com e sem
destoxificacdo de ambos pré-tratados. Apds a fermentacdo, foi suspensa uma pequena
por¢ao da amostra de levedura em ImL de solu¢ao de azul de metileno e transferido
para a camara de Neubauer, onde as células mortas sdo coradas de azul e as células
vivas ndo. A viabilidade celular da levedura S. cerevisiae foi calculada de acordo com a

Equagdo 14 e obtido o Grafico 6.

Numero de células viaveis

(%) Viabilidade celular = ( ) * 100 (14)

Numero total de células

Onde: Numero total de células = Numero células viaveis + Numero células ndo viaveis

Como pode ser visto na Figura 39, a média dos resultados de viabilidade celular
das amostras com e sem destoxificar de ambos pré-tratados, apresentou-se no pré-
tratado acido com aumento de 1,58% em comparacdo as amostras de fermentacdo do
mesmo pré-tratado sem destoxificar. Enquanto que para o pré-tratado HDT observou-se
um aumento de 9,49%, o que caracteriza uma eficiéncia significativa na remoc¢do dos
compostos toxicos formados durante o pré-tratamento HDT da biomassa (PALMQVIST
& HAHN-HAGERDAL, 2000).

Pode-se notar que o pré-tratamento com 4acido sulfurico gera uma maior
quantidades de contaminantes € uma menor extracdo da lignina, uma deslignificagao
poderia ser realizada com intuito de evitar redistribuir a estrutura quimica da lignina
remanescente no bagaco, para assim aumentar a eficiéncia da destoxificagdo (RUEDA,

2010).
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Figura 39: Viabilidade celular da levedura S. cerevisiae antes e depois da

destoxificacio.

95

S

& 90

=]

3

< 85 m SEM DETOX
T

3 E COM DETOX
= 80 -

Q2

o

>

PT acido PT HDT

Fonte: Acervo do autor, 2014.
4.4.4 Interpretacao dos Resultados de Fermentagao e Destilagdo
A Tabela 20 apresenta os resultados apos as etapas de hidrolise enzimatica,

destoxificacdo e fermentacdo. As analises foram em relagcdo aos agucares totais presente

nas amostras.

Tabela 20 - Resultados obtidos apds as etapas de hidrolise enzimatica,

destoxificacio e fermentacgao.

Condicoes Concentracdo Conversiao Etanol Rendimento Eficiéncia da
de ART; (g/LL) Enzimatica Produzido da Fermentacao
(%) (g/L) Fermentacao (%)
(“o)
HAO 13,70 30,56 4,92 35,91 70,41
HAD 13,27 34,07 5,11 38,51 75,50
HHDTO 18,66 41,08 7,17 38,42 75,33
HHDTD 16,53 50,35 7,41 44,85 87,94

Onde: HAO=hidrolisado 4cido original (sem destoxificagdo); HAD=hidrolisado
acido destoxificado, HHDTO=hidrolisado hidrotérmico original (sem destoxificacdo);

HHDTD=hidrolisado hidrotérmico destoxificado.

Os resultados exibidos no pré-tratado acido, mostram resultados muito préximos

de eficiéncia fermentativa, mesmo se tratando de condi¢des operacionais diferentes. A



79

essa pequena diferenca pode-se conferir a quantidade de inibidores formados durante o
pré-tratamento assim como mostra a Tabela 7, onde as concentragdes de furfural e HMF
sao maiores quando comparada aos valores de concentracao obtidos no pré-tratamento
utilizado, sendo essa etapa influente sobre o desenvolvimento da fermentacao (GALBE,
2006), sendo assim a etapa de destoxificagdo se mostrou pouco eficiente na remogao
dos mesmos. Ainda se deve levar em consideragdo a alteracdo nos teores de compostos
toxicos devido a etapa de hidrolise, pois a celulose ¢ quebrada pela acao das enzimas
que mesmo em condigdes muito brandas podem liberar alguns subprodutos indesejaveis

(RABELO, 2010).

Baixos rendimentos de hidrolise foram relatados Rueda (2010) na destoxificagao
do bagaco pré-tratado com acido sulfurico, atribuindo esses resultados a condensacdo da
lignina no bagaco pré-tratado em presenca de acidos. Em seus estudos, Sakakibara
(1966) mostrou que as ligagdes o sao muito mais suscetiveis a separacao, sendo assim a
lignina soltivel pode repolimerizar-se para formar produtos de condensacdo. Estes
produtos sdo considerados indesejaveis. Visto que s6 foram reduzidos 11,8% de lignina
no pré-tratamento 4cido, a baixa conversdo enzimdtica pode estar associada a
condensacdo da lignina, assim como a super-dosagem da concentracdo enzimatica.
Segundo Rueda (2010), a melhor variacdo de carga enzimatica estda em torno de
30FPU/g de celulase, destacando que o aumento carga enzimatica ndo ¢ proporcional ao

aumento da conversao de celulose (SANTOS, 2010).

Nota-se que os resultados apresentados pelo pré-tratamento HDT foram mais
relevantes, utilizando agua a altas temperaturas, expande rapidamente as estruturas
celulosicas para tornar mais efetiva a agdo enzimatica na conversao de celulose em
glicose. Como podemos observar, mesmo com uma pequena variagdo entre os ensaios
com e sem destoxificagdo, este pré-tratamento apresentou melhor desempenho da
metodologia de destoxificacdo em relacdo ao pré-tratamento com dacido sulfurico

diluido, visto que os destoxificados ainda apresentaram resultados superiores.

O pré-tratado HDT foi o que apresentou os melhores resultados a técnica de
destoxificacdo empregada nesse trabalho, visto que ofereceu valores mais significativos
de rendimento fermentativo. Apresentando menores fracdes de compostos inibidores
conforme a Tabela 7, e um teor alcodlico de 7,41(g/L), valor maior que o encontrado no

pré-tratado acido.
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CONCLUSOES

Através de uma caracterizagdo quimica foi possivel avaliar a quantidade de
compostos toxicos ao metabolismo microbiano, oriundo de dois diferentes pré-
tratamentos, sendo o pré-tratamento acido mais severo no desmembramento da

matriz lignocelulodsica.

Avaliou-se a rota de hidrélise enzimatica na fracao sélida neutralizada de ambos
os pré-tratado, com menor desempenho do hidrolisado pré-tratado acido quando
comparado ao HDT isso pode estar relacionado ha maior quantidade de

compostos toxicos liberados no pré-tratado 4cido.

Na destoxificagdo foi constatado que as condi¢des operacionais acima de 1% de
carvao ativo e 30 minutos, ocasionam uma maior perda de aglcares totais. Foi
selecionada a condicdo que apresentou menor perda de agucares redutores nos

ensaios realizados.

Na fermentagcdo em meio YPD, foi possivel avaliar a diminui¢ao do rendimento

reacional com a presenga dos contaminantes furfural e 4cido acético.

Na fermentac¢do dos hidrolisados o consumo de so6lidos soluveis foi observado,
assim como se observou uma maior viabilidade da levedura S. cerevisiae nos
ensaios que passaram por destoxificacdo, Houve um aumento na viabilidade

celular de 9,49% para hidrolisados pré-tratados hidrotérmicamente.

Nota-se a partir do rendimento fermentativo do pré-tratado acido com e sem
destoxificacao, que os parametros adotados na destoxificacdo ndo foram capazes
de remover os compostos toxicos a ponto de mostrar resultados significantes. A
pequena reducdo do pré-tratamento de 11,8% de lignina pode ter acarretado em

uma condensacao da mesma e reorganizagao na estrutura.
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v' Ja o pré-tratado HDT com destoxificagdo apresentou maiores rendimentos

quando comparado ao pré-tratado HDT sem destoxificacao.

v E importante ressaltar que ambos os pré-tratados apresentaram rendimentos
superiores nos ensaios com destoxificacdo. Assim como o etanol produzido
pelas amostras destoxificadas do pré-tratado 4cido 5,11g/L e do pré-tratado HDT
7,41 g/L.

v" Ao fim do trabalho foi possivel avaliar a influéncia dos compostos toxicos,
apresentando interferéncia desde a conversdo enzimatica até a fermentacao.
Alguns fatores podem ser relacionados para melhoria da eficiéncia da etapa de
destoxicacao, como a combinacao de uma etapa de
deslignificacdo/destoxificacdo, visando assim a remocgdo da lignina presente do
hidrolisado hemicelulosico objetivando uma maior superficie de contato do

adsorvente com os compostos indesejaveis no processo de geracao de bioetanol.
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