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RESUMO

A industrializacdo consumou a relevancia do conhecimento sobre as fontes energéticas,
atualmente o consumo de combustiveis fosseis representa 80% da demanda mundial.
Visando essa problematica surgem os biocombustiveis. O Brasil € um dos maiores
produtores de biomassa destacando-se a nivel mundial. Essa biomassa obtém-se o Etanol
de Segunda Geracdo (E2G). A conversdo da biomassa envolve o pré-tratamento; a
hidrélise; fermentacdo e a recuperacéo do etanol por destilacdo. O pré-tratamento é um
dos gargalos na producdo em larga escala. Para avaliagdo do pré-tratamento foi
empregado um planejamento experimental 22, mais trés pontos, sendo as variaveis
estudadas a concentracdo de HsPO4 (0,5 — 2,5%, m/v) e tempo (10 — 30 minutos), mais
trés pontos centrais, totalizando 7 experimentos. Todos 0s experimentos de pré-
tratamento foram realizados em autoclave, a temperatura fixa de 121 °C, mantendo uma
relagdo sélido: liquido de 1:10. Em seguida aos pré-tratamentos, foi realizada a hidrolise
enzimatica (em duplicata) das fracdes sdlidas obtidas, nas seguintes condi¢des: 50 °C, pH
4,8 (tampdo citrato de sédio), sob agitacdo constante de 150 rpm em shaker agitador,
utilizando-se uma enzima do Complexo Celulase (Novozymes) aplicando-se uma carga
enzimatica de 15 FPU/gpana, durante 72 horas. A eficiéncia dos pré-tratamento foi
avaliada através da liberacdo de acucares redutores obtidos no pre-tratamento,
solubilizacdo dos componentes macromoleculares e concentragdo de aglcares redutores
no hidrolisado enzimatico. Os resultados foram analisados atraves do software Statistica
10.0, ao nivel de significancia de 5% (a = 0,05). Os pré-tratamentos apresentaram uma
concentracdo de acucares redutores variando de 2,34 a 8,23 g/L. As maiores
solubilizagbes macromolecular, sendo de 19,94 e 23,80%, respectivamente, para a
condicdo mais severa de &cido (2,5% m/v). A concentracdo de acido e o tempo
empregados apresentaram significancia estatistica para a solubilizacdo de componentes
macromoleculares a 95% de confianca. Apds a analise de variancia (ANOVA) para o
modelo codificado de primeira ordem, verificou-se que o mesmo foi significativo. Em
relacdo a liberacdo de acUcares redutores apds a etapa de hidrolise enzimatica, a maior
concentracdo alcancada foi de 5,20 g/L o tempo de pré-tratamento de 30 minutos e
concentra¢do de H3PO4 2,5% (m/v), que se refere a condi¢cdo mais severa aplicada no
presente estudo. No intervalo estudado, as variaveis ndo apresentaram significancia
estatistica, mas houve um indicativo da influéncia da concentracdo de acido sobre os
acucares liberados apos a hidrolise enzimatica. A lignina é principal empecilho para o
tratamento com &cido diluido, mas a temperatura e o tempo de reacéo também interferem.
Faz-se necessario que se reavaliem as condicdes de processo e se busquem outras
hipdteses que podem corroborar a viabilidade da producéo do Etanol 2G.

Palavras chave: lignocelulose; palha de cana-de-acUcar; pré-tratamento acido diluido;
hidrolise enzimatica.



ABSTRACT

Industrialization has consumed the relevance of knowledge about energy sources,
currently consumption of fossil fuels represents 80% of world demand. Aiming at this
problem arise the biofuels. Brazil is one of the largest biomass producers in the world.
This biomass yields the Second Generation Ethanol (E2G). Biomass conversion involves
pretreatment; hydrolysis; fermentation and the recovery of ethanol by distillation.
Pretreatment is one of the bottlenecks in large-scale production. To evaluate the pre-
treatment, an experimental design was used 22 plus three points, with the variables being
studied the concentration of H3PO4 (0,5-2,5%, m/ v) and time (10-30 minutes) plus three
points, totaling 7 experiments. All pretreatment experiments were performed in an
autoclave at a fixed temperature of 121 ° C, maintaining a solid: liquid ratio of 1:10. After
the pre-treatments, the enzymatic hydrolysis (in duplicate) of the solid fractions obtained,
under the following conditions: 50 °C, pH 4,8 (sodium citrate buffer), under constant
agitation of 150 rpm in shaker shaker, using An enzyme from the Cellulase Complex
(Novozymes) was applied by applying an enzymatic charge of 15 FPU/gstraw for 72 hours.
The pretreatment efficiency was evaluated by the release of reducing sugars obtained in
the pretreatment, solubilization of the macromolecular components and concentration of
reducing sugars in the enzymatic hydrolyzate. The results were analyzed through
Statistica 10.0 software, at a significance level of 5% (o = 0.05). The pre-treatments
presented a concentration of reducing sugars varying from 2,34 to 8,23 g/ L. The highest
macromolecular solubilizations, being 19,94 and 23,80%, respectively, for the most
severe acid condition (2,5% m/v). The acid concentration and time employed were
statistically significant for the solubilization of macromolecular components at 95%
confidence. After analysis of variance (ANOVA) for the coded model of the first order,
it was verified that it was significant. In relation to the release of reducing sugars after the
step of enzymatic hydrolysis, the highest concentration reached 5,20 g / L, the
pretreatment time of 30 minutes and the concentration of 2,5% (m/v) HzPQO4, which refers
to the more severe condition applied in the present study. In the range studied, the
variables did not present statistical significance, but there was an indication of the
influence of the acid concentration on the sugars released after the enzymatic hydrolysis.
Lignin is a major drawback for dilute acid treatment, but the temperature and reaction
time also interfere. It is necessary to re-evaluate the process conditions and to look for
other hypotheses that can corroborate the viability of the production of 2G Ethanol.

Key words: Lignocellulose, diluted acid pretreatment, enzymatic hydrolyzate.
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1 INTRODUCAO

Desde as mais remotas eras a espécie humana tem se deparado com mudancas e
vem adaptando-se a elas por uma questdo de sobrevivéncia (ALBUQUERQUE, 2007).
Maximizar o aproveitamento dos recursos disponiveis no meio ambiente, tais como, a
flora (vegetais), a fauna (animais) e os minerais, foram fundamentais para que
passassemos de ndmades a sedentéarios e com o tempo formassemos tribos que viriam a
originar as sociedades (ROOS, 2012).

Ao passo que evoluimos quanto Sociedade, firmamos uma relacdo de exploracdo
com 0 meio ambiente tanto para atender as necessidades fisiologicas basicas, quanto para
manter as atividades cotidianas (ROOS, 2012). Durante muito tempo essa relacdo se
manteve equivalente, porem no século XVIII, com o inicio da industrializacéo, a balanga
que outrora equilibrada, agora pendia para o lado do consumo. Desse modo, estudos no
campo energetico passaram a ser desenvolvidos em busca de novas fontes ao redor do
globo (SILVA, 2012).

A industrializagdo consumou a relevancia do conhecimento sobre as fontes
energéticas, pois, obté-las significava potencializar o movimento econdmico e
consequentemente outorgando autonomia aos paises que tiveram acesso privilegiado a
tais recursos (GOLDEMBERG, 1998).

O primeiro grande pilar energético foi o carvdo mineral, pois permitiu a
Revolucdo Industrial, na Inglaterra, em meados do século XVIII, gerando cerca de 97%
da energia consumida em todo mundo. Atualmente, o sistema energético internacional é
baseado no consumo de combustiveis fosseis (carvao, petroleo e gas), sendo que cerca de
80% da demanda mundial se originam dessas fontes (OGEDA, 2010).

E fato que a matriz fossil foi bastante benéfica ao desenvolvimento humano, no
entanto, em longo prazo sua utilizacdo mostrou-se nociva ao ambiental e capaz de abalar
0 equilibrio econémico instaurado mundialmente (GODOI, 2009).

Os principais problemas sdo; a natureza finita desses recursos, e a queima dos
combustiveis minerais; onde sdo produzidos os Gases Do Efeito Estufa (GEE).

Geralmente essa responsabilidade ambiental, é atribuida, majoritariamente, aos
setores de producdo de energia e dos transportes (MARTINE; ALVES, 2015).

Visando toda essa problematica ambiental, social e econémica, a partir de 1970
varias medidas engajadas a preservacdo dos ecossistemas e a autonomia energética

passaram a ser discutidas em todo o mundo (SILVA, 2012).
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Segundo Simoni (2006) as conclusdes resultantes, via de regra, revelaram a
necessidade de uma diversificagdo da matriz energética e que tenha como principio a
sustentabilidade. E neste cenario que os biocombustiveis surgem como uma proposta
consistente, apresentando uma solucdo para a dependéncia da matriz féssil.

No panorama brasileiro os dois principais biocombustiveis liquidos sdo o etanol,
obtido da cana-de-agUcar, e o biodiesel, que é fabricado a partir de gorduras animais e de
6leos vegetais (RIBEIRO; SCHIRMER, 2017).

O Brasil é detentor da mais avancada tecnologia para a producéo e utilizacdo do
etanol. Tais avancos decorreram do Proalcool ou Programa Nacional do Alcool, criado
em 14 de novembro de 1975 (CARVALHO, 2007). E ainda, um dos maiores produtores
de biomassa ocupando um lugar de destaque, a nivel mundial (ANDRADE, 2014).

No Plano Decenal de Expanséo de Energia 2026 do Ministério de Minas e Energia
(MEE), estima-se que a oferta interna de energia elétrica deve se expandir e a previsédo é
de que 50% dessa energia sejam provenientes de fontes renovaveis ndo hidricas. Fontes
como a biomassa da cana-de-acucar (bagaco, palha) poderdo atender uma parte consideravel
desta demanda crescente (ANDRADE, 2014).

O bagaco é fundamental para a cogeracéo e pode ser utilizado de formas variadas,
ja a palha da cana de acucar (PCA), na maioria das vezes, € deixada nos campos pelas
refinarias de acgucar e alcool, para a manutencao do solo (OLIVEIRA, 2012).

Todavia, compreendendo o amplo potencial da mesma, varias pesquisas foram
realizadas, fundamentando que, o aproveitamento dessa palha residual pode proporcionar
beneficios, econdmicos e ambientais, maximizando a produgdo de etanol sem a
necessidade de expansao da area plantada de cana-de-actcar (OLIVEIRA, 2012)

O etanol de segunda geracdo € obtido através das etapas de pré-tratamento,
hidrélise e fermentacdo (SA; BIANCHI, 2015). O pré-tratamento consiste em expor a
celulose, hemicelulose e lignina presentes na fibra do vegetal e pode ser realizado de
diversas maneiras (MOOQOD et al., 2013).

Dentre os métodos de desconstrucdo da parede lignoceluldsica, nota-se que em
termos de vantagens e desvantagens os métodos s&o equivalentes (SA; BIANCHI, 2015).

Analisando o cenario globalizado dos biocombustiveis, observando a
disponibilidade de recursos no ambito nacional e detectando uma etapa problematica do
processo que impede o desenvolvimento do setor sucroenergético, justifica-se a
necessidade, cada vez mais latente de que se desenvolvam pesquisas na area
(STINGHELLI, 2014).
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No estudo em questdo visa-se identificar o potencial energético da biomassa
(palha) por meio da andlise das etapas de pré-tratamento e hidrolise enzimatica, posto
que, atuam, como “gargalos” do processo, com intuito de fornecer dados qualitativos e
quantitativos que indiquem a viabilidade da producéo do etanol de segunda geracao.
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1.1 OBJETIVO
1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral dessa pesquisa foi avaliar, em escala laboratorial, como a
biomassa celulésica, proveniente da palha da cana-de-agucar, se comporta nas etapas de
pré-tratamento &cido e hidrélise enzimatica, visando a producéo de etanol 2G.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Realizar as etapas de pré-tratamento da palha de cana-de-aglcar com o &cido
fosforico diluido a concentragdes e tempos de reacdo diferentes, seguindo um
planejamento fatorial 22 com repeti¢cdes no ponto central;

e Determinar os rendimentos em base seca, solubilizacdo de componentes
macromoleculares, e a concentracdo de acgucares obtidos na etapa de pré-
tratamento;

e Realizar a hidrolise enzimatica da palha da cana de agucar com o complexo de
enzimas Celulase sob temperatura, pH e agitacdo controladas conforme as
condicdes do planejamento experimental

e Determinar a concentracdo de agucares no hidrolisado enzimatico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Matriz energética

Define-se Matriz energética como toda forma de energia disponibilizada que pode
ser transformada, distribuida e consumida por uma regido (TOLMASQUIM,;
GUERREIRO; GORINI, 2007).

A matriz energética mundial diversificou-se nas ultimas décadas, devido a
diferentes condicionantes ambientais, sociais e econdmicas. As principais fontes de

energia utilizadas ao redor do globo estdo destacadas na Figura 1.

Figura 1 — Matriz energética mundial (2015)

m Carvdo
m Petréleo e Derivados
m Gas Natural
Nuclear
m Hidraulica
® Biomassa

Outros

2%

3%

Fonte: Adaptado de Key world energy statistics. IEA, 2017

A matriz fossil ainda é amplamente difundida, porém, Roos em 2013, afirmou que
a dependéncias de fontes ndo renovaveis gera condicdes econdmicas instaveis.

Segundo The Renewable Energy Policy Network for the 21st Century (REN21),
de 2016, a tendéncia € de que os investimentos em energias renovaveis crescam e se
firmem cada vez mais como uma oportunidade garantida de negdcios.

O cenario energético brasileiro se destaca mundialmente, visto que a sua matriz é
repleta de recursos renovaveis e 0 consumo de biocombustiveis é altamente difundido
(ANDRADE, 2014).

Dentre tais, a cana-de-agUcar apresenta inigualadvel disponibilidade para o0s

diversos fins energéticos, pois, além de ter caracteristicas ideais a producéo do etanol
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combustivel, também oferece a biomassa lignocelulésica da qual se pode obter o etanol
de segunda geracdo (MANOCHIO, 2014).

2.1 Biocombustivel

Conforme a ANP (Agencia Nacional de Petréleo e Gas Natural), biocombustivel
é toda aquela biomassa renovavel que pode substituir, parcial ou totalmente, combustiveis
derivados de petr6leo e gas natural em motores a combustdo ou em outro tipo de geracdo
de energia.

O Brasil é reconhecido mundialmente por ser o maior produtor de etanol de
primeira geracdo (E1G) derivado da cana-de-agUcar. Destaca-se também por ser um dos
unicos paises que integrou a producdo de agucar e etanol numa mesma planta, reduzindo
0s custos de processo (ANDRADE, 2014).

Na safra de 2017/2018 foram produzidos 635,6 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar, resultando numa producdo de 27 bilhdes de litros de etanol (CONAB, 2018).
Utilizando-se o bagaco e a palha como matéria-prima, e métodos de conversdo
apropriados, a producéo de etanol podera aumentar entre 50 e 100% por hectare de cana
plantada (ANDRADE, 2014).

A transformacéo dos residuos em bioetanol ou etanol de segunda geracéo consiste
no processamento dos compostos presentes na biomassa (celulose, hemicelulose e
lignina) em aclcares diretamente fermentesciveis, por meio das acdes enzimaticas
(OGEDA, 2010).

A metodologia do aproveitamento do bagaco e palha da cana-de-agUcar na
producdo do etanol permite que as usinas desenvolvam suas fungdes durante os periodos
de entressafra em todo o pais (CAMARGO, 2007).

2.1.1 Etanol de Primeira Geracao (E1G)

A producdo de etanol de cana-de-acUcar e sua utilizacdo como combustivel
renovavel é favoravel em relacdo aos combustiveis fésseis para a sustentabilidade
ambiental (STRAPASSON; JOB, 2006).

A tecnologia de producdo do E1G esta difundida ao redor do mundo, porém o

Brasil domina o modelo de producdo de etanol por via fermentativa, tornando o setor
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sucroalcooleiro brasileiro, um dos mais competitivos ao redor do globo. No ano de 2018,
estima-se uma producdo de mais 28,16 bilhdes de litros (CONAB, 2018).

A producéo pode se dar a partir da sacarose da cana; ou pelo desenvolvimento
cientifico e tecnolégico de producdo do etanol lignocelulésico, produzido a partir da
celulose, hemicelulose e lignina (MANOCHIO, 2014).

2.1.2 Etanol de Segunda Geragéo (E2G)

As problemaéticas que englobam o aquecimento global, a emissdo dos GEE, a
reducdo gradual das fontes de petrdleo e a crescente demanda energética tem sido uma
questéo recorrente em conferéncias, reunides e acordos em todo o mundo (SILVA, 2012).

Em abril de 2008, na XII Conferéncia das Nac¢des Unidas sobre Comercio e
Desenvolvimento (UNCTAD) foi firmada uma relagdo de cooperacdo técnica entre o
Brasil e a Africa para que se estimulasse a produc&o de biocombustiveis (biodiesel, biogéas
e etanol de segunda geracdo) a partir de materias-primas ndo utilizadas na alimentacéo —
por exemplo: residuos urbanos e de cultivos agrosilvopastoris.

O etanol de segunda geracdo (E2G) ou etanol celulésico (Ceetol), também
chamado etanol de lignocelulose é a denominacdo dada ao alcool etilico obtido através
da desconstrucdo das estruturas fibrosas dos vegetais, via reacGes quimicas, fisicas
ou bioguimicas (HIJAZIN, 2010).

Entre os diferentes tipos de biomassas lignocelulosica, a palha de cana-de-actcar
se destaca como fonte energética. Apresenta grande potencial calorifico para a geracéo

de eletricidade ou para a producdo de etanol celulésico (FARINAS, 2011).

2.2 Biomassa Lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica € um dos recursos mais abundantes em todo o planeta.
Porém, converté-la em um insumo é uma tarefa complexa, pois suas caracteristicas
quimicas e morfologicas conferem uma rigidez e pouca reatividade (SANTOS, 2012).

Esses materiais celulignosico sdo compostos, em média, por trés fragdes organicas:
celulose (35-50%), hemicelulose (20-35%) e lignina (10-25%), que formam um
construto cristalino vegetal altamente estavel que deve ser rompido para disponibilizar a
fracdo sacaridea fermentescivel. (VASCONCELOS, 2012).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%B5es_qu%C3%ADmicas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bioqu%C3%ADmica
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A conversdo da biomassa lignoceluldsica em etanol envolve basicamente quatro
etapas, o pré-tratamento; a hidrdlise dos polissacarideos realizada através das enzimas;

fermentacgdo dos agUcares e a recuperacdo do etanol por destilacao.

2.3 Composicao da Biomassa Lignocelulésica

Conforme afirmacdo de Ribeiro e Schirmer (2017) as estruturas que compdem a
lignocelulose (celulose, hemicelulése e lignina) sdo constituidas, basicamente, de
carbono, hidrogénio e oxigénio os quais formam polimeros naturais por associa¢do de
grupos funcionais, como ésteres e carboxilas. Dessa forma, apresentam estruturas
altamente complexas e de composigdo variavel.

As composicdes macromoleculares medias variam de acordo com o tipo de

biomassa como pode ser visto na Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢cdo quimica de biomassas lignocelulsica com potencial para
producdo de etanol de segunda geragéo

Biomassa Lignocelosica % 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 43,3 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

Fonte: Santos et al., 2012

2.3.1 Celulose

A celulose é um polissacarideo formado por monémeros de D-glicose, apresenta-
se na forma de microfibras envolvidas por uma mistura de carboidratos complexos

poliméricos.
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Sua estrutura apresenta regides cristalinas ordenadas, estabilizadas por ligacOes
de hidrogénio intra e intermoleculares e regides amorfas onde as cadeias apresentam uma
orientagéo randémica (SANTOS, 2012).

Na Figura 2 é possivel visualizar as regides cristalinas e amorfas das estruturas
celulésicas.

Figura 2 — Estrutura da celulose destacando as regides cristalinas e amorfas.
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Fonte: Farinas, 2011.

A celulose, principal componente da parede celular da fibra, € um polissacarideo
linear, constituido por glicoses unidas através ligagoes al-4.

Sua formula molecular bruta é (CsH100s), e pode assumir um valor de até 15.000
unidades de moléculas de glicose compondo a cadeia, porem quanto mais moléculas

envolvidas, mais resistente se torna a estrutura vegetal (D’ALMEIDA, 1981).

Representado na Figura 3.

Figura 3 - Representacdo esquematica da molécula de celulose
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Fonte: Martinez, 2014
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2.3.2 Hemicelulose

As hemiceluloses ou "meia celulose” sdo polissacarideos constituidos de varios
tipos de agucares, além de serem ramificados e de cadeia mais curta que a celulose. Dentre
esses agucares, estdo pentoses e hexoses (FARINAS, 2011). A Figura 4 exemplifica esse
polissacarideo.

Figura 4 — Representacdo esquematica da hemicelulose
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Fonte: Santos, 2012.

Esta macromolécula contém acidos hexurénicos, como os acidos 3-D-glicurdnico,
D-4-O-metilglicuronico e B-D-galacturanico, e deoxi-hexoses.

A multiplicidade de ligagdes, de ramificacdes e a presenca de diferentes unidades
monoméricas contribuem para a complexidade da estrutura hemicelulosica e suas
diferentes configuracdes (KOOTSTRA et al., 2009).

2.3.3 Lignina

A lignina é um polimero amorfo, de composi¢cdo quimica complexa, que confere
firmeza e rigidez ao conjunto de celulose. Apresenta natureza aromatica predominante, é
insolivel em &gua e muito resistente a reacdo quimica, devido ao seu elevado peso
molecular (ANDRADE, 2014). Alguns monémeros de lignina podem ser vistos na
(Figura 5).
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Figura 5 — MonGmeros precursores da lignina.
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Fonte: Martinez, 2014.

2.4 Etapas da producédo do etanol 2G de palha de cana-de-acUcar

A palha da cana-de-agucar possui trés aplicagdes fundamentais: manutencéo do
solo, producéo de etanol de segunda geracéo e producéo de bioenergia (SANTOS 2012).

Os beneficios da manutencao do solo com a palha séo diversos, pois essa biomassa
constitui uma fonte de nutrientes e matéria organica, possibilitando, portanto, a
diminuicdo do uso de fertilizantes, diminui também a acdo de plantas daninhas, reduz
erosdo e mantem o solo umido.

Contudo, com a eliminacdo gradativa da queima, a disponibilidade tende a
aumentar (PAGEL, 2017).

Conforme Santos et. al. (2012) seu aproveitamento deve ocupar um lugar de
destague como matéria-prima para a producao de etanol combustivel. Estima-se que uma
tonelada de palha equivale a algo entre 1,2 a 2,8 EBP (equivalentes barris de petréleo).

O que pode determinar qual aplicacdo € mais vantajosa com relagcdo as outas € a
viabilidade de processo, no que diz respeito a, conjuntura econdémica associada aquela
atividade especifica. Porém, a manutencdo do solo tem sido uma escolha preferencial
posto que as tecnologias de producdo do E2G possuem etapas criticas de producgéo: o pré-

tratamento e a hidrdlise.
2.4.1 Pré-tratamento
A etapa de pré-tratamento ou pré hidrélise tem a finalidade de “desmontar” a parede

vegetal e acessar os componentes diretamente conversiveis em etanol. Pode ser de carater

fisico, fisico-quimico, quimico ou bioldgico (SANTOS 2012).



25

Nos pré-tratamentos fisico-quimicos séo utilizados agentes quimicos &cidos,
alcalinos ou &gua, em conjunto com processos fisicos tais como: incremento de
temperatura ou pressdo, processos de descompressdo rapida, utilizacdo de ultrassom,
entre outros.

Na Figura 6 esta representado o efeito do pré-tratamento sobre a biomassa.

Figura 6- Estruturas de materiais lignoceluldsicos antes e apds o pré-tratamento
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Fonte: MOOD et al., 2013.

O objetivo de um pré-tratamento € ser eficiente e econdmico. Para tanto alguns
pré-requisitos devem ser atendidos, como: aumentar a area superficial do material sélido
e hidrolisar parcial ou totalmente a biomassa, produzir fibra celuldsica reativa para o
ataque enzimatico; evitar a formacdo de possiveis inibidores de enzimas; minimizar 0s
custos com a reducdo de tamanho da matéria-prima; reduzir os custos com material de
construcdo dos reatores de pre-tratamento; produzir menos residuos (VASCONCELOS,
2012).

2.4.2 Pré-tratamento acido

Sabe-se que os acidos sdo substancias moleculares que, em solucdo aquosa,
sofrem ionizagdo, ocorrendo em compostos organicos ésteres, amidas, aglcares, dentre
outros (HIJAZIN, 2010).

O pré tratamento acido tem por objetivo degradar a hemicelulose, facilitando a
sacarificacdo da celulose. Entende-se degradacdo como a clivagem da ligagédo B (1,4) -
glicosidica, resultando em moléculas com grau inferior de polimerizagdo, afetando as

propriedades fisico-quimicas, como a viscosidade e a resisténcia mecanica. As pontes de
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hidrogénio mantem a rigidez das regides cristalinas da celulose tornando-a altamente
resistente a degradacfes, ndo so pelo pré-tratamento acido, como também alcalino e
biolégico (OGEDA, 2010)

O tratamento 4&cido ocorre em solucdo aquosa, podendo ser diluida ou
concentrada, porém quanto maior a concentracdo de reagente mais oneroso se torna o
processo (HIJAZIN, 2010).

A hidrolise da celulose em 4&cido diluido necessariamente deve ocorrer sob
condicdes de pressdo e temperatura elevadas e tempos de exposicdo baixos, todavia, a
conversao de celulose em glicose ndo ultrapassa 50%. Quando 0s processos envolvem
tempos longos, temperaturas moderadas e concentracdo mais elevada (40-70%) a
conversdes de celulose de até 90% (VASQUES, 2007).

As condiges utilizadas no pré-tratamento devem ser meticulosamente calculadas,
posto que, a severidade das etapas pode resultar em compostos que sdo inibidores

microbioldgicos, inviabilizando o sequenciamento dos processos.

2.4.3 Hidrélise

A palavra hidrolise possui suar raiz etimologica no grego; hidrolysis (hidro: agua;
lysis: separacdo). Segundo Hijazin (2010) de modo geral hidrolise € uma reacdo quimica
em meio aquoso onde a agua sofre dupla decomposicdo e um hidrogénio da molécula é
transferido para um dos produtos, e o grupo hidroxila (OH) é transferido outro produto,

conforme mostrado a seguir na Equacéo 1:

XY + H20 < HY+XOH (1)

Raramente a agua, por si s, pode realizar uma hidrolise eficiente, fazendo-se
necessario a insercao agente que possam viabilizar o processo. Os principais métodos
utilizados sdo as hidrolises alcalina acida e enzimatica (HIJAZIN; SIMOES; SILVEIRA,
2010).

O produto da hidrélise € uma mistura de acucares, cujo principal componente é a
glicose. Ocorrendo éxito nessa etapa a biomassa, esta pronta para ser fermentada e

destilada assim como ocorre no processo de obtencdo do etanol.
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Atualmente com a utilizagdo de enzimas na hidrolise, o tempo e a energia utilizada
foram reduzidos, consequentemente, reduziram-se, parte dos custos envolvidos no
processo.

As enzimas sdo moléculas complementares aos complexos ativos das reacdes que
eles catalisam. Logo, a configuragdo molecular que € intermediaria entre reagentes.

Conforme dito por Linus Pauling, Nature (1948) “A atracdo da molécula da
enzima pelo complexo ativado levaria assim a um decréscimo da energia de ativacdo da

reacdo € a um aumento da velocidade de reacao”.
2.4.4 Hidrolise &cida

Sabe-se que os acidos s@o substancias moleculares que, em solugdo aquosa,
sofrem ionizacdo, fornecendo como céations ions HzO* (hidroxonio). O mecanismo da
hidrolise acida (Figura 7) ocorre em trés etapas, primeiramente o préton catalisa um dos
oxigénios glicosidicos, seguido da quebra da ligacdo C-O formando um carbocation.
Liberando um préton apos a adicdo de agua (LACERDA, 2012).

Figura 7 — Mecanismo de hidrolise acida das ligacdes glicosidicas
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Fonte: Lacerda, 2012.

A hidrdlise acida pode liberar até 90% doa acucares retidos na biomassa, porém,
a altas concentracdes pode causar corrosdo nos equipamentos. Uma alternativa para isso
é a utilizacdo do acido diluido que libera 50% e facilita o processo de hidrolise enzimatica
(CESARIO, 2014).
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2.45 Hidrolise enzimética

Os processos hidroliticos sdo de extrema importancia devido as complexas
interacOes intra e intermoleculares que compdem a estrutura lignocelulésica; fatores
como a natureza cristalina da celulose e a barreira fisica formada por ligninas ao redor
das fibras, tornam indispensavel o pré-tratamento para fragilizar a estrutura e reduzir a
cristalinidade da celulose facilitando a acdo das enzimas celuloliticas para a obtencéo de
glicose e outros agucares diretamente fermentesciveis (OGEDA, 2010).

No processo enzimético de hidrolise da celulose a catalise é realizada por enzimas
celuloliticas ou celulases (CESARIO, 2014).

As celulases s@o uma mistura de variadas enzimas, 0s principais grupos séo a
endoglicanase, que ataca regides de baixa rigidez ou cristalinidade, a exoglicanase ou
celobiohidrolase que e liga as extremidades da cadeia gerando glicose e celobiose e a -
glicosidase que quebra a celobiose em moléculas de glicose (VASCONCELOQOS, 2012).

As enzimas do complexo celulasico apresentam um efeito sinérgico, ou seja, 0
rendimento apresentado ao atuar conjuntamente é maior a soma dos rendimentos ao atuar
isoladamente (VASQUEZ, 2007).

2.4.6 Fermentacdo

A fermentacdo alcodlica é o processo de conversdo de agucar em etanol e CO; por
leveduras, em condicdes de anaerobiose. Ocorre em biorreatores que, no caso, Sao
recipientes cilindricos denominados dornas, onde sdo controladas a acidez e a temperatura
para maximizar a acao das leveduras e aumentar a conversdo em etanol. Os rendimentos
fermentativos estdo intimamente ligados ao controle de processo e também as etapas
anteriores de obtencdo da sacarose. Na producdo do E2G o pré-tratamento e a hidrélise

sdo fatores determinantes para a obtencao de bons rendimentos (PRATTO, 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado nos Laboratérios de Tecnologia Sucroalcooleira,
Operaces Unitarias e Processos e, de Fisico-quimica, localizados no Centro de
Tecnologia e Desenvolvimento Regional — CTDR, da Universidade Federal da Paraiba —
UFPB, extensdo do campus I.

Inicialmente foi realizada a etapa de preparo do material lignocelulésico, desde o
processo inicial de lavagem, secagem, passando pelo pré-tratamento e finalizando com a
hidrélise enzimética das amostras.

Ao passo que se realizaram os procedimentos, foram sendo efetuadas as devidas
analises de rendimentos das fracGes sélidas e de agucares redutores (ARs) - através do
método DNS (Acido 3,5 — Dinitrosalicilico).

Nesse trabalho foram executadas as etapas apresentadas na Figura 8.

Figura 8 - Fluxograma representativo das etapas executadas na pesquisa.
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Fonte: Autor, 2018
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3.1 Palha de Cana-de-acucar

A palha da cana-de-agucar, foi fornecida pela Usina Japungu, localizada na zona
rural da cidade de Santa Rita, Paraiba.

A palha foi triturada na forrageira ainda na Usina, mas, antes de seguir para as
etapas analiticas, foi submetida a etapa de preparo.

3.1.1 Preparo da Palha Cana-de-agucar

O preparo foi feito com o objetivo de eliminar as sujidades presentes na amostra
e maximizar os efeitos das etapas subsequentes (pré-tratamento e hidrélise enzimatica)
realizou-se do seguinte modo:

A moagem, feita no moinho de facas (SL — 31, da SOLAB) com uma peneira de
mesh 10 para uniformidade da matéria-prima. A peneiracdo mecanica ocorreu numa mesa
vibratoria utilizando-se uma peneira com o mesh de 20, reduzindo a granulometria e
aumentando a superficie de contato das amostras. Na Figura 9 podemos ver as amostras

da palha de cana-de-acucar que foram utilizadas no trabalho

Figura 9 — Amostra da palha de cana-de-agucar: “in natura” (a), moida (b) e amostra (c).
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Fnte: utof, 2018.
Posteriormente foram pesadas, em triplicata, 2 g de palha numa balanca analitica

se fez a secagem, numa estufa (SL-100, da SOLAB) submetidos a uma temperatura de105

°C, durante 24 horas, para determinar o peso seco.
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Feito isso foram separadas sete amostras, com 35 g de palha moida (em base seca,
ou seja, corrigida pelo peso seco) em sacos de plastico (zip-locks). As amostras foram

submetidas a etapa de pré-tratamento conforme o planejamento experimental adotado.

3.2 Procedimento experimental para o pré-tratamento acido

A palha de cana-de-agUcar preparada conforme descrito no item 3.1.1, foi
submetida a etapa de pré-tratamento, seguindo um planejamento experimental 22 com 3
(trés) pontos centrais, totalizando 7 (sete) experimentos distintos, realizados em duplicata,
sendo as variaveis independentes do pré-tratamento o tempo e a concentracdo de acido
fosforico. Os niveis codificados das variaveis independentes e a matriz do planejamento
com as possiveis combinacgdes de niveis e repeticdes no ponto central estdo apresentados

nas tabelas 2 e 3, onde -1 representa a menor condicdo, 1 a maior e 0 o ponto central.

Tabela 2 — Niveis das variaveis independentes para o processo de pre-
tratamento de palha de cana-de-agucar com acido fosforico diluido.

Variaveis Simbolo Limites
Independentes -1 0 +1
Tempo (min) X1 10 20 30
Concentracdo de HzPO4 (%, m/v) X2 05 15 25

Fonte: Autor, 2018.

Tabela 3 - Matriz do planejamento fatorial 22,

Experimento  Variaveis Codificadas Variaveis Reais
Tempo (min) [HsPO4]" Tempo (min) [H3PO4]"
01 -1 -1 10 0,5
02 +1 -1 30 0,5
03 -1 +1 10 2,5
04 +1 +1 30 2,5
05 (PC) 0 0 20 1,5
06 (PC) 0 0 20 1,5
07 (PC) 0 0 20 15

%, m/v; PC: ponto central
Fonte: Autor, 2018.

As concentragdes de HsPOs (0,5, 1,5 e 2,5%) foram estabelecidas a partir do
trabalho de Bezerra (2016). Foi realizado em Autoclave, durante os tempos de 10, 20 e 30

minutos, na proporcdo de 1:10 da palha da cana de acucar e solu¢do acida diluida.
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Foram pesadas 35 gramas de palha em base seca e em seguida, introduzidas em
Erlenmeyers de 500 mL. Os pré-tratamentos foram realizados em autoclave a 121 °C,
com variacdo de tempo e concentracdo de acido, conforme condi¢cdes apresentadas na
Tabela 3. Foi mantida uma relagéo solido: liquido de 1:10 ou 10% (m/v). A autoclave foi
fechada e deu-se inicio ao aumento de temperatura.

Quando a temperatura alcangou 121 °C, iniciou-se a contagem de tempo. Ao final
da reacgéo, esperou-se a redugdo da temperatura para a abertura da autoclave.

A palha pré-tratada foi filtrada em papel de filtro (C4; da UNIFIL) previamente
seco a 60 °C por 24 horas. A fragdo sdlida obtida foi lavada 3 vezes (1000 mL por
lavagem) com &gua aquecida a 70 °C para remocao agucares residuais.

As fracBes s6lidas obtidas foram separadas para a etapa posterior de hidrdlise
enzimatica. Para isto foram as amostras de palha foram secas em estufa a 60 °C, durante
24 horas. Apos este tempo foram retiradas da estufa, colocadas em dessecador até o
resfriamento e em seguida, pesadas para posterior determinacdo do rendimento, e
consequentemente, da solubilizacdo de componentes macromoleculares.

As fracOes liquidas foram submetidas a andlise para quantificacdo de acucares
redutores. Na Figura 10 podemos ver as facGes da palha da cana-de-agUcar na etapa de
pré-tratamento.

Figura 10 - Facdes da palha da cana-de-aclcar no pré-tratamento: Durante o pré-
tratamento (a); fracdo sélida (b); fracdo liquida(c).

Fonte: _Autor, 2018 '
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3.3 Hidrodlise enziméatica

As hidrolises enzimaticas das amostras de palha pré-tratadas de acordo com o
planejamento experimental (Tabela 3 — item 3.2), foram realizadas em duplicata,
utilizando um Complexo Celulase (NS — 22086) cedido pela Novozymes Latin America
Ltda.

Os experimentos de hidrolise foram realizados em frascos Erlnemeyer de 250 mL
nas seguintes condicdes: volume reacional de 100 mL, concentracdo de palha de 2,0%
(m/v), 50 °C, pH 4,8 (tampdo citrato de s6dio 50 mM), agitacdo de 150 rpm, em
incubadora shaker (LUCA — 223, da LUCADEMA).

A carga enzimética utilizada foi de 15 FPU/gpaina € 0 tempo total de hidrélise de
72 horas. Ao final de 72 horas, as amostras foram submetidas a um banho em ebulicéo e
banho de gelo, para inativagdo das enzimas. Em seguida, foram filtradas e submetidas a
andlise para determinacdo de agucares redutores (VASCONCELOQS, 2012)

3.3 Metodologia Analitica

3.3.1 Determinacao de Acucares Redutores

Para a determinacao de agUcares redutores (ARs) presentes no hidrolisado &cido,
ou seja, na fracdo liquida obtida apds a etapa de pré-tratamento e, no hidrolisado
enzimatico foi empregado o método DNS (Acido 3,5 — Dinitrosalicilico) descrito por
Vasconcelos, Pinto e Aragao (2013).

Para isto, foi construida inicialmente uma curva de calibracdo, em duplicata, a
partir de uma solucéo padréo de glicose, da qual foram realizadas dilui¢cdes de forma a se
obter concentrac@es de glicose num intervalo de 0,1 a 1,0 g/L. Adicionou-se 1 mL de cada
diluicdo e 1 mL da solucdo de DNS em tubos de ensaio.

Em seguida levaram-se os tubos a aquecimento em banho termostéatico (Q218-9)
a 100 °C, por 5 minutos. Ao final deste tempo, os tubos foram submetidos a resfriamento
em banho de gelo, para interrupcdo da reacdo. Adicionaram-se a mistura reacional 8 mL
de &gua destilada, completando um volume de 10 mL.

Na sequéncia as amostras foram homogeneizadas e realizou-se a leitura de

absorbéancia, em espectrofotdmetro (Edutec-FFQ-9005) a 540 nm.
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Para as andlises das amostras seguiu-se 0 mesmo procedimento empregado na
construcdo da curva de calibracdo, sendo realizadas diluicbes quando necessario, de
forma a se ter uma absorbancia dentro do limite da curva construida.

Nas Figuras 11 e 12 estdo representados, respectivamente as etapas para a
producéo da curva de calibracdo e a curva de calibracdo pronta.

Figura 11 — Etapa da producéo da curva de calibracdo para determinacdo ARs: Antes
do aquecimento (a); depois do aquecimento (b); amostra diluida (c).

Fonte: Autor, 2018.

Figura 12 - Curva de calibracdo para determinacdo da acucares redutores
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3.3.2 Calculo de rendimento e solubilizagéo

Foram determinados, por gravimetria, os rendimentos das fracGes sélidas obtidas
no pré-tratamento, em relacdo ao peso seco da palha inicialmente submetida ao pré-
tratamento, conforme a Equagéo 2:

Massa final (base seca) (2)

Rendimento (%) = -
Massa final (base seca)

A solubilizagdo dos componentes macromoleculares (Scm), a partir da fragéo
solida de palha, foi utilizada a Equag&o 3.

Scm = 100 - Rendimento 3)

Sendo:

Scm = solubilizag&o dos componentes macromoleculares (%, m/m).

3.3.3 Determinacao da atividade enzimatica

De forma geral, a atividade enzimatica é expressa em Unidades Internacional (U).
1 U corresponde a quantidade de enzima capaz de formar 1 umol de produto por minuto
em condicdes 6timas de medida (pH, temperatura, etc.) especificadas para cada caso.

Quando o substrato € o papel de filtro, a Unidade Internacional é expressa em
Unidade de Papel de Filtro (FPU).

Foi necessaria a determinacéo da atividade FPU (Unidade de Papel de Filtro) para
calcular a carga de enzimas necessarias a hidrdlise enzimatica da palha. No ensaio
empregado para a determinacdo da atividade enziméatica em FPU (Unidade de Papel de
Filtro) utilizou-se a metodologia de Ghose (1987) adaptada.

A primeira etapa consistiu na preparacao de uma curva de calibracdo (Figura 12),
para quantificacdo de acucares redutores, tomando por base a glicose.

Na Figura 13 estéa representada curva de calibracdo para determinacdo da atividade

enzimatica.
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Figura 13 - Curva de calibragdo para determinacao da atividade enzimatica
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Fonte: Autor, 2018.

Como substrato para a determinagéo da atividade enzimatica foram utilizadas tiras
de papel de filtro Whatman n° 1, medindo 1 cm x 6 cm (50 mg), tampao citrato de sodio
50 mM (pH 4,8) e reagente DNS (acido 3,5-dinitro salicilico).

As tiras do papel de filtro, foram enroladas, em forma de espiral e colocadas em
tubos de ensaio, aos quais se adicionou 1,0 mL de tampdo citrato de sddio.
Condicionaram-se os tubos ao banho termostatico (Q218-9) a 50 °C, por 1 minuto.

Apo6s 1 minuto, adicionou-se 0,5 mL da amostra de enzima, em cada tubo,
agitando-se cuidadosamente.

Em paralelo, foi realizado o ensaio para controle da enzima o qual teve como
objetivo a determinar a concentracdo inicial de acucares redutores (ARS) presentes na
amostra de enzima. Neste caso, apenas 1,0 mL de tampéo citrato de sédio 50 mM e 0,5
mL da amostra foram adicionados em tubos de ensaio, sem a adicdo do substrato.

Um branco foi utilizado para zerar o espectrofotdmetro, utilizando-se 0,5 mL de
tampao citrato de sddio e 50 mM da enzima.

Todas as reacdes foram conduzidas a 50 °C, em banho termostatico, 1 hora. Ao
final deste tempo, as reacGes foram interrompidas pela retirada de 0,5 mL da mistura
contida em cada um dos tubos, que foi colocada imediatamente em outros tubos contendo
0,5 mL de DNS (écido 3,5-dinitro salicilico).

Todos os tubos foram submetidos a um banho em &gua a 100 °C, durante 5

minutos, e, em seguida, resfriados até a temperatura ambiente.
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As amostras foram diluidas com 6,5 mL de agua destilada, procedendo-se, entéo,
a leitura da absorbéancia em espectrofotometro (Edutec-FFQ-9005), a 540 nm.

A determinacdo da concentracdo de glicose liberada em cada ensaio enzimatico
foi realizada através da utilizacdo de uma curva padréo de glicose previamente preparada,
utilizando a Equagéo 4.

Dil. X(ABS y~AbS e JXFator (mg/mL)x Vol total (mL) (4)

Atividade (U/mL) = _
tempo (min) x 0,18 (mg/umol ) x Vol. amostra (mL)

Onde:

Dil = diluicdo da enzima (se necessario);

Absm = valor da absorbéncia da amostra (enzima);
Abspranco = valor da absorbéncia do branco;

Fator = fator obtido da curva de calibragao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Anélise do Planejamento experimental

41.1 Pré-tratamento

Os agUcares redutores liberados ap6s a etapa de pré-tratamento, no hidrolisado
acido, assim como o rendimento da fracdo sélida remanescente e, por diferenca, a
solubilizacdo dos componentes macromoleculares (Scm) da palha de cana-de-agUcar estao
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados obtidos ap06s o pré-tratamento

Acucares _ L
) Rendimento Solubilizagéo
Ensaio X X2 Redutores
(%) (%)
(9/L)
01 -1(10) -1(0,5) 2,34 83,05 16,95
02  +1(30) -1(0,5) 2,49 80,94 19,06
03 -1(10) +1(2,5) 6,14 80,06 19,94
04  +1(30) +1(2,5) 8,23 76,20 23,80
05 0(20) -1(1,5) 7,64 79,14 20,86
06 0(20) -1(1,5) 7,62 78,89 21,11
07 0(20) +1(1,5) 7,57 79,20 20,80

X1: tempo, Xo: concentracdo de acido fosforico

E possivel observar através dos resultados obtidos apds o pré tratamento que a
concentracdo de acgucares redutores liberados no hidrolisado &cido variaram de 2,34 a
8,23 g/L, sendo a maior concentracdo encontrada no ensaio 04 que corresponde aos
niveis maximos aplicados ao pré-tratamento (30 min e 2,5% de H3PO.).

O principal objetivo do pré tratamento com acido fosforico diluido é degradar
grande parte da hemicelulose e desestruturar parcela da lignina e da celulose de materiais
lignoceluldsicos (SILVA, 2009).

Em relacdo a solubilizacdo dos componentes macromoleculares, 0 maximo
alcancado foi de 23,80% coincidindo com o ensaio 04 onde ocorreu maior liberacdo de

acucares redutores.
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4.1.2 Hidrélise enzimética

As amostras de palha de cana-de-agUcar pré-tratadas conforme as condi¢fes do
planejamento experimental foram submetidas ao processo de hidrolise enzimética de
acordo com as condic@es descritas no item 3.3. Todas as hidrdlises foram realizadas em
duplicata.

A eficiéncia da hidrélise foi quantificada em termos de agUcares redutores
liberados (Tabela 5).

Tabela 5- Acucares redutores liberados. apos a

etapa de hidrolise enzimética

Acucares Redutores

Ensaio X X
(g/L)
01 -1(10) -1(0,5) 1,00 + 0,02
02  +1(30) -1(0,5) 1,11 + 0,02
03  -1(10) +1(2,5) 3,55+0,01
04  +1(30) +1(2,5) 5,20 + 0,02
05  0(20) -1(1,5) 4,41 + 0,03
06  0(20) -1(1,5) 4,33 +0,01
07  0(20) +1(1,5) 4,20 +0,01

Xi: tempo, X,: concentracdo de acido fosforico

Através da Tabela 5, observa-se que a concentracdo de agUcares redutores
liberados apds a etapa de hidrolise enzimatica das amostras de palhas pré-tratadas,
variaram de 1,00 a 5,20 g/L. Observa-se ainda, que o maior valor de concentracdo foi
para a amostra pré-tratada nas condicdes do ensaio 04, coincidindo com o ensaio no qual
ocorreu uma maior solubilizacdo de componentes macromoleculares

Cesario (2014), utilizou o bagaco de cana-de-aclicar como objeto de estudo. Para
tanto, realizou a etapa de pre-tratamento com H2SO4 (1%, m/v), relagéo solido: liquido de
1:5, em diferentes tempos, temperaturas e granulometrias. Apos esta etapa, as amostras
pré-tratadas foram submetidas a hidrélise enzimatica, onde verificou-se que para as
amostras provenientes do pré-tratamento a 120 °C, durante 20 min (condicdes de tempo
e temperatura préximas as condicdes dos pontos centrais do presente trabalho), foram

obtidas entre 0,12 e 0,16 ggiicose/Jbagaco ap0OS 48 horas de hidrolise.
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No presente trabalho, a quantidade de agUcares redutores (1,5% de HsPOa4; 20 min
e 121 °C) foi em média 0,22 Qagticar redutor/Jpaina, apOS 72 horas de hidrolise.

Observa-se que as concentragdes de acglcares redutores liberados apos a etapa de
hidrélise enzimatica foram inferiores aos obtidos no hidrolisado &cido (apdés o pré-
tratamento). Isto pode ter ocorrido devido a presenca de lignina residual na fracdo solida
apos o pré-tratamento, pois de acordo com Silva (2009), a lignina residual pode afetar
negativamente a etapa subsequente de hidrélise enzimatica.

Alguns materiais lignoceluldsicos apresentam estruturas morfolégicas rigidas e
recalcitrantes necessitando de condi¢Ges mais severas onde elevam-se as concentragoes
dos reagentes e utilizam-se temperaturas maiores que 150 °C (SILVA, 2009). Como pode
ser visto na Tabela 6, o teor de lignina no pré-tratamento aumenta, o que significa que tal
aumento pode ser devido a liberagdo de alguns agucares.

Tabela 6 - Componentes da Palha da cana “in natura”, pré tratada e deslignificada (%)

Componentesda  Palha da cana “in  Palha da cana pre- Palha da cana
biomassa natura” (%) tratada (%) deslignificada (%)
Celulose 38,1+0,2 51,9+0,1 74,2+0,2

Hemicelulose 29,2+0,3 17,0+0,1 9,1+0,2
Lignina 24,2+0,2 29,0+0,1 14,9+0,2
Outros compostos 8,3+0,2 - 1,0+0,0
Total 99,8+0,1 99,8+0,3 99,2+0,6

Fonte: Adaptado de Silva, 2009.

4.2  Analises estatisticas do planejamento experimental

Através do emprego do planejamento experimental é possivel avaliar a o
comportamento das variaveis de suas interacdes no que diz respeito ao processo.

Buscou-se neste trabalho, dentro de condicdes pre-determinadas, encontrar 0s
melhores resultados de pré-tratamento acido diluido da palha de cana-de-acucar, que
levasse uma maior liberacdo de acUcares redutores, com o potencial necessario para uma
possivel obtencdo de etanol de segunda geracdo. Foi determinada a solubilizacdo das
macromoléculas presentes na palha de cana e liberacdo de agUcares redutores obtidos a

partir da hidrélise enzimatica.
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4.2.1 Acucares redutores no hidrolisado &cido

Na Tabela 7 estdo apresentadas as estimativas dos efeitos para os aglcares
redutores liberados ap6s a etapa de pré-tratamento, onde é possivel se observar que ndo
houve significancia estatistica, ao nivel de 95% de confianca, para os intervalos de tempo
e concentracao de acido estudados.

Tabela 7 — Estimativa dos efeitos para 0s agUcares redutores liberados apds a etapa de

pré-tratamento

) Desvio Limite de Limite de
Efeito . p . .
Padréo Confianga (- 95%) Confianca ( 95%)
Média 6,00 0,80  0,004953 3,45 8,56
X1 1,12 2,12 0,634545 -5,64 7,88
X2 4,77 2,12 0,110410 -1,99 11,53
X1. X2 0,97 2,12 0,678985 -5,79 7,73

Xi1: tempo, Xz: concentracéo de acido fosforico; p: probabilidade de significancia — p < 0,05
Fonte: Autor, 2018.

4.2.2 Solubilizacdo de componentes macromoleculares

As estimativas dos efeitos para a solubilizacdo de componentes macromoleculares

estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Estimativa dos efeitos para a solubilizacdo de componentes macromoleculares

(Scm) na etapa de pré-tratamento

) Desvio Limite de Limite de
Efeito p _ _
padréo Confianca (-95%) Confianca (95%o)
Média 20,36 0,29 0,000006 19,45 21,27
X1 2,99 0,76  0,029096 0,58 5,39
X2 3,87 0,76  0,014545 1,46 6,27
X1. X2 0,88 0,76  0,331542 -1,53 3,28

Xi: tempo, Xo: concentracdo de &cido fosférico; p: probabilidade de significAncia — p < 0,05
(estatisticamente significativo 95 % de confianga).
Fonte: Autor, 2018.
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Verificados os efeitos significativos, com o objetivo de se obter o modelo
codificado de primeira ordem para a solubilizacdo dos componentes macromoleculares,
realizou-se uma analise dos coeficientes de regressdo (Tabela 9).

Tabela 9 — Coeficientes de regressdo para a solubilizagdo dos componentes

macromoleculares apds a etapa de pré-tratamento

o _ o Limite de
Coeficiente Desvio Limite de )
P ] Confianca
de regresséo Padréo Confianga (- 95%)
(95%)
Média 20,36 0,29 0,000006 19,45 21,27
X1 1,49 0,38 0,029096 0,29 2,70
X2 1,93 0,38 0,014545 0,73 3,14
X1.X2 0,44 0,38 0,331542 -0,77 1,64

Xi: tempo, Xa: concentracdo de Acido fosférico; p: probabilidade de significancia — p < 0,05
(estatisticamente significativo 95 % de confianca).
Fonte: Autor, 2018.

O modelo codificado que representa a solubilizacdo de componentes

macromoleculares apds o pré-tratamento acido é dado pela Equacéo 5.

Sem (%)=20,36 +149 X, +1,93 X, +0,44X, X, (5)

Os dados de andlise de variancia (ANOVA) para 0 modelo que representa a

solubilizacdo de componentes macromoleculares estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Avaliacdo ANOVA para a solubilizacdo de componentes macromoleculares

Soma Graus de Média R?
Quadratica liberdade Quadratica Foae (%)
Regressao 24,61 3,00 8,20 14,31 93,47
Residuo 1,72 3,00 0,57
Falta de
) 1,67
ajuste
Erro puro 0,05
Total 26,33

Foos:3;3 = 9,28 (Teste F = Fcal/Ftab = 1,54)
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O coeficiente de determinagdo ou explicacdo (R?) fornece uma medida da
propor¢do de variagdo explicada pela equacdo de regressdo em relacdo a variagéo total
das respostas, sendo em geral, expresso em percentual, variando de 0 a 100%
(RODRIGUES; IEMMA, 2009). Observa-se pela analise de variancia que houve uma boa
correlacdo do modelo com coeficiente de correlagdo de 93,47%. Alem disso, o F
calculado se apresentou superior ao F tabelado, sendo o modelo de primeira ordem para
a solubilizacdo de componentes macromoleculares significativo.

A Figura 14 ilustra o grafico de superficie de resposta e curva de contorno
referente a solubilizacdo de componentes macromoleculares da palha de cana-de-agUcar,
apos a etapa de pré-tratamento, construidas com base no modelo apresentado na Equacéo
5.

Figura 14 - Superficie de resposta e curva de contorno para a solubilizacdo de
componentes macromoleculares

H,P0, (%)

(070) SERTRANOS

“10 20 3@ <195
Tempo (min) < 175

Fonte: Autor, 2018.

A solubilizacéo tende a aumentar a medida que se elevam, a concentracao do acido
fosférico e o tempo de exposicdo. Através da superficie de resposta e curva de contorno,
observa-se uma tendéncia de que, quanto mais severas forem as condi¢des do processo,

mais componentes serdo solubilizados (Figura 14).

4.3.3 Acucares redutores liberados apos hidrolise enziméatica

A estimativa dos efeitos para os acucares redutores liberados apos a etapa de

hidrolise enzimatica esta apresentada na Tabela 11.
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Tabela 11 — Estimativa dos efeitos para os aglcares redutores liberados na etapa de

hidrélise enzimatica

] Desvio Limite de Limite de
Efeito p ) .
Padrao Confianga (-95%) Confianca (95%0)
Média 3,40 0,46  0,005053 1,94 4,86
X1 0,88 1,21 0,520097 -2,97 4,73
X2 3,32 1,21 0,071290 -0,53 7,17
X1. X2 0,77 1,21  0,570166 -3,08 4,62

Xi1: tempo, Xz: concentracdo de acido fosforico; p: probabilidade de significancia — p < 0,05
Fonte: Autor, 2018.

Para o intervalo de tempo e concentracdo de &cido fosférico aplicados ao pré-
tratamento da palha, os efeitos ndo apresentaram significancia estatistica sobre a liberacéo
de acucares ap0s a etapa de hidrélise enzimatica. Porém, conforme, os resultados obtidos
hd uma tendéncia de que o aumento da concentracdo de acido possa contribuir

significativamente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No intervalo de tempo e concentracdo de &cido empregado, o pré-tratamento com
ndo atingiu as expectativas quanto a degradacdo da estrutura lignocelulésica,
principalmente da hemicelulose. Apresentou, de modo geral, uma baixa liberacdo de
acucares redutores. Apesar disso, foi demonstrada uma significancia estatistica quanto a
solubilizacdo, a nivel de significancia de 0,05 (0= 5%). O modelo para a solubilizacéo
destes componentes foi validado através da Analise de Variancia (ANOVA), o qual
apresentou um bom coeficiente de determinagdo (R?) e por comparacio entre os valores
de F calculado e tabelado, apresentou-se significativo.

No que diz respeito a hidrolise enzimética os resultados também ndo apresentaram
significancia estatistica. Porém, pode-se observar que a maior liberacdo de acuUcares
redutores ocorreu para as condi¢Ges mais severas de pre-tratamento (30 minutos e 2,5%
de H3POy4). Observou-se ainda, que ha uma uma maior tendéncia sobre a influéncia do
acido sobre a liberacéo de acucares redutores.

A hipoétese desse trabalho foi a de que o acido fosforico diluido a diferentes
concentracdes e submetido a diferentes tempos de reacdo pode conferir viabilidade a
producdo do E2G, a qual foi testada mediante um planejamento experimental onde se
objetivou degradar a biomassa e obter rendimentos que indiqguem a viabilidade. A
hipdtese foi negada fazendo-se necessaria a formulacdo de novas teorias que sejam de
baixo custo e programaveis em escala industrial.

No Brasil hd uma forte tendéncia de que a disponibilidade de palha aumente
exponencialmente mediante a mecanizagdo nos campos, essa abundancia pode atender
tanto a demanda das termoelétricas para a producdo bioenergia quanto a crescente
producdo para o etanol.

A adocao de uma matriz energética mundial renovavel vem se tornando um fato
cada vez mais cotidiano, porém, a cultura do consumo da matriz fossil é uma barreira que
impede a ampliacdo do setor bioenergético. Faz-se necessario, desse modo, uma mudanca
comportamental que apare as arestas do individualismo latente em nossa sociedade e

desenvolva uma consciéncia coletiva voltada a sustentabilidade.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros sugerem-se:

e Analise da influéncia da agitacdo nas etapas de pré-tratamento com &cido
fosforico diluido para a palha da cana de acgucar.

e Analise da influéncia da granulometria no pré-tratamento para a palha da cana-
de-agUcar.

e Influéncia do preparo da palha para maximizar o pré-tratamento da palha da cana

de acucar.
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