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RESUMO

O pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos € etapa crucial para a viabiliza¢do da
utilizacdo dessas biomassas dentro do contexto de uma biorrefinaria, pois ¢ responsavel
por, através de diferentes mecanismos, facilitar o acesso aos componentes estruturais do
material, permitindo sua utilizacdo na cadeia produtiva. O consumo de dgua durante os
pré-tratamentos ¢ muito elevado, trazendo diversas consequéncias técnicas, economicas
e ambientais em um processo industrial. O processo de autohidrélise € um pré-tratamento
que, dentre outras vantagens, utiliza apenas agua sob temperatura e pressdo elevadas para
promover o fracionamento parcial da biomassa, sem a utilizacdo de catalisadores
quimicos. Neste trabalho, foi estudado o reaproveitamento de d4gua durante o processo de
autohidrolise de bagago de cana-de-agticar, como forma de minimizar os problemas
decorrentes do uso indiscriminado desse insumo, sem, no entanto, alterar o rendimento
final em glicose apos a hidrdlise enzimatica. Foram avaliados os efeitos da temperatura e
tempo de reacdo da autohidrolise através de um planejamento fatorial, e a melhor
condi¢ao obtida (192 °C e 38 minutos) foi testada num arranjo experimental para reuso
dos licores provenientes do pré-tratamento. Mesmo com o reciclo, foi possivel manter o
rendimento de glicose apds a hidrélise enzimatica em torno de 62 %. Esse resultado abre
um leque de opgdes de estratégias de processo para, em ultima instancia, tornar viavel o

aproveitamento das matérias-primas lignocelulosicas numa escala industrial.
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ABSTRACT

Pre-treatment of lignocellulosic material is a crucial step to make the use of these
biomasses feasible within a Biorefinery context, since it is responsible for, through
different mechanisms, promote access to the structural components of the material,
allowing their use in the production chain. The consumption of water during pre-
treatments is very high, bringing several technical, economic and environmental
consequences to an industrial process. Autohydrolysis is a pretreatment that, among other
advantages, uses only water under high temperature and pressure to promote the partial
fractionation of biomass, without the use of chemical catalysts. In this work, reuse of
water during autohydrolysis of sugarcane bagasse was evaluated as a way of minimizing
problems resulting from the indiscriminate use of this utility, without, however, reducing
the final glucose yield after enzymatic hydrolysis. The effects of the temperature and
reaction time of autohydrolysis were evaluated through a factorial design, and the best
condition obtained (192 °C and 38 minutes) was tested in an experimental arrangement
for the reuse of liquors resulting from the pre-treatment. Even with the recycle, it was
possible to maintain the glucose yield after enzymatic hydrolysis at around 62%. This
result opens up a range of process strategies to, ultimately, make the use of lignocellulosic

feedstocks viable on an industrial scale.
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1.Introducao

1.1. Contextualizagdo e aspectos principais

Existe uma crescente demanda mundial por combustiveis e produtos derivados do
petroleo. No entanto, esse crescimento ¢ acompanhado, em igual medida, pela
preocupacdo ambiental decorrente da utilizacdo dessas fontes fosseis, evidenciada pelo
grande numero de acordos internacionais que abrangem o tema, envolvendo,
especialmente, poténcias do primeiro mundo e paises emergentes.

A grande alternativa para reduzir o consumo dessas fontes fosseis sem prejudicar
0 crescimento econdmico e, a0 mesmo tempo, atingir as metas estabelecidas nos acordos
mencionados, ¢ a substitui¢do da matriz atual por uma matriz renovavel. Diversas fontes
podem compor uma matriz energética renovavel. Em termos energéticos, o sol (energia
solar), os ventos (energia edlica) e a biomassa sdo alguns dos exemplos explorados.!

A biomassa, em especial, pode ser utilizada ndo s6 para a geragdo de energia, mas
também como base para a sintese de uma vasta gama de produtos quimicos, com
abordagem de processo similar a uma refinaria de petroleo, mas baseada em uma matéria-
prima renovavel, dando origem ao conceito de biorrefinaria, que é cada vez mais
buscado.?

Além da versatilidade, a biomassa apresenta uma série de vantagens perante as
outras fontes citadas, como a variedade e disponibilidade existentes a nivel mundial, a
possibilidade de integragdo com cadeias produtivas locais, através da utilizagdo de
residuos, pouca dependéncia de fatores ambientais e o fato de seu uso representar baixa
competi¢do com alimentagdo humana e animal.'

Nesse cendrio, a utilizagdo de biomassas lignocelulosicas ganha ainda mais
destaque, pois esta disponivel em abundancia, tanto na sua forma natural (e.g. florestas,
capim), com fins energéticos ou ndo, quanto na forma de residuos da agroindustria (e.g.
bagacgo de cana-de-acucar, palha de milho, engago do dend€), o que tende a reduzir seu
custo. O bagaco de cana-de-agticar, no ambito nacional, por possibilitar a imediata
integracdo com as industrias de alcool e agucar existentes, tem grande apelo.>*

Para viabilizar o uso dessas matérias-primas no contexto de uma biorrefinaria, sao
necessarios alguns processos para a transformacdo da biomassa em produtos ou

intermediarios de interesse. No que concerne a biomassa lignoceluldsica,



especificamente, a primeira etapa de transformagao envolve procedimentos denominados
pré-tratamentos.$

Existe uma série de pré-tratamentos estudados e aplicados, dependendo, dentre
outros fatores, do produto que se deseja alcangar. A autohidrolise ¢ um pré-tratamento
que utiliza apenas d4gua como insumo para alcancgar o fracionamento parcial da biomassa,
através da aplicagdo de temperatura e pressao elevadas. Seu efeito imediato ¢ a quebra da
hemicelulose presente na estrutura lignoceluldsica, promovendo um rearranjo da lignina
e permitindo maior acesso a celulose.

A auséncia de reagentes quimicos atuando como catalisadores ¢ a principal
vantagem da autohidrdlise, quando comparada a outros pré-tratamentos. O gasto
energético para atingir € manter a temperatura durante o tempo reacional, no entanto, ¢ a
sua principal desvantagem.?>

Como regra, as reagdes de pré-tratamento acontecem em meio aquoso e, portanto,
o consumo de agua para sua realizagdo ¢ muito alto. Esse fato traz algumas
consequéncias, como o aumento do volume dos efluentes e, consequentemente, o custo
do tratamento dos mesmos, a necessidade de equipamentos maiores e mais robustos e, a
principal delas, a diluicdo excessiva do produto de interesse, tornando cara e laboriosa a
sua recuperagio.’>3’

Algumas estratégias sdo pesquisadas para a redu¢do desse consumo de agua, na
tentativa de reduzir os custos econdmicos e ambientais e viabilizar os processos de pré-
tratamento. A redu¢do da razdo liquido:soélido (RLS) e a utilizagdo do regime de batelada
alimentada durante as etapas do processo sdo as principais estratégias utilizadas.>>*

Neste trabalho foi estudado o processo de autohidrélise do bagago de cana-de-
acucar, seguido de hidrolise enzimatica, para a obtengdo de um meio com alta
concentragdo de glicose. Foi dado énfase na reducdo do consumo de agua através da

reutiliza¢do das correntes liquidas resultantes das reagoes.

1.2. Objetivos
1.2.1.Objetivo geral

O trabalho proposto tem como principal objetivo a reducdo do consumo de dgua
para a obtencdo de meio com alta concentragdo de glicose, através da reutilizacdo das
correntes liquidas residuais do processo de autohidrélise do bagago de cana-de-agucar,

seguido de hidrdlise enzimatica.



1.2.2. Objetivos especificos

Para alcangar o objetivo geral proposto, os seguintes passos foram realizados:

Provar o conceito de que ¢ possivel reutilizar as correntes liquidas sem
prejudicar o rendimento final do processo, através da avaliagao dos efeitos
do reuso de agua durante o processo de autohidrélise sobre a composi¢ao
das fracdes solida e liquida obtidas e sobre a etapa de hidrélise enzimatica
posterior.

Encontrar a melhor condi¢ao experimental do processo de autohidrdlise
através de planejamento fatorial, analisando temperatura e tempo de
reagdo como fatores.

Reavaliar e validar o conceito de reutilizagdo das correntes liquidas para a

melhor condi¢do experimental de autohidrolise obtida.



2.Revisao Bibliografica

2.1. Matérias-primas Lignoceluldsicas

Os materiais lignocelul6sicos sdo formados essencialmente por trés componentes
estruturais que integram a parede celular das plantas: hemicelulose, celulose, e lignina,
que formam uma matriz complexa e de dificil acesso para o ataque quimico e enzimatico.'

A celulose ¢ um homopolissacarideo linear de B-D-glicose unidos por ligagdes
covalentes B-D-(1—4), denominadas de ligacdes glicosidicas. A formacao da ligacdo
glicosidica acarreta a perda de uma molécula de dgua para a sua formagdo.? A celulose
estd organizada sob a forma de microfibrilas, constituidas de regides mais organizadas
(cristalinas) e menos ordenadas (amorfas), formadas essencialmente pelas ligacdes de
hidrogénio intra e intermoleculares.?

A hemicelulose ¢ um heteropolimero formado por repeticio de unidades de
pentose (D-xilose e L-arabinose), hexoses (D-glicose, D-manose e D-galactose), acidos
urdnicos e grupos acetila.? A presenga de cada um desses componentes, bem como sua
concentragdo, varia entre cada material e dentro do proprio material. A hemicelulose nao
possui regides cristalinas e sua macroestrutura ¢ muito mais vulneravel ao ataque quimico
e biologico. Nos tecidos de plantas, normalmente, a hemicelulose esta ligada a lignina. +3

A lignina ¢ uma macromolécula ndo-polimérica, amorfa, formada essencialmente
por componentes fendlicos derivados dos precursores monoméricos: alcool coniferil,
alcool sinapil e alcool p-coumaril. A propor¢do de cada um desses componentes varia de
espécie para espécie.’

A interagdo entre celulose, hemicelulose e lignina, com a primeira sendo
envolvida e protegida pelas duas tultimas, confere grande recalcitrincia ao material
lignoceluldsico e dificulta o acesso ao polimero de glicose. A Figura 1 apresenta uma
representacdo da intera¢do entre esses componentes macromoleculares.

A composicdo das macromoléculas estruturais torna a matéria-prima muito
versatil em termos de aplicagdes, a medida que seja possivel isolar, total ou parcialmente,
cada uma dessas fracdes. Para isso, devido a alta resisténcia do material, no entanto, ¢

necessario submeté-la a uma etapa primordial de pré-tratamento.®



Biomassa lignoceluldsica

Célula vegetal

Parede celular

Microfibrila
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Figura 1 — Representacdo esquematica da estrutura da biomassa lignoceluldsica, com destaque
para a interacdo entre os componentes macromoleculares estruturais celulose, hemicelulose e
lignina. Extraido de Santos et al.’.

2.1.1.Bagago de cana-de-agtcar

O bagago de cana-de-agucar, quando se trata de biomassa lignocelulésica, ¢ um
dos principais materiais no cenario agroindustrial brasileiro. O bagaco ¢ um residuo da
moagem da cana para extragdo do caldo, que vai ser convertido a agucar e etanol, num

mercado que deverd atingir 37,8 milhdes de toneladas do primeiro e 26,45 bilhdes de



litros do segundo, segundo estimativas da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) para a safra 2017/2018.3

A produgdo de cana-de-acucar para atingir esses numeros deve girar em torno de
647,6 milhdes de toneladas. Como, em linhas gerais, o bagaco corresponde a um tergo do
peso da cana’, significa que para a safra em questdo, aproximadamente 210 milhdes de
toneladas de bagago estardo disponiveis.®

O bagago de cana-de-agucar, em relagdo a seus componentes macromoleculares
estruturais, ¢ composto, na média, de 33 a 36 % de celulose, 28-30% de hemicelulose e
18-20% de lignina.'® Sua composi¢io, a exemplo das demais biomassas lignoceluldsicas,
proporciona uma série de aplicagdes potenciais para o residuo em questdo. A Figura 2

apresenta alguns exemplos de aplicagdo dos componentes individuais.

Alimentacio Lignocelulésica
Exaemplos: Careais (Palha); Biomassa Liznoczlulosica (Cana-da-agicar);
Biomassa Florestal (Madeira); Residuos Solidos Municipais de Celuloss 2 Papal.

'
| Lignocelulose (LC) |
|
] ] [ ]
Lignina Hemicelulose Celulose
Polimero dz fenol Pentoses, Hexoses Polimero da glicose
Hidvéise | ! |3 o
L, Aszlutinants Yilos= Agdesivos; Espassantas; Caluloss H’d’ olise
natural e adesivos (—:,emo;a) Emulsificantes; Goma de Aplicagdes (EC)
— - plantas; Estabilizantes.
| Carvio sub- Xilitol Glicoss
bituminoso Subst. do agucar HMF (Haxos=)
————prr (5-hidroximetil-furfural) T
| -Ombustivel soly Furfural Acido levulinico
livre de enxofre Produtos df
- - ] farmentagio
L Produtos Rasinas é= furano I Amaciantes - Combustiveis
quimicos — Ex: Etanol
Produtos quimicos - Acidos organicos
5 — Ex: Acido litico
Nylon 6; Nylon 6.6 - rod'l..to: qt_.umco; - Solventes
2 polimeros Ex: Acstona
Figura 2 — Aplicagdes potenciais dos componentes macromoleculares das biomassas

lignocelulésicas. Extraido de Silva''.

A maioria das usinas de etanol e aglicar ja possui caldeiras adaptadas para a
queima direta do bagaco, uma forma de utilizar o residuo para reduzir os custos, através
da gerag¢do de vapor e cogeragdo elétrica. O que inicialmente era apenas um forma de
utilizar um residuo da producao se tornou um ativo das usinas, de modo que muitas delas
se tornaram autossuficientes energeticamente e, em adi¢do, comercializam a energia

elétrica excedente para concessionarias locais. '?



Segundo dados do Balango Energético Nacional de 2017, 35.236 GWh de energia
elétrica foram produzidos no Brasil a partir do bagago de cana-de-agucar. Isso representa
mais de 6 % de toda a eletricidade gerada no pais.'?

A utilizagdo do bagaco para outros fins, portanto, além de requerer viabilidade
técnica, requer também viabilidade econdmica, de modo a compensar a retirada da sua

utilizagdo no sistema de cogeragao.

2.2. Pré-tratamentos de matérias-primas lignocelulosicas

O pré-tratamento da matéria-prima é etapa chave para viabilizar tecnologias de
aproveitamento das diferentes fracdes da biomassa celulosica, pois possui efeito direto
no rendimento das etapas posteriores, além de ser um dos processos com maior custo
associado.!* Um pré-tratamento ideal deve possuir baixo custo de capital e operacional,
deve ser efetivo para grande variedade e alta concentracdo de biomassas, além de
possibilitar a utilizacdo da maior quantidade de fragdes possiveis do material tratado,
minimizando as correntes degradadas.'

H4 uma variedade de pré-tratamentos sendo pesquisados com o intuito de
viabilizar a utilizagdo dessas biomassas para diversos fins.!®

Os pré-tratamentos fisicos, sendo a moagem e demais métodos de cominui¢ao os
mais comuns, representam altos custos energéticos no contexto industrial, sendo sua
aplicabilidade pequena.'” Muitos estudos, no entanto, tem apontado que a utilizagdo
desses processos em conjunto com outros tipos de pré-tratamento, como 0s quimicos,
pode viabilizar os custos globais, através do aumento da eficiéncia nesta e em outras
etapas.'’

Os materiais lignoceluldsicos também podem ser submetidos a a¢do de pré-
tratamentos bioldgicos, tipicamente sob a agdo de fungos produtores de enzimas que
catalisam reagdes que conduzem ao fracionamento da biomassa. Os tratamentos
bioldgicos, no entanto, apresentam taxa de hidrolise muito baixa e, portanto, ndo sao
adequados, no momento, para o cenario industrial. A combinagdo com outros pré-
tratamentos pode trazer algumas vantagens, mas o acréscimo de etapas torna a
viabiliza¢do do processo mais dificil.!®!1%15

Os tratamentos quimicos, portanto, s3o os mais promissores ¢ mais estudados na

busca pela escolha de um processo adequado e viavel no cendrio industrial.



Os pré-tratamentos acidos sdo os mais comuns. O principal efeito causado na
biomassa é a solubilizacdo da fracdo hemiceluldsica. Embora acidos concentrados
possam ser utilizados, a aplicabilidade para o tratamento de biomassas ¢ maior para os
acidos diluidos, visto que altas concentragdes favorecem a liberagdo de inibidores
resultantes da degradagdo da biomassa (como furfural e hidroximetilfurfural, resultantes
da degradacdo da xilose e glicose, respectivamente), que atrapalham os rendimentos de
etapas bioldgicas subsequentes. '

Além disso, a utilizacdo de acidos, per si, traz consigo a preocupagdo com a
corrosdo de equipamentos, o que aumenta os custos de manutengdo e torna a tecnologia
menos atrativa para a indstria.?’

A abordagem mais reportada na literatura ¢ a utilizagado de 4cido sulfurico diluido,
embora outros acidos (fosforico, nitrico, etc.) tenham sido utilizados.?! Varias condi¢des
de temperatura, pressdo e concentracdo de acido sdo apresentadas na literatura, aplicadas
aos mais diferentes tipos de biomassa, e niveis de sacarificacdo na faixa de 75 %
chegaram a ser alcangados utilizando esse acido.???3

Os pré-tratamentos alcalinos, que utilizam em sua maioria bases inorganicas,
sendo o hidroxido de s6dio o mais comum, diferentemente do tratamento acido, atuam na
deslignificacdao da biomassa, aumentando a acessibilidade e reatividade dos polimeros no
solido resultante.>* Em adi¢do, esse tratamento apresenta menor solubiliza¢do da celulose
e hemicelulose, quando comparado ao tratamento 4cido e a autohidrolise.?®

O tratamento alcalino aumenta o indice de cristalinidade do s6lido resultante com
a retirada da lignina e substancias amorfas. Isso aumenta a eficiéncia das etapas
enzimaticas pois, além de proporcionar o maior acesso a celulose, reduz a quantidade
existente de sitios ndo-produtivos com capacidade ligante para a enzima.?¢

Os tratamentos alcalinos s3o mais baratos e seguros que os acidos, mas requerem
grande quantidade de 4gua de lavagem para neutralizacao e preparagdo do material sélido
para hidrolise enzimética seguinte, ja que a oxidagdo dos componentes da lignina a outros
compostos aromaticos soluveis representa grande risco de formagao de inibidores.!’

A explosdo a vapor ¢ um processo onde a biomassa confinada em um vaso ¢
submetida a um rapido aumento de temperatura através da inje¢do de vapor de alta
pressdo. A mistura ¢ mantida durante determinado periodo de tempo, ao fim do qual ¢
realizada uma rapida descompressdo explosiva. 2’

Nesse processo, o tempo de contato entre o vapor e a biomassa promove a quebra

da hemicelulose, através da liberagdo de acido acético proveniente dos proprios



grupamentos acetil presentes na biomassa, causando quebra parcial e redistribuicao da
lignina no solido resultante e aumentando a digestibilidade da celulose.?

A rapida descompressao ao final do processo que acarreta a expansao térmica do
material também aumenta a digestibilidade da celulose, embora esse efeito nao contribua
tanto quanto a mudanca na estrutura da biomassa.>

As principais vantagens desse processo sdo a ndo-utilizacdo de reagentes
quimicos, a baixa dilui¢do dos acucares resultantes, ja que ndo ¢ um pré-tratamento em
que o material fica submerso em um meio, além de apresentar baixo custo energético e
ambiental.'®

A principal desvantagem desse pré-tratamento € a necessidade de lavagem do
material ap6s o tratamento, visto que a condi¢do drastica de operagdo pode gerar
inibidores provenientes da degradagdo da lignina e da quebra incompleta da celulignina
restante. '

O método de pré-tratamento Organosolv, como o proprio nome sugere, utiliza
solventes organicos, puros ou em mistura, para promover o fracionamento da biomassa
tratada. Metanol, etanol e acetona sdo somente alguns exemplos dos solventes estudados.
O principal alvo desse tratamento ¢ a remogao da lignina, para disponibilizar um residuo
celuldsico com maior digestibilidade enzimatica.>*

A grande vantagem desse pré-tratamento ¢ a possibilidade de, através da
modula¢do dos solvente e das condi¢des operacionais, conseguir um tratamento mais
seletivo para o fracionamento da biomassa nos seus componentes estruturais.!

O custo dos solventes e eventual necessidade de recuperacdo ¢ uma das
desvantagens desse tratamento, bem como a geracdo de inibidores provenientes de
reagdes indesejadas. A utilizagdo de solventes volateis também acrescenta riscos na escala
industrial, como explosdes e incéndios causados por vazamentos, além dos riscos
ocupacionais e ambientais. '3

Esses sdo alguns exemplos dos pré-tratamentos mais comuns utilizados para
preparacao da biomassa lignocelulosica para as etapas bioldgicas subsequentes. Outros
pré-tratamentos, bem como a combinagdo deles também aparecem em muitos estudos,
embora ndo seja o foco deste trabalho relaté-los.

Os processos de pré-tratamento escolhidos dependem diretamente do tipo de
resultado almejado, ja que os diferentes mecanismos de atuagdo podem conduzir a

geracdo de diferentes produtos, como mono ou oligossacarideos, por exemplo.*?



No caso da utilizag¢do da glicose, que ¢ o escopo deste trabalho, a viabilizagdo da
produgdo proveniente de uma biomassa lignoceluldsica passa pelo isolamento ou

aumento do acesso a fracdo celuldsica da matéria-prima.
2.2.1. Autohidrolise

O processo de autohidrolise (AH), também conhecido como tratamento
hidrotérmico ou hidrotermal, ¢ um pré-tratamento que consiste na utilizagdo de agua
submetida a condi¢cdes de altas temperaturas (150-230 °C) e pressdes para o
fracionamento da biomassa.3*34

A auséncia de reagentes quimicos € uma das grandes vantagens desse processo
em relacdo a outros pré-tratamentos, a medida que ndo ha necessidade de recuperagdo dos
mesmos, minimizando os custos de tratamento dos residuos e reduzindo a corrosdo dos
equipamentos ou a necessidade de ligas construtivas especiais, o que torna a operagao,
como um todo, mais simples e econdmica.*?

Além disso, a utilizagdo de pré-tratamentos com reagentes quimicos, em geral,
pressupoe a inclusdo de pelo menos uma etapa de lavagem apds os mesmos, para remogao
de inibidores e ajuste de pH, o que representa mais uma vantagem para o tratamento
hidrotérmico, ja que, neste tratamento, a alteragdo do pH decorrente da liberacao de acido
acético no meio reacional ndo ¢ tdo acentuada, dependendo da condigdo reacional, ¢ a
necessidade de 4gua de lavagem, se necessaria, se torna menor.>>

Por outro lado, o gasto energético com o processo de autohidrolise ¢ alto, com o
aquecimento do meio reacional até a temperatura de reag¢do, mais alta, de maneira geral,
do que as utilizadas em processos com catalisadores quimicos, € a manuten¢ao da mesma
durante o tempo estabelecido, também mais longo, como regra, do que o de pré-
tratamentos quimicos.>®

A autohidrdlise ¢ um tratamento bem seletivo para a retirada de hemicelulose,
havendo pouca degradagdo da celulose, caracteristica imprescindivel para a viabilizagdo
técnico-econdmica do processo. Essa baixa degradacdo minimiza também a formagao de
inibidores que podem prejudicar o desempenho das etapas subsequentes.*?

A lignina, no entanto, por estar conectada originalmente a hemicelulose extraida,
sofre rearranjo na macroestrutura resultante,’’” podendo ser parcialmente solubilizada no

processo, € aumentando o tamanho de poro médio do sélido resultante obtido. Essa
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caracteristica aumenta a disponibilidade da celulose para, por exemplo, a acdo enzimatica

na etapa seguinte de sacarifica¢do.’®

2.2.1.1. Principais efeitos da Autohidrolise na estrutura do material

Sob o efeito das altas temperaturas e pressoes, caracteristicas do pré-tratamento
por autohidrolise, as pontes de hidrogénio intermoleculares da agua comegam a
enfraquecer, permitindo sua autoionizagdo, conforme apresentado na equagdo 1,
resultando em alta quantidade de ions hidronio (H3O") livres, que atuam como

catalisadores na desconstrugio da biomassa lignoceluldsica.'*

2H,0 & H;0" + OH™ Equacio 1

Essas condi¢des operacionais em que o pré-tratamento ¢ realizado favorecem a
quebra dos grupamentos acetil presentes na hemicelulose, liberados no meio sob a forma
de acido acético, que reduz o pH da solugdo e atua como catalisador, intensificando o
fracionamento da matéria-prima.3”-3?

As condigdes operacionais utilizadas no pré-tratamento podem ser alteradas para
o direcionamento da reagdo para um caminho de maior interesse, a medida que diferentes
graus de severidade da autohidroélise podem resultar em diferentes efeitos sobre a matéria-
prima tratada.

Em reagdes de autohidrolise com temperaturas inferiores a 150 °C, a extracao de
xilanas ¢é insignificante,’* e, consequentemente, a alteracdo estrutural da biomassa
original também, motivo pelo qual a maioria dos autores considera que o pré-tratamento
que efetivamente pode ser chamado de autohidrélise comeca a ocorrer a partir dessa
temperatura.

Xilooligossacarideos (XOS) sao produtos de alto valor agregado que podem ter
aplicagio nas industrias quimica e farmacéutica.! Vallejos et al.>* estudaram o efeito da
temperatura, tempo ¢ RLS no rendimento em xilose e xilooligossacarideos no licor
resultante de processo de autohidrdlise de bagaco de cana-de-agucar.

Nesse estudo, o objetivo era a obtengdo de um xarope rico nesses componentes e,
por esses motivos, condigdes mais brandas (até a 177 °C) foram escolhidas para o estudo,
de modo a diminuir a degradacdo desses compostos. O rendimento final em xilanas foi

analisado, sem considerar, por exemplo, a degradacdo de celulose ou extrac¢ao da lignina.
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Hongdan et al.*®, de maneira diferente, tinham por objetivo o aumento da
sacarificagdo enzimatica de bagago de cana-de-acucar tratado por autohidroélise, resultado
similar ao objetivado nesta dissertacdo. Nesse caso, o rendimento maximo de glicose, que
era o mondomero de interesse, apos a hidrélise enzimatica, foi obtido para a reacgdo
realizada a 200 °C por 20 minutos. Nessa condi¢ao houve formagao de grande quantidade
de furfural, o que indica alta degradagdo de xilose.*

A condic¢do intermediaria, de 180 °C, de 20 a 30 minutos, foi reportada diversas
vezes na literatura, e apresentou resultados intermediarios entre os obtidos nas faixas mais
baixas e altas citadas anteriormente. Nessas condi¢des, ha grande quantidade de xilose
liberada no licor pré-tratado e controlada gerac¢ao de produtos de degradagdo. No entanto,
o rendimento de glucose pds-sacarificacdo fica aquém do obtido em condigdes mais
drésticas, enquanto o de xilose, devido ao inicio do processo de degradacdo, ¢ menor do
que o obtido em condigdes mais brandas.3%40 4114

Vargas et al.’® trabalharam com palha de cevada na faixa de 200 a 230 °C e
observaram que, com o aumento da temperatura, hd o aumento da geracdo de
oligossacarideos liberados na fase liquida até atingir um pico, seguido de redugdo da
concentracdo dos mesmos. Essa reduc¢do ¢ devido a quebra dos oligossacarideos nos
mondmeros constituintes. Na condicdo mais drastica, os pesquisadores observaram
formacao de grande quantidade de hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, que podem ter
efeito inibitério nas etapas subsequentes. No entanto, os autores notaram pouca
degradagdo da lignina e o rendimento em glucose da hidrolise enzimatica teve seu melhor
resultado nessa condigao.

Em temperaturas acima de 230 °C, a celulose comeca a se degradar
significativamente em hexoses e oligossacarideos, o que ndo ¢ desejavel nesta etapa, pois
esses produtos soluveis misturados ao licor ndo sdo encaminhados para a sacarificagdo
posterior,3342:43

E possivel verificar um padrdo muito claro em relagdo a composi¢io dos produtos
do pré-tratamento. Condigdes brandas, até 180 °C, tornam invidveis os rendimentos
enzimaticos, nos casos em que o produto desejado ¢ a glicose, mas deixam disponiveis
xilooligossacarideos, dentre outros componentes que, ndo degradados, podem ser
utilizados em alguma cadeia produtiva. Condi¢des de autohidrélise mais severas, a partir
de 180 °C, degradam, principalmente, os componentes hemicelulosicos da biomassa, mas
tornam a celulose mais acessivel para o ataque enzimatico, a medida que remove parte da

blindagem presente na matéria-prima.

12



2.3. Consumo de agua nos processos de pré-tratamento e hidrolise

enzimatica

Independente do produto de interesse e da condigao operacional utilizada para sua
obtenc¢ao, a concentracao final do mesmo no meio reacional deve ser a mais alta possivel.
Uma reacao com alto rendimento, mas com baixa concentracao de produto, pode se tornar
inviavel do ponto de vista técnico-econdmico em escala industrial, ja que as etapas de
purificagdo/concentra¢dao do produto podem se tornar lentas e onerosas nessas condigdes,
e 0 consumo de agua posteriormente descartada excessivo.?’

A producdo de etanol de segunda geracdo, buscada incessantemente para o
aumento da producdo de etanol e consequente redugdo no consumo de gasolina, ¢ um
exemplo desse fato, onde os aguicares presentes na biomassa solida devem ser extraidos
para uma fase liquida em alta concentragdo (superior a 8%), pois, para o0 processo ser
rentavel, € necessario que concentragdes de etanol acima de 4% sejam atingidas. 384443

A mesma logica se aplica a utilizagdo de outros compostos (e.g.
xilooligossacarideos, pentoses, fenolicos) extraidos dessas matérias-primas, ou da propria
glicose, dentro do conceito de biorrefinarias, para a producdo de outros produtos que
possuam alto valor agregado.

O consumo de dgua durante os pré-tratamentos, como regra, no entanto, ¢ muito
alto, pois as reagdes ocorrem em meio aquoso, havendo necessidade de agua livre para
que as espécies reajam. Além de diminuir a concentra¢ao do produto final, esse fato, por
si s, representa um problema no cendrio industrial, 8 medida que maiores volumes
reacionais necessitam de equipamentos maiores € mais robustos para sua manipulagdo
(e.g. aquecimento, agitacdo, resfriamento, bombeamento),’> além de gerarem maior
volume de efluentes a serem tratados, encarecendo o custo total de instalacdo e
manuten¢do da industria. Além disso, o uso indiscriminado de dgua traz sérios impactos
ambientais.’’

Algumas alternativas sdo pesquisadas buscando a minimizagao desse problema.
A estratégia mais comum encontrada na literatura ¢ a utilizagdo de baixas razdes
liquido:solido (RLS) durante as etapas de pré-tratamento** e hidrolise enzimatica®.

Tipicamente, as RLS utilizadas nos pré-tratamentos estdo na faixa de 10 g/g.>*
Isso significa diluir 10 vezes a concentracdo final do composto de interesse. Os resultados

obtidos em muitos desses estudos, apesar de altos em termos de conversdao de biomassa,
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apresentam baixa concentragdo do produto final, ja que o sistema utilizado opera com
concentragdo de solidos muito baixa. Em consequéncia disso, embora a primeira vista o
processo parecga estar pronto para os estudos de escalonamento, a viabilidade técnico-
econdmica, sob o ponto de vista industrial, estd comprometida:*!-39:40 46,144

No estudo realizado por Vallejos et al.3*, foi obtido um licor rico em xilanas,
composto de alto conteudo de xilooligossacarideos (XOS), utilizando baixa RLS, da
ordem de 3 g/g, durante a autohidrélise de bagago de cana-de-agucar. O rendimento em
relacdo a composi¢do da matéria-prima, no entanto, foi da ordem de 60%.

Kim et al’® utilizaram, em seu estudo, razdo liquido:solido de 5 g/g para um
estudo comparativo entre diferentes condigdes de autohidrodlise (temperatura e tempo de
reagdo) e tratamento com acido diluido. Os resultados obtidos, em termos da conversao
de xilose foram muito parecidos com os obtidos por Vallejos e colaboradores, da faixa de
60% de conversao para a autohidrdlise. Nesse mesmo estudo, também foi analisado o
rendimento em glicose, e, para a melhor condigdo obtida, a 180 °C por 4 minutos, a
conversdo girou em torno de 50%. Giitsch et al.’? também conseguiram resultados
similares aos demais estudos citados utilizando baixa razao liquido:sélido, de 5 g/g.

Embora a expectativa fosse que a pouca diluicao dos so6lidos resultasse em um
meio mais concentrado em produto, os resultados encontrados evidenciam uma das
dificuldades em se trabalhar com alta carga de sélidos, que é a perda de eficiéncia de
homogeneizagao e transferéncia de massa no meio reacional, decorrente da redugdo da
quantidade de agua livre e consequente aumento da viscosidade aparente do meio.*’* A
baixa homogeneizacdo do conteudo reacional prejudica sua difusdo por toda a matéria-
prima, provocando a queda de rendimento observada.

Refor¢ando esse fato, Martins et al.*’ fizeram anélise de trés pré-tratamentos
(alcalino, acido diluido e hipoclorito-peroxido de hidrogénio) em diferentes
concentragdes de bagaco de cana-de-acucar (20% a 40%) e tempo de reacdo, buscando
obter um so6lido pré-tratado rico em celulose e pobre em hemicelulose. Para os trés
tratamentos analisados, o melhor resultado obtido, em termos de reducao da porcentagem
de hemicelulose (chegando a aproximadamente 6% na melhor condig¢do do tratamento
acido), foi alcancado com a menor concentracdo de solido, onde a transferéncia de massa
¢ facilitada.

Embora esse estudo ndo tenha abrangido o pré-tratamento por autohidrolise, a
extrapolacdo dos resultados ¢ valida, ja que os ions hidronio, bem com as moléculas de

acido acético extraidas da estrutura hemicelulésica, responsaveis pelas modificagdes
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estruturais da matéria-prima, necessitam de boa difusdo para que possam atingir e atuar
sobre todo o material submerso.

Essas dificuldades observadas no pré-tratamento sdo ainda mais evidentes na
etapa de sacarificagdo enzimadtica, ja que a baixa quantidade de agua livre e a maior
dificuldade de agitagdo causa problemas no acesso dos catalisadores ao substrato. A
presencga de pouca quantidade de dgua favorece também a concentragdo dos inibidores
gerados nas etapas de pré-tratamento anteriores. Além disso, o meio concentrado torna
marcante a presenca de inibicao pelo produto, a medida que a difusdo dos produtos da
catalise para longe das enzimas ¢ dificultada.’-*>

Uma das maneiras de contornar esses problemas ¢ a utilizagdo da alimentagao de
substratos e enzimas via batelada alimentada. Nesse sistema, a concentragdo inicial de
solidos ¢ baixa, minimizando os entraves decorrentes da baixa homogeneiza¢io. A
medida que novas cargas de s6lido sdo acrescentadas, o meio ja reduziu sua viscosidade
aparente por conta da agdo enzimatica, sendo possivel manter niveis satisfatorios de
transferéncia de massa e finalizar a etapa com alta carga de sdlidos adicionada a uma
quantidade fixa de liquido. Além disso, a difusdo facilitada dos produtos da catélise
minimiza a inibi¢do causada pelos mesmos.

Martins et al.*’ fizeram comparagdo entre os sistemas batelada e batelada
alimentada (BA) para hidrélise enzimatica de bagago de cana-de-agucar pré-tratado. No
primeiro sistema, em batelada, o aumento da carga de solidos (10, 15 e 20%) resultou em
maior concentra¢do final de glucose na condi¢do menos diluida (que chegou a atingir 78
g/L, para o solido resultante do pré-tratamento alcalino). No entanto, a conversdao de
celulose em glicose foi reduzida em 12%, quando comparada com o meio menos
concentrado. Esse padrdo também se repetiu para os solidos pré-tratados com acido
diluido (reducdo de 13% na conversdo) e com hipoclorito-peroxido (reducao de 20%).

O sistema em batelada alimentada, por outro lado, conseguiu minimizar os efeitos
negativos da alta carga de sélidos. Nesse caso, por exemplo, a hidrolise enzimatica do
solido tratado com acido aumentou sua concentragdo final de 50 para 57 g/L ao aumentar
a carga de solidos de 15 para 17 %, mantendo a conversdo em 53%. Comparativamente,
a hidrolise em batelada a 15% rendeu 45 g/L de glicose com uma conversao inferior de
47 %.

Tomas-pejo et al.*® conseguiram aumentar em 20% a concentragdo final de etanol

produzida a partir de palha de trigo apds trocar o sistema em batelada por batelada
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alimentada. A maior concentragdo foi obtida para um contetido de sélido inicial de 10 %
acrescidos de 4 % apds 12 h, atingindo 36,2 g/L.

Buruiana et al.!, trabalhando a uma RLS de 4 g/g para a hidrolise enzimatica de
palha de milho pré-tratada por autohidrolise, correspondendo a 25% de carga de s6lidos,
em sistema do tipo batelada alimentada, conseguiu obter 51,6 g/L de etanol ao final do
processo, para uma conversdao de 77%, que € um valor significativamente alto para o
trabalho a alta carga de solidos, segundo os proprios autores.

Vargas et al.*® obtiveram resultados similares, chegando a 51,7 g/L trabalhando
com palha de cevada autohidrolisada, para os mesmos 77% de conversdao, mas com uma
razdo liquido:sélido de 5,7 g/g.

Nesses trés ultimos estudos citados, que envolvem uma etapa fermentativa, foi
utilizada a estratégia de sacarificagdo e fermentacdo simultineas (SSF) como forma
adicional de contornar os problemas que a alta carga de solidos traz para a hidrdlise
enzimatica.

Nesse arranjo, enzimas e microrganismos fermentadores sdo colocados juntos no
mesmo meio. Como o microrganismo passa a consumir os insumos imediatamente apos
a catalise, realizada no mesmo meio reacional, hda menor chance de inibigdo dos
catalisadores pelo produto e, consequentemente, ¢ possivel manter as enzimas ativas por
mais tempo, sem necessidade de aumento da carga inicial de catalisador.

Essa estratégia, de associa¢do entre batelada alimentada e sacarificagdo e
fermentagdo simultineas, também reduz outro problema associado a hidrolise enzimatica
realizada com altas cargas de s6lidos, que é o aumento no tempo reacional decorrente da
dificuldade de difusdo dos catalisadores pelo meio. A utilizagao de batelada alimentada e
sacarificagdo e fermentacdo simultaneas reduz os custos e aumenta a eficiéncia do
processo ao descartar a necessidade de aumento da carga enzimatica para compensar a
lentiddo da etapa.®’

Tanto no pré-tratamento quanto na hidrolise enzimatica, a limitacdo de
homogeneizagdo pode ser reduzida com a utilizagdo de reatores com projetos diferentes
dos tradicionais tanques agitados verticais. Reatores horizontais, com agitagdo por
tombamento, por exemplo, sdo exemplos ja utilizados em industrias que trabalham com
produtos com alta viscosidade, que consomem menor quantidade de energia, sdo
facilmente escalondveis e apresentam bons resultados em sistemas com alta carga de

solidos. 334437
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A maior parte dos trabalhos presentes na literatura que buscam a reducao de dgua
nos processos de pré-tratamento e hidrolise de biomassa focam na menor adi¢ao de
liquido nas etapas do processo, mas foram encontrados poucos trabalhos que propdem a
reutilizacdo de correntes liquidas residuais e, de maneira geral, as estratégias estdo
espalhadas entre diferentes tipos de matérias-primas e pré-tratamentos.

Larsson et al.>° analisaram o efeito da recircula¢do da vinhaga sobre a fermentagio
de madeira pré-tratada. A vinhaga foi evaporada e o efeito da reutilizagdo das duas fragdes
(volatil e ndo-volatil) analisado. A fragdo volatil (condensado) ndo teve efeito negativo
sobre a fermentacdo, enquanto a fragdo ndo-volatil apresentou efeito inibitorio.

Mohagheghi e Schell’! também analisaram a recirculagdo da vinhaga, sem
nenhum tratamento, na fermentagao do hidrolisado de palha de milho suplementado com
glicose. Até a carga de so6lidos de 15%, o primeiro reciclo de 25% da vinhaga nao causou
alteracdes negativas significativas na fermentacdo. Acima dessa carga de solidos,
particularmente a 20%, a redugdo da conversdo de etanol cai drasticamente, de
aproximadamente 70% para menos de 10%. Os autores verificaram também que o
acimulo de inibidores ao longo dos reciclos reduziu drasticamente o rendimento de
etanol, atingindo apenas 5% ja no terceiro ciclo.

Stenberg et al.>> Também estudaram o aproveitamento da vinhaga, que, em reciclo
unico com até 50%, ndo influenciou negativamente a conversdo da celulose de madeira
pré-tratada em etanol. Nesse estudo, os pesquisadores também recircularam parte do
caldo fermentado de volta para a hidrdlise enzimatica, de forma a conseguir maior
concentragdo de etanol no caldo, reduzindo o consumo de energia na destilaria.

Os estudos encontrados utilizam correntes liquidas distantes, num fluxograma de
processo, das etapas de pré-tratamento, como € o caso da vinhaga. Mesmo nesse caso, no
entanto, ainda € possivel perceber a influéncia negativa dos inibidores gerados nas etapas
iniciais. Por esse motivo, ndo ¢ comum a utilizacdo de estratégias de recirculacdo dos
licores pré-tratados em nenhuma etapa do processo global.

Nenhuma estratégia de reducao da utilizagdo de agua encontrada na literatura ¢é
unanimidade e/ou rendeu resultados operacionais adequados para a escala industrial. A
saida parece ser a combinacdo de varias estratégias que possam resultar em um processo

técnica, econdmica e ambientalmente viavel.
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3. Material e Métodos

3.1. Matéria-prima

A matéria-prima utilizada em todos os experimentos que compdem esta
dissertacdo foi o bagago de cana-de-agucar, gentilmente fornecido pela industria Jalles
Machado S.A, durante a safra 2016/2017.

O bagaco de cana foi seco a 50 °C em estufa com circulacio for¢cada e renovagao
de ar, durante 48 horas.

Em seguida, o material foi moido em moinho de martelos com peneira de
granulometria maxima de 3 mm. O bagacgo de cana com essa granulometria maxima foi

o utilizado em todos os experimentos de autohidroélise.

3.2. Caracterizacao da Matéria-prima

As andlises do bagaco de cana-de-aciicar foram realizadas seguindo as
metodologias aprovadas pelo National Renewable Energy Laboratory (NREL). Algumas
das metodologias foram adaptadas no Laboratorio de Quimica de Biomassa da Embrapa
Agroenergia para se adequar aos materiais e equipamentos disponiveis. Os seguintes
componentes foram quantificados: umidade, cinzas, extrativos, carboidratos estruturais
(celulose e hemicelulose) e lignina.

Para todas as analises, o bagaco de cana-de-aguicar com granulometria maxima de
3 mm passou por novo processo de moagem em moinho de facas até que sua
granulometria ndo ultrapassasse 2 mm. Os procedimentos analiticos realizados estdo
descritos nas se¢des a seguir. Para todos os métodos aplicados, a metodologia em questao
exige que as amostras estejam com teor de umidade inferior a 10%, a excegdo, ¢ claro,

do proprio procedimento para quantificagdo desse teor.>?
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3.2.1.Umidade**

Para a determinagao do teor de umidade de cada amostra, placas de Petri de vidro
foram submetidas a temperatura de 105 °C em estufa de circulagdo e renovagdo de ar
durante pelo menos duas horas e/ou até que seu peso se mantivesse constante.

As placas foram retiradas e colocadas em dessecador até que sua temperatura se
estabilizasse a temperatura ambiente. Em seguida, cada placa foi pesada em balanga
analitica e seus pesos foram registrados. A cada placa foi acrescentado cerca de 1 g de
amostra, cada peso sendo registrado.

As placas com as amostras foram levadas novamente para a estufa a 105 °C e
deixadas overnight (por pelo menos 8 horas) até que suas massas permanecessem
constantes. As placas com o material seco, depois de retornadas a temperatura ambiente
em dessecador, foram novamente pesadas em balanga analitica e suas massas registradas.

O teor de umidade de cada amostra foi calculado utilizando-se a seguinte

expressao matematica:

U = (Mamostra tmida—Mamostra seca) 100 Equagcio 2

Mgmostra umida_Mplaca

Onde U representa o teor de umidade em porcentagem, Mplaca representa a massa
registrada para cada placa de Petri, Mamostra umida T€presenta a massa da amostra imida
somada a da placa, o mesmo acontecendo para a massa da amostra seca. O teor de matéria
seca ¢ o complementar do teor de umidade em relagdo ao total de 100%.

Todas as analises de umidade realizadas durante os experimentos aqui descritos

foram feitas em triplicata.
3.2.2.Cinzas>?

Para a determinago do teor de cinzas do bagaco de cana-de-agucar, cadinhos de
porcelana foram acrescentados a um forno tipo mufla pré-aquecido a 575 °C por tempo
ndo inferior a quatro horas. Decorrido esse tempo, os cadinhos foram retirados com o
auxilio de uma pinga metélica e rapidamente transferidos para um dessecador, onde
permaneceram até que sua temperatura entrasse em equilibrio com a temperatura

ambiente.
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Assim como no procedimento para determinagao do teor de umidade, os cadinhos
foram pesados e cerca de 2 g de material foram adicionados a cada um deles, sendo
levados, em seguida, novamente para o forno tipo mufla ja frio, para iniciar o processo
de calcinagdo para a geracao das cinzas.

O forno foi aquecido a uma taxa de 5 °C por minuto até atingir 105 °C, onde
permaneceu por quinze minutos, sendo novamente aquecido @ mesma taxa até atingir 300
°C. Decorrida uma hora, novo processo de aquecimento a mesma taxa se encerra quando
a temperatura final atinge 500 °C, patamar mantido durante mais trés horas. A
temperatura foi resfriada até 105 °C e mantida até o momento da retirada das amostras.

As amostras resfriadas em dessecador sdo entdo pesadas novamente.

O calculo do teor de cinzas ¢ realizado seguindo a seguinte expressao:

C = (Mcinzas—McadinhO) .100 Equagﬁo 3

Mamostra -MS

Onde C corresponde a porcentagem de cinzas no material analisado, Mcinzas
representa a massa registrada da amostra mais o cadinho apds a calcinagdo, Mcadinho
corresponde a massa do cadinho € Mamosra @ massa medida da amostra antes da
calcinagdo. MS, por fim, representa o teor de matéria-seca, obtido a partir do
procedimento descrito em 3.2.1.

Todas as analises de teor de cinza realizadas durante os experimentos aqui

descritos foram feitas em triplicata.
3.2.3.Extrativos>®

Sdo denominados extrativos os materiais ndo estruturais soliiveis presentes na
biomassa. A remocdo e quantificagdo dos extrativos presentes na matéria-prima foi
realizada através de um Extrator Acelerado por Solvente (modelo ASE 350, marca
Dionex)

De 5 a 20 g de cada amostra foram inseridas em celas de a¢o inox previamente
pesadas em balanga semi-analitica, e sua massa foi registrada. Tubos coletores de vidro,
proprios para o equipamento, foram secos em estufa com circulagdo e renovacao de ar e,

apos resfriamento em dessecador, suas massas também quantificadas e registradas.
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Para a retirada dos extrativos do bagaco de cana-de-acucar foram utilizados dois
processos de extracdo distintos, com dois solventes diferentes: d4gua deionizada e etanol
95%. As celas com o material pesado, bem como os solventes e os tubos coletores, foram
colocados no local apropriado do equipamento para inicio do procedimento.

A extragdo aquosa foi realizada a 100 °C em trés ciclos de sete minutos, e os
extratos foram armazenados automaticamente nos tubos coletores de vidro. De maneira
semelhante, a extracdo etanolica foi realizada em trés ciclos de sete minutos, a 100 °C, ¢
os extratos coletados.

As amostras solidas, livres de extrativos, foram retiradas das celas e dispostas em
bandejas para secagem a temperatura ambiente, por pelo menos 24 h.

Os tubos coletores de vidro contendo os extratos foram rotaevaporados e levados
para estufa a 45 °C durante 48 h e/ou até que apresentassem massa constante. Decorrido
esse tempo, os tubos foram pesados e o teor de extrativos, aquosos e etandlicos, foram

determinados através da equagdo 4.

(Tubo ivos— TUDOinicial)
extrativos inicial X 100

% extrativos = ( Y.
amostra

Equagdo 4

Onde Tuboinicial representa a massa do tubo coletor de vidro seco sem amostra e
Tuboexirativos representa a massa do tubo apos extragao, secagem e pesagem. O percentual
¢ calculado separadamente para as extracdes aquosa e etandlica. A porcentagem total de
extrativos na biomassa foi determinada somando-se os valores obtidos para as duas
extragdes.

Para converter os resultados obtidos em base imida para base seca, basta
multiplicar o resultado por 100 e dividir pela porcentagem de matéria seca (MS).

Todas as analises de teor de extrativos foram realizadas em triplicata.

3.2.4.Carboidratos estruturais e lignina®’

As amostras de bagaco de cana-de-aglcar resultantes da remocao dos extrativos
foram submetidas a analise de umidade descrita em 3.2.1 e os valores obtidos registrados.
A analise realizada consiste em uma hidrolise com acido forte concentrado para a
quebra total dos carboidratos a seus componentes monoméricos. Uma parte da lignina
(aqui denominada lignina solavel) ¢ solubilizada durante a hidrolise 4cida, enquanto o

solido resultante ¢ composto da aqui denominada lignina insoluvel e das cinzas. Todos
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os componentes sdo quantificados e, considerando-se os valores do teor de umidade e de
extrativos obtidos, ¢ feito o fechamento da composi¢do em massa seca do bagago.

Para a hidrolise acida, foram pesados 0,30 g de cada amostra a ser analisada, com
umidade inferior a 10 %. As amostras foram transferidas para tubos de pressdo de vidro
e os tubos foram colocados em um banho termostatico ja estabilizado na temperatura de
30 °C. A cada tubo foram acrescentados 3 mL de &cido sulfurico 72% (m/m) e, com o
auxilio de bastdes de vidro, o conteudo dos tubos foi agitado moderadamente a cada 10
minutos, para garantir o contato do 4cido com todo material em seu interior, sem retira-
los do banho termostatico.

Apds 60 minutos, os tubos foram retirados da dgua e 84 mL de agua deionizada
foram acrescentados a cada um deles, agitando-os vigorosamente apos fechamento dos
mesmos.

Em seguida, os tubos de pressio foram levados para autoclave, onde
permaneceram por mais 60 minutos a temperatura de 121 °C e pressao de 1 atm. Retirados
da autoclave, os tubos foram resfriados em agua fria até a temperatura ambiente.

Com o auxilio de bomba a vacuo e kitassato, o contetdo dos tubos foi filtrado em
cadinhos quantitativos de Gooch (porosidade n° 4), previamente secos (a 105 °C até
massa constante) e pesados. As fragdes solidas e liquidas coletadas foram analisadas para

a quantificagdo dos carboidratos e das ligninas soluvel e insoluvel.

3.2.4.1. Lignina Soluvel

Uma parte do liquido filtrado, contendo tanto os mondmeros de carboidrato
quanto a lignina soluvel, foi submetido a analise espectrofotométrica de UV-visivel para
a quantificagdo dessa ultima. O equipamento utilizado para a andlise, da marca
SHIMADZU, modelo UV 1800, foi ajustado para o comprimento de onda de 240 nm,
que ¢ o comprimento de onda em que a luz ¢ absorvida pela macromolécula em questao.

Uma solucdo de 4% de acido sulfurico (mesma concentracdo obtida durante a
hidrolise acida, apds acrescentar 84 mL de dgua deionizada a solugdo de 72% de acido),
foi utilizada como branco e, para que as leituras se mantivessem dentro da faixa de
linearidade do método, que compreende as medidas de absorbancia entre 0,7 e 1,0, essa
solugcdo também foi utilizada para diluicdo das amostras. Os volumes de amostra e de
solu¢do de acido utilizados em cada leitura, bem como as absorbancias obtidas foram

registrados.
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Para o célculo do teor de lignina soluvel, percentualmente em relacdo a massa

seca de matéria-prima, foi aplicada a seguinte equacao:

LS = ((A—B).0,087.(Vamostm+ VB) _ (L) 100 Equagdo 5
25-Mamostra MS

Onde LS ¢ a porcentagem de lignina soltivel presente na amostra (base seca), A €
a absorbancia da amostra medida no espectrofotdmetro, B ¢ a absorbancia medida para o
branco, 0,087 corresponde ao volume em litros da solu¢do durante a hidrolise acida,
Vamostra Tepresenta o volume de amostra adicionado para a leitura, Vg o volume da solugao
de acido 4%, Mamostra € @ massa inicial da amostra que entra no tubo de pressdo para a
hidrolise acida (~0,3 g) e MS o teor de matéria seca do material. A constante com valor

igual a 25 corresponde a absortividade do bagaco de cana-de-agucar.
3.2.4.2. Carboidratos estruturais

Outra aliquota do liquido filtrado foi utilizada para a determinagdo dos
carboidratos estruturais presentes no material analisado.

Para tanto, o liquido, que possuia pH baixo em fun¢ao da solu¢do acida utilizada,
foi neutralizado com a adigdo de carbonato de célcio seguida de centrifugacdo para a
precipita¢do do sélido formado. O sobrenadante foi filtrado em filtro para seringa de 0,22
um de tamanho de poro e o liquido filtrado acrescentado a vials apropriados para a
quantificacdo dos mondmeros de carboidratos por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC — high performance liquid chromatograph).

O equipamento utilizado foi um HPLC da marca SHIMADZU, modelo
Prominence LC-20AD, equipado com detector do tipo RID (indice de refracdo). As
amostras foram injetadas e eluidas através de uma coluna Aminex HPX-87H, utilizando
acido sulftrico 0,005 M como fase movel a um fluxo de 0,6 mL/min, de acordo com o
protocolo estabelecido para agucares pelo Laboratério de Quimica de Biomassa da
Embrapa Agroenergia.

Curvas de calibragao foram elaboradas para cada componente monomérico a ser
quantificado, quais sejam: xilose e arabinose (mondmeros constituintes da hemicelulose

de bagago de cana-de-agucar), além da glicose, que ¢ 0 mondmero unico constituinte da
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celulose. As curvas de calibrag@o para os componentes analisados podem ser verificadas
no Apéndice A.

O resultado da andlise por cromatografia ¢ a concentragdo de cada mondmero
existente no liquido analisado. Para correlacionar o resultado encontrado com a
quantidade dos polimeros hemicelulose e celulose presentes na amostra original € preciso,
primeiramente, obter a massa de cada componente monomérico presente no volume total

de liquido adicionado a hidrélise acida da amostra (0,087 L):
Monomero = Cmonomero- 0,087 Equagéo 6

Onde Mmonsmero € @ massa do mondmero analisado € Cmonomero € @ concentragao do
mondmero obtida na andlise cromatografica. Caso tenha sido feita dilui¢do da amostra
antes da injecdo no HPLC, ¢ preciso multiplicar a concentracdo obtida pelo fator de
diluigao.

Como o processo de polimeriza¢do dos carboidratos em questdo ¢ uma reagao de
desidratacdo, € preciso corrigir a massa total dos mondmeros em relagdo a massa dos
polimeros. Para isso, foram utilizados os fatores de correcdo apresentados no método:

0,90 (162/180) para o monoémero glicose e 0,88 (132/150) para a xilose e arabinose.

Mm,corrigida = Muonsmero-F Equagéo 7

Onde M comigita € @ massa do mondmero corrigida e F o fator de corregdo
correspondente.

A porcentagem correspondente aos carboidratos estruturais em relagdo a massa

seca da matéria-prima analisada, portanto, ¢ calculada a partir da equagdo 8 abaixo.

Carbo = (M) . (L) .100 Equagéo 8

amostra MS

Onde “Carbo” corresponde a porcentagem de cada polimero na amostra original.
Para o caso da Celulose, ¢ utilizada no calculo apenas a massa de glicose obtida na analise
cromatografica. Para a hemicelulose, sdo utilizadas as massas somadas dos demais

mondmeros quantificados.
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3.2.4.3. Lignina insolavel

O solido resultante do processo de filtragdo no cadinho de Gooch contém tanto a
lignina insolavel quanto cinzas. Para a quantificacdo da primeira, o cadinho contendo o
so6lido filtrado foi levado para estufa com circulagdo e renovagao de ar, estabilizada a 105
°C, para a realizagdo do processo de determinacdo de umidade descrito em 3.2.1.

Apbs estabilizacdo, resfriamento em dessecador, pesagem e registro das massas
obtidas de cadinho e sélido seco somados, o cadinho com o sélido foi levado para o forno
Mufla, para a realizag@o da analise de cinzas descrita em 3.2.2.

A massa de cinzas ¢ o peso final do sélido calcinado descontado do peso do
cadinho, enquanto a massa de lignina insoluvel em base seca ¢ a diferenca das massas do
solido seco em estufa e calcinado na Mufla, descontado o peso do cadinho em ambos os
Casos.

Para a obtencdo do valor percentual de lignina insoluvel, ¢ feita a razdo entre a

massa obtida e a massa inicial de amostra (ambos em base seca).

3.2.4.4. Lignina total

A lignina total, percentualmente em relacdo a massa de matéria-prima em base
seca, ¢ obtida através das somas dos valores de lignina insolivel e solivel obtidos em

3.24.1e3.2.43.

3.3. Autohidrolise

3.3.1.Prova de conceito — autohidrolise com reuso de agua

A primeira etapa deste trabalho de mestrado foi a realizacdo de um experimento
denominado de prova de conceito. O objetivo desse experimento foi analisar os efeitos
que o reuso de dgua durante a autohidrolise poderia causar nos produtos da reagdo, na
etapa subsequente de hidrélise enzimatica e no consumo de dgua do processo global. A
meta a ser alcancada era a redu¢do do consumo de agua sem afetar o rendimento de
acucares ao final da etapa enzimatica.

Todos os processos de autohidrolise desta etapa foram realizados em reator Biichi
de 5 litros de volume interno (marca Biichi, modelo “Kiloclave Type 4), encamisado,

utilizando uma razao liquido:solido (RLS) de 10g de 4gua/g de biomassa seca.
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Foram pesados 350 g de bagago de cana-de-agucar em balanga semi-analitica, aos
quais foram acrescentados 3,5 L de agua de torneira e a mistura foi homogeneizada, até
que todo o biomassa estivesse embebida em agua.

A mistura foi transferida para o reator e o vaso aquecido até que atingisse a
temperatura de 180 °C, patamar que foi mantido por 40 minutos. Decorrido o tempo de
reacdo, o meio foi resfriado através da recirculagdo do fluido pela camisa do reator.

Todo o conteudo do reator foi coletado e as fragdes solida e liquida foram
separadas através de etapa unica de filtragdo. Como membrana de filtragdo, foi utilizado
um pano tipo Perfex®. Tanto s6lido quanto liquido foram pesados e a quantidade de
liquido apds a autohidroélise, que aqui sera denominado de licor, foi quantificada em uma
proveta.

Foram realizados dois conjuntos de experimentos. No primeiro conjunto, a dgua
de make-up, que ¢ a agua nova a ser acrescentada ao licor recuperado de modo que o
volume final atinja os 3,5 L necessarios para o inicio de outra batelada, foi acrescentada
diretamente ao licor. A essa mistura de licor e 4gua foram entdo acrescentados os 350 g
de bagaco de cana e uma nova batelada foi iniciada.

Esse processo foi repetido por mais trés vezes, resultando em um conjunto de 5
bateladas de autohidrdlise. As fragdes solidas obtidas nesse conjunto de reagdes foram
diretamente congeladas para as hidrolises enzimaticas que seriam realizadas no futuro.

A Figura 3 representa esquematicamente os dois conjuntos de experimentos. A
unica diferenga entre o primeiro e o segundo conjunto de bateladas de autohidrélise € que,
neste ultimo, antes do volume de adgua de make-up necessario ser acrescido ao licor
recuperado, ele foi utilizado para lavar o sélido filtrado trés vezes, da seguinte maneira:
a agua foi acrescentada ao solido em um recipiente com volume adequado, a mistura foi

homogeneizada com o auxilio de um bastio e separada novamente por filtragao.
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Autohidrolise
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Figura 3 - Representagao grafica dos experimentos de autohidrolise realizados. Flechas pretas sdo
comuns aos dois conjuntos de bateladas (arranjos). Flechas laranjas sdo especificas do primeiro
conjunto e as azuis representam o segundo conjunto.

Nos dois conjuntos de reacdes, pequenas fragdes dos solidos e dos licores foram
extraidas para caracterizagdes futuras. As fracdes solidas a serem caracterizadas foram
lavadas com agua até que o liquido resultante da lavagem apresentasse pH neutro

(aproximadamente 8).

3.3.2.Planejamento Fatorial

Apods analisados os resultados obtidos para o conjunto de experimentos
denominado prova de conceito, foi montado um planejamento fatorial do tipo composto

central para o estudo de dois fatores (temperatura e tempo de reacdo de autohidrolise),

com 4 pontos estrela (o = v2), que permitem avaliar o ajuste de modelos de ordens
superiores a primeira, e trés repeti¢cdes no ponto central, essas tltimas para a estimativa
do erro experimental e avaliagdo de ndo-linearidades, totalizando 11 experimentos. A
Tabela 1 apresenta as informagdes compiladas do planejamento realizado. Embora a
razdo liquido:solido seja uma das principais varidveis que podem ser alteradas para a
reducdo do consumo de dgua no pré-tratamento, devido as limitagdes dos equipamentos
disponiveis para utilizacdo neste trabalho, ndo foi possivel seleciona-la como um dos

fatores.
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Tabela 1 — Fatores e niveis analisados no planejamento composto central.

Niveis

Fatores

1: Temperatura (°C) | 172+1 | 180£1 | 200 1 220 +1 228 +1

2: Tempo (min) 12 20 40 60 68

Os niveis — ¢ + foram estabelecidos com base nas informacgdes obtidas na revisao
bibliografica, enquanto os pontos axiais foram calculados por extrapolagdo linear, como

explicitado nas equagdes 7 e 8.

TV2-C =120 041 o1 8,2=—x+ 180 Equagdo 9
x—180 180-200  x-180  —20

Os valores obtidos para os niveis —a e +a do fator Temperatura foram 172 °C
(resultado da equagdo 9) e 228 °C (por simetria em relacdo ao ponto central, para a

manuten¢do da ortogonalidade do sistema), respectivamente.
-V2-(-1) _ -1-0 _ -041 _ -1

- =—un82=—-x+4+20 Equagédo 10
x-20 20-40  x-20  —20

De forma analoga ao calculo realizado para a Temperatura, os valores de — o e +a
obtidos para o fator Tempo foram 12 minutos ¢ 68 minutos, respectivamente.

A Tabela 2 apresenta os niveis dos dois fatores para cada experimento ¢ a ordem
de execucao dos mesmos, que foi definida aleatoriamente através de um sorteio.

Diferentemente das reagdes realizadas no experimento denominado prova de
conceito (secdo 3.3.1), as bateladas do planejamento experimental foram realizadas em
um reator de alta pressdo da marca Parr, modelo 5100, com capacidade de 1 L.

Esse equipamento possui sistema de aquecimento elétrico através de uma manta
térmica, diferentemente do reator Biichi encamisado. Com isso, foi possivel atingir
temperaturas maiores do que as conseguidas anteriormente e, consequentemente, estudar

essa variavel como um dos fatores do planejamento fatorial.
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Tabela 2 — Condig¢des experimentais codificadas em seus niveis e ordem de execugdo dos

experimentos.
Ensaio Temperatura Tempo Ordem de
(Fator 1) (Fator 2) execuciao
1 -1 -1 2
2 -1 +1 7
3 +1 -1 6
4 +1 +1 3
5 0 0 1
6 0 0 4
7 0 0 5
8 —a 0 8
9 +a 0 10
10 0 o 9
11 0 +a 11

Para cada batelada foram pesados 60 g de bagaco de cana-de-agucar in natura,
aos quais foram acrescentados 600 mL de dgua de torneira limpa pré-aquecida a 60 °C
(esse pré-aquecimento foi realizado para diminuir o tempo de aquecimento até a
temperatura de processo estabelecida para cada ensaio), mantendo a razdo liquido:sélido
(RLS) em 10 g de agua/g de biomassa.

A mistura foi transferida para o reator e a agitacao, realizada por dois impelidores
do tipo hélice naval, foi mantida em 700 rpm durante todo o tempo em que o reator esteve
fechado.

Findado o tempo de rea¢do, a manta de aquecimento foi retirada para inicio do
resfriamento. O resfriamento foi feito naturalmente (reator em contato com o ar ambiente)
até a temperatura de 100 °C, quando o vaso foi envolvido por um recipiente com agua a
temperatura ambiente (~22 °C). Exemplos de rampas de aquecimento e refrigeragdo
podem ser vistos no Apéndice B.

Todo o conteudo do reator foi filtrado uma tinica vez, como descrito em 3.3.1, e
as fragoes solida e liquida (licor) foram congeladas.

Apods a realizagdo de todos os ensaios, os solidos foram descongelados e

submetidos ao procedimento de hidrolise enzimatica descrito em 3.4. A fase liquida
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recuperada apds a hidrélise enzimatica, bem como os licores reservados anteriormente,
foram analisados seguindo o procedimento descrito em 3.5.

Os resultados obtidos foram analisados utilizando a abordagem matricial, com o
auxilio do software Microsoft Excel® (2013).

Embora as condi¢des analisadas sejam referentes a reagdo de autohidrolise, a
resposta analisada em cada um dos experimentos foi a concentracdo de glicose obtida
apos a hidrélise enzimatica e a condigdo 6tima desejada era a combinacdo temperatura-

tempo de reacdo que apresentasse o maior rendimento em glicose.

3.3.3. Autohidrdlise com reuso de d4gua na melhor condi¢io obtida

A melhor condicdo de autohidrodlise (192 °C e 38 minutos), obtida apds a
realizagdo do planejamento fatorial descrito em 3.3.2 e analise dos resultados alcangados
(secdo 4.2.2), foi utilizada para a realizagdo de experimento similar ao denominado prova
de conceito, descrito em 3.3.1. Nesta etapa, o protocolo-base foi 0 mesmo utilizado para
o segundo conjunto de bateladas de autohidrélise, com algumas modificagoes.

O equipamento utilizado para a realizagdo dos experimentos foi o mesmo reator
Parr utilizado na execug¢do do planejamento fatorial, descrito em 3.3.2.

Foram utilizados 60 g de bagaco de cana-de-aguicar em cada batelada e 600 mL
de agua de torneira. O equipamento foi aquecido a 192 °C e mantido nessa temperatura
por 38 minutos. A agitagdo foi mantida em 700 rpm durante todo o experimento e o
resfriamento do reator realizado naturalmente (apenas em contato com o ar) até a
temperatura interna atingir 100 °C, quando o mesmo foi envolvido em um recipiente com
agua a temperatura ambiente.

O contetido do reator foi totalmente recolhido e filtrado em papel de filtro
qualitativo, com o auxilio de uma bomba a vacuo e um conjunto de kitassato e funil de
Biichner.

O volume de licor foi medido (uma aliquota retirada para posterior analise),
reservado para ser utilizado na batelada seguinte de autohidrolise, € o volume de agua de
make-up necessario para completar os 600 mL da proxima reacao foi misturado ao sélido,
seguido de homogeneizagao vigorosa para lava-lo.

Foram realizadas 3 lavagens, o liquido sendo separado do s6lido com o auxilio da
filtracdo a vacuo descrita anteriormente apos cada uma delas, para ser misturado e

homogeneizado novamente. O sélido lavado foi congelado e o liquido resultante das
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lavagens foi misturado ao licor reservado anteriormente e o volume total acrescentado a
novos 60 g de bagacgo de cana para a reacdo seguinte.

No total, foram realizadas 5 rea¢des sequenciais, o procedimento sendo repetido
e o licor da reagdo anterior sendo aproveitado na reagdo seguinte.

A cada reacdo pequenas fracdes dos solidos e dos licores foram extraidas para
caracterizagdes futuras, seguindo protocolo descrito em 3.5. As fragdes so6lidas reservadas
para caracterizagdo foram lavadas com agua até que o liquido resultante da lavagem

apresentasse pH neutro (aproximadamente 8).
3.4. Hidroélise Enzimatica

Antes de iniciar a hidrolise enzimatica, as fragdes solidas vindas do processo de
autohidrolise foram descongeladas completamente, até que entrassem em equilibrio com
a temperatura ambiente. Foi realizada analise de umidade em cada amostra, seguindo o
protocolo descrito em 3.2.1.

O complexo enzimatico comercial Cellic® CTec3 (cuja atividade enzimatica
medida pelo Laboratério de Processos Bioquimicos da Embrapa Agroenergia através do
ensaio em papel de filtro, foi 221 FPU/mL) foi utilizado em todas as hidroélises realizadas,
sob a dosagem de 10 FPU/g de substrato.

De cada amostra a ser hidrolisada, foram pesados 20 g (base seca) que foram
transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL. A razdo liquido:sélido (RLS)
utilizado em todos os ensaios foi 10 mL/g de substrato. Para atingir a RLS desejada, foi
acrescentado tampdo Acido Citrico/Citrato de Sodio (0,1 M, pH 5,0) a cada um dos
frascos. O calculo da quantidade de tampao a ser adicionado foi feito através da subtragao
do volume de liquido j& presente na amostra do volume total de liquido necessario para

atingir a RLS estabelecida, conforme explicitado na equagdo 11.
T = RLS-20 — (;I—‘; - 20) Equagdo 11

Onde T representa o volume de tampao a ser adicionado em mL, 20 ¢ a quantidade
em gramas de amostra (base seca) adicionada a cada frasco e MS o teor de matéria seca

obtido anteriormente.
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Nesse experimento, com o material solido resultante de todas as reagdes, um
frasco adicional foi acrescentado ao agitador orbital. Esse frasco continha 20 g de material
seco, mas foram acrescentados 4 g de cada solido correspondente a cada uma das reacdes,
formando uma mistura dos cinco so6lidos em igual propor¢ao (1/5). Como nao havia
material suficiente, ndo foi feita réplica desse experimento.

Os frascos cheios foram colocados em agitador orbital (marca Newlab, modelo
NL-343-01) e deixados para aclimatacdo a temperatura de 50 °C, que é a temperatura
6tima do complexo enzimatico supracitado, durante 2 horas.

Decorrido esse tempo, as enzimas foram acrescentadas a cada um dos frascos,
com o auxilio de micropipetas, € o conjunto de frascos foi submetido a agitagdo orbital
constante de 150 rpm por 48 h.

O calculo da quantidade de enzima adicionada foi feito através da equagdo 12.

10.20 ~
Enz = o1 Equagdo 12

Onde “Enz” representa o volume de enzima a ser acrescentado, em mL, 10 ¢ a
dosagem estabelecida de enzima em FPU/g de substrato, 20 a quantidade de substrato
adicionado em g e 221 a atividade enzimatica do complexo.

Todas as hidrolises foram realizadas em duplicata, a excecdo da que continha a
mistura dos s6lidos.

Ao término das 48 horas, foram retiradas aliquotas de cada frasco e centrifugadas
a 14.000 rpm para a retirada dos sélidos. O sobrenadante foi analisado por cromatografia
liquida para elucidacdo do conteudo de acucares, conforme descrito em 3.5. As fragdes

solidas resultantes da hidrolise enzimatica foram descartadas.

3.5. Analise dos licores, solidos apos autohidrolise e fase liquida da

Hidrolise Enzimatica

Conforme descrito no final da secdo 3.3.1, pequenas aliquotas das fragdes solidas
filtrada apds o pré-tratamento foram filtradas, lavadas e reservadas para caracterizagao.

Essas amostras foram secas em estufa com circulagdo e renovacdo de ar a
temperatura ambiente (o controle de temperatura da estufa permaneceu desligado) por 96

horas. O solido seco foi submetido a processo de moagem em moinho de facas do tipo
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Willey, com peneira de tamanho de poro 2 mm, mesmo processo preparatorio descrito
para o bagaco de cana-de-aglcar in natura descrito em 3.2.

Findada a preparacdo do material, o s6lido foi caracterizado quanto a umidade,
cinzas, carboidratos estruturais e lignina, conforme os procedimentos descritos em 3.2.1,
3.2.2 e 3.2.4, respectivamente. Nao foi realizada a andlise do teor de extrativos pois o
processo de pré-tratamento utilizado retira grande parte desses extrativos, e a quantidade
residual na fragdo sélida é desprezivel.

A fragdo liquida provinda da hidrdlise enzimatica, cujo conteudo ¢é principalmente
mono e oligossacarideos de glicose, foi analisada por HPLC, utilizando os mesmos
equipamentos e seguindo o mesmo procedimento descrito em 3.2.4.2 para a analise de
carboidratos estruturais. O Unico oligossacarideo quantificado via cromatografia foi a
celobiose, que consiste em duas unidades de glicose.

Para a analise dos licores, que s3o os liquidos filtrados logo ap6s a realizagao de
uma batelada de autohidrolise, também foram utilizados o aparato e procedimento
descrito em 3.2.4.2. No entanto, para a caracterizagdo mais completa dos mesmos,
principalmente em relacdo a inibidores das etapas biologicas subsequentes, foram
quantificados também hidroximetilfurfural, furfural e acido acético. Para tanto, foram

utilizados padrdes comerciais para a elaboragdo das curvas de calibracao.

3.6. Microscopia eletronica de varredura

As amostras solidas provindas do segundo conjunto de experimentos descritos em
3.3.1 e o bagaco de cana-de-agucar in natura foram caracterizados por microscopia
eletronica de varredura por emissdo por campo (FEG-SEM) com detector de elétrons
transmitidos em um microscopio Zeiss modelo Sigma HV.

Para observagdo do relevo das amostras foi utilizado o detector de elétrons
secundarios com  voltagem de  aceleragdio (EHT) em 3,5 kV.
As amostras foram recobertas com ouro por sputtering utilizando o metalizador Q150T-

ES (Quorum Technologies) antes das analises.

33



4.Resultados e Discussao

4.1. Analise da Matéria-prima

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos para a composi¢ao do bagago de cana-
de-acucar (base-seca) utilizado em todos os experimentos que fazem parte desta
dissertacdo. Conforme explicitado na se¢do 3.2, foram analisados umidade (ndo mostrada
na Tabela, mas calculada em torno de 6%, atendendo aos requisitos do método, de teor
inferior a 10%, e sendo utilizada para correcdo dos valores para base-seca), cinzas,
extrativos, carboidratos estruturais e lignina. Os valores se encontram de acordo com

resultados encontrados na literatura.’%-°

Tabela 3 — Caracterizagdo do bagago de cana-de-acucar (dados apresentados estdo em base seca).

Lignina Hemicelulose Celulose Cinzas Extrativos

Amostra (%) (%) (%) (%) (%)

Bagaco 21,38 £0,25 29,94+0,50 36,01+£0,30 1,75+0,24 4,69 +0,41

4.2. Autohidrolise

4.2.1.Prova de conceito — Autohidrélise com Reuso de agua
4.2.1.1. Efeitos do reuso de dgua nos produtos da Autohidrolise

Como explicitado em 3.3.1, dois conjuntos de cinco bateladas sequenciais de
autohidrolise de bagaco de cana-de-agucar foram realizadas. Cada reagdo foi realizada
com 350 g de bagago de cana e o licor obtido na batelada anterior, quando existiu, foi
utilizado para iniciar a batelada seguinte.

Agua limpa (de torneira) foi acrescida (agua de make-up) diretamente ao licor para
manter a razao liquido:solido fixa em 10 g de liquido/g de biomassa no primeiro conjunto
de cinco reagdes, enquanto, no segundo conjunto, essa dgua de make-up foi utilizada
primeiramente na lavagem da fragdo solida obtida da batelada anterior, para depois ser
acrescentada ao licor para o inicio da préxima reagdo. A Tabela 4 mostra os volumes de

licor e 4gua de make-up utilizados em cada batelada.
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Tabela 4 -~ Volume de licor reusado e agua de make-up adicionados em cada batelada de

autohidroélise. A numeragdo das amostras segue o padrao “conjunto de experimentos-nimero da

batelada”.

Amostra Volume de licor (L)/pH Volume de agua de make-up (L)
1-1 0,00 3,50
1-2 2,80/3,27 0,70
1-3 2,80/3,09 0,70
1-4 2,85/3,14 0,65
1-5 2,85/3,09 0,65
2-1 0,00 3,50
2-2 2,80/3,39 0,70
2-3 2,80/3,30 0,70
2-4 2,80/3,17 0,70
2-5 2,85/3,14 0,65

Como ¢ possivel notar, cerca de 80% do liquido original pode ser recuperado na
forma de licor a partir da segunda reag¢do, diminuindo drasticamente o consumo de agua
de processo. O consumo global de dgua ou a economia global se manteve nos dois
conjuntos de reacdo, apesar da diferenca existente entre os mesmos.

A Tabela 5 apresenta os principais componentes estruturais do bagaco de cana-
de-acucar e das fragdes solidas obtidas apds cada batelada de autohidrolise dos dois

conjuntos de reagoes.
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Tabela 5 — Composi¢do da matéria-prima e sélidos recuperados apds autohidrdlise em termos dos

seus componentes estruturais (celulose, hemicelulose e lignina).

Solido
Lignina Hemicelulose Celulose Outros
Amostra | recuperado
(%) (%) (%) (%)
(®

Bagaco de 2138+

cana-de- - 0.25 29,94 +0,50 36,01 +£0,30 12,67 1,05

agucar ’

31,79 +

1-1 207,98 5024138 | 5924+217 | 3.95+4,62

1,07

40,25 +

1-2 209,00 011 3,13+£0,13 55,24 +£2,73 1,38 +£2,97
42,21 +

1-3 214,51 109 2,776 £ 0,02 51,40 £ 0,15 3,63 +1,26
43,01 =

1-4 216,01 035 2,59+0,11 50,20+ 0,19 420 + 0,65
43,98 +

1-5 215,40 109 2,41 +0,02 51,40 £ 0,15 2,21+1,26
33,890 +

2-1 224,24 0.41 5,72 £ 0,04 56,09 £ 0,26 430+0,71
40,26 +

2-2 236,78 0.86 2,93 +£0,07 51,81 £ 0,54 5,00 = 1,47
44,02 +

2-3 229,74 0.24 2,42+ 0,04 49,31 £ 0,05 425+ 0,33
44,49 +

2-4 202,66 0.14 2,43 +0,16 48,48 £ 0,59 4,60 + 0,89
45,73

2-5 222,44 0.8 2,63 +0,14 49,88 + 1,38 1,76 = 1,80

Em uma primeira anélise rapida, é possivel perceber que os dois conjuntos de

reacdes apresentaram comportamentos similares. Como esperado, dada a caracteristica

do pré-tratamento por autohidrélise, ha pouca degradacio da lignina e a existente resulta
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em produtos insoluveis em agua. As pequenas perdas que possam existir s3o nao
significativas.

O acumulo de massa correspondente a porcentagem de lignina vai crescendo ao
longo das reacdes dentro de um mesmo conjunto por causa da degradacdo dos
carboidratos, resultado similar ao encontrado em estudos na literatura.3¢

As imagens geradas na andlise microscopica das amostras solidas mostram um
forte indicio do aumento da concentragdo de lignina no material. Como ¢é possivel
verificar na Figura 4A, a superficie do bagago de cana-de-acticar in natura ¢ lisa e
uniforme. A medida que as reagdes sequenciais sdo realizadas, o material vai adquirindo
aspecto rugoso. A extragdo da hemicelulose causa o rearranjo da lignina, que precipita
sobre a celulose remanescente. Os granulos visiveis nas micrografias apresentadas na

Figura 5 representam esse novo rearranjo da celulose e lignina.
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EHT = 3.50kV WD =224 mm Signal A = SE2

Date :13 Jul 2017 Mag= 1.06 KX Aperture Size = 60.00 um

EHT = 3.50 kV WD = 85mm Signal A = InLens 20 pm
Date :14 Jul 2017 Mag= 550X Aperture Size = 60.00 pm

Figura 4 — Micrografia eletronica de varredura do bagaco de cana-de-agucar in natura. Detalhe
para a superficie lisa do material em (A) e para as células vegetais em (B), com a parede celulésica
distinguivel ao redor das mesmas.

Na imagem do s6lido apos a primeira reagdo, o material ainda conserva aspectos
do bagacgo in natura. O aumento na incidéncia dos precipitados de lignina nas imagens
coincide com o aumento da concentragdo e retirada da hemicelulose apresentados na
Tabela 5. O material s6lido também adquire aspecto desorganizado, fruto das mudancas

estruturais ocorridas apos as reagdes de autohidrolise.
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EHT = 350KV Signal A = SE2 EHT = 350 kV WD = 5.1 mm Signal A = SE2 10 pm
Date :14 Jul 2017 Apetture Size = 60.00 um Date 14 Jul2017  Mag= 184KX Aperture Size = 60.00 ym —
. R e & 1 . X 3
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SR X S * ) ’ - o .
EHT = 3.50 kv WD = 49mm Signal A = SE2 EHT = 350 kV WD = 52mm Signal A = Si
Date :14 Jul 2017 Mag= 286KX Aperture Size = 60.00 um Date :14 Jul 2017 Aperture Size = 60.00 um
S 45 I Y

EHT= 350KV 8mm Signal A = SE2
Date14Jul2017  Mag= 100KX Aperture Size = 60,00 pm

Figura 5 — Micrografias eletronicas de varredura das fragdes solidas de bagago de cana-de-agticar
tratado por autohidrolise. Numeros de 1 a 5 representam o niimero da bateladas sequenciais
realizadas no segundo conjunto de experimentos descrito em 3.3.1.

Assim que a degradagdo dos polimeros hemicelulose e celulose cessa ou diminui
drasticamente, o conteudo de lignina atinge um plato, claramente identificavel a partir da

terceira batelada de cada um dos conjuntos.
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O contetdo de hemicelulose decresce rapidamente ja na primeira reacao, quando
comparado com o bagago de cana in natura, a medida que a concentracdo de ions hidrénio
comeca a aumentar com o aumento da pressdo e temperatura dentro do reator e a catalisar
a reacdo de degradagdo desse polimero, o que é o primeiro e principal efeito que o
processo de autohidrolise causa na biomassa.

Entretanto, embora a severidade do tratamento seja a mesma para cada batelada,
os valores de hemicelulose e celulose nas fragdes solidas continuam a decrescer ao longo
das bateladas de um mesmo conjunto. Esse efeito pode ser facilmente explicado pelo fato
que, como a agua de processo, na forma de licor, tem sido reutilizada nas bateladas
subsequentes, alguns componentes vao se acumulando, em especial o acido acético (ver
Tabela 6), e 0 meio reacional em que a autohidrélise estd sendo realizada se torna muito
mais agressivo para a biomassa quando comparado com a agua limpa utilizada na

primeira batelada.

Tabela 6 — Composi¢ao dos licores obtidos apds cada batelada de autohidrdlise.

Amostra Celobiose | Glicose | Xilose | Arabinose Acido HMF* | Furfural

(g/L) (g/L) | (g/L) (g/L) | acético(g/L) | (g/L) | (g/L)
1-1 0,782 0,517 | 14,931 1,139 3,974 0,184 3,667
1-2 1,113 1,439 | 14,306 0,649 7,985 0,711 9,853
1-3 0,477 0,913 | 5,330 0,265 4,738 0,670 5,037
1-4 0,636 1,379 | 6,619 0,345 9,619 1,242 9,848
1-5 0,478 1,170 | 4,579 0,232 9,064 1,292 8,054
2-1 0,960 0,645 | 19,057 1,051 4,799 0,286 4,356
2-2 1,100 1,551 | 14,773 0,674 8,635 0,789 | 10,580
2-3 0,782 10,651 | 8,198 0,433 9,274 1,231 9,493
2-4 0,725 1,647 | 6,973 0,378 11,586 1,666 | 10,213
2-5 0,863 1,756 | 7,501 0,410 13,498 1,916 9,760

*HMF = Hidroximetilfurfural

Seguindo o padrdo observado no caso da lignina, os percentuais de hemicelulose
e celulose também atingem um platd apds a terceira batelada, embora a concentragao de

acido acético continue a aumentar no liquido reutilizado.
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Esse plato sugere que o tratamento atingiu sua capacidade maxima de modificagao
da biomassa, especialmente no que se refere a degradacido da hemicelulose. A interagdo
entre as macromoléculas remanescentes na estrutura do sélido ¢ tdo intricada que o
aumento da severidade do meio per se ndo ¢ suficiente para desmontar esse arranjo
formado.

E possivel que aumentando a severidade do tratamento através da modificacio de
parametros de processo, como temperatura e duracao da reagdo, podem levar a formagao
de um plato diferente.

Antes da execu¢ao dos experimentos, a hipotese formulada era que o licor extraido
e reutilizado ao longo das bateladas apresentasse acumulo de acido acético, vindo da
degradacdo dos grupamentos acetato que fazem a ligacdo da hemicelulose a lignina,
hidroximetilfurfural (HMF), embora a degradacdo da glicose, que ¢ convertida a este
produto, ndo seja desejavel, e de furfural, ja que a xilose extraida da hemicelulose do
bagago de cana ¢, inevitavelmente, convertida sob a ac¢ao da alta temperatura.

No entanto, como pode ser visto na Tabela 6, a concentragdo de furfural tem um
aumento inicial, mas logo atinge um platd, entre as bateladas 2 e 3. A conclusao retirada
desse fato ¢ que a condicdo severa do meio ¢ suficiente ndo somente para converter a
xilose em furfural, mas também para converter este tltimo em algum outro composto
derivado nd3o quantificado. Novas andlises exploratorias s3o necessarias para a
identificacdo e quantificagdo desses derivado.

Por outro lado, acido acético e HMF de fato acumulam ao longo das bateladas e,
pelo que ¢ possivel verificar na Tabela 6, ndo parecem atingir um plato. Esse ¢ um fato
interessante, ja que ambas as moléculas sdo blocos construtoras e o HMF,
especificamente, ¢ uma molécula promissora para os industrias e mercado de quimicos,

biomateriais e transportes.®%%!

4.2.1.2. Efeitos do reuso de agua na Hidrolise Enzimatica
As fragdes solidas obtidas apo6s cada autohidrolise foram hidrolisadas
enzimaticamente e os ensaios foram realizados em triplicata. A hidrolise enzimatica é o

passo principal na conversdo da celulose da biomassa em glicose, que pode entdo ser

convertida em diferentes produtos.
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A Tabela 7 mostra a concentragdo de glicose obtida apds os ensaios de hidrolise
enzimatica. Diferentemente do efeito causado na composi¢ao dos sé6lidos, a diferenca na

maneira de utilizagdo do licor reutilizado tem efeito significante na etapa enzimatica.

Tabela 7 — Concentragdo de glicose e rendimento ap6s a hidrolise enzimatica dos solidos
recuperados.

Amostra Concentracio de Glicose Rendimento (g Glicose/100 g
(g/L) de celulose) (%)
Bagaco de cana-

de-agucar sem 10,57 + 1,32 26,41 £ 3,31

pré-tratamento
1-1 34,05+ 1,22 51,94 £ 1,86
1-2 28,95 + 00,65 47,38 + 1,06
1-3 27,65 + 0,95 48,79 + 1,67
1-4 25,69 £ 1,03 46,24 + 1,85
1-5 24,43 + 0,31 44,87 + 0,56
2-1 33,24 + 0,54 53,42 + 0,86
2-2 30,79 + 0,45 53,49 + 0,77
2-3 27,89 £ 2,22 50,92 + 4,05
2-4 29,04 + 0,89 53,89 + 1,66
2-5 31,20 £ 1,25 56,27 £2,25

A cada batelada realizada no primeiro conjunto de experimentos, ¢ possivel notar
uma reducdo significativa na concentragdo de glicose. Essa redugdo ¢ devida,
principalmente, ao aumento da concentragao de inibidores na fase liquida das reagdes de
autohidrolise realizadas, notadamente acido acético e furfural (como demonstrado

anteriormente na Tabela 6).

Como os solidos encaminhados a hidrdlise enzimatica nesse primeiro conjunto de
reacdes foram somente separados do liquido por uma tnica etapa de filtragdo, ainda existe
certo volume de licor impregnado no so6lido (igual ao volume de agua de make-up
adicionado, mostrado na Tabela 4), contendo inibidores, que também foi encaminhado

para a etapa bioldgica do processo.
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Mantendo a economia de dgua, mas usando a agua de make-up para lavar os
solidos filtrados antes de acrescenta-la ao licor recuperado, foi a alternativa encontrada
para minimizar o efeito dos inibidores na hidrélise enzimatica. Essa estratégia foi
utilizada no segundo conjunto de experimentos e os resultados foram muito mais
promissores.

Existe um pequeno decréscimo na concentragdo de glucose da primeira para a
segunda batelada, mas, ao olhar para o rendimento da hidrélise (g de glicose/100 g de
celulose), conforme mostrado na Figura 6, os valores permanecem os mesmos ao longo
das reagdes sequenciais.

Isso mostra que o desvio da agua de make-up para lavar os solidos antes da
hidrolise enzimatica tem efeito significativo no rendimento desta ltima, cancelando ou
reduzindo o impacto negativo causado pelos inibidores, explicitado nos resultados do
primeiro conjunto de pré-tratamentos.

A Figura 6 mostra também que ha uma diferenca clara no comportamento da

hidrolise enzimatica entre o primeiro e o segundo conjuntos de reacdes.

Conjunto 1

® Conjunto 2
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Figura 6 — Comparagdo entre o primeiro ¢ segundo conjuntos de reagdes de autohidrolise em

termos do rendimento de glicose apos a hidrolise enzimatica.

O fato que nenhum volume de 4agua limpa adicional foi utilizada para lavar os
solidos antes da etapa enzimadtica, o que ¢ muito comum entre estudos presentes na

literatura®?-63

, € o rendimento da hidrolise se manteve, mostra um potencial enorme para
o reuso de agua durante a autohidrélise, sem comprometer o rendimento global do

Processo.
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4.2.1.3. Consumo de dgua

Reduzir o consume de 4gua em instala¢des industriais ndo ¢ somente uma medida
econdmica, mas principalmente ambiental. A estratégia idealizada como conceito a ser
provado nesses experimentos contribuiu para reduzir o consumo em pouco maisde 11 L
de agua limpa, quando comparada ao processo de autohidrolise tradicional (5 bateladas
de autohidrolise independentes). Esse volume representa 64% de redugdo, sem reduzir, o
que ¢ o mais importante e essencial, o rendimento de glicose ao final da etapa enzimatica.

Reduzir o consumo de agua significa reduzir, também, o volume de efluentes
gerados e os custos de manutengdo de equipamentos, e, consequentemente, reduzir o
custo total e o impacto ambiental que, na escala industrial, pode levar a viabilidade técnica

e econOmica buscada.

4.2.2.Planejamento Fatorial

Foi realizado um planejamento fatorial do tipo composto central, na tentativa de
otimizar o processo de pré-tratamento de bagaco de cana-de-agucar por autohidrolise
(identificar as melhores condi¢gdes experimentais que maximizem a concentragdao de
glicose no meio ao final do processo de hidrdlise enzimatica). Foram analisados dois
fatores, temperatura e tempo de reagdo. Os experimentos realizados estdo explicitados
nas Tabelas 1 e 2.

Antes de expor e analisar os resultados, ¢ importante ressaltar alguns pontos:
1) A variavel dependente quantificada foi a concentragdo de glicose obtida
ao final da hidrolise enzimatica, apesar do planejamento fatorial e as variaveis
estudadas serem referentes a reagdo de autohidrolise. Embora a hidrolise
enzimatica tenha sido realizada nas mesmas condigdes para todas as amostras
vindas da autohidrélise, essa etapa € um novo processo, com toda a sua
complexidade e suas proprias variagdes e, portanto, pode acrescentar nova carga
de erros aos resultados finais.

i) O ideal, portanto, seria analisar as amostras diretas da autohidrdlise, sem

incluir um novo processo entre a reacdo estudada e a etapa analitica. No entanto,

nenhuma andlise seria tdo precisa, do ponto de vista do resultado esperado (que ¢

a maxima concentracao de glicose), quanto a analise de glicose ao final da etapa
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enzimatica. As andlises que poderiam ser realizadas nas amostras vindas da

autohidrolise (como teor de lignina, teor de carboidratos, inibidores, etc.) ndo

refletiriam, no entanto, a interacdo entre os componentes existentes na biomassa
tratada e o efeito que esses componentes teriam sobre as enzimas na etapa
posterior.

i) Um material com muito conteudo de celulose e, consequentemente, com

6timo potencial para liberagdo de glicose, portanto, pode ndo fornecer a maior

concentracdo do mondmero apo6s a hidrolise devido a existéncia de alta carga de
inibidores no mesmo meio, por exemplo.

Para ter esse quadro completo, portanto, optou-se por fazer as analises somente
apos a etapa biologica. Isso, no entanto, como mencionado anteriormente, adiciona nova
fonte de erro e, por esse motivo, durante toda a andlise estatistica realizada, utilizou-se
um nivel de confianga de 90%, que engloba a complexidade desse sistema.

Isto posto, a concentracdo de glicose ao final da hidrélise enzimatica referente a

cada ensaio foi quantificada e os resultados estdo dispostos na Tabela 8.

Tabela 8 — resultados do planejamento composto central.

Ensaio Temperatura Tempo Concentracio

(Fator 1) (Fator 2) | de glicose (g/L)
1 - - 29,41
2 - + 34,58
3 + - 30,80
4 + + 18,12
5 0 -0l 30,18
6 0 o 25,34
7 -0 0 26,54
8 o 0 22,23
9 0 0 32,83
10 0 0 30,56
11 0 0 29,38

Com os resultados obtidos, foi feita uma primeira tentativa de ajuste dos dados

a um modelo empirico de primeira ordem, do tipo:
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Y = By + P1x1 + Pax, Equagdo 13

Onde Y ¢ a resposta em termos da concentragdo de glicose (g/L), e os indices 1 e
2 das variaveis independentes sdo referentes, respectivamente, aos fatores 1 (temperatura)

e 2 (tempo).

Foi utilizada a abordagem matricial a realizagdo do ajuste por minimos quadrados.

Para o célculo da matriz dos parametros 3, foi utilizada a Equacgao 14.
g =XTX)"1(XTY) Equagdo 14

Sendo X a matriz (11x3) de valores codificados das variaveis para cada ensaio, de
acordo com a Tabela 9, e Y a matriz coluna representada pelos valores de concentragdo

de glicose obtidos experimentalmente em cada ensaio (coluna 4 da Tabela 9).

Tabela 9 — Valores componentes das matrizes X e Y utilizadas para o calculo do modelo de

primeira ordem proposto.

Concentracao de
Temperatura | Tempo
Média Glicose (g/L)
(Fator 1) ( Fator 2)
(Y)
1 -1 -1 29,41
1 -1 +1 34,58
1 +1 -1 30,80
1 +1 +1 18,12
1 0 -1,4 30,18
1 0 +1,4 25,34
1 -1,4 0 26,54
1 +1,4 0 22,23
1 0 0 32,83
1 0 0 30,56
1 0 0 29,41

O vetor de parametros  do modelo representado pela Equagao 13 foi::

B =[28177 —2664 —1,804]
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Foi calculado o intervalo de confianga para cada parametro através da
multiplicagdo do desvio-padrao de cada parametro pelo valor de 7 (da Tabela t de Student)
para um nivel de confianca de 90%. Esse valor foi escolhido, como mencionado
anteriormente, tendo em vista a complexidade do sistema experimental e das reagdes

propriamente ditas.

O desvio-padrao supracitado foi calculado pela raiz quadrado da variancia de cada
parametro. Esta, por sua vez, foi obtida através da multiplicacdo entre a variancia dos
dados experimentais (obtida através da triplicata no ponto central e, portanto, com 2 graus
de liberdade) e os elementos da diagonal principal da matriz (X7 X)™t. O vetor B~ abaixo

apresenta os parametros com seus respectivos intervalos de confianga.
B =[28,177 + 1,544 —2,644 +1,819 —1,804 +1,819]"

E possivel perceber a variavel 1, que se refere & temperatura, ¢ significativa, ja
que seu parametro possui valor, em moddulo, superior ao valor do seu intervalo de
confianga calculado. Embora o terceiro parametro, 32, seja ligeiramente inferior ao
intervalo de confianga, a diferenca ¢ muito pequena para que a varidvel 2 (tempo) seja

considerada inerte e, portanto, esse parametro nao foi descartado do modelo.

Foi realizada a Analise de Variancia para o modelo de primeira ordem e a Tabela
ANOVA estd exibida na Tabela 10. O valor de R? encontrado, que representa a
porcentagem de variagdo explicada pela regressdo, foi muito baixo em relagdo ao valor
maximo de variagdo explicada (R?max), que ¢ calculado retirando-se a contribui¢ao do
erro experimental. Isso aponta uma inadequacdo do modelo de primeira ordem aos dados

experimentais.

Um teste F da razdo MQreg/MQres (Freg) foi realizado, comparando-se o valor
obtido nessa divisdo (2,223) ao valor de F»3 tabelado (Ftab(reg)) para o nivel de 90%,
utilizando os graus de liberdade para a regressao e residuos (3,113), para verificar se a
regressao era significativa. A comparacdo dos valores, Freg sendo inferior a Ftab(reg),
aponta uma regressdo ndo significativa, confirmando a inadequagdo verificada
anteriormente do modelo de primeira ordem para explicar o comportamento das variaveis

estudadas.
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Tabela 10 — Tabela de analise de variancia para o modelo de primeira ordem ajustado pelo método

dos minimos quadrados.

Soma Graus de Média
Fonte de Variacgao Quadratica Liberdade Quadratica
(SQ) (GL) (MQ)
Regressao (reg) 81,99501 2 40,99751
Residuos (res) 147,5307 8 18,44134
Falta de ajuste (faj) 141,3814 6 23,56357
Erro puro/experimental (ep) 6,149267 2 3,074633
Total 229,5257 10 22,95257

R? 0,357237
R?max 0,973209
Freg 2,223131
Ftab(reg) 3,113118
Ffaj 7,663864
Ftab(faj) 9,32553

Foi feita entdo nova tentativa de modelar os dados experimentais, através de um

modelo empirico de segunda ordem, de acordo com a Equagdo 15:

Y = Bo + Bixy + Baxa 4 Br1xi + Paaxi + Braxix; Equagio 1

A mesma abordagem matricial para o ajuste de minimos quadrados foi utilizada.
A matriz X agora, com o acréscimo das colunas que representam os termos de segunda
ordem, ¢ uma matriz 11x6, apresentada na Tabela 11 abaixo. A tltima coluna corresponde

a matriz Y.
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Tabela 11 — Valores componentes das matrizes X e Y utilizadas para o calculo do modelo de

segunda ordem proposto.

Concentracio
Média Temperatura | Tempo (Fator 1) | (Fator 2) Fator 1. de Glicose
( Fator 1) (Fator 2) Fator 2 (g/L)
(Y)
1 -1 -1 1 1 1 29,405
1 -1 +1 1 1 -1 34,575
1 +1 -1 1 1 -1 30,8
1 +1 +1 1 1 1 18,115
1 0 -1,4 0 1,96 0 30,18
1 0 +1,4 0 1,96 0 25,34
1 -1,4 0 1,96 0 0 26,535
1 +1,4 0 1,96 0 0 22,225
1 0 0 0 0 0 32,83
1 0 0 0 0 0 30,56
1 0 0 0 0 0 29,405

De maneira analoga ao realizado para o modelo de primeira ordem, foi calculada
o vetor " dos parametros e seus respectivos intervalos de confianga, para um nivel de

confianc¢a de 90% e 2 graus de liberdade (provindos das trés repeticdes no ponto central).

p =130,893+2955 -—-2644 +1,819 -1804 +1,819 -—2,749+ 2,184

—1,024 + 2,184 4,464+ 2560]"

Comparando os valores dos pardmetros obtidos com seu intervalo de confianga, é
possivel notar que a variavel temperatura e todos as suas interagdes sdo significativas.
Assim como no modelo de primeira ordem, o valor do parametro f» ¢ ligeiramente
inferior ao seu intervalo de confianga, mas ndo o suficiente para descartar a significancia
da variavel tempo. O tnico termo que poderia ser descartado, dado que seu parametro
apresenta valor, em modulo, notadamente inferior ao seu intervalo de confianga, € o termo

quadratico do fator tempo.
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E interessante notar que o maior valor em modulo e, portanto, o termo que
contribui com a maior parte da resposta, ¢ o termo de intera¢do entre as duas variaveis (o
que reforca a significancia atribuida a variavel tempo, dado que, se um termo de interagao
¢ significativo, entdo as varidveis que fazem parte da interacdo também devem,
individualmente, serem consideradas significativas).

Se analisarmos esse fato do ponto de vista experimental, faz muito sentido que
ndo so6 as duas varidveis sejam significantes, mas que a interacao entre as duas seja ainda
mais importante, ja que o efeito da autohidrélise realizada a determinada temperatura
sobre a biomassa tende a ser mais acentuado a medida que o tempo de contato ¢
prolongado.

A equacdo do modelo de segunda ordem considerando somente os termos

significativos, portanto, ¢€:

Y = 30,893 — 2,664x, — 1,804x, — 2,749x? — 4,464x,x, Equagio 16

A andlise de variancia para o modelo de segunda ordem esta apresentada na
Tabela 12. E possivel perceber um aumento significativo do R? em relagio ao modelo de
primeira ordem, o que aponta que o modelo quadratico consegue explicar muito melhor
os valores experimentais observados, ainda mais se considerada a complexidade do
sistema reacional.

A comparagdo do F calculado para a regressao (Freg) com o valor tdo, dado o
nivel de significancia considerado e o numero de graus de liberdade fornecido pelos
experimentos, mostra que a regressao €, de fato, significativa, ja que o valor calculado ¢é
superior ao tabelado.

Foi feito ainda um segundo teste F, dessa vez para verificar a falta de ajuste do
modelo em relagdo aos dados experimentais. Para tanto, foi calculada a razio
MQfaj/MQep (Ffaj) e o valor obtido, 2,147, comparado com o valor de F tabelado para a
falta de ajuste (Ftab(faj)), que leva em consideracdo o nivel de significancia estabelecido
de 90% e os graus de liberdade para a falta de ajuste e para o erro puro. O valor encontrado
foi de 9,162, e esse valor € bem superior ao valor calculado, o que indica que o modelo
proposto apresenta pouca falta de ajuste.

O valor de R? obtido e os resultados dos testes F realizados indicam que o modelo
proposto ¢ adequado para modelar o comportamento experimental das variaveis

estudadas.
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Tabela 12 — Tabela de analise de variancia para o modelo de segunda ordem ajustado pelo método

dos minimos quadrados.

Soma Graus de Média
Fonte de Variacgao Quadratica Liberdade Quadratica
(SQ (GL) (MQ)
Regressao (reg) 203,5708 5 40,71416
Residuos (res) 25,95492 5 5,190985
Falta de ajuste (faj) 19,80566 3 6,601886
Erro puro/experimental (ep) 6,149267 2 3,074633
Total 229,5257 10 22,95257

R? 0,886919
R?max 0,973209
Freg 7,843243
Ftab(reg) 3,452982
Ffaj 2,147211
Ftab(faj) 9,16179

Como o objetivo do planejamento ¢ definir a condi¢ao experimental que fornece
a maior concentracdo de glicose no meio pds-hidrolise enzimatica, é importante notar que
os sinais dos parametros, a exce¢do do termo independente, sdo todos negativos. Isso
implica no fato de que o aumento da temperatura e do tempo, bem como sua interagao,
tem efeito negativo sobre a varidvel resposta, que é a concentracdo de glicose. Para
encontrar a combinagdo de valores de temperatura e tempo de reagdo que fornecesse a
melhor resposta em termos da concentracao de glicose, portanto, foi necessario achar o
ponto de maximo do modelo.

Para tanto, foi feita a derivada parcial da equa¢do do mesmo em relagdo a x;
(temperatura) e depois em relagdo a x> (tempo). Ambas as derivadas foram igualadas a
zero, resultando em um sistema de duas equagdes e duas incognitas para a obteng¢ao do
ponto de maximo (também conhecido como ponto estacionario):

O = _2,664 - 5,4972x1 - 4,464x2

0=-1,804 — 4,464x, Equagdo 17
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A solugao do sistema ¢ x;=-0,404 ¢ x>=-0,099.

Os valores das variaveis codificadas encontradas correspondem a temperatura de
191,9 °C e tempo de reagdo de 38,02 min, respectivamente. Para a transformagao das

variaveis codificadas em varidveis reais foram utilizadas as seguintes féormulas:

Tcodificada = (Trea — 200)/20
Tempo codificado = (Tempo yeq; — 40)/20 Equagdo 18

Os valores encontrados fazem sentido com o resultado esperado, baseado nos
resultados individuais de cada ponto experimental, antes mesmo de realizar a adequagao
a um modelo. Isso é mais um ponto de confirmagido de que o modelo esta adequado ao
comportamento real dos fatores analisados.

Utilizando o modelo de segunda ordem (quadratico), foi elaborada a superficie de
resposta com os eixos horizontais representando as variaveis 1 (Temperatura) e 2 (Tempo

de reagdo), para verificagdo visual do comportamento dos fatores analisados.
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Figura 7 — Superficie de resposta para o modelo de segunda ordem ajustado aos dados

experimentais.

Embora algebricamente tenha sido obtido o melhor ponto (estacionario) para o

planejamento, que foi o ponto utilizado no experimento descrito em 3.3.3, analisando a
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superficie de resposta do modelo, é possivel perceber um comportamento de sela, com
valores crescentes de concentracdo de glicose em duas diregdes distintas.

Se tragarmos uma reta imaginaria cortando a essa sela no meio, € possivel verificar
que ela é quase uma diagonal entre os eixos da temperatura e do tempo (vide Figura 8).
Analisando as duas metades especulares separadas pela reta, pode-se notar que a medida
que a temperatura ¢ reduzida, em detrimento do aumento do tempo, os resultados sdo
similares, com relacdo a concentracao de glicose obtida. Isso estd em total sintonia com
a analise feita anteriormente sobre a contribuicao da intera¢do entre os dois fatores. De
maneira geral, a contribui¢ao individual de cada variavel ¢ eclipsada pela contribui¢do da

interagdo, que nada mais representa do que o grau de severidade do tratamento.
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Figura 8 — Grafico de superficie projetado sobre os eixos X €' y.

A Tabela 13 mostra a comparagdo entre as concentracdes de glicose obtidas nos

ensaios realizados e as concentragdes preditas pelo modelo ajustado de segunda ordem.
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Tabela 13 — Comparagio entre as respostas preditas pelo modelo de segunda ordem e as respostas

experimentais.
Ensaio Concentracao de Concentracao de
Temperatura (°C) — glicose glicose predita pelo
tempo (min) experimental (g/L) modelo (g/L)
172-40 26,54 29,24
180-20 29,41 28,15
180-60 34,58 33,47
200-12 30,18 33,42
200-40 30,92 30,89
200-68 25,34 28,37
220-20 30,80 31,75
220-60 18,12 19,21
228-40 22,23 21,78

Nos pontos mais proximos ao ponto central, as respostas de ambas as fontes estao
bem préximas, mas a medida que as coordenadas vao se afastando, os valores vao se
tornando mais divergentes ¢ o0 modelo vai perdendo resolugdo. A escolha do ponto 6timo
calculado algebricamente, nas coordenadas -0,404 e -0,099, proximas ao ponto central,

portanto, se torna bem adequada.

4.2.3. Autohidrdlise com reuso de d4gua na melhor condi¢ao obtida

O experimento aqui denominado de prova de conceito (explicado na se¢do 3.3.1),
realizado inicialmente a 180 °C por 40 minutos, foi replicado para as melhores condi¢des
de temperatura de operacao (192 °C) e tempo de reagdo (38 min) obtidas ap6s analise do

planejamento fatorial realizado (resultados em 4.2.2).

54



As reagdes foram realizadas no reator Parr de 1 L de capacidade util (o mesmo
utilizado na execug¢ao do planejamento fatorial), diferentemente do experimento de prova
de conceito, que foi realizado em um reator Biichi de 5 L. O protocolo utilizado (descrito
em 3.3.3), foi o mesmo para o segundo conjunto de reagcdes do experimento de prova de
conceito, em que a agua de make-up, antes de ser acrescentada ao licor reutilizado, era
utilizada para a lavagem dos solidos que iriam ser encaminhados para a hidrolise
enzimatica.

A Tabela 14 mostra os volumes de dgua de make-up utilizados em cada uma das
5 reagdes sequenciais, bem como os volumes de licor recuperados na reagdo

imediatamente anterior.

Tabela 14 — Volume de licor recuperado e agua de make-up adicionados em cada batelada de

autohidrolise realizada na condi¢@o experimental 6tima.

N° da Reacao Volume de licor (L) Volume de agua de make-up (L)
1 0 0,6
2 0,48 0,12
3 0,47 0,13
4 0,47 0,13
5 0,47 0,13

Assim como no experimento inicial, foi possivel reutilizar aproximadamente 80%
do liquido acrescentado originalmente, sob a forma de licor. O material solido recuperado
se apresentava mais escurecido e de aparéncia menos fibrosa, efeitos decorrentes da maior
severidade do tratamento em relacdo ao experimento inicial a 180 °C, que implica em
maior degradagdo dos componentes macroestruturais. No entanto, essas caracteristicas
ndo alteraram o resultado da filtracdo, sendo possivel recuperar a mesma quantidade de

liquido.

4.2.3.1. Efeitos do reuso de dgua nos produtos da Autohidrolise

Foi realizada a caracterizacdo para quantificacdo dos componentes estruturais dos
solidos recuperados apds cada reagdao de autohidrdlise. Os resultados estdo compilados

na Tabela 15. Na primeira linha da tabela foi colocado o resultado para o bagaco de cana-
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de-acucar in natura, que foi utilizado em todos os experimentos, para efeitos de

comparacao.

Tabela 15 - Composigdo da matéria-prima e sélidos recuperados apoés as reagdes autohidrolise na
melhor condicdo experimental, em termos dos seus componentes estruturais (celulose,

hemicelulose e lignina)

Lignina Hemicelulose Celulose Outros
Amostra
(%) (%) (%) (%)

Bagago de cana- | ) 10, 025 | 20942050 | 36014030 | 12.67+1.05
de-acucar

1 36,58 £0,96 | 2,75+0,03 | 56,11+033 | 450+132

2 43,90 £ 0,91 1,86 + 0,03 50,54 + 0,88 3,70 + 1,82

3 45,57 +£ 1,34 1,84 £ 0,04 50,65 + 0,43 1,94 + 1,81

4 45,14 £ 1,18 1,13 +0,56 51,72 £ 0,89 2,01 £2,63

5 45,50* 1,06 £ 0,53 50,30 + 0,65 3,14+ 1,18

*problemas durante a execugdo das replicatas

Analisando os resultados comparativamente com os resultados obtidos
anteriormente a 180 °C (explicitados na Tabela 5), é possivel observar o mesmo padrao
de comportamento do bagaco de cana tratado sob as condi¢des 6timas de operagao.

Inicialmente, ha rapida redugdo da porcentagem de hemicelulose no sélido pré-
tratado, decorrente da degradacgdo desse polimero catalisada pelos ions hidronio formados
durante a reac¢do de autohidrolise.

A porcentagem de lignina vai crescendo ao longo das reacdes por causa da
degradagdo dos carboidratos, mas, em termos absolutos, permanece praticamente
inalterada. Assim que a degradac¢do dos carboidratos ¢ reduzida, o conteudo de lignina
atinge um plato, visivel inequivocamente a partir da reagdo de numero 3, em torno de
45%.

E interessante notar alguns pontos, quando comparadas as Tabelas 15 ¢ 5: as
porcentagens de celulose e lignina, ao atingirem seus respectivos platdés, sdo muito

similares nas reagdes realizadas a 180 e a 192 °C, embora, nesta ultima, ja seja possivel
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verificar a formagao do plato, apesar de ndo tao definido, a partir da segunda reacao. Esse
¢ um resultado muito interessante se analisado sob o ponto de vista de um processo
industrial.

Se pensarmos em um sistema de reuso continuo de d4gua, em uma planta industrial
que utilize o mesmo sistema dos experimentos aqui realizados, o tempo e a quantidade
de material “desperdicados” até que o sistema entre num equilibrio (atinja o platd), sdo
menores quando comparados com os resultados obtidos a 180 °C. Isso economiza tempo
e dinheiro e aumenta a viabilidade do processo como um todo.

A quantidade de hemicelulose restante no material sélido foi menor para os
experimentos realizados na condi¢do experimental 6tima. Esse resultado pode ter varias
implicagdes, dependendo dos objetivos com relagdo a esse polimero. A Tabela 16 mostra
a composi¢ao dos licores obtidos apos as reagdes sequenciais de autohidroélise na melhor

condi¢do experimental e fornece um pouco mais de subsidios para essa discussao.

Tabela 16 — Composigdo dos licores obtidos apds cada batelada de autohidrdlise realizadas na
melhor condi¢do experimental.

N° da | Celobiose | Glicose | Xilose | Arabinose Acido HMF* | Furfural
reaciao (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) acético(g/L) | (g/L) (g/L)
1 0,400 0,945 | 4,713 0,422 3,977 0,429 6,219
2 0,319 1,582 | 2,222 0,191 7,987 1,409 9,489
3 0,251 1,239 | 1,632 0,123 10,42 1,847 9,735
4 0,228 1,121 | 1,517 0,631 14,025 2,194 | 10,834
5 0,213 1,048 | 1,467 0,731 16,258 2,241 9,975

*HMF = Hidroximetilfurfural

Se comparados aos resultados obtidos para as reagdes sequenciais realizadas a 180
°C (explicitadas na Tabela 6), € possivel notar que a quantidade de xilose recuperada na
condi¢do 6tima € muito menor. Nesse ponto, ¢ importante lembrar que a condigdo 6tima
de operacdo foi estabelecida com base na maxima concentracao final de glicose apos a

hidrolise enzimatica.
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Como a severidade do pré-tratamento teve que ser aumentada para a obtengao
dessa maxima concentragdo, ¢ natural que a hemicelulose, que é um material nao-
cristalino e mais externo na composicao da parede celular e, consequentemente, muito
menos protegido de ataques quimicos, venha a se degradar em um nivel mais elevado.

A diminui¢do na concentragdo de xilose obtida ¢é reflexo desse aumento da
severidade. A xilose dispersa no meio, sob a acdo da temperatura e pressdo, ¢ convertida
em outros compostos (furfural, por exemplo). Se o objetivo do pré-tratamento fosse obter
maior concentragdo deste monomero, certamente a condigdo Otima extraida do
planejamento experimental seria outra.

Da mesma maneira, se o objetivo fosse obter glicose, mas também xilose, poderia
ser realizada uma fungdo resposta para a analise do planejamento experimental, e a
condicdo Otima também seria outra. Analisados os dois resultados, explicitados nas
Tabelas 16 e 6, a condicdo experimental desta ultima, 180 °C e 40 min, fornece
quantidade de xilose muito maior do que a 192 °C.

O aumento da severidade do tratamento também pode ser observado no aumento
das concentragdes de acido acético e hidroximetilfurfural (HMF) obtidas. Como dito
anteriormente, na se¢do 4.2.1.1, esse resultado 4 muito interessante, ja que as duas

moléculas sdo bloco construtoras.

4.2.3.2. Efeitos do reuso de agua na Hidrolise Enzimatica

Os solidos recuperados apos cada reacdo de autohidrdlise foram hidrolisadas
enzimaticamente, os ensaios realizados em duplicata. A Tabela 17 mostra a concentragao

de glicose obtida apds os ensaios de hidrélise enzimatica.

Tabela 17 — Concentracdo de glicose obtida apds hidrolise enzimatica dos solidos recuperados.

N°da | Concentracao de Glicose Rendimento (g de
reacio (g/L) glicose/100 g de celulose)
1 39,06 £ 1,58 62,64 +2,53
2 36,98 £0,014 65,85 +0,03
3 30,99 £2,49 55,07 £4,42
4 28,68 = 7,19 49,90 + 12,51
5 38,09 £ 0,16 68,14 + 0,29
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Embora as variagdes medidas nos experimentos 3 e 4 atrapalhem um pouco a
analise, ¢ perceptivel que os valores finais de concentracdo de glicose tem um pequeno
decréscimo ao longo das reagdes sequenciais (salvo a reagdo 5, que teve um resultado
consistente bem proximo da concentragdo da primeira reagao).

Da mesma forma que anteriormente, ao olhar o rendimento da hidrélise, em g de
glicose/100 g de celulose existente no material a ser hidrolisado (extraido da composicao
apresentada na Tabela 15), a variag@o se torna mais té€nue e, excetuados os resultados com
muita variacdo, mencionados anteriormente, € possivel ver que o rendimento se mantém

em torno de 62% ao longo das reagdes sequenciais (vide Figura 9).
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Figura 9 — Rendimentos em glicose obtidos apds hidrolise enzimatica.

O resultado também foi confirmado na hidrdlise unica (sem réplica) realizada com
todos os materiais juntos (1/5 de cada sdlido obtido nas reagdes sequenciais), que obteve
o rendimento aproximado de 63%, ratificando, para a melhor a condi¢ao experimental de
autohidrolise, o conceito proposto e provado anteriormente, de que a agua de make-up
sendo utilizada para a lavagem dos solidos consegue retirar as impurezas que minam o
rendimento da hidrélise enzimatica, fazendo com que, mesmo com a reutilizagdo dos
licores, ele se mantenha constante.

Esse resultado, em especial, ¢ muito interessante quando extrapolado mais uma
vez para o contexto industrial, pois € possivel imaginar um arranjo onde varios reatores

em paralelo, utilizando licores reutilizados duas ou mais vezes, alimentam um Unico
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reator de hidrolise enzimatica que pode, por exemplo, operar em sistema de batelada
alimentada, que apresenta bons resultados, conforme resultados obtidos por Martins et
al. ¥’

A Figura 10 exemplifica graficamente o arranjo de um processo tradicional,
enquanto a Figura 11 ilustra o arranjo sugerido acima. Comparando as duas, ¢ possivel
verificar as diferencas, evidenciadas na ultima imagem pelos cruzamentos das linhas que

representam o reaproveitamento dos fluxos.
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Figura 10 — Processo tradicional de produgdo de glicose, através de pré-tratamento e hidrolise enzimatica, sem reaproveitamento de fluxos.
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Figura 11 — Processo sugerido de produgdo de glicose, baseado no reaproveitamento dos licores na etapa de pré-tratamento e hidrolise enzimatica em sistema

de batelada alimentada.
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4.2.3.3. Consumo de dgua

A estratégia idealizada, do reaproveitamento de 4gua na autohidrolise sem alterar
o rendimento de glicose da hidrolise, foi provada novamente efetiva, dessa vez para as
condi¢des Otimas obtidas através do planejamento fatorial anterior.

O consumo de agua limpa foi reduzido para apenas 1,11 L, num universo de 3 L
de liquido utilizado para as reagdes de autohidrolise. Quando comparada ao processo de
autohidrolise tradicional (5 bateladas de autohidrolise independentes), esse volume
representa 63% de reducdo, similar ao resultado obtido anteriormente, sem prejudicar o
rendimento em glicose.

Essa reducdo ¢ significativa e, numa escala maior, pode representar a diferencga
entre a viabilidade ou ndo de um processo, ainda mais se considerado o cenario futuro,

onde a 4gua se torna um bem cada vez mais valioso.
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5. Conclusao

A autohidrélise ¢ um processo de pré-tratamento que apresenta, dentre outras
vantagens, a auséncia de reagentes quimicos, ja que utiliza apenas dgua sob pressdo e
temperatura elevadas para a realizagao do fracionamento parcial da biomassa. O principal
efeito da autohidroélise ¢ a retirada da hemicelulose e rearranjo da lignina na celulignina
resultante do processo, permitindo maior acesso a celulose.

Através de planejamento fatorial realizado, foi possivel estabelecer que as
condi¢des de temperatura e tempo de reacao (fatores estudados) para a autohidrolise que
fornecem maior concentragdo de glicose apos hidrolise enzimética do sélido pré-tratado
sdo 192 °C e 38 minutos, respectivamente.

Essa condicdo foi utilizada para a realizacdo de reagdes de autohidrolise
sequenciais, onde o licor resultante da batelada anterior era recuperado e utilizado na
reacdo seguinte. O volume adicional de liquido necessario para manter uma razao
liquido:sélido constante entre as reagdes, denominado de dgua de make-up, antes de ser
acrescentado ao licor, era utilizado para a lavagem do sélido resultante da autohidroélise
anterior, antes que este fosse encaminhado para a hidrolise enzimatica.

Embora os licores reutilizados apresentassem concentragdes crescente de
inibidores, como furfural, HMF e 4cido acético (aproximadamente 10, 2 e 16 g/L ao final
da quinta reagdo), essa estratégia permitiu obter concentragdes de glicose na faixa de
36g/L, com rendimento em g de glicose/100g de celulose de 62% em todas as hidrolises,
independente do reuso de agua.

Esse resultado mostrou um grande potencial e abriu um leque de possibilidade
para eventuais arranjos industriais (ressalvado o fato de que o conceito deve ser provado
em escalas piloto e demonstrativa). Considerando a redugdo no consumo de dgua obtida,
de aproximadamente 63%, que implica diretamente na reducao do volume de efluentes a
serem tratados e no tamanho/quantidade/capacidade de reatores, bombas e demais
instrumentagdes industriais, essa estratégia de reuso de agua pode contribuir para a
viabilidade técnico-econdmica do processo, sem contar o grande ganho do ponto de vista
ambiental, que ¢ uma preocupagdo cada vez maior para o setor produtivo de paises

desenvolvidos e em desenvolvimento.
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O horizonte ¢ ainda mais promissor se analisarmos que o reuso de agua pode ser
atrelado a outras estratégias de reducdo do consumo de agua e concentragdo do produto
final, como a redugdo da razao liquido:sélido (que pode envolver o desenho de reatores
mais apropriados para o trabalho com alta carga de solidos, tanto nos pré-tratamentos
quanto na hidrolise enzimatica) e a utilizacdo de sistemas de reagao diferentes da batelada,
como batelada alimentada e continuo.

Essas estratégias ndo foram alvo desse estudo, mas, em conjunto com a
reutilizacdo dos licores de pré-tratamento, sdo topicos interessantes € promissores para
trabalhos futuros.

Outro cenario que pode ser explorado, dentro do préprio conjunto de dados
obtidos e aproveitando uma das outras vantagens do pré-tratamento por autohidroélise, é
a modulagdo das condigdes experimentais para a obten¢do de outros produtos.

Enquanto comparando dados obtidos a 192 e 180 °C, foi possivel perceber que,
sob a ultima temperatura, o acimulo de xilose no licor obtido ¢ significativamente maior.
Muitos grupos de pesquisa estudam a utilizagdo desse mondmero como fonte de carbono
para a producdo de produtos de interesse, como por exemplo o etanol.®4%3-66 O estudo de
uma condi¢cdo que fornega grande quantidade de xilose, portanto, também pode ser de
grande interesse.

Essa versatilidade do pré-tratamento por autohidrélise, combinado com
estratégias que reduzam custos, como o reuso de dgua, pode ser a saida para a viabilizacao
de uma biorrefinaria de cana-de-agucar, que, nos moldes da refinaria de petroleo, consiga

entregar uma série de produtos custo-competitivos no mercado.
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