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RESUMO

A crescente demanda energética traz a necessidade de desenvolvimento de
novos combustiveis renovaveis, visando a menor emissao de particulas e poluentes ao
meio ambiente e a substituicdo dos derivados de petréleo. Atualmente, pesquisas com a
utilizacdo de biomassa lignocelul6sica vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
tornar o processo de producdo de etanol de segunda geracdo economicamente viavel. O
arundo (Arundo donax L.) é uma graminea de crescimento rapido, alto rendimento de
biomassa e pode ser cultivada em &reas marginais, que em funcgdo de caracteristicas de
cultivo, crescimento e produtividade apresenta potencial para produgdo de etanol de
segunda geracdo. O presente trabalho teve como objetivo estabelecer as melhores
condicdes de pré-tratamento, hidrolise e fermentacdo da biomassa de Arundo donax L.
visando & producdo de etanol. Trés pré-tratamentos foram testados: pre-tratamento
acido, pré-tratamento acido seguido de pré-tratamento alcalino e pré-tratamento
alcalino. Foram avaliadas variaveis de cada pré-tratamento utilizando planejamento
composto central rotacional através da metodologia de superficie de resposta. Apos a
otimizacdo das condicBes de pré-tratamento, foram avaliadas as varidveis carga
enzimatica e relagdo solido:liquido nos rendimentos de glicose e xilose na hidrolise
enzimatica. Por fim, foram avaliadas condi¢6es de fermentagédo dos hidrolisados obtidos
na hidrolise enzimatica e fermentacdo e hidrolise simultaneas da biomassa pré-tratada.
No pré-tratamento da biomassa as concentragdes de glicose e xilose liberadas na
hidrélise enzimética da biomassa pré-tratada, apenas com &cido sulfirico, variaram de
6,2a191gL%e1,8a3,1gL" respectivamente. A adicdo de pré-tratamento alcalino
possibilitou aumento significativo da concentracdo de agucares liberados. O uso apenas
de pré-tratamento alcalino resultou em concentracGes de glicose e xilose que néo
diferiram estatisticamente dos obtidos com pré-tratamento em duas etapas. As
concentragfes de 5-hidroximetilfurfural e furfural ndo diferiram significativamente
entre 0s pré-tratamentos testados. Na hidrolise enzimatica apenas a relacéo
solido:liquido apresentou efeito significativo nas concentragdes de glicose e xilose. Os
rendimentos de etanol obtidos pelo processo de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas
foram superiores aos obtidos quando a hidrélise e fermentagdo foram conduzidas em
etapas separadas. Os maiores rendimentos de etanol foram obtidos com carga de sélidos
de 200 g L™, e 25 FPU g™ na etapa de pré-hidrélise.
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ABSTRACT

The growing energy demand brings the need for development of new renewable fuels,
aiming to reduceemission of particles and pollutants into the environment as well as
substitution of petroleum products. Nowadays, researches using lignocellulosic biomass
have been developed with the objective of making the production process of second
generation ethanol economically viable. Arundo donax L., is a perennial grass
presenting high biomass production and ability of growing in different environments,
which due to the cultivation characteristics, growth and productivity presents potential
as raw material for production of second generation ethanol. The present work
envisages to establish the best pre-treatment hydrolysis and fermentation conditions for
the biomass of Arundo donax L. aiming to ethanol production. Three pretreatments
were tested: acid pretreatment, acid pretreatment followed by alkaline pretreatment and
alkaline pretreatment. Variables of each pretreatment were evaluated using central
rotational composite design through response surface methodology. After optimization
of the pretreatment conditions, the influence of enzymatic loading and solid-to-liquid
ratio variables in the glucose and xylose yields by the enzymatic hydrolysis were
evaluated. Finally, the fermentation conditions of the hydrolysates obtained in the
enzymatic hydrolysis and simultaneous fermentation and hydrolysis of the pretreated
biomass were evaluated. The amounts of glucose and xylose released by enzymatic
hydrolysis of the Arundo biomass obtained from acid pretreatment ranged from 6.2 to
19.1 g/L and 1.8 to 3.1 g/L, respectively. The addition of an alkaline pretreatment led to
a higher yield from the enzymatic hydrolysis with the average glucose concentration 3.5
times that obtained after biomass hydrolysis with an acid pretreatment exclusively. The
use of an alkaline pretreatment alone resulted in glucose and xylose concentrations
similar to those obtained in the two-step pretreatment: acid pretreatment followed by
alkaline pretreatment. There was no significant difference in 5-hydroxymethylfurfural,
furfural or acetic acid concentration among the pretreatments. In the enzymatic
hydrolysis, only a solid-to- liquid ratio showed a significant effect on glucose and
xylose concentrations. The ethanol yields obtained by the simultaneous hydrolysis and
fermentation process are higher than those obtained when the hydrolysis and
fermentation were conducted in separate steps. The highest ethanol yields were obtained

with solids loading of 200 g L™ and 25 FPU g™ in the prehydrolysis step.
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1. INTRODUCAO

A demanda energética crescente tem aumentado o interesse de diversos paises
no desenvolvimento de tecnologias que possam substituir os derivados de petréleo,
visando a menor emissdo de particulas e poluentes ao meio ambiente e a dependéncia de
uma fonte finita de matéria-prima.t#*

No Brasil, dois biocombustiveis liquidos sdo produzidos em grande escala, o
biodiesel, produzido através da conversdo quimica de Gleos e gorduras em ésteres
alquilicos de 4cidos graxos e o bioetanol produzido a partir do caldo de cana-de-acucar.*

O etanol pode ser produzido utilizando diferentes matérias-primas, como as
sacarideas (caldo de cana-de-acucar e beterraba), as amilaceas (amido de milho, arroz,
batata, entre outros) e lignoceluldsicas (plantas e residuos lignocelulésicos).*”

O Brasil é o segundo produtor mundial de etanole possui tecnologia consolidada
sendo lider mundial na producdo de cana-de-agUcar. Porém ainda € necessario o
desenvolvimento e adequacdo de processos utilizando matérias primas alternativas a
cana-de-agucar para producdo de etanol com o objetivo de elevar rendimentos e a
produtividade global do processo.®’

O tipo de matéria-prima e a tecnologia utilizada para producdo permitem a
classificacdo dos biocombustiveis em processos de primeira e segunda geracéao.
Biocombustiveis de primeira geracdo sdo produzidos a partir de matérias primas
também utilizadas para a alimentacdo tais como acucares, amido e Gleos vegetais
usando tecnologias convencionais. J& os biocombustiveis de segunda geracdo sdo
obtidos de matérias primas alternativas como biomassa e residuos lignocelulésicos além
de 6leos e gorduras ndo comestiveis, através de novas tecnologias desenvolvidas em
funcéo das caracteristicas das matérias primas utilizadas.*®

A producdo de etanol de segunda geragéo utilizando biomassas lignocelulésicas
apresenta-se como uma alternativa promissora para suprir a demanda mundial por

biocombustiveis, em funcéo da alta disponibilidade e baixo custo de matéria-prima.>®’

A principal diferenca no processo de producéo de etanol de segunda geracgdo € a
etapa de pré-tratamento, a qual visa a adequagdo da biomassa as etapas de hidrdlise e
fermentacdo, sendo essencial para o alcance de altos rendimentos de etanol.*®’
Dependendo das caracteristicas da biomassa, 0 pré-tratamento pode ser a etapa de maior

custo do processo de producdo.’
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Desta forma, pesquisas com a utilizacdo de biomassa lignoceluldsica vém sendo
cada vez mais desenvolvidas, com o objetivo de tornar o processo de producao de etanol

de segunda geracdo economicamente viavel.®

O arundo (Arundo donax L.) € uma graminea pertencente a familia Poaceae que
apresenta crescimento rapido, alto rendimento de biomassa, cresce em ambientes
alagados e pode ser cultivada em areas marginais. Em funcdo de caracteristicas de
cultivo, crescimento e produtividade, a cultura do arundo apresenta significante

potencial para producéo de etanol de segunda geracéo. 0114 13

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAL

Estabeleceras melhores condicdes de pré-tratamento, hidrolise e fermentacdo da

biomassa de Arundo donax L. visando a producéo de etanol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar a matéria-prima quanto a composi¢do quimica da biomassa (celulose,
hemicelulose, lignina, extrativos, cinzas e umidade).

- Testar e otimizar condicdes de pré-tratamento acido diluido da biomassa avaliando
as variaveis concentracdo de acido sulfarico, tempo e relacdo sélido:liquido.

- Testar e otimizar condicdes de pré-tratamento alcalino da biomassa avaliando as
variaveis concentracdo hidroxido de sédio e relacdo sélido:liquido

- Selecionar as melhores condigdes de pré-tratamento com base nos teores de glicose
e xilose liberados na hidrdlise enzimatica.

- Testar e otimizar as condigdes de hidrélise enzimatica da biomassa pré-tratada
avaliando as varidveis carga enzimatica e relacdo solido:liquido.

- Submeter a biomassa pré-tratada aos processos de sacarificacdo seguida de
fermentacdo (HSF) e ao processo de sacarificacdo e fermentacdo simultaneos (SSF).
- Acompanhar a formacdo de produtos indesejaveis ao processo (acido acético,

furfural, 5-hidroximetilfurfural) por cromatografia a liquido de alta eficiéncia.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRODUCAO DE ETANOL

Estados Unidos e Brasil sdo os principais produtores mundial de etanol,
responsaveis por mais de 80% do volume total produzido. Nos dois paises, as principais
matérias-primas utilizadas sdo o milho e a cana-de-agucar, respectivamente, sendo 0s
processos de producdo classificados como de primeira geracdo, ja que utilizam
matérias-primas também destinadas a alimentagéo.'**

No Brasil ha registros de uso de etanol como combustivel veicular anteriores a
Segunda Guerra Mundial. Em 1975 foi lancado o Programa Nacional do Alcool
(Proalcool), que inicialmente teve objetivo de produzir etanol anidro para misturar a
gasolina e assim, diminuir a dependéncia externa de combustiveis do pais e desenvolver
a industria da cana-de-agucar e &lcool. Com o sucesso do Prodlcool, a industria
automobilistica passou a produzir veiculos movidos a etanol hidratado exclusivamente
ou em mistura com a gasolina.'*>®

Apos periodo de aumento da producéo alcooleira em meados dos anos 1980, o
governo comecou a diminuir incentivos ao Prodlcool em funcdo da estabilidade do
preco do petroleo, da ascendéncia no mercado de agucar e da crise econémica do pais.
O governo interrompeu financiamentos e subsidios a novas destilarias e o setor passou
por periodo de estagnacdo, sendo que o Programa foi finalizado em 199014101718

No inicio dos anos 2000 a indUstria automobilistica brasileira langou os veiculos
com tecnologia Flex-fuel, que podem utilizar etanol hidratado e gasolina, puros ou
misturados em diferentes proporcdes, 0 que proporcionou um aumento do uso de etanol
como combustivel no pais. No Brasil, atualmente, é adicionado 27% de etanol anidro a
gasolina comercializada como combustivel.*®

Com a entrada de veiculos Flex-fuel no mercado brasileiro, a proibi¢cdo do uso
de aditivos na gasolina como o metil-terc-butil éter (MTBE) pelos Estados Unidos e
Unido Europeia, e a demanda por combustiveis limpos, fez com que o setor
sucroenergético passasse a investir na ampliacdo da capacidade produtiva. Porém com a
crise internacional em 2008, o setor foi drasticamente afetado sendo registrado o
fechamento de diversas usinas no Brasil.*®

Em 2016 foi lancado o Programa RenovaBio (Politica Nacional de
Biocombustiveis) que tem como principal objetivo estimular a produgdo de

biocombustiveis (etanol, o biodiesel, o biogds e bioquerosene de aviacdo) no pais.
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Outros objetivos do Programa incluem garantir a previsibilidade dos biocombustiveis
no mercado de combustiveis, a geracdo de investimentos e empregos no setor, e a
competitividade brasileira no mercado internacional de biocombustiveis, além de
impulsionar o desenvolvimento e a inovagdo para aumentar a competitividade dos
biocombustiveis e a insercdo de combustiveis avancados e novos biocombustiveis.
Dentro do Programa estdo previstos instrumentos como créditos de descarbonizacao,
certificacdo de biocombustiveis, adi¢cbes de biocombustiveis aos combustiveis fosseis,
incentivos fiscais e financeiros. Porém, o Programa ainda ndo foi lancado oficialmente
pelo Governo Federal.™

Entre as diretrizes estratégicas aprovadas pelo Conselho Nacional de Politica
Energética, em 8 de junho de 2017, esta a criacdo de mecanismos para impulsionar o
potencial brasileiro na producdo competitiva de etanol celulésico.™

A producdo de biocombustiveis de segunda geracdo tem sido incentivada em
diferentes paises, com o objetivo de mitigar problemas ambientais amplamente
discutidos nas ultimas décadas e aumentar a producdo e oferta do biocombustivel,
aumentando a sustentabilidade da cadeia produtiva.'*?°

Os biocombustiveis de segunda geracdo apresentam diversas vantagens em
relacdo aos de primeira geragdo, como 0 uso de matérias-primas de baixo custo que ndo
sejam destinadas a alimentacdo e que contribuam para a reducdo da emisséo de gases de
efeito estufa. Porém, o processo de producdo de biocombustiveis de segunda geracédo
(2G) envolve significativas mudancas técnicas e econdmicas em relacdo ao processo de

primeira geracdo (1G).2%?

Na producdo de etanol de segunda geracgdo, estas diferencas sdo consequéncia
das caracteristicas da biomassa lignoceluldsica, composicéo e recalcitrancia, que torna
necessario o processo de pré-tratamento. Além disso, comparado aos processos 1G, o
custo das enzimas celuloliticas, a presenca de diferentes acuUcares oriundos da
hemicelulose (principalmente composta por pentoses), a baixa concentracdo de acucares
liberados da biomassa (em relacdo as biomassas utilizadas nos processos 1G, como
caldo de cana-de-agucar e amido de milho) e a presenca de compostos inibidores das
etapas de hidrolise e fermentacdo devem ser considerados para a adequagdo e

viabilidade do processo. %

O etanol de segunda geracdo ja é produzido em escala comercial em diferentes

regibes do mundo (Tabela I). No Brasil estdo instaladas duas usinas em escala
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comercial, a Raizen — unidade Costa Pinto em Piracicaba/SP e a GranBio em Séo
Miguel dos Campos/AL. As duas usinas utilizam como matéria-prima residuos (bagaco
e palha) da principal matéria-prima para a producédo de etanol 1G, a cana-de-agucar. Na
Italia, a Beta Renewables utiliza as biomassas de palha de trigo, palha de arroz e arundo.
Nos Estados Unidos estdo instaladas trés usinas para a produgdo de etanol a partir da

palha de milho, porém uma delas, a Abengoa, paralisou as operagdes no final de 2016.%

Tabela I. Usinas de etanol de segunda geracéo com producdo em escala comercial 2%

24

Usina Capacidade Biomassa Pré-tratamento

(Milhdes L/ano)

Raizen / Brasil 40,1 Bagaco cana-de-agucar Acido diluido

GranBio / Brasil 83,2 Palha de cana-de-aclicar ~ Exploséo a vapor

Poet-DSM /EUA 94,6 Palha de milho Acido diluido

Beta Renewables 75,7 Palha de trigo; Exploséo a vapor
/ ialia Palha de arroz e arundo®

DuPont / EUA 113,5 Palha de milho Alcalino

Abengoa/EUA 94,6 Palha de milho Acido diluido

Além das usinas em escala comercial, diversas usinas em escala de
demonstracdo (Tabela Il) e piloto (Tabela I11) utilizam biomassa lignoceluldsica para a
producéo de etanol. No Brasil, o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) possui uma

usina em escala de demonstracdo e a Petrobras uma usina em escala piloto.”*®

Apesar de ja ser produzido em diferentes paises, o etanol 2G ainda enfrenta
sérios desafios relativos ao processo de producdo. Atualmente, as usinas estdo operando
abaixo da capacidade nominal e estima-se que o volume de etanol produzido por este
processo serd significativo em 2026.2° A producdo mundial de etanol de segunda
geracdo em 2016 foi de aproximadamente 17,6 milhdes de litros, sendo destes, 2

milhGes de litros produzidos no Brasil. Estes nimeros sdo pouco expressivos, ja que a
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producéo total brasileira de etanol foi maior que 27 bilhdes de litros e a norte americana

maior que 58 bilhdes de litros em 2016.

Tabela 1l1. Usinas em escala de demonstracdo, biomassas utilizadas e capacidade

(T ano™).?

Nome e Local Biomassas Capacidade

Chempolis Ltd. /Oulu /Finlandia Culturas energéticas 5.000

Clariant / Straubing / Alemanha Palha de trigo 1.000

Centro de Tecnologia Canavieira — Bagaco de cana-de-agucar 3.000

CTC / Séo Manoel / Brasil

COFCO Zhaodong Co / Zhaodong/  Residuos de milho 500

China

DuPont / Vonore / EUA Residuos agricolas 750

Enerkem / Westbury / Canada Residuos florestais e urbanos 4.000

Enerkem Alberta Biofuels LP / Residuos solidos urbanos 30.000

Edmonton / Canada

Gevo / Luverne / EUA Residuos florestais 54.000

logen Corporation / Ottawa / Canadd Bagaco de cana-de-aglcar, 1.600

residuo de milho e outros

Jilin Fuel Alcohol / Jilin / China Palha 3.000

LanzaTech / Beijing / China Residuos 300

North European Oil Trade Ou / Residuos 4.000

Gotemburgo / Suécia

Quad-County Corn Processors / Residuo milho 6.000

Galva/ EUA

Renmatix / Roma / EUA Culturas energéticas 500

Shandong Zesheng Biotech Co. / Palha 3.000

Dongping / China

SP/EPAP / Ornskoldsvik / Suécia Culturas energéticas 160

Tembec Chemical Group / Culturas energéticas 13.000

Temiscaming / Canada

Woodland Biofuels / Sarnia / Canadd Residuos madeira 601

ZeaChem / Boardman / EUA Culturas energéticas 750
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Tabela I11. Usinas em escala piloto, biomassas utilizadas e capacidade (T ano™).

Nome e Local Biomassas Capacidade
Aemetis / Montana / EUA Culturas lignocelulosicas 500
American Process / Thomaston / Biomassa lignoceluldsica 180
EUA

Anhui BBCCA Biochemical / Culturas lignocelulésicas 5.000
Benghu / China

Energy & Chemical Dep. East China  Culturas energéticas e 600

University os Science and

Technology/ Shanguai / China residuos florestais

Enerkem / Sherbrooke / Canada Residuos florestais e urbanos 375
Greenfield Ethanol / Chatham / EUA  Culturas energéticas 30
lowa State University / Boone / EUA  Culturas energéticas 200
Lignol / Vancouver / Canada Bagaco de cana-de-agucar 30
Lignol / Grand Junction / EUA Residuos florestais 60
Lignol Innovations Ltd. / Burnaby /  Residuos madeira 30
Canada

NREL / Golden / EUA Culturas energéticas 100
Petrobras / Rio de Janeiro / Brasil Bagaco de cana-de-agucar 270
POET / Georgia / EUA Residuos milho 60
Procethol 2G / Pomacle / Franca Residuos 2.700
Woodland Biofuels / Sarnia / Canada Residuos 60

3.2 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Biomassas lignocelulésicas sdo as fontes de carbono mais abundantes da Terra.
Residuos agroindustriais, culturas energéticas, residuos de celulose e biomassa lenhosa
sdo alguns tipos de biomassas lignoceluldsicas. A composi¢cdo quimica destas
biomassas, basicamente celulose, hemicelulose e lignina, possibilita seu uso como
matéria prima para producdo de energia e para a sintese de inUmeros compostos

quimicos. 32" %
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A proporcdo destes componentes é varidvel nas diferentes biomassas, sendo a
composicdo média de 40-50% de celulose, 20-30% de hemicelulose e 10-25% de

lignina.”’

O principal componente das biomassas lignocelulésicas, a celulose, é o polimero
natural mais abundante da Terra. Este polimero é formado por moléculas de glicose
unidas por ligacbes B-1,4 glicosidicas, sendo que a unidade repetitiva do polimero é a
celobiose, formada por duas moléculas de glicose. LigacGes de hidrogénio
intermoleculares e intramoleculares formam microfibrilas que variam de 36 a 1200
cadeias de celulose com diametro de 5 a 15 mm que tornam a celulose altamente
insolGvel e resistente a maior parte dos solventes organicos.>”*"?*%A Figura 1

apresenta a estrutura quimica de uma microfibrila de celulose.

;fiv* m a#f ﬂ%

/CH
H H

Figura 1. Estrutura quimica da celulose.’

A hemicelulose é o polimero ramificado formado por diferentes carboidratos, de
cinco carbonos (xilose e arabinose), e seis carbonos (glicose, galactose e manose). Além
dos carboidratos, a hemicelulose pode ser constituida por diferentes &cidos hexauranicos
(&cido glucurénico, 4-O-metil glucurdnico e acido galactourdnico) e deoxiexoses
(ramanose e fucose). A Figura 2 apresenta as moléculas que compdem as cadeias de
hemicelulose e na Figura 3 esta apresentada uma estrutura de hemicelulose formada por

moléculas de xilose na cadeia principal.2*34%’

A composicdo quimica da hemicelulose pode variar com a espécie vegetal e

estagio de desenvolvimento da planta, sendo quatro os principais tipos de hemicelulose
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(xilanas, xiloglicanas, glicanas e mananas) classificadas de acordo com o carboidrato
majoritario. O tipo mais abundante de hemicelulose sdo as xilanas constituidas por D-
xilose unidas por ligagdes B-1,4 glicosidicas na cadeia principal e residuos de outros
carboidratos nas ramificacGes laterais. As xiloglicanas sdo constituidas de cadeia
principal formada por unidades de D-glicose unidas por ligagdes PB-1,4 ou B-1,3

glicosidicas e ramificacdes laterais constituidas principalmente por xilose.***43

_OH o
H [ H o
H OoH H QoM OoH H OH
@ KoH' H G O H o' w
HOS H HOI H H H HO H
H  OH H OH OH OH H OH
Xilose Glicose Ramanose Acido Glucurénico
OH H
{,.-r"
i H I—GGH "1 o H CWHGH
OH OoH H . Sy OH 4 o
HH H Y oH OH HO " H OH H
H% o H HO% H OH H H,CO OH
H  OH H H H OH
Arabinose Manose Fucose Acido 4-O-metil glucurénico
OH
( o COCH
HO H OH.+—OH
on' M Kon' W I
H OH H v~ OH
H OH H OH
Galactose Acido galacturdnico

Figura 2.Moléculas de acUcares que podem ser encontradas nas cadeias de

hemicelulose.*
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DHHD " OH
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Figura 3. Estrutura de hemicelulose.*®
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A lignina apresenta estrutura tridimensional complexa e altamente ramificada
baseada em precursores monoméricos p-hidroxibenzil (H), guaiacila (G) e siringila (S)
(Figura 4) derivados do alcool p-coumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico
(Figura 5), respectivamente. A estrutura polimérica das ligninas é dindmica sendo
variavel em funcdo do tipo de planta. Nas diferentes estruturas o0s precursores
monoméricos estdo ligados atraves de ligacdes carbono-carbono e carbono-oxigénio. A
Figura 6 apresenta as principais ligacGes identificadas em ligninas de madeira mole. A
razdo entre as unidades precursoras, a propor¢do de cada ligacdo e a massa molecular
variam de acordo com a espécie vegetal. Em madeiras moles sdo encontradas
principalmente as unidades guaiacila (G), em madeiras duras as unidades guaiacila (G)
e siringila (S) e em gramineas as trés unidades sdo encontradas. A Figura 7 apresenta a

estrutura da lignina, >3 3%

i H,CO” \JI: H4CO” JT: “OCH,
OH OH OH

p-hidroxifenila {H) Guaiacila (G) Siringila (S)

Figura 4. Nucleos fenélicos encontrados na lignina.’

CH,OH CH,OH CH,OH
CH CH CH
He? e e
i H3CO” i H,CO” i ~OCH,
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Figura 5. Unidades precursoras monoméricas da lignina. ’
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Figura 7. Estrutura quimica da lignina.’
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A celulose, a hemicelulose e a lignina estdo intimamente associadas na estrutura
lignocelulodsica que compde a parede celular das plantas, atuando como barreira natural
com a funcdo de protecdo a degradacdo microbiana e mecéanica. Outros componentes
como alcaloides, terpenos, pectinas, carboidratos, saponinas, polifendis, gomas, resinas
entre outros, sdo encontrados em menores proporgdes nas biomassas
lignocelulésicas. ™%

Em funcdo da variabilidade na composi¢cdo quimica e propriedades fisico-
quimicas das diferentes biomassas lignocelulésicas, todas as etapas do processo de
producéo de etanol de segunda geracdo necessitam de otimizagdo para a obtencdo de

maiores rendimentos e menor consumo de energia.*

3.3 PROCESSO DE PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

A producdo de etanol a partir de biomassas lignocelulésicas consiste,
basicamente, nas etapas de pré-tratamento da biomassa, hidrélise ou sacarificacdo para a
producdo de agucares fermentaveis e fermentacdo dos agucares para producao de etanol

seguida da destilacdo do etanol produzido (Figura 8).%2%3¢37:38
Biomassa Pré- Hidrélise ~ i
Lignocelulésica tratamento Enzimatica Fermentacdo Destilagéio Etanol

Figura 8. Principais etapas do processo de producao de etanol de segunda geragéo.

3.3.1 Pré-tratamento

Para o aproveitamento da biomassa lignoceluldsica é necessario o fracionamento
dos componentes e desconstrucdo da estrutura complexa por métodos de pré-tratamento
(Figura 9).>%’

Os principais objetivos desta etapa sdo a quebra de ligacdes das moléculas que
compdem a biomassa, reducdo da cristalinidade da celulose e adequacdo as condi¢des
de reacéo para transformacéo bioquimica.>2"340:41
Diferentes tipos de pré-tratamento podem ser utilizados para o preparo da

biomassa, os quais podem ser classificados em fisicos, quimicos ou bioldgicos. A
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escolha do processo de pré-tratamento deve ser realizada de acordo com a natureza da
biomassa, de maneira que se obtenha maior rendimento de acUcares e menor

concentracéo de produtos de degradago.” #4142 43

Celulose

Hemicelulose

Pré-tratamento

v

@;«%"8"" 3
fo‘a O
% ﬁoooo“

Figura 9. Representacéo da estrutura lignocelulésica da parede celular de plantas.*

O uso de temperatura, presséo, radiacdo, congelamento e moagem da biomassa
sdo classificados como métodos fisicos de pré-tratamento, os quais tém o objetivo de
aumentar a area superficial e reduzir o tamanho de particula, e consequentemente
diminuir o grau de polimerizacéo e cristalinidade da biomassa. Pré-tratamentos fisicos
para a reducdo do tamanho de particula sdo conduzidos na primeira etapa de pré-
tratamento e usualmente utilizados combinados com outros métodos.?

No pré-tratamento quimico, acidos, bases, solventes organicos e liquidos idnicos
sdo utilizados com o objetivo de separar as fracBes da biomassa. O pré-tratamento
quimico mais utilizado consiste na adi¢cdo de acido a biomassa para a hidrélise dos
polissacarideos, atuando principalmente na solubilizacdo da hemicelulose. Neste tipo de
pré-tratamento, diferentes acidos podem ser utilizados, tais como, o nitrico, fosforico,
cloridrico, sendo o acido sulfarico o mais utilizado. Além do tipo e da concentracédo do
acido, outros fatores como a temperatura e tempo tém influéncia nos rendimentos dos
acucares liberados.>* 2"

Odega e Petri (2010)*® descrevem o mecanismo de hidrélise acida da celulose
(Figura 10), no qual o oxigénio glicosidico é protonado e a ligagdo C;—O ¢é quebrada

gerando um carbocation que é estabilizado pela deslocalizacdo do par de elétrons do
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oxigénio do anel glicosidico do carbono adjacente. A ultima etapa da despolimerizacdo

é o0 ataque nucleofilico da agua ao C; e regeneracdo do acido.

T, %(/1 HO
OH \
OH
Mg
: 0

HO
c)
() OH

OH e)
OH

H+
l""'bu o A, 5!
/ 0
HO OH
oH N\ HO

OH

Figura 10. Mecanismo de hidrélise da celulose catalisada por &cido. 2°

A hidrolise acida da hemicelulose segue mecanismo similar ao da celulose,
sendo que a estrutura amorfa da hemicelulose ndo requer condicfes tdo severas quanto
as necessarias a hidrélise da celulose.”® Em funcéo desta caracteristica, 0 pré-tratamento
acido ¢ bastante utilizado para a recuperacao de agUcares da hemicelulose o0s quais tém
aplicacdes tanto na producéo de etanol pela fermentacdo de pentoses como na sintese de
moléculas para os mais diversos usos.™>*4*°

Apesar de possibilitar alto rendimento de agucares, a utilizacdo de acidos pode
comprometer o rendimento da fermentagdo pela formacdo de 5-hidroximetilfurfural,
furfural e outros produtos de degradacdo que sdo prejudiciais a acdo de microrganismos
utilizados no processo fermentativo.> *

O pré-tratamento alcalino pode ser realizado utilizando hidroxido de sodio,
hidroxido de célcio, aménia entre outros, sendo um método efetivo para a remocao de
lignina. Durante o pré-tratamento alcalino ocorre dissolucdo da lignina e quebra das
ligacBes éster intermoleculares alterando o grau de polimerizacdo e as propriedades
fisicas da biomassa. Particularmente, o hidroxido de sddio ataca a ligacao entre lignina e

hemicelulose na estrutura do complexo lignina-carboidrato quebrando ligacdes éter e
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éster, além de atuar na quebra de ligagBes éster e carbono-carbono na molécula da
Iignina.2’27'46' 47

Pré-tratamentos alcalinos podem ser conduzidos em condi¢bes brandas de
temperatura e pressdo reduzindo a degradacdo de acUcares, porém outros produtos da
despolimerizagéo da lignina e os sais gerados durante o processo devem ser removidos
antes da etapa de hidrélise enzimatica.* *® Para a remocéo destes compostos, a lavagem
da biomassa € usualmente utilizada, o que pode ser considerado uma desvantagem deste
processo em funcdo do volume de 4gua gasto.*

A remocdo de lignina no pré-tratamento é uma importante etapa para 0 aumento
da eficiéncia da hidrélise enzimatica dos carboidratos presentes na biomassa.2%"*49

Em funcdo das caracteristicas dos pré-tratamentos destacados acima, o uso de
pré-tratamentos acido e alcalino combinados pode aumentar o rendimento de hidrélise
comparado a pré-tratamentos &cido ou alcalino separados, pela remocdo de
hemicelulose e lignina, tornando a biomassa com alto teor de celulose.”® Guo et al.
(2013)°* avaliaram as condicdes de pré-tratamento hidrotérmico 4cido e alcalino em
duas etapas da biomassa de Miscanthus e compararam com pré-tratamento acido e
alcalino em etapa Unica separada, os resultados mostraram maior concentracdes de
glicose e xilose obtidas a partir da biomassa pré-tratada em duas etapas do que em etapa
Unica separada. Similarmente, Wang et al.(2013)°* obtiveram maiores rendimentos de
glicose a partir de biomassa residual de milho submetida ao pré-tratamento acido e
alcalino em duas etapas do que a partir do pré-tratamento acido ou alcalino. Em
contraste, Guilherme et al. (2015)*® aplicando diferentes pré-tratamentos em bagaco de
cana-de-agucar obtiveram maiores concentracdes de glicose e xilose somente com pré-
tratamento alcalino do que quando aplicado o pré-tratamento acido e alcalino
combinados.

Ainda classificado com pré-tratamento quimico, o processo organosolv utiliza
solventes organicos como etanol, acetona, metanol, etilenoglicol, glicerol e agua na
presenca ou auséncia de catalisadores organicos ou inorganicos para hidrolisar ligacbes
entre a lignina e a hemicelulose, ligagdes internas da lignina e ligacGes glicosidicas na
celulose e principalmente, na hemicelulose. Processos organosolv sdo utilizados para a
extracdo de lignina de alta qualidade, porém para a producdo de etanol estes processos
sdo caros em funcdo dos custos dos solventes e catalisadores, da necessidade de
recuperacdo dos solventes, além de medidas adicionais de seguranca que devem ser

adotadas em relagdo & inflamabilidade dos solventes.***" O uso de liquidos idnicos é
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outra alternativa no pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica, que possibilita a
dissolucao da celulose pela quebra de ligacGes de hidrogénio entre as cadeias, porém o
custo e a viscosidade do meio durante 0 processo sdo fator limitantes para a aplicacéo
em maiores escalas.’

Pré-tratamentos fisicos-quimicos também sdo empregados para a desconstrucéo
da biomassa lignoceluldsica, sendo os principais métodos a explosdo a vapor, a
explosdo com dioxido de carbono e a explosao da fibra com amonia (AFEX - Ammonia
fiber explosion).>>**’

Outros métodos de pré-tratamento também podem ser utilizados na
desconstrucdo da biomassa, como a utilizacdo de microrganismos (fungos e bactérias)
que resulta na degradacdo da lignina, e sdo descritos como pré-tratamento bioldgicos.*
Pré-tratamentos bioldgicos sdo eficientes e ecologicamente corretos, porém apresentam
a desvantagem de consumo de carboidratos pelos microrganismo e longos tempos de
processo. Além disso, a viabilidade destes processos em maior escala € comprometida
pela necessidade de condicdes estéreis.*". > >°

O pré-tratamento da biomassa lignocelulésica é fundamental para a viabilidade
técnica e econdmica do processo de producédo de etanol 2G. Dependendo da escolha dos
métodos de pré-tratamento, a transformacdo da biomassa para as etapas subsequentes do
processo pode aumentar o consumo de agua e ainda requerer equipamentos especiais,
elevando os custos de producdo, o que torna essencial o planejamento e otimizacao do
pré-tratamento em funcdo das caracteristicas da biomassa que serd utilizada no

processo.”

3.3.2 Hidrdlise Enzimatica

Apos a adequacdo da biomassa no processo de pré-tratamento, as etapas de
hidrolise e fermentacdo podem ser realizadas de forma sequencial ou simultanea. A
digestdo da biomassa na etapa de hidrolise pode ser catalisada por acidos ou enzimas
(celulases). A hidrélise enzimatica apresenta vantagens em relagcdo a hidrdlise &cida,
como condi¢Oes de reacdo mais brandas de pH, temperatura e pressdo. Além disso, a
formacdo de produtos toxicos ao processo fermentativo é limitada pela especificidade
dos sistemas enzimaticos. A desvantagem da hidrolise enzimatica é o alto custo das
enzimas que pode inviabilizar economicamente o processo de producéo de etanol .***’

A celulose € o principal polimero da biomassa lignocelulésica de interesse para a
producdo de etanol de segunda geragdo, portanto o uso de classe de enzimas
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denominadas celulases é fundamental para a quebra de ligac6es glicosidicas e liberacéo
de moléculas de glicose. Celulases sdo compostas de diferentes enzimas as quais sdo
divididas nas seguintes classes: Endoglucanases (EG, endo-1,4-B-D-glucanases, EC
3.2.1.4) - atacam regiGes amorfas da cadeia polimérica gerando novos terminais
facilitando a desconstrugéo da biomassa pela diminuicdo do grau de polimerizacdo;
Exoglucanases (CBH, celobiohidralase, 1,4-B-D-glucan, EC 3.2.1.91) - atuam nas
extremidades redutoras e nao redutoras da cadeia de celulose liberando celobiose ¢ as -
glucosidases (EC 3.2.1.21) que catalisam a hidrélise de celobiose produzindo
gl icose, 3042 4358
O mecanismo de quebra de ligacdes glicosidicas da celulose catalisada por
celulases pode ocorrer com retencdo ou inversdo do carbono anomérico dependendo da
enzima utilizada.*

A hidrolise enzimética da celulose tem inicio com a agdo das endoglucanases
que atacam regides amorfas da cadeia polimérica liberando oligossacarideos, reduzindo
o0 grau de polimerizacdo e gerando novas extremidades redutoras e ndo redutoras. Em
sequéncia, a hidrdlise da celulose tem continuidade pela acdo das exoglucanases que
atacam as extremidades redutoras e ndo redutoras removendo camadas da estrutura
celulésica e disponibilizando pontos internos para a agdo das endoglucanases. Este
sinergismo entre as celulases aumenta a eficiéncia do processo de desconstrucdo da

biomassa (Figura 11).% *®

O-O-O0-0O000000 Oo-O-O0-O0-O0000e

~0
=)  Endoglucanase @ Extremidade redutora ¢ )Solenina
':> Exoglucanase (O Glicose

=)  p-glucosidase
()~ Celobiose

Figura 11. Representacdo esquematica da desconstrucéo enzimatica de celulose.*®
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Além das celulases, outra classe de proteinas encontradas na parede celular das
plantas, as expansinas, atuam no rompimento das ligacdes de hidrogénio entre as
microfibrilas de celulose e ligacbes entre a celulose e outros polissacarideos,
participando da degradacdo da celulose. As soleninas, proteinas com atividade similar
as expansinas, também atuam na degradacdo da celulose pelo afrouxamento da estrutura

da parede celular sem causar a hidrélise dos polissacarideos.*% ©*

3.3.3 Fermentacéo

A fermentacdo € a etapa na qual agucares solUveis sdo convertidos a etanol pela
acdo de microrganismos. Na auséncia de oxigénio uma molécula de glicose ¢é
transformada em etanol e didxido de carbono (equacdo 1), com rendimento

estequiométrico de 0,511 g de etanol por grama de glicose.**°

CsHy,0s — 2C,HsOH + 2CO, 1)

Nos processos de producdo de etanol de primeira geragéo, a partir de biomassas
sacarideas e amilaceas, o principal agucar disponivel para fermentagdo é a glicose. Ja
nos processos de segunda geracao, a partir da biomassa lignoceluldsica, além da glicose,
outros agucares estdo disponiveis para a fermentacdo. O principal acUcar obtido da
fracdo hemicelulésica é a xilose.***°

Diferentes estratégias de fermentagdo podem ser adotadas para a producdo de
etanol a partir da biomassa lignocelulésica tais como: hidrélise separada da fermentagéao
(SHF), a sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF), a sacarificacdo e co-
fermentacdo simultanea (SSCF) e o bioprocesso consolidado (CBP).?! 3% 263

Em processos nos quais as etapas de hidrolise e fermentacdo sdo realizadas
separadamente (SHF), primeiramente é realizada a hidrdlise da biomassa pré-tratada e
os acuUcares liberados da biomassa sdo fermentados, posteriormente, em outra etapa do
processo. Neste processo é possivel que as condi¢bes Otimas de cada etapa sejam
mantidas, visto que, geralmente, a melhor atividade catalitica das celulases ocorre em
temperaturas acima da ideal para a fermentacdo.”**** A maioria das enzimas
celuloliticas apresentam atividade maxima em temperatura de 50°C, enquanto que a
faixa de temperatura ideal para fermentacdo com microrganismos, usualmente utilizados
industrialmente (Saccharomyces cerevesiae), é de 28-37°C. A principal desvantagem

desta estratégia de fermentacdo € a inibicdo das celulases pelas altas concentracdes de
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substratos (glicose e celobiose) liberadas no meio durante a etapa de hidrélise
enzimética. 2+

Ja o processo de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF) possibilita que,
em um mesmo sistema reacional, a glicose liberada seja fermentada por
microrganismos, diminuindo assim a inibicdo das celulases pelo acumulo de glicose e
celobiose.®** A diminuicdo do nimero de reatores, a menor quantidade de enzima
necessaria para hidrolise e a diminuicdo do risco de contaminacdo do meio pela
presenca de etanol sdo vantagens deste tipo de processo. A principal desvantagem deste
processo estd na adequacdo das condicOes operacionais, como a temperatura que difere
para a atividade o6tima das celulases e para a fermentacdo por leveduras. Geralmente
processos SSF sdo conduzidos em temperatura em torno de 37°C, porém esta
temperatura pode reduzir significativamente a taxa de conversdo de celulose em
glicose.”: %

Esta limitacdo do processo é objetivo de pesquisas que vém sendo
desenvolvidas com foco em enzimas com maiores atividades em menores temperaturas
e na selecéo de leveduras termotolerantes.*

Outro fator importante que deve ser considerado no processo SSF € a carga de
solidos, ou carga de substrato. Para que o processo de producdo alcance altos
rendimentos de etanol € necessario o0 uso de alta carga de sélidos para a obtencéo de
rendimentos de acgUcares proximos aos obtidos em processos 1G (matérias primas
sacarideas e amilaceas). Porém, o aumento da carga de solidos traz limitagcBes ao
processo como transferéncia de massa dificultada pela alta viscosidade do meio e 0
aumento da concentracdo de inibidores no meio reacional. Cargas de sélidos em torno
de 7 a 10% podem reduzir as taxas de fermentagio.?

A conducdo do processo SSF em batelada alimentada permite que a viscosidade
do meio reacional seja mantida baixa pela adicdo parcial de biomassa pré-tratada. O
processo é iniciado com menor concentracdo de solidos e apds a liquefacdo do meio
pela acdo das enzimas celuloliticas, sdo realizadas alimentagbes do meio com a
biomassa pré-tratada.>*

Outra configuracdo possivel na produgdo de etanol 2G em processos SSF € a
conducdo da etapa de pré-hidrdlise antes da inoculacdo do microrganismo para a
fermentacdo. Processos realizados com pré-hidrélise podem ser denominados
sacarificacdo e fermentacdo semi-simultaneas (SSSF), pre-hidrélise e sacarificacdo e

fermentacdo simultdneas (PSSF), sacarificacdo e fermentacdo simultaneas com
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inoculacdo tardia e sacarificagdo e fermentacdo simultaneas nao isotérmica (NSSF), os
quais consistem na realizacdo da pré-hidrélise em primeira etapa a temperatura de 50°C,
Otima para as celulases, seguida de reducdo da temperatura e adicdo do microrganismo
para a fermentacéo. As principais vantagens desta estratégia séo altas taxas de hidrolise
na primeira etapa do processo pela adequada temperatura, altas concentragdes de glicose
disponiveis e viscosidade do meio reduzida no momento da inoculacdo do
microrganismo.*

Diferente das biomassas utilizadas em processos fermentativos de primeira
geracdo, a partir de biomassas lignocelulésicas sdo obtidos diferentes agucares de 5 e 6
carbonos oriundos das fracdes celuldsicas e hemicelulodsicas. Neste contexto, estratégias
de fermentacdo devem ser empregadas para o melhor aproveitamento destes acucares.
Duas estratégias diferentes podem ser conduzidas com o objetivo de fermentacdo de
pentoses e hexoses, a sacarificacdo e co-fermentagédo simultanea (SSCF) e o bioprocesso
consolidado (CBP), descritos a seguir.

A sacarificacdo e co-fermentacdo simultdnea (SSCF) € o processo em que a
hidrélise enzimatica e a fermentacdo sdo conduzidas em um mesmo reator pela adicdo
de enzimas e microrganismos capazes de fermentar pentoses e hexoses. Saccharomyces
cereviseae pode ser modificada geneticamente para fermentacéao de xilose.?®

O bioprocesso consolidado é conduzido com microrganismo capaz de produzir
enzimas para a degradacdo de biomassa lignoceluldsica e fermentar os agucares para a
producédo de etanol. A Figura 12 apresenta uma representacdo das estratégias descritas
para producéo de etanol de segunda geracao.

Caracteristicas desejaveis de microrganismos para fermentacdo de agucares sdo,
alto rendimento de etanol, alta produtividade e tolerancia a altas concentracdes de
etanol. Diferentes microrganismos podem ser empregados na fermentacdo de acgucares,
sendo as leveduras as mais utilizadas.

Linhagens de Saccharomyces cerevisiae sdo utilizadas industrialmente para a
producdo de etanol de primeira geracdo, pois apresentam alta produtividade e tolerancia
ao etanol e a compostos inibidores. Essas leveduras sdo capazes de crescer em pH
relativamente baixo evitando contaminacdo por outras bactérias e sdo eficientes na
fermentagdo de hexoses (glicose, manose e galactose), porém quando biomassas
lignocelulosicas sdo utilizadas como matéria-prima, a fracdo de acUcares obtidos da

hemicelulose, principalmente composta por xilose, ndo pode ser fermentada por cepas
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nativas de S. cerevisiae. A engenharia metabolica tem sido utilizada para modificar S.

cerevisiae para a produco de etanol a partir de xilose. 3%
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Figura 12. Estratégias de fermentacao para producéo de etanol de segunda geracéo. °

Na producéo de etanol a partir da biomassa lignoceluldsica, além da fermentacéo
da glicose, é extremamente importante a fermentacdo de pentoses para obtencdo de
maiores rendimentos de etanol. O uso de outros microrganismos capazes de fermentar
pentoses e que apresentam 0s requisitos desejaveis para o emprego em fermentacGes
industriais ainda ¢ um desafio. Cepas da bactéria Escherichia coli obtidas através de
engenharia genética sdo capazes de utilizar hexoses e pentoses e apresentam taxas de
crescimento rapido, porém o uso em escala industrial ainda € limitado em funcéo do
baixo desempenho em meios ausentes de antibiéticos. °>®

A levedura Scheffersomyces stipitis (também conhecida como Pichia stipitis) é
naturalmente capaz de fermentar xilose e amplamente estudada para utilizacdo em
processos de producdo de etanol de segunda geracdo. O isolamento e modificacdo
genética de novas linhagens vém sendo desenvolvidos com o objetivo de tornar viavel
seu uso em escala industrial, visto que para o alcance de maxima producédo de etanol
condigBes micro-aerdbicas sdo requeridas. ®

Utilizada em escala industrial, a bactéria Zymomonas mobilis apresenta

tolerancia a altas concentracfes de agucar, alto rendimento de etanol com produtividade

Juliana Silva Lemdes 23



Tese de Doutorado

proxima as obtidas com S. cerevisiae, sendo capaz de utilizar como substrato glicose,
frutose e sacarose, porém ndo é capaz de metabolizar xilose e arabinose. Diferentes
modificagOes ja foram realizadas visando o consumo de xilose e arabinose por cepas
deste microrganismo, mas a baixa tolerancia a inibidores como acido acético, acetato de
sodio, vanilina, siringaldeido, HMF e furfural e a baixa tolerancia a pH baixo ainda
limitam seu uso em escala industrial para a producdo de etanol de segunda geragdo.®

A capacidade do microrganismo de fermentar os diferentes agUcares obtidos da
biomassa lignoceluldsica, com alto rendimento, produtividade e concentracdo final de
etanol, somada & tolerdncia a altas concentracfes de etanol e aglcares, sao
caracteristicas desejaveis de microrganismos utilizados para a producdo de etanol de
segunda geracdo. Além dessas variaveis, a tolerancia a variagdes de pH e da
temperatura, bem como a presenga de inibidores como HMF, furfural e &cido acético
também sdo extremamente almejadas. Os microrganismos descritos acima ndo possuem
todas estas caracteristicas, apresentando, cada um deles, vantagens e desvantagens para
aplicacdes em fermentacdes industriais. Neste sentido, a selecdo e melhoramento de
microrganismos € tema de diversas linhas de pesquisa que visam a adequacdo as
condiges do processo de etanol de segunda geragdo em escala industrial .®®

Diversos fatores afetam a conversdo de biomassa em etanol, como o tipo de
substrato, de enzimas, de microrganismos, além dos parametros das etapas do processo
como pH, temperatura, tempo de incubacéo, carga de solidos, carga de microrganismos
e presenca de produtos secundarios no meio de fermentago.” *

A temperatura pode ter influéncia no crescimento de microrganismos no meio,
afetando o rendimento de fermentacéo. A faixa ideal de temperatura é de 20°C a 35°C
sendo que o aumento da temperatura acima de 40°C diminui significativamente o
rendimento de etanol como resultado de estresse osmético sofrido pelas células.
Temperaturas abaixo da faixa ideal diminuem a taxa de crescimento das células e a
tolerancia a etanol.> *

O pH do meio tem influéncia nos rendimentos de fermentacéo pois a quantidade
de prétons (H") pode mudar a carga da membrana plasmatica afetando a permeabilidade
de nutrientes nas celulas. A faixa de pH ideal varia de acordo com o microrganismo,
para S. cerevisiae é de 4-5 e para Z. mobilis de 5-6.% %

A eficiéncia de conversdo de aclcares em etanol e o crescimento das leveduras
também sdo afetados pelo tempo. Curtos periodos de tempo podem acarretar em

fermentacdo insuficiente e longos periodos de fermentacdo podem causar efeitos toxicos
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ao crescimento de microrganismos pela alta concentracéo de etanol e pela formacgéo de
produtos secundarios. Na literatura é reportado periodo ideal para fermentacdo alcoolica
de 48-72 h, porém em diferentes trabalhos sdo relatados tempos de até 96 h.*

O aumento da concentracdo inicial de substrato aumenta o rendimento de
fermentagdo até certo nivel, porém, concentra¢cBes muito altas de agUcar podem exceder
a capacidade de absorcdo da célula sendo necessario a otimizacdo deste parametro na
fermentacdo para viabilidade do processo.

Apesar de apresentar grandes vantagens do ponto de vista ambiental como a
utilizacdo de matéria-prima renovavel, a diminuicdo de gases de efeito estufa, a
diminuicdo da dependéncia de derivados de petroleo e o uso de biomassas que podem
ser consideradas residuos, a producdo de etanol de segunda geracdo ainda apresenta
alguns gargalos no que se refere ao elevado custo de enzimas para a hidrdlise de
polissacarideos e a pouca eficiéncia na fermentacéo de pentoses.® 33

Estudos nas diferentes etapas do processo de producdo de etanol de segunda
geracdo estdo sendo realizados em diversos paises para o desenvolvimento do processo,
tais como o desenvolvimento de genoétipos de plantas com maiores teores de fibras, a
otimizacdo das etapas de pré-tratamento, o melhoramento de microrganismos para a
producéo de enzimas e para a fermentacdo de hexoses e pentoses simultaneamente.

A escolha da matéria-prima lignocelulésica deve considerar as caracteristicas
fisico-quimicas da biomassa, disponibilidade, rendimentos e volume de producéo de

modo que o processo produtivo seja favorecido.*

3.4 ARUNDO DONAX L.

O arundo (Arundo donax L.), também denominado cana-do-reino, cana gigante
ou cana selvagem (Figura 13) pode ser encontrado em diversas regides do mundo, como
na Asia, Europa, Africa, América do Sul, América do Norte e Australia."***%" Esta
planta ja foi utilizada como matéria-prima para a producdo de papel e celulose e
atualmente esta novamente sendo proposta como matéria-prima alternativa & madeira.®®
Outras aplicagGes das fibras de arundo séo para confecgé@o de instrumentos musicais de
sopro como clarinetes, saxofones e recentemente tem sido proposto como reforco em

compositos poliméricos e como matéria-prima para producéo de bioenergia.***
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Planta de crescimento rapido e grande capacidade vegetativa, o arundo é uma
graminea pertencente a familia Poaceae que apresenta elevada produtividade de
biomassa e boa adaptabilidade a diferentes condi¢Ges de cultivo, como crescimento em
solo com alto teor de &gua proximo a cursos d’agua. A planta também ¢ robusta em
relacdo as condicdes climaticas apresentando limitacdes apenas ao frio.***% 70 7

Estudos comprovam alta produtividade de biomassa em condi¢des de baixo
fornecimento de fertilizantes e auséncia de pesticidas, aléem de condi¢bes de cultivo
inapropriadas para a maioria das culturas agricolas, como solos salinizados, uso de 4gua

de baixa qualidade e efluentes.”? Outra vantagem no cultivo de arundo é a resisténcia da

planta a pragas e doencas, além do baixo investimento ap6s o estabelecimento, por ser
I 73

uma cultura perene anua

Figura 13. Plantas de Arundo donax L. cultivadas na Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS.

A planta pode ser utilizada na fitorremediacdo de solos contaminados com
diferentes metais como Hg, Cd, Cr, As, Pb, Ni, Mn, Zn e Fe, além de ser utilizada no
tratamento de efluentes urbanos e industriais.™

O rendimento de biomassa de arundo pode variar de acordo com o local e

condigdes de cultivo, com a época de colheita e com o ciclo da planta. Angelini et al.
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(2009)® obtiveram rendimentos de até 51 T ha'ano™ na Italia, segundo Seca et al.
(2000) * o rendimento de arundo em paises do Mediterraneo atinge 25 T ha“ano™.
Corno et al. (2014)* apresenta dados de produtividade obtidos por diferentes autores
maiores que 150 T ha™, porém o autor ressalta que estas produtividades foram obtidas
com cultivos em condi¢cdes de clima temperado e mediterrdneo. Em funcgdo das
caracteristicas de crescimento e propagacao vegetativa, € considerada planta invasiva
em alguns locais como na Califérnia e no sul da Italia.'?

Além de alta produtividade de biomassa, arundo apresenta maior retorno de
energia sobre a energia investida (EROEI - energy returned on energy invested) do que
espécies como Sinensis e Panicum.’®®” Em funcdo destas caracteristicas esta cultura
apresenta potencial como matéria-prima para biocombustiveis em processos de
combustdo direta, gaseificacdo, pirélise e etanol de segunda geragdo.***3"

Jeon et al. (2010)° avaliaram oito diferentes biomassas lignocelulésicas, entre
elas o arundo, na producdo de etanol de segunda geracdo. As biomassas foram
submetidas a pré-tratamento acido (H,SO, 2%) e fermentacdo com Z. mobilis ZM4
(pZB5) e obtiveram concentracdo de etanol de 12,3 g L™ e rendimento teérico de 72%.
Em comparagdo as outras biomassas avaliadas, os maiores rendimentos de etanol foram
alcancados com bagaco de cana-de-agucar e palha de trigo, porém os rendimentos
obtidos com arundo foram superiores aos obtidos com biomassas de madeira.

Scordia et al. (2011)* investigaram o efeito da temperatura, concentracdo de
acido oxalico e tempo de pré-tratamento de arundo. A biomassa pré-tratada foi
submetida ao processo de sacarificacdo e fermentacdo simultineos (SSF) utilizando
enzima comercial e duas diferentes leveduras, Scheffersomyces (Pichia) stipitis CBS
6054 para fermentacdo de xilose e celobiose e Saccharomyces carlsbergensis FPL-450
para a producdo de etanol. A concentracdo maxima de etanol obtida foi de 18 g L™ e o
rendimento tedrico de etanol de 57%.

Bura et al. (2012)" avaliaram o uso de arundo como biomassa para a producao
de etanol em processo composto por pré-tratamento por explosdo a vapor com SO,
hidrolise e fermentacdo e compararam os rendimentos obtidos de acUcares e etanol com
a biomassa de hybrid poplar (biomassa energética na América do Norte). Os autores
obtiveram rendimento maximo tedrico de etanol de 79% que corresponde a 180 L T
com a biomassa de arundo.

Pesquisas com a producdo de etanol a partir de biomassa de arundo também

estdo sendo realizados na América do Sul. Loaces, et al. (2017)" investigaram a
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producéo de etanol a partir de biomassa de arundo coletada no Uruguai e submetida aos
pré-tratamentos com acido sulfdrico diluido e agua quente, separadamente. A producao
de etanol foi conduzida por processos SHF e SSF na presenca de Escherichia coli, onde
a concentracdo maxima de etanol obtida foi de 25 g L™.

No Brasil poucos trabalhos relatam estudos com a cultura do arundo.
Vasconcelos et al. (2007)"® avaliaram a produtividade de biomassa de arundo cultivados
em Pelotas/RS em diferentes metodos de propagacdo utilizando trés diferentes
adubacdes organicas durante trés anos. O rendimento de biomassa seca obtido no
terceiro ano foi de 11,6 T ha™, considerado baixo, porém os autores ressaltam que os
rendimentos de biomassa tendem a continuar aumentando até o sexto ano de cultivo.

O mapeamento, avaliacdo da taxa de crescimento e andlise da variabilidade
genética de populagfes de arundo no Distrito Federal foram realizados por Simdes et al.
(2013) com o objetivo de controle da espécie considerada invasora.”

Lemons e Silva et al. (2015)*" avaliaram o0 uso de biomassa de arundo coletada
no municipio de Pelotas/RS para a producao de etanol, ap6s o pré-tratamento quimico
em duas etapas (pré-tratamento com H,SO, 1,1% v v, 1:2,8 g mL™, 121°C por 30
minutos e pré-tratamento alcalino com NaOH 0,5M, 1:20 g mL™, 121°C por 30
minutos). A estratégia de fermentacdo utilizada foi SSF em batelada alimentada com
carga de sélidos de 250 g L™ utilizando Saccharomyces cerevisiae e o rendimento de
etanol obtido foi de 75 L T de biomassa seca.

A producdo de etanol de segunda geracdo ainda é um desafio, pois a eficiéncia e
viabilidade do processo sao influenciadas por muitos fatores. O tipo de matéria-prima, a
escolha adequada dos métodos de pré-tratamento de modo a obter maiores
concentracOes de acucares e menores concentracdes de inibidores, a dosagem correta de
enzimas, a obtencdo de enzimas de menor custo, a escolha do microrganismo para a
fermentacdo, as condigdes de cultivo para microrganismos, tipos de reatores e a escolha
mais adequada da estratégia de fermentacdo sdo alguns dos fatores que contribuem para
a eficiéncia e custos do processo. Neste sentido, pesquisas vém sendo desenvolvidas
com foco na otimizagdo de processos e 0 uso de ferramentas como a metodologia de
superficie de resposta (MSR) para alcancar maiores concentragdes de etanol e maior

aproveitamento da matéria-prima. %
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4. PARTE EXPERIMENTAL
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 COLETA, SECAGEM E PREPARO DA BIOMASSA

Plantas de arundo foram coletadas no municipio de Pelotas/RS, nos meses de
maio de 2013 e junho de 2015. Apds a coleta, as plantas foram trituradas em triturador
de residuos organicos a fim de reduzir o tamanho de particula. A biomassa triturada foi
mantida em estufa agricola a 30°C para reducdo da umidade e entdo moida em moinho
de facas. A biomassa foi mantida em estufa a 65°C overnight antes da realizacdo dos

pré-tratamentos para que ndo houvesse influéncia da umidade da biomassa.

4.2 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

Apols coleta, secagem e preparo, realizou-se a analise granulométrica da
biomassa de arundo. Para as demais caracterizacdes, apos trituracdo e secagem, a
biomassa foi novamente moida em moinho de laboratorio e peneirada em peneira de 0,5

mm visando a uniformizacdo da mesma.

4.2.1 Andlise Granulométrica

Para determinacdo da distribuicdo do tamanho de particulas da biomassa foram
utilizadas peneiras com diametros de abertura de 1,00 mm, 0,5 mm, 0,25 mm, 0,105
mm e 0,053 mm. Apos a agitacdo do conjunto de peneiras contendo a biomassa, a

massa retida em cada peneira foi determinada.

4.2.2 Determinacgdo da Umidade

Para determinacdo da umidade pesou-se 2,0000 g = 0,0002 g de biomassa, em
cadinho previamente seco e pesado, sendo a mesma mantida em estufa a 105°C até
massa constante, de acordo com metodologia do NREL (National Renewable Energy
Laboratory).2’ O teor de umidade na amostra foi calculado pela equacdo 2 e expresso

pela média de triplicatas.

Massa final cadinho—Massa inicial cadinho

Umidade (%m/m) = ( ) x 100 2

Massa amostra
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4.2.3 Determinacdo de Extrativos

A determinacdo de extrativos na biomassa foi realizada pelo método de Sohxlet
de acordo com metodologia do NREL (National Renewable Energy Laboratory).®* Em
cartuchos de celulose foram adicionadas 4,0000 +0,002 g de biomassa seca, sendo a
extracdo realizada primeiramente com 200 mL de agua purificada por osmose reversa,
adicionada a baldo de 250 mL e os refluxos realizados até que ndo houvesse mais
coloragdo no solvente no extrator de Sohxlet. Apds remocgdo do excesso de &gua do
sistema de extracdo uma segunda extracdo foi realizada com 200 mL de alcool etilico
95,0% p.a. O procedimento de extracdo foi realizado até que ndo houvesse mais
coloragédo no solvente no extrator de Sohxlet. Ao final do processo de extracdo, o
cartucho contendo a amostra livre de extrativos foi removido do extrator de Sohxlet e
seco em estufa a 65°C até massa constante. O teor de extrativos contido na amostra foi

determinado pela média das triplicatas, de acordo com a equacéo 3.

Extrativos (% m/m) _ (Massa inicial—-Massa sem extrativos) x 100 (3)

Massa inicial

4.2.4 Determinacdo de Carboidratos Estruturais e Lignina

Os teores de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas foram determinados de
acordo com metodologia do NREL (National Renewable Energy Laboratory).2?

Em tubos de ensaio de 25 mm de didmetro pesou-se 0,2500+0,0015 g de
biomassa livre de extrativos e adicionou-se 3,0 mL de solucdo de acido sulfurico 72%
(v v). Apés homogeneizacio, os tubos foram incubados em banho-maria a 30°C por
uma hora, sendo agitados a cada 10 minutos. Terminado o tempo de incubacdo, o
conteddo do tubo de ensaio foi transferido para erlenmeyer de 125 mL e adicionado a
cada frasco 84 mL de agua purificada por osmose reversa para diluicdo do acido
sulfirico a 4% (v v*). Os frascos foram autoclavados por uma hora a 121°C e, apds
resfriados a temperatura ambiente, os hidrolisados foram filtrados em cadinhos de vidro
tipo Gooch n° 3 previamente calcinados a 550°C.A fracao solida contida no cadinho foi
lavada com agua purificada por osmose reversa afim de remover todo o hidrolisado. Os
cadinhos contendo as fracOes sélidas foram secos a 105°C por 24 horas e a massa

determinada (W1). Sequencialmente, os cadinhos foram calcinados a 550°C por 5 he a
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massa final determinada (W2). Os teores de lignina insollvel e cinzas foram calculados

de acordo com as equacdes 4 e 5, respectivamente.

Lignina (% m/m) = — W2 4100 4

massa amostra

Cinzas (% m/m) = %xloo (5)

Da fracdo liquida obtida apos a filtragem retirou-se 1 mL para determinacao de
lignina &cido soluvel, por espectrofotometria a 280 nm (Genesys 10 UV) (equagéo 6). O
restante do hidrolisado foi neutralizado com hidréxido de célcio até pH entre 5,5 ¢ 6,0, e
filtrado em funil de Bichner lavando o precipitado com agua purificada por osmose
reversa. O filtrado foi transferido para baldo volumétrico de 200 mL e avolumado. As
concentracOes de glicose e xilose foram determinadas por Cromatografia a Liquido de
Alto Desempenho (HPLC) com detector de indice de refracdo (IR) (conforme
metodologia descrita em 4.7.1) e os teores de celulose e hemicelulose calculados de

acordo com as equacdes 7 e 8, respectivamente.

Lignina sol. (%) = ( AbsxVx D )xlOO (6)

£ x massa amostra

Onde:

Abs = absorbancia em 280nm;

V = volume de hidrolisado (0,087 L)
D =diluicdo da amostra

€ = absortividade (25 L g*cm™)

Celulose (%) m/m = % x Conc. glicose x x 100(7)

massa amostra

Onde:

0,90 = Coeficiente que resulta da relacdo entre massa molecular do polimero e do
mondmero de glicose;

0,96 = Rendimento de sacarificagdo

Concentragéo de glicose (g L™)

V = Volume total da solucdo de hidrolisado (L)
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. 0,88 . 4
Hemicelulose (%) m/m = — x Conc. xilose x ——————  x 100 (8)
0,93 massa amostra

Onde:

0,88 = Coeficiente que resulta da relacdo entre massa molecular do polimero e do
mondmero de glicose

0,93 = Rendimento de sacarificacdo

Concentracéo de xilose (g L™

V = Volume total da solucéo de hidrolisado (L)

4.3 PRE-TRATAMENTO

Com o objetivo de melhorar o rendimento de hidrolise enziméatica e da
fermentacdo foi realizado o pré-tratamento quimico &cido e alcalino. Para o pré-
tratamento &cido, foi utilizado o acido sulfdrico, em diferentes concentrac@es, variando
de 0,11% a 5,0% v v'*, tempo de 4,8 minutos a 55,2 minutos e relacio sélido:liquido de
1:1,7gmL" a 1: 6,6 g mL™.O pré-tratamento alcalino foi realizado em duas diferentes
situacOes: apOs o pré-tratamento acido, utilizando solucdo de NaOH 0,5 M, relacédo
sélido:liquido 1:20 g mL™ por 30 minutos a 127°C; e na biomassa integral, sem prévio
pré-tratamento &cido, utilizando hidréxido de sddio em concentragdes que variaram de
0,3 M a 1,7 M e relaco sélido liquido de 1:7,9 a 1:22 g mL™. A Figura 14 apresenta o

fluxograma do processo de pré-tratamento quimico da biomassa de arundo.

[ Biomassa moida }

Pré tratamento acido

(DCCR Tabela IV)
Celulignina Pré-tratamento alcalino
ac|da (DCCR Tabela V)

Pré tratamento alcalino
NaOH 0,5M, 30 min \ 4

1:20g.mL* Celullgnlna Biomassa
cida R
deslignificada deslignificada

Hidrdlise Enzimatica

v v

v
[ Hidrolisados ]

HPLC
v
Produtos
quantificados|

Figura 14. Fluxograma do processo de pré-tratamento quimico da biomassa de arundo.

Fonte: O autor.
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4.3.1 Pré-tratamento acido

As variaveis concentracdo de éacido sulfurico, tempo e relacdo solido:liquido
foram avaliadas através de delineamento composto central rotacional (DCCR), cujos
niveis deste planejamento estdo apresentados na Tabela IV. Foi realizado um
planejamento fatorial completo 23, incluido 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto
central, totalizando 17 ensaios.

A biomassa (100,00 g) foi borrifada com solugdo de &cido sulfarico e
autoclavada a 120 °C por diferentes periodos de tempos em diferentes relacdes
solido:liquido, conforme matriz de planejamento experimental (Tabela IV).

Apos periodo de autoclavagem a fracdo sélida foi separada da fracéo liquida por
filtracdo e prensagem. As concentracdes de glicose e xilose na fracdo liquida obtida no
pré-tratamento foram determinadas por cromatografia a liquido de alta eficiéncia. A
biomassa foi lavada com agua e o pH ajustado a 5,0 utilizando solu¢do de NaOH 2%
mv™, e a biomassa resultante (celulignina 4cida) foi seca em estufa a 65 °C até peso
constante, sendo a massa final registrada.

As biomassas resultantes do processo de pré-tratamento &cido nas condigdes
estudadas foram submetidas a hidrolise enzimética a fim de avaliar a concentracdo de
acucares liberados.

Visando aumentar o rendimento de hidrélise pela remogdo de lignina foi
realizado o pré-tratamento alcalino da celulignina acida obtida no planejamento
experimental (Tabela V). Para isto, a biomassa foi tratada com solucdo de NaOH 0,5
M, relacdo solido:liquido 1:20, autoclavada a 127 °C por 30 minutos, e apos lavada com
4gua e o pH ajustado a 5,0 com solucdo de H,SO4 2% v v'. A biomassa foi seca em
estufa a 65 °C até peso constante e a massa final registrada.

As biomassas resultantes do processo de pré-tratamento acido seguido do pré-
tratamento alcalino foram submetidas a hidrdlise enzimatica a fim de avaliar a
concentracdo de acUcares liberados.

As concentracdes de glicose e xilose foram utilizadas como variaveis resposta no
delineamento composto central rotacional, utilizando metodologia de superficie de

resposta (MSR) através do software Statistica.
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Tabela V. Matriz do planejamento experimental e valores experimentais das variaveis

concentracéo de &cido sulfirico (% v v?), tempo (minutos) e relacio sélido (S):liquido

(L) (g mL™) no pré-tratamento acido de Arundo donax L.

Matriz Valores Experimentais
Conc. H,SO, Tempo Relagdo Conc. H,SO, Tempo  Relagdo S:L
S:iL
1 -1 -1 -1 1,1 15 14
2 -1 -1 1 1,1 15 1:2
3 -1 1 -1 1,1 45 1:4
4 -1 1 1 1,1 45 1:2
5 1 -1 -1 4,0 15 1:4
6 1 -1 1 4,0 15 1:2
7 1 1 -1 4,0 45 14
8 1 1 1 4,0 45 1:2
9 -1,68 0 0 0,11 30 1:3
10 1,68 0 0 5,0 30 1:3
11 0 -1,68 0 2,55 4.8 1:3
12 0 1,68 0 2,55 55,2 1:3
13 0 0 -1,68 2,55 30 1:1,7
14 0 0 1,68 2,55 30 1:6,6
15 0 0 0 2,55 30 1:3
16 0 0 0 2,55 30 1:3
17 0 0 0 2,55 30 1:3

4.3.2Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino foi realizado na biomassa integral de arundo (sem

prévio pré-tratamento acido) com o objetivo de avaliar o efeito da remocéo de lignina

no rendimento da hidrolise enzimatica. As varidveis concentracao de hidréxido de sddio

e relagdo solido:liquido foram avaliadas através de delineamento composto central

rotacional (DCCR), cujos niveis deste planejamento estdo apresentados na Tabela V.

Realizou-se um planejamento fatorial completo 2% incluido 4 pontos axiais e 3

repeticbes no ponto central, totalizando 11 ensaios.
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A biomassa foi adicionada solugéo de hidréxido de sodio e autoclavada a 127 °C
por 30 minutos, conforme matriz de planejamento experimental (Tabela V). Apds
periodo de autoclavagem a biomassa foi lavada com agua e o pH ajustado a 5,0 com
solucdo de H,SO,4 2% v/v. A biomassa resultante foi seca em estufa a 65 °C até peso

constante e a massa final registrada.

Tabela V. Matriz do planejamento experimental e valores experimentais das variaveis
concentracdo de hidroxido de sédio (mol L™) e relagdo sélido (S):liquido (L) (g mL™)
no pré-tratamento alcalino de Arundo donax L.

Matriz Valores Experimentais

Conc. NaOH Relagdo S:L | Conc. NaOH Relagdo S:L
1 -1 -1 0,5 1:10
2 1 -1 1,5 1:10
3 -1 1 0,5 1:20
4 1 1 1,5 1:20
5 -1,41 0 0,3 1:15
6 1,41 0 1,7 1:15
7 0 -1,41 1,0 1:7,9
8 0 1,41 1,0 1:22
9 0 0 1,0 1:15
10 0 0 1,0 1:15
11 0 0 1,0 1:15

4.3.3 Hidrdlise Enzimética

As biomassas submetidas ao processo de pré-tratamento (acido; acido seguido
de alcalino, e alcalino) foram hidrolisadas utilizando a enzima Cellic CTec3
(Novozymes) para avaliar a concentracdo de agUcares liberados e determinar as
melhores condi¢fes de pré-tratamento da biomassa de arundo.

Dez gramas de biomassas foram previamente autoclavadas a 111°C por 15
minutos em frascos erlenmeyer de 250 mL. Adicionou-se 15 FPU (Unidades de papel
filtro) g de enzima diluida em tampéo citrato de sédio 50 mM, pH 5,0 (relacdo

sélido:liquido 1:10 g mL™) & biomassa. Os frascos foram mantidos por 48 horas em
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incubadora com agitacdo orbital a 50°C e 200 rpm. Coletas de hidrolisados foram
realizadas periodicamente durante a etapa de hidrolise para a quantificacdo dos agucares
liberados.

Ao final do periodo de hidrolise (48 horas), foram determinadas as

concentra¢fes de HMF (5-hidroximetilfurfural), furfural e &cido acético.

4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para a correta dosagem de enzima, antes da realizacdo das hidrolises, foram

determinadas as atividades enzimaticas.

4.4.1 Atividade enzimatica em papel filtro

Em tubos de ensaio contendo 1 mL de tampdo citrato 50 mM pH 5,0 foram
adicionados um pedaco enrolado de papel filtro Whatmann n°1 de 1X6 cm (50 mg) e
0,5 mL de enzima Cellic Ctec 3 (Novozymes) previamente diluida no mesmo tampéo.
Além dos tubos de ensaio contendo o substrato (papel filtro) e a enzima, foram
conduzidos o controle de enzima (0,5 mL enzima e 1,0 mL tampé&o) e o controle do
substrato (papel filtro e 1,5 mL tampé&o) além do branco da analise (1,5 mL de tampao).
Os tubos foram incubados por 1h a 50°C e entdo, foram adicionados 3 mL do reagente
DNS (&cido dinitrosalicilico) e incubados por 5 minutos a 100°C e resfriados em banho
de gelo. Ao final do periodo de incubagdo e resfriamento, foram adicionados 20 mL de
agua purificada por osmose reversa e realizada leitura espectrofotométrica a 540 nm
(Bel Photonics 2000UV). A concentracdo de glicose liberada foi calculada a partir de
curva analitica construida utilizando D-Glicose anidra p.a, e a atividade enzimatica
expressa em unidades de papel filtro (FPU) que corresponde a quantidade de enzima

necessaria para liberacdo de 1 uMol de agucares redutores por minuto.®

4.4.2 Atividade enzimatica CMCésica

A determinacdo da atividade CMCésica foi realizada pela adicdo de 50 pL de
enzima diluida em tampéo citrato de s6dio 50 mM pH 5,0 e 50 pL do substrato
carboximetilcelulose (CMC) 2% m v* em microtubos tipo Eppendorff, os quais foram
incubados a 50°C durante 15 minutos. Apds, foram adicionados 300 pL de reagente
DNS e os tubos incubados a 100°C por 15 minutos. Decorrido o tempo de incubagédo, 0s
tubos foram resfriados e foram adicionados 1,5 mL de agua purificada por osmose

reversa e realizada leitura espectrofotométrica a 540 nm (Bel Photonics 2000UV). A
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concentracdo de glicose liberada foi calculada a partir de curva analitica construida
utilizando D-Glicose anidra p.a. e a atividade enzimatica expressa em unidades
internacionais (Ul), que corresponde a quantidade de enzima necessaria para liberacéo

de 1 puMol de aglcares redutores por minuto.

4.4.3 Atividade enzimatica p-glucosidasica

Foram adicionados 50 pL de substrato celobiose 2% m v e 50 pL de enzima
diluida em tampao citrato de sddio 50 mM pH 5,0 em microtubos tipo Eppendorff, os
quais foram incubados a 50°C durante 15 minutos. Apo6s, 0os mesmos foram colocados
em banho-maria a 100°C por 15 minutos. Utilizando método enzimatico glicose oxidase
(GOD) a concentragcdo de glicose liberada foi determinada e atividade enzimatica
expressa em unidades internacionais (Ul) que corresponde a quantidade de enzima

necessaria para liberacdo de 1 pMol de agucares redutores por minuto.

4.5 AVALIACAO DAS CONDICOES DE HIDROLISE ENZIMATICA

ApoOs a otimizacdo do pré-tratamento da biomassa foi realizado experimento
para avaliacdo das condicGes de hidrdlise enziméatica. As biomassas submetidas ao
processo de pré-tratamento nas condi¢fes otimizadas foram hidrolisadas utilizando a
enzima Cellic CTec3 (Novozymes). As variaveis avaliadas foram carga enzimética e
relacdo solido:liquido, através de delineamento composto central rotacional (DCCR),
cujos niveis deste planejamento estdo apresentados na Tabela V1.

As massas das biomassas usadas em cada experimento para a avaliacdo das
condi¢des de hidrdlise enzimética foram calculadas de acordo com a relacéo
solido:liquido apresentada na Tabela VI de modo que o volume final reacional fosse de
100 mL. As biomassas foram previamente autoclavadas a 111°C por 15 minutos em
erlenmeyer de 250 mL e a enzima foi diluida em tampdo citrato de sdédio 50 mM, pH
5,0. Os frascos foram incubados por 48 horas em incubadora com agitacdo orbital a
50°C e 200 rpm. As coletas de hidrolisados foram realizadas periodicamente durante a
hidrolise para a quantificacdo dos agucares liberados. Ao final do periodo de hidrolise, o
contetdo de cada frasco foi transferido para tubos de centrifuga de 50 mL e
centrifugados por 20 minutos a 5000 rpm e o volume de hidrolisado determinado.

As concentragOes de glicose e xilose foram utilizadas como variaveis resposta no
delineamento composto central rotacional, utilizando metodologia de superficie de

resposta (MSR) através do software Statistica.
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Tabela VI. Matriz do planejamento experimental e valores experimentais da hidrolise

enzimatica de Arundo donax L.

Matriz Valores Experimentais

Carga Enzimética Relacédo S:L Carga Enziméatica Relacdo S:L
1 -1 -1 20 1:13
2 1 -1 80 1:13
3 -1 1 20 1.7
4 1 1 80 1:7
5 -1,41 0 7,7 1:10
6 1,41 0 92,3 1:10
7 0 -1,41 50 1:14,2
8 0 1,41 50 1:5,8
9 0 0 50 1:10
10 0 0 50 1:10
11 0 0 50 1:10

As eficiéncias de hidrolise foram calculadas conforme a equacéo 9.

EH (%) _ Conc. agucar x Vg x 100 (9)
1,11 x ms X Fyolissacarideo
Onde:

Conc. Agucar = concentragéo de glicose ou xilose
V¢ = volume final

ms = massa de substrato

Fpolissacarideo = fracao de celulose ou hemicelulose

4.6 FERMENTACOES

4.6.1 Hidrolise e fermentacao separadas (SHF)

A fermentacdo dos hidrolisados (30 mL) foi realizada a 37°C em frascos
erlenmeyer de 250 mL incubados em incubadora com agitacdo orbital a 200 rpm,
utilizando levedura comercial Saccharomyces cerevisiae seca (8,0 g L™), inoculada ao
meio contendo ureia (1,25 g L™), KH,PO, (1,1 g L™), extrato de levedura (2,0 g L) e
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solugdo de sais (40 mL) contendo MgS0O,.7H,0 (12,59 L™), CaCl,.2H,0 (1,25 g L™),
FeSO4.7H,0 (0,9 g L), CuSO.5H,0 (0,025 g L™), CoCl,.6H,0 (0,025g LY,
NaM004.2H,0 (0,035g L™), HsBO; (0,050g L™), KI (0,009g L™), Aly(SO4);
(0,0125g L), Acido citrico (12,5g L™).#* A determinacéo das concentracdes de glicose,

xilose, celobiose e etanol foram determinados por HPLC - IR.

4.6.2 Sacarificacao e fermentacéo simultaneas (SSF)

Os experimentos de sacarificagdo e fermentacdo simultaneas foram realizados
com etapa de pré-hidrolise da biomassa pré-tratada para a liberacdo de glicose. Apds 18
horas de pré-hidrdlise, a levedura foi adicionada para o inicio da fermentacdo sendo
que, com o objetivo de elevar rendimentos, o processo SSF foi conduzido em batelada
alimentada, com duas adi¢cGes de biomassa pré-tratada ap6s o inicio da fermentacéo,
conforme descrito a seguir.

As biomassas foram pesadas e autoclavadas por 15 minutos a 111°C e as
fermentacdes realizadas em frascos erlenmeyer de 1 L. Foram adicionados as biomassas
tampdo citrato de sédio 25 mM pH 5,0 contendo ureia (1,25 g L™), KH,PO, (1,1 g L™,
extrato de levedura (2,0 g L™) e solucéo de sais (40 mL) de composic&o descrita no item
4.6.1. A enzima diluida no mesmo tampao foi adicionada e a pré-hidrélise conduzida a
50°C, 200 rpm, por 18 horas. Apos decorrido o periodo de pré-hidrdlise, a temperatura
foi reduzida a 37°C e a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae seca (8,0 g L)
adicionada. Decorridas 22 e 46 horas da adicdo da levedura foram acrescentadas ao
meio reacional quantidade de biomassa pré-tratada correspondente a metade da massa
inicial de biomassa. As condicOes testadas para SSF da biomassa estdo apresentadas na
Tabela VII.

Tabela VII. Massa inicial, carga enzimatica na pré-hidrolise e carga de sélidos na

fermentacao de biomassa pré-tratada de arundo.

Massa inicial Relacdo S:L Carga enzimatica Carga de solidos*

() @mL")  (FPUgY) QL™
SSF1 20 1:13 20 160
SSF2 25 1:10 25 200
SSF3 40 1:5,8 50 320

* a carga de sdlidos corresponde a massa total (biomassa inicial mais duas adi¢des de biomassa cada uma
correspondente a metade da massa inicial).
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4.6.3 Calculos de Rendimentos de Fermentacdes

Para ambos o0s processos de fermentagéo foram calculados:
Fator de rendimento de produgéo de etanol (Yps) — Equacgéo 10
Eficiéncia de Fermentacao (E.F %) — Equacéo 11
Produtividade volumétrica em etanol (Qp) — Equacéo 12

Reducdo percentual de substrato (RPS%) — Equacéo 13

AN N NN

Eficiéncia de converséo de celulose a etanol (ECC%) — Equacdo 14

(yg) - % (10)

E.F (%) = 0'};‘01/;1 x 100 (11)
e C21 w

RPS (%) = ° ;050 x 100 (13)

ECC (%) = z x 100 (14)

(CCx1,1)x 0,511

Onde:

P e Py = concentracao etanol final e inicial
S e Sp= concentragéo glicose final e inicial
T; = tempo de fermentagéo

CC = concentracdo de celulose
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4.7 ANALISE DOS PRODUTOS POR CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE
ALTA EFICIENCIA (HPLC)

4.7.1 Anédlise de acgucares, acido acético e etanol

As analises foram realizadas por HPLC em equipamento SHIMADZU modelo
20A, equipado com detector de indice de refragdo e coluna Aminex HPX-87H (Bio-
Rad), e H,SO, 5 mM como fase mével (0,6mL min™). As condices de anélise foram:

injecdo de 20 pL, temperatura do detector a 40°C e temperatura do forno a 45 °C.

4.7.2Analise de 5 - hidroximetilfurfural e furfural

As analises foram realizadas por HPLC em equipamento SHIMADZU modelo
20A, equipado com detector de arranjo de diodos e coluna C18 (Supelco), e como fase
mével utilizou-se mistura de agua, acetonitrila e 4cido acético (79:20:1) (1,1mL min™).

As condigdes de analise foram: injecdo de 20 pL, e comprimento de onda de 276 nm.

4.7.3 Determinacdo dos limites de deteccéo e quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) dos analitos foram calculados
pelo software LC-Solutions a partir do valor do ruido da linha de base dos
cromatogramas dos pontos da reta das curvas de calibracdo. Para o limite de deteccao
foi estabelecido a relacéo sinal-ruido de 3:1 e para o limite de quantificacdo a relacédo
sinal-ruido foi de 10:1.

4.8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Delineamento experimental composto rotacional (DCCR) foi utilizado para
avaliar a influéncia das varidveis nos pré-tratamentos &cido e alcalino e na hidrolise
enzimatica, utilizando a metodologia de superficie de resposta (MSR). As variaveis
dependentes concentracdo de glicose e xilose foram analisadas utilizando o software
STATISTICA 12.0 (StatSoft, Inc.). Para verificar as diferencas nos pré-tratamentos os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a ao teste de Tukey a
95% de significancia (p<0.05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

O tratamento fisico da biomassa para a reducdo do tamanho de particula é a
primeira etapa de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica e tem como objetivo
aumentar a area superficial e reduzir a cristalinidade e o grau de polimerizacéo.? ® % A
Figura 15 apresenta a biomassa ap0s 0 processo de secagem (A) e ap6s a segunda etapa

de redugdo do tamanho de particula (B).

Figura 15. Biomassa de arundo coletada no municipio de Pelotas/RS apds secagem (A)

e ap6s moagem em moinho de facas (B).

O tamanho de particula € uma caracteristica importante no uso de biomassas
lignocelul6sicas para a producéo de etanol, pois pode ter influéncia na digestibilidade da
biomassa.®” A Tabela VIII apresenta a distribuicdo do tamanho de particula da biomassa
de arundo utilizada neste estudo, apds as etapas de secagem e moagem.

As maiores fragdes da biomassa compreendem particulas maiores que 0,50 mm,
enguanto que particulas menores que 0,5 mm representam 28,5% da massa média total.

Biomassas lignocelul6sicas sdo compostas basicamente de celulose,
hemicelulose e lignina.?®>%% A Tabela IX apresenta a composicdo quimica da

biomassa de Arundo donax L. coletada no municipio de Pelotas/RS.
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Tabela VIII. Anélise granulométrica da biomassa de Arundo donax L.

Abertura peneira (mm) Massa retida (%)
1,00 39,5+5,25

0,50 31,8+2.21

0,25 17,5+ 4,27
0,105 7,5+4]11

0,053 2,3+1,55

< 0,053 1,2+0,5

Tabela I)X. Composicdo quimica da biomassa de Arundo donax L.

Componentes Biomassa Arundo (%m/m)
Umidade 1,68 £0,31

Extrativos 14,68 £ 0,53

Celulose 333+44

Hemicelulose 146 +£2,3

Lignina solavel 10,8 + 0,32

Lignina insolavel 19,6 +0,44

Cinzas 3,6+£0,33

Corno et al. (2014)*? apresentaram resultados da composicdo quimica de arundo
obtidos por diferentes autores que variam de 11,2% a 21,6% de extrativos, 29,2% a
39,1% de celulose, 14,5% a 32,0% de hemicelulose, 19,2% a 24,3% de lignina e 4,2% a
6,1% de cinzas. Lemons e Silva et al. (2014)*! determinaram 31,1% de celulose, 35,3%

de hemicelulose e 18,5% de lignina em biomassa de arundo coletada no municipio de

Pelotas/RS.

Sun e Cheng (2002)*® e Anwar et al. (2014)*’ relatam que o teor de lignina em
gramineas varia de 10% a 30%. No presente estudo (Tabela 1X) os teores de extrativos,
celulose e hemicelulose estdo dentro da faixa relatada na literatura. O teor de lignina

total (30,4%) determinado foi superior e o teor de cinzas inferior aos apresentados pelos

autores.
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A composicdo quimica e as propriedades fisico-quimicas influenciam a
conversao da biomassa lignoceluldsica em etanol o que torna essencial a otimizacao dos

processos de pré-tratamento e hidrélise enzimatica para viabilizagao do processo. 36

5.2 PRE-TRATAMENTO QUIMICO

5.2.1 Pré-tratamento 4cido

5.2.1.1 Efeito do pré-tratamento acido no pré-hidrolisado

Pré-tratamentos quimicos sdo muito utilizados para o aproveitamento de
biomassas lignoceluldsicas. Acidos diluidos ou concentrados hidrolisam a fragéo
hemicelulésica de grande parte das matérias primas lignocelulésicas facilitando o acesso
a celulose e consequentemente aumentando os rendimentos de hidrélise da biomassa.
27,29

As concentracOes de glicose e xilose da fracdo liquida (pré-hidrolisado), obtida
apos o pré-tratamento da biomassa, e de ajuste de pH para 6,0, determinadas por HPLC
- IR se encontram na Tabela X.

Nos dezessete ensaios realizados, a concentracdo de glicose varioude 0,2g L™ a
2,1 g L, sendo a concentracdo de xilose maior do que a concentracdo de glicose em
todos os ensaios, variando de 0,7 g L' a 6,4 g L™. As maiores concentracdes de glicose
(2,1 g L™ e xilose (6,4 g L™) foram obtidas no ensaio 8, que corresponde a maior
concentracdo de 4&cido sulfarico (4,0%), maior tempo (45 minutos) e relacdo
sélido:liquido 1:2 g mL™.

A utilizagdo de &cidos diluidos em pré-tratamentos de diferentes biomassas
lignocelulodsicas tem mostrado eficiéncia na recuperacdo de agucares pela hidrolise de

hemiceluloses e aumento da acessibilidade a celulose.>*® ®
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Tabela X. Valores experimentais e varidveis resposta concentragdo de glicose, xilose e
somatorio obtidos no pre-hidrolisado do planejamento experimental do pré-tratamento

acido de Arundo donax L.

Valores Experimentais Varidveis Resposta
Conc. Tempo Relagéo S:L Concentracdes (g L™)
H>SO,4 Glicose Xilose  Soma
1 1,1 15 1:4 0,7 1,1 1,8
2 1,1 15 1:2 0,6 0,9 1,5
3 11 45 14 0,8 2,2 3,0
4 11 45 1:2 0,8 1,5 2,3
5 4,0 15 14 1,2 3,4 4,6
6 4,0 15 1:2 1,6 4,5 6,1
7 4,0 45 1:4 1,3 3,9 5,2
8 4,0 45 1:2 2,1 6,4 8,5
9 0,11 30 1:3 0,25 0,75 1,0
10 5,0 30 1:3 1,7 50 6,7
11 255 4.8 1:3 0,4 0,8 1,2
12 2,55 55,2 1:3 14 4,2 5,6
13 2,55 30 1:1,7 0,2 0,7 0,9
14 2,55 30 1:6,6 0,8 2,4 3,2
15 2,55 30 1:3 1,4 3,9 5,3
16 2,55 30 1:3 1,4 3,9 5,3
17 2,55 30 1:3 1,3 3,6 4,9

S = sélido; L = liquido

A Tabela XI apresenta a estimativa dos efeitos das trés variaveis para a
concentracdo de glicose. A concentracdo de acido sulfurico e o tempo de pré-tratamento
apresentaram efeito positivo significativo ao nivel de significancia de 5% (p<0,05) para
a concentracao de glicose nos pré-hidrolisados. Ja a relacdo solido:liquido e os termos
quadréticos da concentracdo de &cido sulfurico e do tempo ndo apresentaram efeito

significativo, assim como as interacdes entre as variaveis.
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Tabela XI. Estimativa dos efeitos para concentracdo de glicose obtidos no pré-

hidrolisado do planejamento experimental do pré-tratamento acido de Arundo donax L.

Fatores Efeito Erro padréo t(7) p-valor
Média 1,34 0,17 7,94 0,0001
(1) Conc. HSO4 (L) 0,84 0,16 5,30 0,0011
Conc. H,S04(Q) -0,11 0,17 -0,61 0,5598
(x2) Tempo (L) 0,38 0,16 2,38 0,0488
Tempo (Q) -0,16 0,17 -0,92 0,3902
(x3)Relacdo solido:liquido (L) 0,31 0,16 1,95 0,0927
Relagdo solido:liquido (Q) -0,44 0,17 -2,54 0,0389
X1 Xo 0,08 0,21 0,36 0,7282
X1 X3 0,32 0,21 1,57 0,1610
X2 X3 0,12 0,21 0,60 0,5656

As Figuras 16 e 17 apresentam as superficies de respostas da concentracdo de

glicose em funcéo das varidveis analisadas.

10 A
Q2 2 | 3 ““‘“
g KX "“ ‘ ‘
% i 5 "0‘0“‘:“8383\\
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Figura 16. Superficie de resposta para concentracao de glicose (g L) em funcéo da
concentracdo de H,SO, e do tempo (A) e superficie de resposta para concentracao de

glicose (g L) em funcdo da concentracdo de H,SO, e da relagdo sélido:liquido (B).

E possivel verificar na Figura 16A o aumento da concentragio de glicose com o

aumento da concentracdo de acido sulfurico e com o aumento do tempo, variaveis que
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tiveram efeito significativo. Assim como na Figura 16B o aumento da concentracdo de
acido sulfarico e a diminuicdo da relacao solido:liquido (aumento do volume de solucdo

acida) permitiram maior liberacéo de glicose para a fragéo liquida.

(VB D
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Figura 17. Superficie de resposta para concentracio de glicose (g L™) no pré-
hidrolisado, em fungéo da relacdo solido:liquido e do tempo.

Na Figura 17 observa-se a variacdo da concentracdo de glicose em funcédo do
tempo e da relacdo solido:liquido. As maiores concentracdes de glicose sdo obtidas em
intervalos de tempos superiores a 30 minutos, correspondente ao intervalo de tempo
médio do experimento.

As Figuras 16 e 17 indicam ainda que, com o aumento dos niveis das variaveis
que apresentaram efeito significativo, concentracdo de acido sulfurico e tempo, pode-se
obter concentracGes maiores de glicose no pré-hidrolisado. Esta avaliagdo pode ser
interessante para futuros trabalhos com o uso de agucares da hemicelulose para a
producdo de biocombustiveis e produtos quimicos.

A concentracdo de xilose também foi utilizada como varidvel resposta no
planejamento experimental do pré-tratamento da biomassa de Arundo donax L. A
Tabela XI1 apresenta a estimativa dos efeitos das varidveis analisadas. Assim como para
a concentracdo de glicose, as variaveis concentracdo de H,SO, e tempo apresentaram

efeito positivo significativo na concentracao de xilose.
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A variavel relagdo sdlido:liquido, os termos quadraticos da concentracdo de
acido sulfurico e do tempo e as interacdes entre as variaveis ndo apresentaram efeito

significativo ao nivel de significancia de 5%.

Tabela XII. Estimativa dos efeitos para concentracdo de Xxilose obtidos no pré-

hidrolisado do planejamento experimental do pré-tratamento acido de Arundo donax L.

Fatores Efeito Erro padréo t(7) p-valor
Média 3,75 0,41 9,04 0,00004
(x1) Conc. HSO,4 (L) 2,88 0,39 7,39 0,0002
Conc. H,S04(Q) -0,31 0,43 -0,72 0,4928
(x2) Tempo (L) 1,44 0,39 3,69 0,0077
Tempo (Q) -0,58 0,43 -1,34 0,2212
(x3)Relacdo solido:liquido (L) 0,81 0,39 2,09 0,0749
Relagdo sélido:liquido (Q) -1,25 0,43 -2,91 0,0226
X1 Xz 0,18 0,51 0,34 0,7409
X1 X3 1,12 0,51 2,21 0,0627
X2 X3 0,22 0,51 0,44 0,6716

As Figuras 18 e 19 apresentam as superficies de respostas para a concentragdo
de xilose em funcdo das variaveis analisadas. Na Figura 18, A e B, observa-se para a
concentracdo de xilose comportamento similar & concentracdo de glicose (Figura 16 A e
B), aumento da concentracdo de xilose com o aumento da concentracdo de acido
sulfurico e do tempo (Figura 18 A), bem como da relagéo solido:liquido (Figura 18 B),
tal como ilustrado na Figura 19.

As Figuras 18 e 19 indicam também que o aumento dos niveis das variaveis
podera aumentar a concentracdo de Xilose no pré-hidrolisado (fracdo liquida do pré-
tratamento). Este comportamento s6 podera ser verificado com a realizacdo de novos
experimentos, os quais ndo foram realizados pois foi mantido o foco do trabalho no uso
da biomassa para a produgdo de etanol. A determinacdo dos aglcares nos pré-
hidrolisados foi realizada com o objetivo de quantificar os agucares que foram

solubilizados durante o pré-tratamento.
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Figura 18. Superficie de resposta para concentracio de xilose (g L) em funcéo da
concentracdo de H,SO, e do tempo (A) e superficie de resposta para concentracdo de

xilose (g L™) em funcdo da concentracdo de H,SO, e da relacdo sélido:liquido (B).
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Figura 19. Superficie de resposta para concentracio de xilose (g L) em funcéo da

relacdo solido:liquido e do tempo.
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5.2.1.2 Efeito do pré-tratamento acido na fracdo solida da biomassa

Apos o pre-tratamento, a biomassa resultante foi lavada até pH 4,5 — 5,0 e seca.
A massa obtida ap0s pré-tratamento foi registrada. Dez gramas da biomassa de cada
pré-tratamento foram submetidos a hidrolise enzimatica. As concentracGes de glicose e
xilose nos hidrolisados foram determinadas por HPLC-IR e estdo apresentadas na
Tabela XIII.

Tabela XII1. Valores experimentais, perda de massa e variaveis resposta concentracao
de glicose, xilose e somatdrio obtidos no planejamento experimental do pré-tratamento

acido de Arundo donax L.

Valores Experimentais Variaveis Resposta

Conc. Tempo Relacdo S:L Perda de Massa Concentragdes (g |_'1)

H2504 cemim) Glicose Xilose Soma
1 11 15 1:4 30,82 10,4 2,7 13,1
2 11 15 1:2 24,88 8,3 2,8 11,1
3 11 45 14 36,23 12,5 2,8 15,3
4 11 45 1:2 27,15 10,5 3,1 13,6
5 4,0 15 14 42,03 15,4 2,8 18,2
6 4,0 15 1:2 39,60 13,3 2,9 16,2
7 4,0 45 1:4 49,64 19,1 2,2 21,3
8 40 45 1:2 46,99 16,6 2,4 19,0
9 o1 30 1:3 18,14 6,2 1,8 8,0
10 50 30 1:3 45,89 13,3 1,9 15,2
11 2,55 4,8 1:3 22,83 15,4 2,5 17,9
12 2,55 55,2 1:3 45,65 15,5 2,6 18,1
13 2,55 30 1:1,7 40,05 10,8 2,5 13,3
14 2,55 30 1:6,6 45,92 13,7 2,2 15,9
15 2,55 30 1:3 40,77 11,8 2,6 14,4
16 2,55 30 1:3 41,54 12,7 2,8 15,5
17 2,55 30 1:3 41,36 12,6 2,6 15,2
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A perda de massa nos ensaios de pré-tratamento acido de Arundo donax L.
variou de 18,14% a 49,64%. A menor perda de massa foi obtida no ensaio com a menor
concentracdo de &cido sulfirico (0,11% v v'*). Ja a maior perda de massa foi obtida no
ensaio 7 utilizando 4,0% de &cido sulfurico por 45 minutos e relacdo solido:liquido 1:4
gmL™.

Assim como a perda de massa, a maior concentracio de glicose (19,1 g L™)
também foi obtida com 4,0% de &cido sulfurico por 45 minutos e a menor (6,2 g L™)
com a menor concentracdo de acido sulfirico (0,11% v v'™h).

Para a concentracdo de xilose observou-se 0 mesmo comportamento da perda de
massa e da concentracéo de glicose para o0 menor valor obtido (1,8 g L™), porém a maior
concentracdo de xilose (3,1 g L™) foi obtida com 1,1% de &cido sulfrico por 45
minutos e relagdo sélido:liquido 1:2 g mL™.

A concentracdo média de glicose e xilose liberadas na hidrolise enzimatica
foram 12,8 g L e 2,5 g L, respectivamente, sendo a concentragdo média total igual a
15,4 g L de acUcares disponiveis para a fermentacdo. Lemons e Silva et al. (2015)™
obtiveram 13,9 g L™ de glicose a partir da biomassa de arundo pré-tratada com é&cido
sulfarico (1,1% v v, relacéo sélido:liquido 1:2,8 g mL™ por 30 minutos a 120°C.

Foram determinados também a concentracdo de produtos de degradacdo nos
hidrolisados, os quais sdo inibidores do processo fermentativo. Na Tabela XIV estdo
apresentadas as concentra¢Ges de HMF, furfural e acido acético nos hidrolisados.

A concentragdo de HMF e furfural foi de 0,01 g L™ em todos os ensaios. Scordia
et al. (2011)* encontraram maiores concentracdes (0,21 g L™ a 0,96 g L™) de HMF em
hidrolisados de arundo apds pré-tratamento a vapor com 4&cido oxalico. Ja as
concentracdes de furfural variaram de 1,84 g L™ a 6,96 g L™, porém cabe salientar que
as maiores concentraces de obtidas por Scordia et al. (2011)™* foram determinadas no
pré-hidrolisado e ndo no hidrolisado enzimatico.

A concentragdo de acido acético variou de 0,4 a 0,5 g L™ nos ensaios de 1 a 6 e

15 a 16, nos demais ensaios ndo foram detectados o analito.
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Tabela XIV. Concentracbes de 5-hidroximetilfurfural (HMF), furfural e acido acético
obtidos na hidrdlise enzimatica da biomassa apds pré-tratamento acido de Arundo donax
L.

Conc. Tempo  Relagdo S:L Concentracdes (g L ™)

H,S0, HMF  Furfural Acido acético
1 1,1 15 14 0,01 0,01 0,5
2 11 15 1:2 0,01 0,01 0,5
3 11 45 14 0,01 0,01 0,5
4 11 45 1:2 0,01 0,01 0,5
5 4,0 15 14 0,01 0,01 0,4
6 4,0 15 1:2 0,01 0,01 0,4
7 4,0 45 14 0,01 0,01 nd
8 4,0 45 1:2 0,01 0,01 nd
9 0,11 30 1:3 0,01 0,01 nd
10 5,0 30 1:3 0,01 0,01 nd
11 2,55 4,8 1:3 0,01 0,01 nd
12 2,55 55,2 1:3 0,01 0,01 nd
13 2,55 30 1:1,67 0,01 0,01 nd
14 2,55 30 1:6,6 0,01 0,01 nd
15 2,55 30 1:3 0,01 0,01 0,4
16 2,55 30 1:3 0,01 0,01 0,4
17 2,55 30 1:3 0,01 0,01 nd

LD=0,007gL™ LQ=0,022¢g L™
5.2.1.3 Pré-tratamento &cido seguido de pré-tratamento alcalino

As baixas concentracdes de glicose e xilose obtidas na hidrolise da biomassa
pré-tratada apenas com acido sulfarico (Tabela XIII) indicam a necessidade de uma
etapa adicional para o pré-tratamento. Lemons e Silva et al. (2014)* obtiveram
concentracBes de até 42,0 g L™ de glicose a partir de biomassa de arundo pré-tratada
com 1,1% de H,S0,, relacéo sélido:liquidol1:2,8 g mL™ por 30 minutos seguido de pré-

tratamento alcalino.
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As biomassas secas obtidas no pré-tratamento acido foram submetidas entdo ao
pré-tratamento alcalino com 0,5 M NaOH, relagdo sélido:liquido 1:20 g mL™ por 30
minutos a 127°C. Apo6s lavagem da biomassa e ajuste do pH, a biomassa seca foi
hidrolisada nas mesmas condic@es ja descritas.

A Tabela XV apresenta a perda de massa e as concentragdes de glicose e xilose

no hidrolisado apds as duas etapas de pre-tratamento.

Tabela XV. Valores experimentais, perda de massa (% m m™) e variaveis resposta
concentracdo de glicose, xilose, celobiose,HMF e furfural obtidos no planejamento

experimental do pré-tratamento &cido seguido de pre-tratamento alcalino de Arundo

donax L.
Conc. Tempo Relagéo |Perda de Concentragdes (g L™)
H2S0O4 S:iL Massa
Glicose Xilose Celobiose HMF Furfural
1 11 15 1:4 53,78 526 84 04 nd 0,01
2 11 15 1:2 52,03 51,1 13,0 0,5 nd 0,01
3 11 45 1:4 53,4 56,8 48 03 nd 0,01
4 1,1 45 1:2 52,69 53,1 95 05 nd 0,01
5 4,0 15 1:4 51,64 411 25 02 nd 0,01
6 4,0 15 1:2 54,57 454 31 04 nd 0,01
7 4,0 45 1:4 55,11 338 0,8 0,2 nd 0,01
8 40 45 1:2 50,45 362 14 03 001 0,01
9 0,11 30 1:3 50,39 49,1 171 15 nd 0,01
10 5,0 30 1:3 50,67 332 15 0,2 001 0,01
11 2,55 4.8 1:3 53,75 53,8 14,2 0,7 001 0,01
12 2,55 55,2 1:3 50,90 389 17 02 nd 0,01
13 2,55 30 1:1,67 | 52,15 53,8 35 0,6 001 0,01
14 255 30 1:6,6 51,05 380 16 04 nd 0,01
15 255 30 1:3 52,17 49,7 3,0 07 001 0,01
16 255 30 1:3 53,36 472 3,0 06 001 0,01
17 2,55 30 1:3 50,76 448 2,8 0,6 001 0,01

S = s6lido; L= Liquido
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A perda de massa média ap0s a adi¢do do pré-tratamento alcalino foi de 52,29%
variando de 50,39% a 55,11%. A adicdo do pré-tratamento permitiu maior rendimento
de hidrélise enzimatica sendo que a concentracdo de glicose variou de 33,2 g L™ a 56,8
g L. A concentracdo média de glicose (45,8 g L™) foi 3,5 vezes superior a
concentracdo média de glicose obtida na hidrolise da biomassa apenas com o pré-
tratamento acido (12,83 g L™). A utilizacio de bases como o hidréxido de sédio atua na
remocdo parcial da lignina aumentando a acessibilidade da enzima a celulose e
consequentemente aumentando os rendimentos de hidrélise. %

A concentragdo de glicose foi maior em todos os ensaios com a adicdo da
segunda etapa de pré-tratamento em relacdo ao pré-tratamento apenas com acido
sulfurico (etapa Unica de pré-tratamento). O mesmo comportamento ndo foi observado
para a concentracdo de xilose que variou de 0,8 g L™ a 17,1 g L, utilizando as duas
etapas de pré-tratamento da biomassa.

A concentracdo média de celobiose foi de 0,5 g L™, variando de 0,22 1,50 g L™,
sendo a maior concentracdo obtida no ensaio 9, correspondente a menor concentracdo
de &cido sulfdrico.

A determinacdo de produtos de degradacdo que podem ser formados durante o
pré-tratamento é fundamental para evitar perdas nos rendimentos de fermentacdo. As
concentracbes de HMF e furfural nos hidrolisados obtidos apos as duas etapas de pré-
tratamento estdo apresentadas na Tabela XV.

Né&o foi detectado HMF nos ensaios de 1 a 7, 9, 12 e 14. Nos demais ensaios a
concentracdo de HMF foi de 0,01 g L™. Em todos os ensaios a concentracdo de furfural
foi de 0,01 g L™. As baixas concentracdes de HMF e furfural indicam que as variaveis
ndo tiveram influéncia nas condicBes testadas. Acido acético ndo foi detectado em
nenhum dos ensaios do planejamento experimental quando o pré-tratamento alcalino foi
realizado (LD = 0,007 g L™; LQ = 0,022 g LY.

A Tabela XVI apresenta a estimativa dos efeitos das variaveis resposta
analisadas na concentracéo de glicose ap6s a adi¢cdo do pré-tratamento alcalino.

Apenas a concentracdo de acido sulfarico no pré-tratamento acido teve efeito
negativo significativo ap6s o pré-tratamento alcalino. As demais variaveis e as
interacOes entre elas ndo apresentaram efeito significativo na concentragdo de glicose.

O efeito negativo da concentracdo de acido pode ser observado nas Figuras 20 e

21, onde as regides de coloracao vermelha indicam as maiores concentracGes de glicose
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e correspondem aos pontos de menor concentragdo de acido sulfarico em menores

tempos e menores relacao solido:liquido (maior volume de solugéo acida).

Tabela XVI. Estimativa dos efeitos para concentracdo de glicose obtidos na hidrélise

da biomassa apés o pré-tratamento acido seguido de pré-tratamento alcalino de Arundo

donax L.

Fatores Efeito Erro padréo t(7) p-valor
Média 47,10 2,71 17,35 0,000001
(1) Conc. H,SO4 (L) -12,28 2,55 -4,82 0,0019
Conc. H,S04(Q) -3,43 2,81 -1,22 0,2616
(x2) Tempo (L) -5,18 2,55 -2,03 0,0819
Tempo (Q) 0,25 2,81 0,09 0,9308
(x3)Relacdo solido:liquido (L)  -3,67 2,55 -1,44 0,1934
Relagdo sélido:liquido (Q) -0,06 2,81 -0,02 0,9820
X1 Xz -5,68 3,33 -1,70 0,1323
X1 X3 2,98 3,33 0,89 0,4016
X2 X3 -1,02 3,33 -0,31 0,7673

L, V) PR
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Figura 20. Superficie de resposta para concentracdo de glicose (g L) em funcéo da

concentracdo de &cido sulfarico e do tempo.
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Figura 21. Superficie de resposta para concentracio de glicose (g L) em funcéo da

relacdo solido:liquido e da concentracdo de acido sulfdrico.

A Tabela XVII apresenta a estimativa dos efeitos das variaveis analisadas na
concentracdo de xilose ap6s a adicdo do pré-tratamento alcalino. A concentracdo de
acido sulfurico e o tempo apresentaram efeito negativo significativo na concentracdo de
xilose ap6s as duas etapas de pré-tratamento da biomassa de arundo. A relacéo
solido:liquido e as interacOes entre as variaveis ndo apresentaram efeito significativo
nos rendimentos da hidrolise. As Figuras 22, 23 e 24 apresentam o efeito das variaveis
concentracdo e tempo, concentragdo e relacdo solido:liquido e tempo e relagdo
solido:liquido, respectivamente.

As Figuras 20, 21, 22, 23 e 24 indicam que o deslocamento para niveis menores
da concentracdo de acido sulfurico poderd aumentar a concentracdo de glicose e xilose
liberadas da biomassa pré-tratada apds a hidrélise enzimatica.

A concentracdo de acido sulfurico e o tempo de pré-tratamento alteram a
estrutura da biomassa, sendo necessaria a otimizacdo das condi¢bes de pré-tratamento
para que se obtenha menor perda de agucares no pré-tratamento e maior concentragcdo

de acucares liberados na hidrolise enzimatica.
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Tabela XVII. Estimativa dos efeitos para concentragdo de xilose obtidos na hidrélise da

biomassa apds o pré-tratamento acido seguido de pre-tratamento alcalino de Arundo

donax L.

Fatores Efeito Erro padrédo t(7) p-valor
Media 3,03 1,40 2,16 0,0678
(x1) Conc. H,SO4 (L) -7,93 1,32 -6,02 0,0005
Conc. H,S04(Q) 3,89 1,45 2,68 0,0316
(x2) Tempo (L) -4,62 1,32 -3,50 0,0099
Tempo (Q) 2,93 1,45 2,02 0,0831
(xs)Relacdo solido:liquido (L) 1,07 1,32 0,81 0,4431
Relacéo sélido:liquido (Q) -0,89 1,45 -0,68 0,5578
X1 Xo 0,92 1,72 0,58 0,6076
X1 X3 -2,02 1,72 -1,18 0,2778
X2 X3 0,025 1,72 0,01 0,9888

()20
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Figura 22. Superficie de resposta para concentracio de xilose (g L) em funcéo da

concentracdo de &cido sulfdrico e do tempo.
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Figura 23. Superficie de resposta para concentracio de xilose (g L) em funcéo da

concentracdo de &cido sulfdrico e da relagdo solido:liquido.
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Figura 24. Superficie de resposta para concentracdo de xilose (g L) em funcéo da

relacdo soélido:liquido e do tempo.

A formacéo de produtos secundarios, os quais sdo inibidores do processo
fermentativo, é a principal desvantagem da utilizacdo de &cidos no pré-tratamento, pois
diminuem o rendimento de pentoses e hexoses por degradacdo levando a formacao de
furfural, 5-hidroximetilfurfural, acido acético, acido férmico e acido levulinico. *+#"?
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Para a verificagdo dos resultados que mostraram o efeito negativo do uso de
acido sulfarico na concentracdo de acuUcares, foi realizado um novo pré-tratamento da
biomassa. Esse pré-tratamento utilizou a menor concentragéo de acido sulfdrico (0,11%
v v') por menor periodo de tempo (5 minutos) e maior relagdo sélido:liquido (1:2 g mL’
1) a 120°C, seguido de pré-tratamento alcalino com NaOH 0,5 M, relacéo sélido:liquido
(1:2 g mL™), por 30 minutos.

Para verificar o efeito apenas do pré-tratamento hidrotérmico, realizou-se um
outro pré-tratamento, sem a utilizacdo de &cido sulfurico. Porém, neste caso, a biomassa
foi tratada com agua nas mesmas condigdes, por 5 minutos e relacdo sélido:liquido (1:2
g mLY) a 120°C, seguido de pré-tratamento alcalino com NaOH 0,5M, relacdo
sélido:liquido (1:2 g mL™), por 30 minutos a 127°C.

O terceiro pré-tratamento foi realizado apenas com NaOH 0,5M, relacdo
sélido:liquido (1:2 g mL™), por 30 minutos a 127°C, sem nenhum pré-tratamento prévio
ao alcalino. Todos os pré-tratamentos foram realizados em triplicatas.

As biomassas resultantes dos trés pré-tratamentos e a biomassa de arundo
integral (sem nenhum pré-tratamento quimico) foram submetidas a hidrolise enzimética
nas mesmas condi¢es ja descritas. A Tabela XVIII apresenta as concentragfes de

glicose, xilose, HMF e furfural obtidas nestas condi¢Ges.

Tabela XVIII. Concentracbes de glicose, xilose, HMF e furfural nos hidrolisados

obtidos da biomassa pré-tratada.

Concentracées (g L™)

Pré-tratamento

Glicose Xilose HMF Furfural
Acido + Alcalino 62,0+14,8a 19,7+3,9a 0,01+0,01 0,01+0,00
Agua + Alcalino 62,4+11,1a 20,0+3,7a nd 0,01+0,00
Alcalino 53,2+6,2 a 17,3t1,6 a 0,01+0,01 0,01+0,00

Sem pré-tratamento 0,75+0,55b 1,25+0,85b 0,03+0,03  0,01+0,01

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%

As maiores concentracdes médias de acucares foram obtidas com os pré-
tratamentos acido seguido de alcalino e agua seguida de alcalino. Porém a utilizacéo de
apenas do pré-tratamento alcalino permitiu a liberacdo dos agucares glicose e xilose em
concentragOes que ndo diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey com 95% de
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confianga. As concentragdes de HMF e furfural ndo diferiram significativamente entre
0s pré-tratamentos.

Os resultados comprovam ainda a necessidade do pré-tratamento da biomassa,
visto que, quando ndo foi realizado nenhum pré-tratamento quimico as concentracdes de
glicose e xilose foram extremamente baixas.

A Tabela XIX apresenta a composicdo quimica das biomassas submetidas aos
diferentes pré-tratamentos quimicos e da biomassa sem pré-tratamento (dados ja

apresentados na Tabela 1X).

Tabela XIX. Composicao quimica das biomassas ap6s pré-tratamento de Arundo.

Componentes Sem Pré- Acido Acido + Alcalino
tratamento Alcalino

Extrativos 14,68+0,5a 3,68+0,5b 0,53+0,2 d 1,93+0,3 ¢

Celulose 33,344 b 30,7+6,4 b 47,2432 a 52,4+38a

Hemicelulose 14,6+2,3 a 16,28+1,6a 18,4+18a 16,16+2,8 a

Lignina insolavel 19,6+0,4 a 19,6+0,6 a 11,08+1,1b 10,71£0,7 b

Cinzas 3,610,3b 5,14+0,0 a 0,12+0,0 c 0,12+0,03 ¢

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%

Em todos os pré-tratamentos houve reducdo significativa no teor de extrativos
em comparagdo a biomassa sem pré-tratamento. Este comportamento é esperado, visto
que no processo de pré-tratamento, a biomassa é submetida ao aquecimento e posterior
lavagem e nestas etapas pode ocorrer a solubilizacdo de extrativos. Pré-tratamentos
alcalinos séo eficientes na remoc¢do de lignina, observando-se que a biomassa obtida
apenas com pré-tratamento acido ndo apresentou alteracdo no teor de lignina comparada
a biomassa sem pré-tratamento. Quando foi aplicado o pré-tratamento alcalino, o teor
médio de lignina foi reduzido de 19,6 % para aproximadamente 11%. Os teores de
hemicelulose nas biomassas submetidas aos diferentes pré-tratamentos néo
apresentaram diferenca significativa em relacdo a biomassa sem pré-tratamento.

Um dos principais objetivos do pré-tratamento da biomassa ligniceluldsica para
a producéo de etanol de segunda geracdo é o aumento da acessibilidade da celulose pela
remocdo de lignina. As biomassas submetidas ao pré-tratamento alcalino mostraram

aumento significativo nos teores de celulose variando de 33,3% para 47,2% e 52,4%,
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quando submetidas aos pré-tratamentos &cido seguido de alcalino e apenas alcalino,
respectivamente.

A presenca de lignina na biomassa é indesejavel na hidrélise enzimatica, pois
ligagbes improdutivas entre o composto polifendlico e as enzimas diminuem o
rendimento de hidrélise. ®

As alteracOes ocorridas nas biomassas ap0s as etapas de pré-tratamento podem
ser observadas na Figura 25. A biomassa integral estd apresentada na Figura 24A,
seguida da biomassa submetida ao pré-tratamento acido (Figura 24 B) e abaixo a

biomassa submetida ao pré-tratamento acido seguido de alcalino (Figura 24 C).

Figura 25. Biomassa sem pré-tratamento (A), biomassa apés tratamento acido (B) e

biomassa apds tratamento acido seguido de alcalino (C).

A utilizacdo apenas do pré-tratamento alcalino é vantajosa para 0 processo
porque além da reducdo de custo pela eliminacdo de uma etapa e da reducgdo do uso de
agua para a lavagem da biomassa apds o processo, ndo ha a necessidade de
neutralizacdo do &cido utilizado. Além disso, a perda de massa no pré-tratamento acido
é, em média 37,61%, sendo necessario maior quantidade inicial de biomassa nas etapas

prévias e hidrolise enzimatica.
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A Figura 26 apresenta a concentracdo de glicose liberada na hidrdlise enzimaética

dos trés pré-tratamentos testados.
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Figura 26. Concentracao de glicose na hidrélise enzimatica da biomassa pré-tratada em
trés diferentes condicGes: pré-tratamento acido seguido de alcalino (e); pré-tratamento

com agua seguido de alcalino (A) e pré-tratamento alcalino (m).

A hidrolise enzimatica foi realizada por 48 horas e neste periodo a concentracdo
de glicose aumentou. Apdés 21 horas do inicio da hidrolise, mais de 55% da
concentracdo final de glicose ja tinha sido liberada da biomassa pré-tratada. O
conhecimento do perfil de liberacdo de glicose na hidrdlise enzimatica é importante para
determinar as condicdes de hidrélise e fermentacéo.

Os hidrolisados obtidos nas trés condicOes testadas foram fermentados
(conforme metodologia descrita em 4.6.1) para verificacdo dos rendimentos de etanol. A
concentracdo de etanol obtida ap6s 18 horas de fermentacdo utilizando Saccharomyces
cerevisiae comercial, assim como 0 rendimento por massa de biomassa estdo
apresentados na Tabela XX.
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Tabela XX. Concentragédo de etanol obtida na fermentacdo de hidrolisados de arundo,

rendimento de etanol por massa de arundo e estimativa de rendimento por area plantada.

Acido + Agua + Alcalino

Pré-tratamento . .
Alcalino Alcalino

Concentracéo Etanol (g L™) 12,7¢0,6 b 11,2+0,6 ¢ 14,6+0,14 a
Massa Etanol por massa arundo (kg.T™?) 21,2 18,7 36,5
Volume Etanol por massa de arundo (L.T™) " 26,8 23,6 46,2

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%
& Considerando a perda de massa nas etapas de pré-tratamento
® massa especifica do etanol de 0,789 g mL™

A maior concentracdo de etanol foi obtida aplicando apenas o pré-tratamento
alcalino, assim como o volume de etanol por massa. O volume de etanol por massa
calculado utilizando o pré-tratamento alcalino foi aproximadamente o dobro dos
volumes calculados para os demais pré-tratamentos (acido sulfurico ou agua), isto é
resultado da menor perda de massa no pré-tratamento alcalino quando comparado aos
pre-tratamentos em duas etapas, aléem da maior concentracdo de etanol. Estes resultados
justificam a eliminacdo da etapa de pré-tratamento acido e a necessidade de otimizacao

do pré-tratamento alcalino para producao de etanol.

5.2.2 Pré-tratamento alcalino

Foi realizado a avaliacdo das condi¢cbes de pré-tratamento alcalino sem pré-
tratamento &cido prévio da biomassa de arundo, sendo as varidveis analisadas a
concentracdo de hidréxido de sddio e relacdo solido:liquido. A perda de massa e as
concentragOes de glicose, xilose e celobiose nos hidrolisados das biomassas pré-tratadas
estdo apresentados na Tabela XXI.

A menor perda de massa (47,92%) foi obtida com a utilizacdo da menor
concentracdo de hidroxido de sodio (0,3 M), assim como a maior perda de massa
(57,89%) foi obtida com a maior concentragdo de hidroxido de sédio (1,7 M). A perda
de massa média nas condi¢des de pré-tratamento avaliadas foi de 54,37% + 3,54.

A concentracdo de glicose no pré-tratamento variou de 45,2 g L*a855¢g L™ A
menor concentracdo foi obtida com a menor concentracéo de hidréxido de sédio (0,3 M,
1:15 g mL™), ja4 a maior concentragdo de glicose foi obtida no ponto central do
planejamento experimental (1,0 M, 1:15 g mL™). A concentracdo média de glicose no
ponto central foi de 75,7 g L™ + 8,8.
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A concentracdo média de celobiose ap6s a hidrolise da biomassa pré-tratada com
hidréxido de sédio foi de 1,05 g L™, superior & concentracdo média obtida apds o pré-
tratamento 4cido seguido de alcalino, 0,5 g L™. Em relacéo as variaveis avaliadas no
planejamento experimental, nenhuma delas apresentou efeito significativo na
concentracéo de celobiose, sendo o valores de p= 0,855 para a concentragdo de NaOH e

p= 0,311 para a relacao solido:liquido e p= 0,539 para a interacdo entre as variaveis.

Tabela XXI. Valores experimentais e varidveis resposta concentracdo de glicose, xilose
e celobiose obtidos no planejamento experimental do pré-tratamento alcalino de Arundo

donax L.

Conc. Relacdo |Perda de massa Concentracdes (g L™)

NaOH — SiL (% mm’) Glicose Xilose Celobiose
1 05 1:20 51,40 48,3 15,7 1,1
2 15 1:20 59,01 74,8 10,7 1,1
3 05 1:10 48,91 65,7 23,8 1,1
4 15 1:10 56,69 51,3 8,8 1,0
5 03 1:15 47,92 45,2 17,9 0,9
6 1,7 1:15 57,89 58,0 8,0 1,0
7 10 1:22 55,49 59,2 12,5 1,2
8 10 1:7,9 54,12 50,9 13,7 1,1
9 10 1:15 55,85 73,3 15,4 0,9
10 1,0 1:15 55,00 85,5 17,7 1,0
11 1,0 1:15 55,83 68,4 14,6 1,1

S = s6lido; L = liquido

A concentracdo de xilose variou de 80 g L a 23,8 g L™, sendo a menor
concentracdo de xilose obtida com a maior concentragdo de hidroxido de sddio,
indicando efeito negativo da concentracdo de hidroxido de sodio na concentracdo de
xilose. A concentragdo média de xilose no ponto central foi de 15,9 g L™+1,6.

A Tabela XXII apresenta as estimativas dos efeitos das varidveis na
concentracdo de glicose. Os efeitos quadraticos das duas variaveis e a interacao entre as

variaveis foram significativamente negativos para a concentracdo de glicose. Para a
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construcdo do modelo matemético todos os termos foram mantidos no modelo,

incluindo os que ndo foram significativos (Equacéo 15).
Glicose = 75,71 + 3,78 X - 10,41 x,® + 2,23 X,— 8,76 X,° — 10,22 x1X,  (15)

Tabela XXII. Estimativa dos efeitos para concentracdo de glicose obtidos no pré-

tratamento alcalino de Arundo donax L.

Fatores Efeito Erro padrdo t(5) p-valor
Media 75,71 4,14 18,31 0,00001
(x1) Conc. NaOH(L) 7,56 5,07 1,49 0,1963
Conc. NaOH(Q) -20,81 6,05 -3,44 0,0185
(x2)Relagdo solido:liquido (L)  -4,46 5,07 0,88 0,4191
Relacéo solido:liquido (Q) -17,34 6,05 -2,86 0,03519
X1 Xz -20,45 7,16 2,86 0,0356

A Figura 27 apresenta a superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para
a concentragdo de glicose em funcdo das varidveis estudadas. Os pontos referentes ao
ensaio 2 (1,5M, 1:20 g mL™) e ao ponto central (1,0 M, 1:15 g mL™) estdo na regi&o de
maior concentracdo de glicose. Neste caso a utilizacdo das condicdes referentes ao
ponto central é mais vantajosa, ja que a concentracdo de hidroxido de sédio e o volume
de licor negro gerado no pré-tratamento sdo menores e 0s rendimentos de glicose
equivalentes.

(B
Relagdo S:L

‘20 45 10 05 00 05 10 15 20
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@

Figura 27. Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para concentracao de
glicose em funcéo das varidveis concentracdo de hidroxido de sodio e relagdo

solido:liquido no pré-tratamento alcalino de arundo.
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A Tabela XXIII apresenta a estimativa dos efeitos para a concentracdo de xilose
obtida na hidrdlise enzimatica da biomassa pré-tratada. A concentracdo de hidroxido de
sodio e a interacdo entre as varidveis estudadas apresentaram efeito negativo
significativo na concentragdo de xilose.

Para a constru¢cdo do modelo matematico todos os termos foram mantidos no

modelo, incluindo os que ndo foram significativos (Equacédo 16).

Xilose = 15,89 + 4,25 x; — 1,04 x,* — 0,98 X, — 0,97 X,° — 2,50 X1X» (16)

Tabela XXIII. Estimativa dos efeitos para concentracdo de xilose obtidos no pré-

tratamento alcalino de Arundo donax L.

Fatores Efeito Erro padréo t(5) p-valor
Media 15,89 1,10 14,44 0,00003
(1) Conc. NaOH(L) -8,52 1,35 -6,31 0,0015
Conc. NaOH(Q) -2,08 1,61 -1,29 0,2521
(x2)Relacdo solido:liquido (L) 1,98 1,35 -1,47 0,2025
Relagdo sélido:liquido (Q) -1,93 1,61 -1,20 0,2836
X1 Xo -5,00 1,91 2,62 0,0469

A Figura 28 apresenta a superficie de resposta da concentracdo de xilose em
funcdo das variaveis estudadas. E possivel verificar o efeito negativo da concentragéo
de hidroxido de sédio na concentracdo de xilose. A regido de maior concentracao de
xilose (regido coloracdo vermelha) esta situada na direcdo de menor concentracdo de

hidroxido de sédio.
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Figura 28. Superficie de resposta para concentracao de xilose em funcdo das variaveis

concentracdo de hidroxido de sodio e relagdo sdlido:liquido no pré-tratamento alcalino

de arundo.

Os valores de p (p-value) para glicose (p=0,00001) e xilose (p=0,00003)

mostram que os modelos sdo significativos. A Tabela XXIV apresenta a andlise de

variancia (ANOVA) para o modelo de regressdo do pré-tratamento alcalino para as

concentracdes de glicose e xilose.

TabelaXXIV. Anélise de variancia (ANOVA) para 0 modelo de regressdo do pré-

tratamento alcalino para concentrac@es de glicose e xilose.

Glicose Xilose

SS DF MS F-value SS DF MS F-value
Modelo 13732 5 2746 535 186,2 5 37,2 10,25
(1) NaOH (L) 114,0 1 1140 2,22 1446 1 1446 39,81
NaOH (Q) 606,6 1 6066 11,82 6,1 1 6,1 1,68
(2) Relagdo S:L (L) 39,7 1 39,74 0,77 78 1 18 2,15
Relacdo S:L (Q) 4212 1 4212 821 52 1 52 1,44
1L by 2L 418,2 1 4182 8,15 250 1 250 6,88
Erro 256,5 5 51,30 182 5 36
Total 1629,7 10 204,3 10

SS = soma dos quadrados; DF = graus de liberdade; MS= quadrado médio
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Para ambos os modelos o valor de F calculado foi maior que o valor de F
tabelado (5,05), confirmando que o modelo é valido no intervalo de confianca de 95%.
Os coeficientes de determinacdo (R?) foram 0,8426 para concentracdo de glicose e
0,9111 para concentragdo de xilose os quais indicam boa correlacdo entre os dados
preditos e observados.

Foram determinadas também as concentragdes dos inibidores acido acético,
HMF e furfural (Tabela XXV). As variaveis analisadas ndo apresentaram efeito na
concentracdo de cido acético que variou de 0,7 a 1,2 g L™, sendo os valores de p=
0,243 para a concentracdo de hidroxido de sodio, p=0,926 para a rela¢do sélido:liquido
e p= 0,362 para a interacdo entre as variaveis. Foi detectado HMF apenas em trés
ensaios do planejamento experimental para o pré-tratamento alcalino. A concentracédo
de furfural foi de 0,01 g L™ em todos os ensaios e nao diferiu das concentracdes obtidas
no pre-tratamento acido seguido de alcalino (Tabela XV).

Tabela XXV. Valores experimentais concentracdo de acido acético, HMF e furfural

obtidos no planejamento experimental do pré-tratamento alcalino de Arundo donax L.

Conc. Relacédo S:L Concentracdes (g L)

NaOH Acido acético HMF Furfural
1 05 1:20 1,1 0,01 0,01
2 15 1:20 0,9 nd 0,01
3 05 1:10 1,2 0,01 0,01
4 15 1:10 0,7 0,02 0,01
5 03 1:15 0,8 nd 0,01
6 1,7 1:15 0,9 nd 0,01
7 10 1:22 1,0 nd 0,01
8 10 1:7,9 0,9 nd 0,01
9 10 1:15 1,0 nd 0,01
10 1,0 1:15 0,9 nd 0,01
11 1,0 1:15 0,95 nd 0,01

LD =0,000035 g L™"; LQ =0,00011 g L’

Para confirmacdo das condigdes de pré-tratamento selecionadas, foi realizado

novo pré-tratamento da biomassa de arundo com hidréxido de sédio 1,0 M, relacdo
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sélido:liquido 1:15 g mL™ a 127°C por 30 minutos, em triplicata. A biomassa pré-
tratada e seca ap0ds lavagem e ajuste de pH foi submetida a hidrolise enzimaética, e as
concentracOes de glicose, xilose, celobiose, HMF e furfural foram determinadas por
HPLC.

A Figura 29 apresenta o perfil de liberacdo de agucares na hidrolise da biomassa

pré-tratada de arundo.
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Figura 29. Concentraces de glicose (e), xilose (A) e celobiose (m) na hidrdlise

enzimatica da biomassa pré-tratada com hidroxido de sodio.

As maiores concentracdes de glicose, xilose e celobiose foram obtidas ap6s 48
horas de hidrolise. Apds 6 horas de hidrélise ja se obteve 50,5% da concentracao final
de glicose e decorridas 15 horas de hidrolise, a concentracéo de glicose foi de 71% da
concentracdo maxima obtida.

A concentracdo de xilose aumentou de 6,9 g L™ apés 2 horas para 13,5 g L™
apos 48 horas e apresentou comportamento similar a concentracdo de glicose. Em 6
horas de hidrolise obteve-se 61,5% da concentracdo méxima e em 15 horas obteve-se
77% da concentragéo final de xilose. A concentracio de celobiose variou de 0,93 g L™ a

1,80 g L™ durante o periodo de hidrolise.
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A concentragdo de HMF, furfural e &cido acético foram determinadas ao final da
hidrélise enzimatica (Tabela XXV1).

Tabela XXVI. Concentragdo de HMF, furfural e acido acético ap6s 48 horas de

hidrolise da biomassa obtida no pré-tratamento alcalino de Arundo donax L.

Concentracées (g L™)

Pré-tratamento Acido acético  Furfural HMF

Alcalino (NaOH 1,0M, 1:15 g mL™) 0,57+0,06 0,01+000 0,01+0,00

A concentracdo média de 4cido acético, 0,57 g L™ foi menor do que a média
obtida no ponto central do planejamento experimental, 0,95 g L. As concentracdes de
HMF e furfural no pré-tratamento alcalino nas condic¢des selecionadas ndo diferiram das

concentracOes obtidas somente com o pré-tratamento &cido.

5.3 HIDROLISE ENZIMATICA

A avaliacdo das condigdes de hidrolise enzimatica é de grande importancia para
a viabilidade do processo de producdo de etanol de segunda geracdo em funcdo do
elevado custo de enzimas. Os principais fatores que afetam a velocidade de hidrolise sdo
a carga enzimatica e a relagdo solido:liquido.

Apos a otimizacdo das condigdes de pré-tratamento da biomassa de arundo, foi
realizado planejamento experimental para avalicdo das condigdes de hidrolise
enzimatica, sendo as variaveis avaliadas, a carga enzimatica e a relagéo solido:liquido.

As concentracOes de glicose e xilose e as eficiéncias de hidrdlise calculadas a
partir dos teores de celulose e hemicelulose na biomassa pré-tratada estdo apresentados
na Tabela XXVII.

As maiores concentracBes de glicose e xilose foram obtidas no ensaio 8 que
corresponde a carga enzimatica média (50 FPU g') e a maior relacéo sélido:liquido
(1:5,8 g mL™). Com menor carga enzimatica (7,7 FPU g, ensaio 5) obteve-se as
menores concentragdes de glicose e xilose.

Como neste experimento variou-se a massa de biomassa em relacdo ao volume

da hidrodlise, foi calculado a eficiéncia de hidrélise da celulose e a eficiéncia de hidrolise
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da hemicelulose considerando os teores de polissacarideos na biomassa e as

concentracdes de glicose e xilose, respectivamente.

Tabela XXVII. Concentragdes de glicose e xilose e eficiéncias de hidrélise enzimatica

deArundo donax L.

Carga Relacdo S:L | Glicose E.H. Xilose E.H. Hemicelulose

Enzimatica (gL Celulose (%) (g LY (%)
1 20 1:13 55,1 64,3 12,5 442
2 80 1:13 51,5 64,3 13,4 50,6
3 20 1:7 105,4 53,4 23,7 36,4
4 80 1:7 90,3 48,8 23,1 37,8
5 1,7 1:10 31,0 17,3 8,3 14,0
6 92,3 1:10 61,3 56,0 14,9 41,2
7 50 1:14,2 31,3 42,8 9,1 37,6
8 50 1:5,8 131,5 50,2 30,3 35,0
9 50 1:10 62,4 51,1 15,9 39,4
10 50 1:10 60,4 51,3 15,0 38,6
11 50 1:10 59,0 49,2 15,3 38,6

S = s6lido; L = liquido

As maiores eficiéncias de hidrolise da celulose, 64,3%, foram obtidas nos
ensaios 1 e 2 que correspondem a relacdo sélido:liquido 1:13 g mL™. A menor
eficiéncia de hidrdlise da celulose, assim como a menor eficiéncia de hidrélise da
hemicelulose foram obtidas no ensaio com menor concentracdo de glicose e xilose
(menor carga enzimatica, ensaio 5). A maior concentracdo de glicose obtida, 131,5 g L
! corresponde a 50,2% de celulose hidrolisada. Neste ensaio também se obteve a maior
concentracdo de xilose, porém a eficiéncia de hidrolise da hemicelulose, 35,0%, nédo foi
a maior obtida, assim como a eficiéncia de hidrolise da celulose, 50,2%.

As Tabelas XXVIII e XXIX apresentam as estimativas dos efeitos para a
concentracdo de glicose e xilose, respectivamente, na hidrolise enzimética da biomassa

pré-tratada.
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Tabela XXVIII. Estimativa dos efeitos para concentragdo de glicose obtidos na

hidrolise enzimatica de Arundo donax L.

Fatores Efeito Erro padrdo t(5) p-valor
Media 60,55 8,59 7,05 0,0009
(x1) Carga Enzimatica(L) 6,02 10,53 0,57 0,5922
Carga Enzimatica(Q) -8,56 12,57 -0,68 0,5259
(x2)Relacgdo solido:liquido (L) 57,77 10,53 5,48 0,0028
Relacéo solido:liquido (Q) 26,90 12,57 2,14 0,0853
X1 X2 -5,75 14,87 -0,38 0,7150

Tabela XXIX. Estimativa dos efeitos para concentracdo de xilose obtidos na hidrélise

enzimatica de Arundo donax L.

Fatores Efeito Erro padréo t(5) p-valor
Meédia 15,39 1,50 10,25 0,0002
(x1) Carga Enzimatica(L) 2,41 1,84 1,31 0,2477
Carga Enzimatica(Q) -2,54 2,20 -1,16 0,2993
(x2)Relagdo solido:liquido (L) 12,74 1,84 6,92 0,0010
Relacéo sélido:liquido (Q) 5,60 2,20 2,55 0,0512
X1 Xo -0,75 2,60 -0,29 0,7846

A Figura 30 apresenta a superficie de resposta da concentracdo de glicose e a
Figura 31 apresenta a superficie de resposta para a concentracdo de xilose em funcéao da
carga enzimatica e da relacdo solido:liquido. O comportamento foi similar para glicose
e xilose. A regido de coloracdo vermelha, maior concentracdo de agucares, se estende ao
longo de todo o eixo da carga enzimatica indicando que a variavel ndo tem efeito
significativo na variavel resposta, conforme apresentado nas Tabelas XXVIII e XXIX.
Observa-se também que a regido de maior concentracdo de acUcares esta situada no
maior valor da relagdo solido:liquido, varidvel que apresenta efeito significativo na

resposta.
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Figura 30. Superficie de resposta para concentracdo de glicose na hidrdlise enzimatica

da biomassa pré-tratada com hidréxido de sodio.
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Figura 31. Superficie de resposta para concentracdo de xilose na hidrélise enzimatica

da biomassa pre-tratada com hidréxido de sodio.

O aumento do teor de sélidos, ou reducdo na relacdo sélido:liquido, na hidrolise
enzimatica € vantajoso pois produzem hidrolisados com altas concentragdes de
aclcares,”® conforme observado nos experimentos com menor relagdo sélido:liquido
(maior carga de sélidos). Nestes experimentos (ensaio 3 e 8), as eficiéncias de hidrolise
ndo foram as maiores obtidas e isto pode ser decorrente da inibicdo enzimética pelo
produto final da hidrolise.

Juliana Silva Lemdes 75



Tese de Doutorado

Para selecdo das condicGes de hidrélise enzimatica é necessario considerar como
sera conduzida a fermentacdo dos acUcares. A fermentacdo pode ser realizada em
processo separado da hidrolise enzimatica (SHF- fermentacédo e hidrdlise separadas) ou
simultaneas (SSF — sacarificagdo e fermentacdo simultaneas). Este Gltimo tem como
principal vantagem a ndo inibicdo de celulase por glicose, pois a medida que a glicose é

liberada na hidrélise enzimatica é fermentada a etanol.

5.4 FERMENTACAO

A partir dos resultados obtidos na avaliacdo das condi¢bes de hidrdlise
enzimatica, foram testadas as condicdes de maior eficiéncia de hidrolise e maior
concentracdo de glicose nos processos SHF (fermentacdo e hidrélise separadas) e SSF

(sacarificacéo e fermentacdo simultaneas).
5.4.1 Processo SHF

No processo SHF a hidrolise enzimatica e a fermentacdo sdo conduzidas em
etapas separadas. Foram selecionadas trés condigdes de obtencdo dos hidrolisados; a
primeira, referente a carga enzimatica de 15 FPU g™ e relacdo sélido:liquido 1:10 g mL°
' e mesma condicéo utilizada nos ensaios de pré-tratamento; a segunda condicao, a que
apresentou maior eficiéncia na conversao da celulose em glicose, obtida no primeiro
ensaio de planejamento experimental para a hidrélise enzimatica (20 FPU g™ e relacio
sélido:liquido 1:13 g mL™) e a terceira, referente ao hidrolisado com maior
concentracéo de glicose, obtida no ensaio 8 do planejamento experimental (50 FPU g™ e
relacdo sélido:liquido 1:5,8 g mL™).

Os hidrolisados foram submetidos a fermentacdo utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae. A Figura 32 apresenta o perfil de consumo de glicose e
formac#o de etanol para o hidrolisado obtido com 15 FPU g™ da celulase Cellic CTec 3
e relacdo solido:liquido de 1:10 g mL™, durante 20 horas de fermentagcdo. A
concentracdo média inicial de glicose foi de 53,75 g L™ e a concentracdo maxima de
etanol foi de 19,4 g L™ obtida apés 8 horas de fermentacido, momento no qual a

concentraco de glicose foi de 0,4 g L™
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Figura 32. Perfil de consumo de glicose (®) e producdo de etanol (m) na fermentacao
atraves do processo SHF de hidrolisado de biomassa de arundo obtido por hidrélise com

carga enzimética de 15 FPU g e relacéo sélido:liquido 1:10 g mL™.

A fermentacdo do hidrolisado obtido com carga enzimética de 20 FPU g e
relagdo solido:liquido 1:13 g mL™, que corresponde ao primeiro ensaio da planejamento
experimental para avaliagdo das condigdes de hidrolise enzimética, no qual obteve-se

maior conversao de celulose em glicose esta apresentada na Figura 33.
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Figura 33. Perfil de consumo de glicose (®) e producdo de etanol (m) na fermentacéao
através do processo SHF de hidrolisado de biomassa de arundo obtido por hidrélise com
carga enzimatica de 20 FPU g™ e relagéo sélido:liquido 1:13 g mL™.
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A concentrago inicial média de glicose foi de 39,6 g L™ e, apds 8 horas de
fermentacdo, a concentracdo de etanol foi 14,5 g L™, a partir deste momento a
concentracéo de glicose foi de 0,2 g L™

A terceira condigdo testada foi referente ao hidrolisado com maior concentragéo
de glicose, obtido no ensaio 8 do planejamento para a hidrolise enzimatica. A
concentracéo de glicose inicial foi de 94,75 g L™ e a concentracdo méxima de etanol de
19,1 g L™t em 20 horas de fermentacdo (Figura 34). Ao final do periodo de fermentacéo
a concentracdo média de glicose ndo consumida foi alta, 37,6 g L™. Este resultado
possivelmente foi devido ao tempo de fermentacdo insuficiente e as dosagens de
levedura e de nutrientes do meio de fermentacdo que foram 0os mesmos adicionados aos

demais experimentos em que a concentracao inicial de glicose foi menor.
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Figura 34. Perfil de consumo de glicose (®) e produgéo de etanol (m) na fermentacéo
atraves do processo SHF de hidrolisado de biomassa de arundo obtido por hidrélise com

carga enzimatica de 50 FPU g™ e relagdo sélido:liquido 1:5,8 g mL™.

O tempo de fermentacdo é um dos fatores que tem influéncia na eficiéncia de
conversdao de acucares em etanol e no crescimento das leveduras. Fermentacédo
insuficiente pode ocorrer quando curtos periodos de tempo sd@o empregados e longos
periodos de fermentacdo podem causar efeitos tdxicos ao crescimento de
microrganismos pela alta concentracdo de etanol e pela formagdo de produtos

secundarios.*®
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Neste trabalho, o tempo maximo avaliado na fermentacdo dos hidrolisados de
arundo foi de 20 horas, que € superior ao tempo de fermentacdo industrial de caldo de
cana-de-agucar, principal matéria-prima para producdo de etanol no Brasil, que varia de
6 a 12 horas.

A Tabela XXX apresenta os resultados obtidos na fermentacdo dos trés
hidrolisados de biomassa de arundo e os fatores de rendimento de producdo de etanol
(Ypys), eficiéncia de fermentacdo (E.F %), produtividade volumétrica em etanol (Qp) e
reducdo percentual de substrato (RPS %) calculados para os trés experimentos de
hidrolise separada da fermentacao.

Tabela XXX. Concentracdo de glicose e etanol (g L™) e rendimentos obtidos na

fermentacdo de hidrolisados de Arundo donax L.

15FPUgT 20FPUg" 50FPUg™
1:10gmL* 1:13gmL* 1:58gmL?

Concentracdo inicial de glicose (g L™) 53,75+1,1 39,65+1,1 94,75+5,6

Concentracéo final de glicose (g L™) 0,4+0,0 0,2+0,0 37,6x4,7
Concentragdo méaxima de etanol (g L™) 19,4+3,0 14,5+0,5 19,1+1,3
Tempo de fermentacéo (h) 8 8 20

Yess 0,363 0,364 0,333
Reducdo percentual de substrato (%) 99,2 99,5 60,3
Eficiéncia de fermentagéo (%) 71,0 71,2 65,2
Qr(gLth™h 2,419 1,794 0,953
Massa Etanol por massa arundo (kg T%) * 49,0 43,9 21,1
Volume Etanol por massa arundo (L T™") 62,0 55,7 26,7

Ypss: fator de rendimento de produgéo de etanol
Qp. produtividade volumétrica em etanol
& Considerando a perda de massa no pré-tratamento

Os experimentos partiram de diferentes concentracbes de glicose e as
concentracOes de etanol obtidas nos ensaios 1 e 3 foram equivalentes. A concentracdo
de etanol obtida no ensaio 2 foi menor assim como a concentragéo inicial de glicose.

Os maiores fatores de rendimento de etanol (Ypss) calculados a partir das
concentracdes inicial e final de glicose e etanol foram obtidos nos dois primeiros

ensaios, 0,363 e 0,364, respectivamente. No terceiro ensaio o fator de rendimento de
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etanol foi menor, 0,333, em funcdo da alta concentracdo final de glicose no meio
reacional. Este comportamento também é observado na reducédo percentual de substrato
(RPS %), nos quais os dois primeiros experimentos obtiveram mais de 99% de reducdo
percentual de glicose enquanto no terceiro experimento a redugao foi de apenas 60,3%.

A eficiéncia de fermentacdo (E.F %), calculada a partir do Yps e 0 fator de
conversao maximo tedrico de glicose em etanol (0,511), consequentemente, também foi
maior nos dois primeiros experimentos. A produtividade volumétrica em etanol,
calculada para o tempo de fermentacdo no qual a concentracdo méxima de etanol foi
obtida, foi maior para o primeiro ensaio, 2,419 g L™ h™. No segundo ensaio, onde a
méaxima concentracdo de etanol foi obtida também em 8 horas de fermentacdo, a
produtividade volumétrica foi menor do que no primeiro em fungdo da concentracao de
etanol também ter sido menor. No terceiro ensaio, obteve-se a menor produtividade
volumétrica, 0,953 g L™ h™ em funcéo do maior tempo de fermentacéo para obtencéo da
concentracdo maxima de etanol.

Os rendimentos de etanol em relacdo a massa de arundo integral também foram
calculados (Tabela XXX). Considerando a perda de massa média, 55,6%, a massa de
etanol obtida a cada tonelada de biomassa seca de arundo no primeiro experimento foi
de 49,0 kg T™*, maior do que nos demais experimentos. No terceiro experimento a massa
de etanol, 21,1 kg T corresponde a menos do que a metade da massa obtida do
primeiro experimento. O maior volume de etanol foi de 62,0 L T™, alcangado a partir da
primeira condigéo testada.

Utilizando bagaco de cana-de-aclcar pré-tratado com vapor seguido de
deslignificagdo com NaOH 0,25M, dos Santos et al. (2010)% obtiveram concentragao
menor que 14 g L™ de etanol na fermentacéo (SHF) de hidrolisados com Saccharomyces
cerevisiae e produtividade volumétrica de 0,25 g L™ h™. Rana et al. (2014)°’ obtiveram
concentracdo maxima de etanol de 26,8 g L™ a partir de residuos de milhoe 23,3gL"a
partir de biomassa de pinheiro pré-tratados por explosdo umida em processo SHF, 0s
fatores de rendimento de etanol foram 0,653 e 0,583 e produtividade volumétrica 0,28
gL*h'e 0,24 g L™ h, respectivamente. Utilizando biomassa (Prosopis juliflora) pré-
tratada com &cido sulftrico diluido, Gupta et al. (2009)*® obtiveram rendimento maximo
de etanol de 18,5 g L™, rendimento de etanol de 0,49 e produtividade volumétrica de
1,16 g L™ h™ ap6s 16 horas de fermentacéo.

A partir de biomassa de arundo pré-tratada por explosdo a vapor, Ask et al.

(2012)** obtiveram concentragdo méxima de etanol de 20,6 g L™ em processo de
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hidrolise e fermentagdo separados, utilizando cepa de Saccharomyces cerevisiae capaz
de consumir xilose.

Loaces et al. (2017)"" obtiveram 24 g L™ de etanol a partir de biomassa de
arundo pré-tratada com 4cido sulfdrico diluido (2% m v*) utilizando E. coli como
microrganismo para fermentacdo. A Tabela XXXI resume os resultados dos autores

citados acima e compara com os resultados obtidos neste trabalho.

Tabela XXXI. Concentracdo e produtividade volumétrica de etanol obtidos de
diferentes biomassas por diferentes autores e biomassa de arundo no presente trabalho.

Biomassa Concentracdo e produtividade Referéncia
volumeétrica

Bagaco de cana-de-accar <14gL%025gLth? 92

Residuo milho; biomassa 26,8e233gL™ 57

pinheiro 0,28¢0,24gL*h

Prosopis juliflora 185gL%116gL h? 93

Arundo 24gL%013gLtht 77

Arundo 194gL%242gL"h? Presente trabalho

A concentracdo maxima de etanol obtida neste trabalho pelo processo SHF foi
superior as obtidas por outros autores utilizando biomassas de bagaco de cana-de-agucar
e Prosopis juliflora. Em outros trabalhos com o uso de residuos de milho, biomassa de
pinheiro e arundo, maiores concentracbes de etanol foram obtidas, porém as
produtividades volumétricas foram significativamente menores em relacdo ao presente
trabalho. Isto deve-se ao fato de que maiores tempos de fermentagbes foram
empregados nas fermentacdes relatadas na literatura. Cabe salientar ainda que Ask et al.
(2012)** e Loaces et al. (2017)"" obtiveram maior concentracdo de etanol pela
fermentacdo de hexoses e pentoses e no presente trabalho, com o uso de Saccharomyces

cerevesiae, apenas glicose foi fermentada.

5.4.2 Processo SSF

Foram testadas trés condicGes para o processo SSF, com diferentes cargas de
solidos e carga enzimatica. Os trés experimentos testados foram conduzidos com etapa
de pré-hidrélise para disponibilizacdo de glicose e apds 18 h, a levedura foi adicionada

para o inicio da fermentacdo. Os sistemas reacionais foram alimentados com a metade
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da massa inicial de biomassa duas vezes, ap0s 22 e 46 horas do inicio do processo,
sendo a massa total utilizada na fermentacdo o dobro da massa inicial.

A primeira condicdo, referente a condi¢cdo que apresentou maior eficiéncia na
conversdo de celulose em glicose no planejamento experimental para a hidrélise
enzimatica, foi realizada com massa inicial de 20 g de biomassa pré-tratada e carga
enzimatica de 20 FPU g™ na pré-hidrélise (correspondente a relacdo sélido:liquido de
1:13 g mL™ na pré-hidrélise) e carga de sélidos total, apés duas adicdes de 10 g de
biomassa ao meio reacional, de 160 g L. A concentracio de glicose em 18 h foi de
38,7 g L™ e a concentracdo méxima de etanol, 28,0 g L™, obtida ao final do processo,
em 78 horas de fermentacdo. Durante o periodo de fermentacdo, a partir de 70 horas, a
concentracdo de glicose teve pequeno aumento de 1,0 g L™ a 5,2 g L™ ao final do

processo (Figura 35).
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Figura 35. Perfil de consumo de glicose(m) e producao de etanol (¢) na fermentagédo
através do processo SSF de biomassa de arundo com carga enzimética de 20 FPU g™ na

pré-hidrélise e carga de sélidos de 160 g L™

A segunda condicdo testada teve inicio com 25 g de biomassa pré-tratada e carga
enzimatica 25 FPU g em relacdo a massa inicial de biomassa. Na Figura 36 pode-se
observar que a concentracdo de glicose no meio reacional foi de 52,2 g L™ em 18 horas,
momento em que a levedura foi adicionada e a fermentacdo iniciada. O consumo de
glicose foi observado ja nas primeiras horas de fermentacdo, em 21 horas (3 horas de
fermentacdo) a concentragdo de glicose foi reduzida para 0,5 g L™ e a concentracéo de
etanol atingiu 20,7 g L™. O tempo total do processo SSF foi de 96 h (78 horas de
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fermentacdo), porém a concentracdo méxima de etanol, 38,8 g L™, foi obtida em 74
horas de fermentacdo. Em 52 horas de fermentacdo a concentracdo de etanol foi de 38,1
g L™ e a variacdo em relagdo a méaxima concentracdo obtida foi muito pequena. Este
comportamento acarreta a reducdo de 22 horas de fermentacéo que possibilita a reducao
de custos no processo.

Neste experimento, a concentracdo inicial de glicose foi superior a do primeiro
experimento e, consequentemente, a concentracao de etanol também foi maior, porém a
quantidade de biomassa utilizada também foi maior (200 g L™).

Ao final do processo, observa-se também, um pequeno aumento na concentragdo

de glicose, de 1,9 g L™ em 70 horas para 7,6 g L™ em 96 horas.

55 | / ' - 45
- 40

=~ - 35

e - 25

Gicose(g L)
>

25 L 20
20 | . . F 15
1t {l Adigdo de biomassa

7 N

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Etanol (g L)

Tempo (h)

Figura 36. Perfil de consumo de glicose (m) e producéo de etanol (¢) na fermentagéo
através do processo SSF de biomassa de arundo com carga enzimética de 25 FPU g™ na
pré-hidrélise e carga de sélidos de 200 g L™.

O terceiro experimento foi conduzido com a pré-hidrolise nas condigdes de
maior concentracdo de glicose segundo o planejamento experimental para a hidrdlise
enzimatica, com maior carga enzimética na pré-hidrélise (50 FPU g™) e maior carga de
s6lidos (320 g L™). A concentragdo de glicose no momento da adic&o da levedura foi de
89,3 g L™ e a concentragdo maxima de etanol, 53,9 g L™ foi atingida com 48 horas de
fermentacdo (Figura 37). A partir das 30 horas de fermentagdo (48 horas do inicio do

processo) observa-se reducdo na taxa de fermentacdo pelo aumento na concentragdo de
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glicose no meio, sendo que a concentracdo de etanol pode ser considerada constante
neste periodo. Neste periodo a concentracdo de glicose teve aumento de 12,9 para 33,9

g L™ no final do processo.
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Figura 37. Perfil de consumo de glicose(m) e producdo de etanol (¢) na fermentagéo
através do processo SSF de biomassa de arundo com carga enzimatica de 50 FPU g na

pré-hidrélise e carga de sélidos de 320 g L™

A Tabela XXXII apresenta os resultados obtidos nos trés experimentos
sacarificacdo e fermentagdo simultaneas.

No experimento 1 obteve-se a menor concentracdo de etanol e produtividade
volumétrica utilizando a menor carga de sélidos (160 g L™). Com o aumento da carga
de solidos e aumento da carga enzimatica na pré-hidrolise (experimento 2) houve
aumento na concentracdo de etanol e na produtividade volumétrica, sendo que a
concentracdo maxima de etanol foi obtida em 74 horas de fermentacdo, 4 horas menos
que no primeiro experimento. Os rendimentos calculados em massa e 0 volume de
etanol por massa de arundo integral, 84,7 kg T" e 107,4 L T foram superiores aos
demais.

No experimento 3 obteve-se maior concentracdo de etanol em tempo mais curto
em relacdo aos outros dois experimentos, e consequentemente a produtividade
volumétrica, 1,123 g L™ h™, também foi maior que os demais. Contudo, como a carga
de sélidos foi maior no terceiro experimento, 320 g L™, correspondendo ao dobro do
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primeiro experimento (160 g L™), os rendimentos em massa e volume de etanol por

massa de arundo integral ndo foram superiores aos demais.

Tabela XXXII. Concentracdo de glicose e etanol (g L™) e rendimentos de etanol

obtidos na fermentacdo da biomassa de Arundo donax L.

SSF1 SSF2 SSF3
Carga enzimatica pré-hidrélise (FPU g™) 20 25 50
Carga de s6lidos (g L™) 160 200 320
Concentracéo residual de glicose (g L™)* 5,2 6,5 24,6
Concentragio méxima de etanol (g L™) 28,0 38,8 53,9
Tempo de fermentacéo (h) 78 74 48
Qr(gLth™ 0,359 0,524 1,123
Qr (6h) (g L* h™ 3,383 4,517 6,767
Eficiéncia de conversdo celulose a etanol (%) 54,5 61,6 56,8
Massa de Etanol por massa arundo (kg T™) 77,8 84,7 74,9
Volume de Etanol por massa arundo (L T™) 98,6 107,4 94,9

*Concentracdo de glicose no momento de maior concentracdo de etanol
Qp. produtividade volumétrica em etanol
& Considerando a perda de massa no pré-tratamento

Na Tabela XXXII estdo apresentadas além das produtividades volumétricas em
relacdo ao periodo de tempo correspondente a maior concentracdo de etanol em cada
experimento, a produtividade volumétrica em 6 horas de fermentacéo. Esse parametro é
importante para a avaliacdo, pois nas primeiras 6-8 horas a glicose é rapidamente
convertida em etanol. Os valores obtidos de produtividade volumétrica, 4,517 g L*h™ e
6,767 g L™ h™* para o segundo e terceiro experimento, respectivamente, sd0 proximos
aos obtidos em processos industriais para a conversdo do caldo de cana-de-agUcar para
producéo de etanol, 5-8 g L*h™. 8

Nos trés experimentos testados a eficiéncia de conversdo de celulose em etanol
(ECC %) foram superiores a 54%, sendo que a maior ECC, 61,6%, foi obtida no
experimento SSF 2, correspondente a carga de sélidos de 200 g L™ (Tabela XXXII).

A condicdo intermediaria (SSF 2) aos ensaios selecionados a partir da hidrélise

enzimatica (SSF 1: 20 FPU g*, 1:13 g mL™* e SSF 3: 50 FPU g*, 1:58 g mL™)

Juliana Silva Lemdes 85



Tese de Doutorado

apresentou maior eficiéncia de conversdo de celulose a etanol e os maiores rendimentos
em relacdo a massa de arundo utilizada no processo.

A concentracdo de substrato € um parametro que deve ser bem ajustado para o
alcance de maiores rendimentos de etanol, pois tem influéncia nas taxas de hidrdlise e
fermentacdo e no crescimento de leveduras. Quantidades excessivas de substrato podem
diminuir o rendimento de hidrélise pela limitacdo de transferéncia de massa e pela
inibicdo das enzimas. Processos conduzidos em batelada alimentada, com a adicdo de
biomassa em diferentes periodos de tempo, sdo capazes de diminuir estes efeitos e
alcancar altos rendimentos de etanol. %

Na fermentacdo, o aumento na concentracdo de acgucares aumenta a taxa de
fermentacdo, porém concentracdo de agucares acima da capacidade de absorcdo das
células microbianas resultam em taxa de fermentagéo constante.®" °

Em processos industriais altas concentracGes de aclcares sdo usualmente
vantajosas, pois geram grandes volumes de etanol e diminuem custos, porém maiores
tempos de fermentacdo sdo requeridos, 0 que pode acarretar estresse osmotico as
leveduras.®* %

As concentragdes de etanol obtidas neste trabalho sdo superiores as obtidas por
Scordia et al. (2011)* que obtiveram concentracdo méxima de etanol de 15,9 g L™
utilizando biomassa de arundo pré-tratada com acido oxalico diluido na sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas utilizando Schefferomyces (Pichia) stipitis CBS6054 e
Saccharomyces carlsbergenisis. Em outro trabalho, os mesmos autores obtiveram 18
g L, correspondente a 75% de rendimento teérico de etanol.*®

Ask et al. (2012)* utilizaram biomassa de arundo pré-tratada por explosdo a
vapor como substrato para o processo SSF e a maxima concentracdo de etanol obtida foi
de 18,9 g L™ . O microrganismo utilizado na fermentacdo foi a cepa de Saccharomyces
cerevisiaeVTT C-10880, capaz de consumir glicose e xilose.

Utilizando também o processo SSF com carga de sélidos de 250 g L™ e carga
enzimatica de 25 FPU g ™, Lemons e Silva et al. (2014)"! obtiveram 39 g L™ de etanol
a partir de biomassa de arundo pré-tratada com hidréxido de sédio 0,5 M por 30
minutos a 120°C ap6s o pré-tratamento com &cido sulfurico 1,1% v/v, 120°C por 30
minutos. A concentracdo maxima obtida por Loaces et al. (2017)”’ utilizando biomassa
de arundo pré-tratada com écido sulfdrico foi de 25 g L™ na sacarificagdo e fermentacéo

simultaneas.
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Com bagaco de cana-de-agucar apds pré-tratamento com acido sulfdrico seguido
de pré-tratamento com hidréxido de sédio, Maeda et al. (2013)** alcancarem
concentracéo de etanol de 100 g L™, o que corresponde a 110 L de etanol por tonelada
de bagaco, utilizando celulase produzida a partir de Penicillium funiculosume
fermentacdo com cepa industrial de Saccharomyces cerevisiae JP1.

A Tabela XXXIII apresenta os resultados dos autores citados acima e 0s

resultados obtidos neste trabalho.

Tabela XXXIII. Concentragdo (g L), produtividade volumétrica (Qp) e
rendimento de etanol por massa de biomassa (L T™*) obtidos de diferentes biomassas por

diferentes autores e biomassa de arundo no presente trabalho.

Biomassa Concentracdo  Qp Rendimento Referéncia
(gL (gL hY) (LT

Bagaco de cana 100 - 110 83

Arundo 18,9 - - 93

Arundo 39 0,56 75 11

Arundo 25 0,26 - 76

Arundo 28-58,9 0,35-1,12 94,9-107,4 Atual

- dados ndo apresentados pelos autores

Neste trabalho a concentracdo de etanol e a produtividade volumétrica obtidas
no experimento SSF3 foram superiores as relatadas a partir da biomassa de arundo pelos
autores acima citados. Com o uso de bagaco de cana-de-agucar, principal biomassa para
a producdo de etanol de segunda geracdo no Brasil, Maeda et al. (2013)* obtiveram
concentracdo de etanol superior a obtida no presente trabalho. Apesar da consideravel
diferenca na concentracdo de etanol a partir de bagaco de cana em relagdo a biomassa
de arundo, o rendimento de etanol em litros por tonelada de biomassa relatados pelos
autores (110 LT™) foi préximo ao obtido neste trabalho (107,4 LT™).

Os resultados obtidos no presente trabalho comprovam o potencial da biomassa

de arundo para a producéo de etanol de segunda geracao.

5.4.3 Comparacéao entre SHF e SSF e consideracdes

Para a producéo de etanol de segunda geracdo diferentes estratégias no processo

podem ser adotadas. No presente trabalho foram avaliadas a fermentacdo dos agucares

Juliana Silva Lemdes 87



Tese de Doutorado

obtidos no processo de hidrolise (SHF — hidrdlise separada da fermentacdo) e a
sacarificacdo e fermentacdo simultdneas da biomassa pré-tratada, SSF, em batelada
alimentada.

Diferencas nas condicOes de hidrdlise e de fermentagdo afetam os rendimentos
de produto final. Processos SSF tem como vantagem maior rendimento de etanol
produzido pela conversdo simultanea de acucares que inibem as celulases. Porém, na
literatura também sdo relatados trabalhos onde maiores rendimentos de etanol foram
obtidos por processos SHF.**

As concentracdes de etanol obtidas neste trabalho pelo processo SSF foram
superiores aos obtidos pelo processo SHF, bem como os rendimentos em massa e
volume de etanol por massa de arundo. O volume de etanol produzido a cada tonelada
de biomassa nos processos SHF variaram de 26,7 a 62 L, sendo o rendimento médio de
48,1 L T™. J& nos processos SSF foram alcancados rendimentos que variaram de 94,9 a
107,4 L T, com volume médio de 100,3 L T™. O volume médio de etanol por tonelada
de biomassa obtido no processo SSF é maior que o dobro do volume médio obtido no
processo SHF. Os resultados indicam que, nas condi¢des testadas, o processo SSF é
mais vidvel para a producdo de etanol de segunda geracdo a partir da biomassa de
arundo.

Neste trabalho, apenas a fracdo celuldsica foi utilizada para a producdo de
etanol, porém o uso da fracdo hemicelulésica pode ser vantajoso para o processo pelo
aumento do volume final de etanol. Para o aproveitamento dos agUcares provenientes da
hemicelulose é necessario o uso de microrganismos capazes de fermentar aclcares de
cinco carbonos. A concentragdo média de xilose, principal aclUcar obtido da

hemicelulose, presente nos meios de fermentagdo SHF estdo apresentados na Figura 38.
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Figura 38. Concentracdo média de xilose durante o processo de fermentagdo dos
hidrolisados de biomassa de arundo pré-tratada. SHF 1 (e), SHF 2 (A ) e SHF 3 (m).

A concentracdo média de xilose obtida no experimento SHF 3 foi superior as
obtidas nos demais experimentos. Porém quando se consideram as diferentes massas
utilizadas em cada experimento e a perda de massa média no pré-tratamento, 0s
rendimentos médios de xilose por massa de arundo foram 27,5; 26,6 e 27,8 kg T™,
respectivamente, os quais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%. Estes
resultados indicam que ndo houve diferenca no rendimento de xilose em relagédo a carga
enzimatica utilizada nos trés experimentos, confirmando os resultados obtidos no
planejamento experimental para a hidrélise enzimatica onde a carga enzimatica nao
apresentou efeito significativo na concentragéo de xilose.

A Figura 39 apresenta a concentracdo de xilose obtida nos experimentos de SSF,
onde a maior concentracdo de xilose foi obtida no experimento SSF 3 com maior carga
de sélidos (320 g L™%). Os rendimentos de xilose por massa de arundo foram 22,5; 26,1 e
33,7 kg T, respectivamente, calculados a partir da concentracdo de xilose no meio
reacional e a perda de massa média no pré-tratamento. Diferentemente dos rendimentos
obtidos no processo SHF onde nédo houve diferenca significativa entre os experimentos,
o rendimento de xilose obtido no processo SSF 3 foi superior aos demais experimentos
em SSF.
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Figura 39. Concentracao de xilose durante o processo de fermentacdo da biomassa de
arundo pré-tratada. SSF 1 (e), SSF 2 (A ) e SSF 3 (m).

O rendimento teérico de etanol a partir da xilose é de 0,51 g g™, porém
diferentes autores apresentam rendimentos que variam de 0,25 a 0,44 g g.*%
Considerando apenas a concentracdo de xilose disponivel no meio de fermentacdo no
processo SSF e o rendimento de conversdo de xilose em etanol de 0,35 g g™ é possivel
estimar aumento na concentracdo final de etanol de 7,9 a 11,8 kg por tonelada de
biomassa de arundo.

Estudos de diferentes autores em relacdo a viabilidade econdmica da produgéo
de etanol de segunda geracdo demonstram a necessidade do uso de pentoses para a
obtencao de altos rendimentos de etanol.®* ® Neste sentido, a adocéo de processo de co-
fermentacdo e sacarificacdo simultaneas (SSCF) ou o bioprocesso consolidado (CBP)

para a fermentago de biomassas ricas em hemicelulose sio considerados vantajosos.
63
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6. CONCLUSOES

Processo de 2° geracdo para a producdo de etanol, utilizando a biomassa de
Arundo donax L., desenvolvido no presente trabalho, teve como objetivo estabelecer as
melhores condi¢bes de pré-tratamento, hidrolise e fermentacdo. Dos experimentos
desenvolvidos, e dados obtidos pode-se inferir as conclusdes que se seguem.

A concentracdo de &cido sulflrico e o tempo de pré-tratamento apresentaram
efeito positivo significativo nas concentrag@es de glicose e xilose nos pré-hidrolisados
de arundo.

As concentracOes de aclcares liberados na hidrolise enzimatica da biomassa pré-
tratada com acido sulfarico nas condicdes estudadas foram baixas. Porém, a adi¢do da
etapa de pré-tratamento alcalino ap6s o pré-tratamento &cido, elevou a concentragdo
média de agUcares em 3,5 vezes e neste caso, a concentracdo de acido sulfdrico
apresentou efeito negativo nas variaveis respostas.

A concentracdo de acucares nos hidrolisados obtidos com a biomassa pré-tratada
apenas com hidroxido de sodio ndo diferiu estatisticamente da biomassa pré-tratada em
duas etapas. Somado a esse comportamento, as concentracdes de 5-hidroximetilfurfural
e furfural ndo apresentaram diferenca entre os pré-tratamentos nas condicdes estudadas.
A eliminacdo de uma etapa no processo na producdo de etanol é um resultado positivo,
uma vez que ha reducdo nos custos do processo, bem como menor residuo formado.

Quando foram comparados os hidrolisados obtidos dos diferentes pré-
tratamentos testados, a maior concentracdo de etanol foi obtida com o hidrolisado da
biomassa resultante do pré-tratamento alcalino, assim como as estimativas de volume de
etanol por massa e por area plantada.

Entre as variaveis estudadas, apenas a relacdo sélido:liquido apresentou efeito
significativo nas concentracdes de glicose e xilose na hidrdlise enzimética.Nos
experimentos de fermentacdo de hidrolisados da biomassa pré-tratada de arundo,
maiores rendimentos de etanol foram obtidos quando a hidrélise enzimatica foi
realizada com carga enzimética de 15 FPU g™ e relacdo sélido:liquido 1:10 g mL™ em 8
horas de fermentagdo, enquanto que no processo de sacarificagdo e fermentacgdo
simultaneas (SSF), em batelada alimentada, maiores rendimentos de etanol foram
obtidos com carga de sélidos de 200 g L™, e 25 FPU g™ na etapa de pré-hidrélise.

Em relacdo aos dois processos para obtencdo de etanol testados, o processo de
sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF) apresentou o dobro do rendimento médio
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em volume de etanol por massa de arundo em relagdo ao processo de hidrolise e

fermentacdo separadas (SHF).
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ANEXO A - Curvas de calibrac¢édo dos analitos avaliados
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Figura Al. Curva de calibracdo, equacdo da reta e coeficiente de determinacéo (R?)
para glicose.
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Figura A2. Curva de calibracdo, equacdo da reta e coeficiente de determinacéo (R?)
para acido acético.
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Figura A3. Curva de calibracdo, equacdo da reta e coeficiente de determinacéo (R?)

para etanol.
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Figura A4. Curva de calibracdo, equacdo da reta e coeficiente de determinacéo (R?)

para celobiose.
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Figura A5. Curva de calibracdo, equacdo da reta e coeficiente de determinagéo (R?)
para xilose.
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Figura A6. Curva de calibracdo, equacdo da reta e coeficiente de determinacéo (R?)
para HMF.
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Figura A7. Curva de calibracdo, equacdo da reta e coeficiente de determinacéo (R?)
para furfural.
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ANEXO B - Cromatogramas
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Figura B1. Cromatograma curva de calibragdo dos padr@es de glicose, acido acético e

etanol.
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Figura B2. Cromatograma curva de calibragdo dos padrdes de xilose e celobiose.
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Figura B3. Cromatograma curva de calibracao dos padrdes de HMF e furfural.
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