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RESUMO

OTIMIZACAO DA HIDROLISE DA CASCA DE SOJA E AVALIACAO DA CAPACIDADE
DE PRODUCAO DE XILITOL E ETANOL POR MICRORGANISMOS SOBRE ESTE
HIDROLISADO

Residuos lignoceluldsicos agroindustriais, como a casca de soja, sdo fontes abundantes e de
baixo custo para produgdo biotecnologica de compostos de alto valor agregado. E o caso da produgio
de xilitol e etanol. Esse processo biotecnologico promove um aproveitamento completo dos residuos
lignocelulosicos, utilizando as fragdes celuldsica e hemicelulésica para a obtengdo de commodities. O
presente trabalho teve como objetivo otimizar a hidrolise acida diluida utilizando como ferramenta o
planejamento experimental e ampliar os conhecimentos sobre a produg@o biotecnoldgica de xilitol e
etanol mediante o cultivo de microrganismos sobre o hidrolisado de casca de soja. A casca da soja
mostrou-se um residuo bastante promissor, ja que o teor de lignina total encontrado nestas amostras
foi menor que 10% e o teor de aglicares fermentesciveis foi de 65%. O primeiro planejamento
experimental realizado baseou-se em um planejamento fatorial completo 2’ com ponto central. O
tratamento, cujas variveis foram 122 °C, 8,8 g g e 2 mmol H,SO, g"' SS, foi o que obteve melhores
resultados no maior tempo de reacao (40 min), liberando em torno de 6,3 g L' de xilose, 0,02 g L'de
furfural, 0,07 g L' de hidroximetilfurfural e 1,5 g L de glicose. A relagdo solido-liquido (na faixa de
8,8 a 11,2 g g") ndo foi significativa para liberagdo de glicose e xilose, e um aumento no tempo de
reagdo mostrou como tendéncia o aumento da liberagdo dos agucares. Com base nos resultados deste
primeiro planejamento, um segundo planejamento experimental foi realizado abrangendo apenas as
variaveis significativas para liberacdo de aglcares (temperatura e concentragdo de acido). O segundo
planejamento experimental baseou-se em um planejamento composto central 2°. A méxima
solubilizagdo dos agucares (87% de eficiéncia) foi obtida em 153 °C e 1,8 mmol H,SO, g, gerando
cerca de 10 g L™ total de toxicos. Uma fungdo objetivo foi elaborada a fim de limitar a formagdo de
substancias toxicas (maximo de 4 g I') e maximizar a concentragdo dos acticares. O melhor
tratamento (59% de eficiéncia) foi de 118 °C e 2,8 mmol H,SO; g SS em 40 minutos. Apos a
otimizagdo do tratamento de hidrélise foram realizados cultivos com o hidrolisado obtido no melhor
tratamento do primeiro planejamento experimental, concentrado 4 vezes. Com relagdo a producao de
etanol e xilitol, foram avaliados cultivos com consorcios e isolados microbianos. O consorcio
contendo Zymomonas mobilis, Candida tropicalis e Candida guilliermondii, em condi¢Ges
anaerdbias, produziu 3,1 gL' e 2,2 g L' de etanol em 132 horas de cultivo sobre hidrolisado de casca
de soja e meio sintético, respectivamente. Este consorcio, em condi¢des microaerdfilas, produziu 6,7
g L de etanol (as 12 horas) e 2,3 g L™ de xilitol (84 horas de cultivo) sobre o hidrolisado de casca de
soja, ¢ consumiu 100% dos agucares presentes no cultivo sobre meio sintético sem a produgido de
etanol e xilitol. As leveduras C. guilliermondii e Debaryomyces hansenii, reconhecidas produtoras de
xilitol foram testadas isoladamente sobre hidrolisado de casca de soja, em condigdes microaerofilas.
C. guilliermondii produziu 1,4 g L' de etanol em 60 horas de cultivo e 3,6 g L de xilitol em 120
horas de cultivo sobre hidrolisado de casca de soja. Em meio sintético houve a producdo de
aproximadamente 7 g L' de xilitol nas mesmas 120 horas. Nao houve produgio de etanol. D. hansenii
produziu 8 g L' de xilitol em 24 horas de cultivo sobre hidrolisado de casca de soja. Em meio
sintético ndo foi observada a produgdo de etanol e xilitol.



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF HYDROLYSIS OF SOY HULL AND AVALIATION OF
PRODUCTION CAPACITY OF ETHANOL AND XYLITOL BY MICROORGANISMS ON
THIS HYDROLYSED

Lignocellulosic agro-industrial residues such as soybean hulls, are abundant supplies and low
cost for the biotechnological production of compounds of high added value. This applies to the
production of xylitol and ethanol. This biotechnological process promotes complete recovery of
lignocellulosic residues, using the cellulose and hemicellulose fractions, to obtain commodities. This
study aimed to optimize the diluted acid hydrolysis using an experimental design and increase
knowledge about the biotechnological production of xylitol and ethanol through the cultivation of
microorganisms on the hydrolyzate of soybean hulls. Soybean hull showed a residue very promising,
since the total lignin content found in these samples was less than 10% and the content of fermentable
sugars was 65%. The first experimental design was carried out in a full factorial design 2°. The
treatment (122 °C, 8.8 g g and 2 mmol H,SO, g”' DM), which was out-performed the larger reaction
time (40 min), released about 1.5 g L™, 6.3 g L™, 0.02 g L™ and 0.07 g L' of glucose, xylose, furfural
and hydroxymethylfurfural, respectively. The solid-liquid ratio (range of 8.8 to 11.2 g g'') was not
significant for the release of glucose and xylose, and an increase in reaction time showed a trend
increase in the release of sugars. Based on the results of this first design, a second experimental design
was carried out covering only the significant variables for the release of sugars (temperature and
concentration of acid). The second experimental design was based on a central composite design 2°.
The maximum solubilization of sugars (87% efficiency) was obtained at 153 °C and 1.8 mmol H,SO,
g"' DM, generating about 10 g L of total toxic. An objective function was developed to minimize the
formation of toxic substances and maximize the concentration of sugars, which was limited to 4 g L™
the sum of toxic. The best treatment (59% efficiency) was 118 °C and 2.8 mmol H,SO, g"' DM in 40
minutes. After hydrolysis optimization, assays with microorganisms were carried out in the best
hydrolyzate of the first experimental design, concentrated 4 times. The production of ethanol and
xylitol were evaluated with isolated microbial crops and co-cultures. The consortium containing
Zymomonas mobilis, Candida tropicalis and Candida guilliermondii, under anaerobic conditions,
produced 3.1 g L™ and 2.2 g L' ethanol (132 hours of culture) on hydrolyzate of soybean hulls and
synthetic medium, respectively. Co-culture, under microaerophilic conditions, produced 6.7 g L™
ethanol (12 hours) and 2.3 g L™ of xylitol (84 hours) on the hydrolysate, and consumed 100% of
sugars present in cultivation on synthetic medium without the production of ethanol and xylitol. Yeast
C. guilliermondii and Debaryomyces hansenii, recognized producing xylitol were tested separately on
hydrolyzate of soybean hulls, under microaerophilic conditions. C. guilliermondii produced 1.4 g L™
of ethanol in 60 hours of culture and 3.6 g L™ of xylitol in 120 hours of culture on hydrolyzate of
soybean hulls. Synthetic medium was the production of approximately 7 g L™ of xylitol on the same
120 hours. There was no production of ethanol. D. hansenii produced 8 g L™ of xylitol in 24 hours of
cultivation on hydrolyzate of soybean hulls in synthetic medium ethanol and xylitol were not produce.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, varias pesquisas tém sido desenvolvidas na area de producdo de
compostos de alto valor agregado utilizando como precursores hidrolisados de materiais
lignoceluldsicos. Esses materiais englobam basicamente residuos agroindustriais como
cascas, palhas e bagacos. O acimulo desses materiais na natureza gera problemas de cunho
ambiental, devido & decomposi¢do descontrolada do mesmo, e também de cunho econdmico,
tendo em vista que apenas uma pequena parcela desses residuos sdo subaproveitados no
beneficiamento de ra¢des animais ¢ adubos ecoldgicos, ocorrendo a perda de potenciais
recursos energéticos. A producdo biotecnoldgica de “commodities” a partir de hidrolisados de
residuos agroindustriais hoje é uma alternativa promissora, ndo sé para agregar valor aos
residuos, mas também como uma alternativa mais econdmica e limpa de producao de xilitol e
etanol.

Uma visdo geral das publicagdes envolvendo residuos agroindustriais aponta um
aproveitamento regional de produtos, verificando-se producdes cientificas empregando
subprodutos do processamento do arroz por grupos de pesquisadores da China; do milho, por
grupos norte-americanos; e do bagaco de cana-de-actcar no Brasil. Porém, no Brasil, além da
cultura de cana-de-actcar que se concentra na regido sudeste do pais, temos a cultura do grao
de soja, do qual o Brasil ¢ o segundo maior produtor e exportador mundial, ficando atras
apenas dos Estados Unidos. Sendo que, as proje¢des sao de que a produgdo e a exportacio da
soja sejam lideradas apenas pelo Brasil a partir das proximas safras. O Rio Grande do Sul ¢ o
terceiro estado produtor de soja, gerando 20% da produgdo total do pais. No ano de 2008,
aproximadamente 211 milhdes de toneladas de soja foram produzidos no mundo, o que gerou

um actimulo de cerca de 17 milhdes de cascas de soja, um dos principais residuos do



beneficiamento dessa cultura e um problema na esfera ambiental para a industria
processadora de soja.

Para que os residuos lignoceluldsicos sejam bioconvertidos, ¢ necessaria a utilizagao
de pré-tratamentos, que liberem os acucares fermentesciveis existentes na composi¢ao dos
materiais lignoceluldsicos. Esses pré-tratamentos podem ser realizados mediante hidrdlise
quimica ou enzimatica. Uma técnica fundamentada e bastante difundida ¢ a hidrdlise acida
diluida. Através dela ocorre a liberagdo das pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (manose,
galactose e outros) constituintes da hemicelulose. Sendo o hidrolisado hemicelulésico rico
principalmente em pentoses, como a xilose.

Um conceito que se busca atualmente, quando falamos em processos fermentativos de
materiais lignocelulosicos ¢ de biorrefinaria, o qual visa aproveitar as sinergias entre a
producdo de biocombustiveis e outros bioprodutos de alto valor agregado, aumentando a
diversidade econdmica da biorrefinaria. Tanto etanol quanto xilitol, um composto
amplamente usado na industria alimenticia e farmacéutica, podem ser formados no processo
fermentativo dos materiais lignoceluldsicos. A fermentac¢do de hidrolisados hemiceluldsicos a
etanol e/ou xilitol requer a presenca de microrganismos que fermentem tanto as hexoses
quanto as pentoses do meio, inserindo-se no contexto de biorrefinaria. Para isso, sistemas de
co-fermentagdes sdo interessantes, utilizando tanto microrganismos que convertam
simultaneamente glicose e xilose a etanol e xilitol, respectivamente, bem como glicose e
xilose a etanol. As condicdes de fermentacdo empregadas sdo as que irdo determinar os
produtos finais do processo.

A conversdo de residuos agroindustriais mediante processos biotecnologicos permite,
também, o desenvolvimento de tecnologia e ciéncia em paises subdesenvolvidos, onde este

tipo de material ¢ mais abundante justamente pelo fato de esses paises apresentarem grandes



producdes agricolas, matérias-primas, e baixas produg¢des de materiais manufaturados, cujo
valor agregado ¢ superior.

O presente trabalho teve por objetivo ampliar os conhecimentos sobre a producao
biotecnolédgica de xilitol e etanol mediante o cultivo de microrganismos sobre o hidrolisado
de casca de soja. Para tanto, em um primeiro momento, foi elaborado o hidrolisado de casca
de soja utilizando-se a hidrolise 4cida diluida e a posterior concentragdo do mesmo. A
fermentabilidade e possibilidade de produgao de xilitol e etanol foram verificadas a partir de
experimentos cultivando-se consorcios de microrganismos em meio sintético e em
hidrolisado de casca de soja, foram eles: Saccharomyces cerevisiae, Candida guilliermondii,
Candida tropicalis, Candida utilis, Candida kefyr, Candida silvicola e Zymomonas mobilis.
Além disso, experimentos cultivando-se separadamente Candida guilliermondii e
Debaryomyces hansenii sobre o hidrolisado de casca de soja foram realizados para

verificagdo da conversdo dos aglicares presentes em xilitol.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BIOMASSA

Atualmente, o petroleo juntamente com o gas natural e o carvao mineral somam cerca
de 80% das fontes de energia no mundo (MAPA/CONAB, 2009), porém essas fontes fosseis
além de serem limitadas, influenciam consideravelmente nas condigdes do meio ambiente,
promovendo a polui¢do do mesmo e mudangas climaticas (GOES E MARRA, 2008). Nesse
contexto, diversas pesquisas t€ém se empenhado em desenvolver tecnologias alternativas de
geracdo de energia que reduzam a dependéncia das fontes fbOsseis e que sejam
domesticamente disponiveis, renovaveis e menos poluentes (CANACKI E SANLI, 2008).

A biomassa ¢ uma candidata bastante atrativa para desempenhar esse papel, uma vez
que ¢ considerada a unica fonte organica derivada de animais ou plantas, sustentavel para
producdo de combustiveis liquidos. Essa ¢ uma fonte renovavel, abundante e de baixo custo,
que direta ou indiretamente ¢ produzida pela fotossintese, fixando o carbono da atmosfera em
carbono residente, através da formacdo dos carboidratos presentes na composicdo da
biomassa - 6 CO, + 6 H;O = C¢H 206 + 6 O, (ZHANG, 2008) (Figura 1).

Nos ultimos anos, o tipo de biomassa mais estudado ¢ a biomassa vegetal, sendo que,
para que ocorra a substituicdo das moléculas fosseis utilizadas hoje seria necesséria a
conversao de toda a planta em fonte de energia, especialmente as partes ndo utilizadas para
alimentacdo (OCTAVE E THOMAS, 2009). A biomassa vegetal ¢ composta por duas
classes, a primeira ¢ formada por aclcares de reserva como o amido e a sacarose que ¢

amplamente utilizada pelas industrias alimenticias e de bioconversdo a etanol. A segunda



classe ¢ composta pelas partes estruturais da planta, ¢ o caso da lignocelulose, que ¢ formada

por agucares mais complexos e de dificil acesso (OCTAVE E THOMAS, 2009).

Tipo de Biomassa e M¢todo de Conversdo === Tipo de Bioenergia

Plantas oleaginosas -
(ex. Soja, girassol) Transesterificacdo Biodiesel

Milho, cana-de- , Termoquimica Etanol

aclcar, beterraba Fermentacao

Anaerobia Metano

=

Figura 1 - Resumo dos processos utilizados para produzir biocombustiveis através de diferentes tipos
de biomassas (Adaptado de EKSIOGLU et al., 2009).

C-Etanol

Dejetos de animais, Bioconversio Biogas
esgoto, lodo, forragem

Lignocelulose "
(Residuos florestais, Termoquimica
agroindustriais)

Fermentacao

2.1.1. Materiais lignocelulodsicos

Materiais lignocelulésicos compreendem residuos provenientes de agroindustrias,
florestas, tratamento de residuos sélidos municipais, gramas perenes, entre outros (ADEN et
al., 2002). Segundo Kumar e Singh (2008) os maiores componentes da parede celular de
plantas sdo a celulose, a hemicelulose e a lignina, além de vérios extrativos e compostos
inorgénicos. A proporc¢ao destes componentes varia na composi¢ao dependendo da espécie da
planta, idade, tempo de colheita e condicdo ou estagio de crescimento (JEFFRIES E JIN,
2000). A celulose ¢ um homopolimero extremamente ordenado de celobiose, o qual é dimero
de glicose, que possui em sua extensao cerca de 10.000 unidades glicosidicas formando uma

cadeia rigida em forma de fibras. A hemicelulose por sua vez ¢ um heteropolimero menor,



com grau de polimerizagdo entre 100 e 200 e possui muitas ramificagdes contendo diferentes
carboidratos como a xilose, arabinose, manose, galactose, glicose, assim como &cidos
urdénicos. Dependendo da predominancia do tipo de actcar as hemiceluloses podem ser
chamadas de arabino-xilanas, mananas, glicanas ou galactanas. Esses aglicares contém cinco
(pentoses) ou seis (hexoses) carbonos em sua estrutura e sdo unidos por ligagdes glicosidicas
do tipo 1-3, 1-4 e 1-6, quase sempre acetiladas formam uma estrutura fraca e hidrofilica que
serve como uma conexao entre a lignina e as fibras de celulose, além de conferir rigidez ao
complexo celulose-hemicelulose-lignina (STAMBUK et al., 2008). A lignina por sua vez ¢
uma macromolécula tridimensional composta basicamente por unidades de fenilpropano, que
se processa por via radicalar a partir da reacdo de trés diferentes alcoois cinamilicos
precursores (guaiacil, siringil e p-hidroxifenil). Na parede celular, a lignina est4 associada as
polioses através de interagdes fisicas e ligagdes covalentes. O fato de a lignina envolver as
células funcionando como uma “cola” dificulta a biodegradacao, protege a planta contra o
ataque de microrganismos e confere coesao a estrutura interna além de resisténcia ao esforgo
mecanico (FENGEL E WEGENER, 1989; HOFRICHTER, 2002; READING, et al., 2003).

Os extrativos consistem de ceras, gorduras, resinas, taninos, Oleos essenciais,
compostos fenolicos, terpenos, acidos alifaticos, alcoois e substancias inorganicas (KUHAD
& SINGH, 1993). A lignocelulose foi sendo selecionada durante a evolugdo para ser o
elemento chave da estrutura da planta e consequentemente ser resistente aos estresses bidticos
e abioticos. Essa caracteristica acaba sendo um “gargalo” na industria processadora dessa
biomassa (OCTAVE E THOMAS, 2009).

Em estimativa feita por Kim e Yum (2006) sdao gerados 1,5 trilhdo de toneladas de
biomassa lignoceluldsica por ano, tornando essa uma fonte inesgotavel de matéria-prima para
formacdo de bioprodutos, como o etanol e o xilitol. Esse enorme actimulo de residuos

lignoceluldsicos provém em grande parte do processamento de culturas agricolas. Nesse



ambito, merecem destaque as significativas quantidades de residuos de plantas remanescentes
e inutilizadas apos as colheitas de sementes e graos, bem como os residuos oriundos do
manufaturamento em industrias.

No Brasil, a area ocupada, atualmente, com a cultura de cana-de-acucar, por exemplo,
¢ de aproximadamente 9 milhdes de hectares, superior em 11,5 % a safra anterior
(MAPA/CONAB, 2009). A cada ano sdo produzidas toneladas de residuos oriundos dessa
cultura, o chamado bagago de cana, o qual ¢ massivamente estudado para bioconversdo a
etanol por grupos de pesquisa do sudeste brasileiro. Estados como o Rio Grande do Sul, que
ndo participam do mercado alcooleiro, ndo produzem bagago de cana com grande expressao,
em compensacdo este estado ¢ considerado um dos maiores produtores de soja do Brasil e
consequentemente de residuos provenientes do processamento desse grao. O Brasil ¢ o
segundo maior produtor e exportador de soja no mundo, ficando atras apenas dos EUA, sendo
que as projecdes segundo a USDA - United States Department of Agriculture, (2008) sdo de
que o Brasil assuma a primeira posi¢ao a partir das proximas safras. Na safra 2008/2009 a
producgdo do Brasil atingiu 57,63 milhdes de toneladas em 21,56 milhdes de hectares de area
plantada (MAPA/CONAB, 2009). J4 o Rio Grande do Sul € o terceiro maior produtor de soja
no Brasil, perfazendo 20% da produgdo de soja no pais, ficando atrds do estado de Mato
Grosso e Goias (MAPA/CONAB, 2009).

A casca do grao de soja representa o maior subproduto das industrias processadoras
dessa semente e constitui por volta de 8 % de todo o grdio (GNANASAMBANDAN E
PROCTOR, 1999). Considerando a producdo mundial de soja em 2008 de 210,6 milhdes de
toneladas (EMBRAPA, 2009), foram geradas em todo o mundo, aproximadamente, 17
milhdes de toneladas de casca de soja, o que torna esse residuo lignoceluloésico um dos mais
expressivos em volume e uma alternativa interessante para bioconversao do seu hidrolisado a

produtos de alto valor agregado.



2.1.1.1. Pré-tratamentos de materiais lignoceluldsicos

Os materiais lignoceluldsicos devem ser tratados por processos fisicos, quimicos ou
enzimaticos de forma a liberar os aglicares fermentesciveis ou aumentar sua susceptibilidade
a hidrolise enzimatica (LEE, 1997). A celulose possui regides cristalinas e amorfas, sendo
que a forma cristalina ¢ mais resistente a degrada¢do quimica, microbiana e enzimatica. Os
graus de polimerizagao da celulose ¢ que irdo determinar a severidade do pré-tratamento a ser
utilizado quando temos por objetivo liberar a glicose do composto (COHEN et al., 2005).
Dessa forma a cristalizacdo natural da lignocelulose e a sua resisténcia a hidrdlise sdo os
maiores obstaculos na producdo de acucares fermentesciveis de forma economicamente
viavel (KUMAR et al., 2008). Os pré-tratamentos se fazem necessarios, pois provocam
efeitos como o aumento na acessibilidade na area de superficie, reduc¢do na cristalizagdo da
celulose, despolimerizagdo parcial da celulose, solubilizagdo da hemicelulose e/ou lignina e a
modificacdo da estrutura da lignina (MARGEOT et al., 2009). Muitas tecnologias tém sido
propostas, geralmente combinando processos fisicos e quimicos. Para tratamentos fisicos
existem diversos tipos de moagem, j& os tratamentos quimicos e fisicos incluem explosdo a
vapor, extragdo por agua liquida quente (LHW), explosdo de fibra com amoénia (AFEX),
hidrolise alcalina, extracdo por solventes, hidrolise acida diluida, entre outros (SUN E
CHENG, 2002). Além desses processos, ainda existe o tratamento de deslignificagao
bioldgica e a propria hidrolise enzimatica da celulose, que necessita de maior tempo de
processo e possui alto custo de producdo, respectivamente (SUN E CHENG, 2002). Essas
tecnologias visam a minimizacdo da degradacdo de agucares como glicose e xilose e
formag¢do de inibidores (compostos fendlicos e furanicos), assim como a limitacdo de
consumo de produtos quimicos, energia, dgua e a producdo de residuos (MARGEOT et al.,

2009). Dentre os diversos processos de hidrolise empregados a hidrolise acida configura



como o mais antigo e mais bem estabelecido processo (TORGET et al., 1996), sendo que,
juntamente com a explosdo a vapor, ¢ utilizada hoje em escala piloto (projeto New
Improvements forLigno-cellulosic Ethanol — NILE, Agéncia Eurec).

O pré-tratamento com &cidos diluidos envolve o uso de acido sulfurico, nitrico ou
cloridrico e tem sido citado como o melhor tipo de pré-tratamento para residuos
agroindustriais (SILVERSTEIN et al., 2007). Existem, basicamente, dois tipos de tratamento
acido diluido: elevadas temperaturas (superiores a 160 °C) em processo de fluxo continuo
para baixa concentragdo de solidos 5 — 10 % (peso de substrato/peso de mistura de reacdo) e
baixa temperatura (inferior a 160 °C) em processo por batelada e alto teor de sélidos (10 — 40
%). A hidrdlise 4cida diluida em condi¢cdes menos severas pode atingir altas taxas de
conversao de xilana em xilose, ja quando altas temperaturas sdo empregadas, a hidrolise da
celulose ¢ favorecida (MCMILLAN, 1994). O emprego de hidrélise acida diluida apresenta
varias vantagens quando comparada a utilizagdo dos acidos concentrados (SUN E CHENG,
2002). Acidos concentrados sdo toxicos, perigosos, corrosivos, requerendo reatores
resistentes & corrosdo. Além disso, os acidos concentrados devem ser recuperados apds a
hidrolise a fim de tornar o processo economicamente viavel (SIVERS E ZACCHI, 1995).

Um fator importante a ser considerado ¢ que durante a hidrolise 4cida diluida,
dependendo das condi¢cdes empregadas, compostos secundarios dos agucares e da lignina
podem ser gerados, inibindo o crescimento de microrganismos fermentadores que serdo
utilizados posteriormente a esta etapa (MUSSATO E ROBERTO, 2004). Segundo
PALMQVIST E HAHN-HAGERDAL (2000) quando altas temperaturas e pressdes sio
utilizadas no pré-tratamento, xilose e glicose podem ser degradadas em furfural e
hidroximetilfurfural, respectivamente, os quais podem ser posteriormente degradados em
acido formico e acido formico e levulinico, respectivamente. Além desses compostos outras

substancias toxicas aos microrganismos podem ser formadas durante a hidrélise como
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compostos fenolicos que sdo gerados a partir da quebra parcial da lignina, 4cidos siringico,
vanilico, palmitico, entre outros.

As concentragdes desses inibidores no meio de fermentagdo merecem atengdo, pois
podem prejudicar o bioprocesso. Delgenes et al. (1996) mostraram que concentracdes de
furfural de 0.5, 1,0 ¢ 2,0 g L reduziram o crescimento de Pichia stipitis em 25%, 47% e
99%, respectivamente. Este mesmo estudo com concentragdes de hidroximetilfurfural de 0,5,
0.75,e15¢g L mostrou uma reducdo de 43%, 70% e 100% no crescimento de P. stipitis,
respectivamente. Além desses dois compostos, ainda existem outros compostos, como o
acido acético que configura como toxico ao microrganismo em concentragdes superiores a 3
g L', enquanto os produtos de degradacdo da lignina (compostos fenodlicos) sdo toxicos aos
microrganismos mesmo quando em baixas concentragdes (FELIPE et al., 1995; PARAJO et
al., 1998b; ROBERTO et al., 1991). Dependendo das concentragdes de toxicos, o hidrolisado
pode necessitar de algum tipo de tratamento de destoxificagdo, como por exemplo, o emprego
de resinas de troca idnica, carvao ativado, enzimas ligninoliticas, pré-fermentacdo com
fungos filamentosos, tratamentos com dlcalis ou sulfitos, entre outros (MUSSATO E
ROBERTO, 2004).

Além dos tratamentos de destoxificacdo convencionais, diversas operacdes realizadas
ao longo do processo de obtencdo do hidrolisado configuram como métodos fisicos ou
quimicos de tratamento. A concentracdo por evaporacdo a vacuo, usada com o objetivo de
aumentar a concentra¢cdo dos actcares, por exemplo, também ¢ considerada um método fisico
de destoxificacdo, pois, dependendo das condicdes aplicadas (temperatura e pressdo) ocorre a
reducdo de compostos volateis, tais como, acido acético e furfural (MUSSATTO E
ROBERTO, 2004).

A precipitacdo de compostos toxicos mediante ajuste de pH para os valores ideais de

cultivo consiste em método quimico de destoxificagdo (MARTINEZ et al., 2001).
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2.2. BIORREFINARIA

O conceito de biorrefinaria ¢ baseado no uso de moléculas de carbono extraidas de
plantas com o objetivo de substituir o carbono oriundo do petréleo e do gas natural (KAMM
E KAMM, 2004). A biorrefinaria pode ser dita de primeira geracdo, quando utiliza agtcares
considerados reservas metabodlicas da planta, ¢ o caso da sacarose e do amido, que sdo
acucares facilmente acessiveis e que ja tem tecnologias firmadas para producao de bioetanol
tanto no Brasil quanto nos Estados Unidos. Ou ainda, a biorrefinaria pode ser dita de segunda
geracdo, a qual se baseia na producdo de bioetanol, entre outros produtos, através da
utilizacdo do complexo lignoceluldsico (celulose, hemicelulose e lignina). As vantagens na
utilizagdo de materiais lignoceluldsicos como matéria-prima sao a abundancia na natureza e o
fato de ndo haver concorréncia com produgdo de alimentos (OCTAVE E THOMAS, 2009).

Segundo ZHANG (2008), as refinarias de petrdleo com o objetivo de atingir taxas
maximas de eficiéncia econdmica, acabam sempre produzindo multiplos produtos (diesel,
gasolina, oleo lubrificante, etc.). Isso porque uma planta que produz apenas um produto sera
um grande risco para os investidores e obtera um fraco desempenho perante as flutuagdes do
mercado econdmico. Dessa forma, ¢ preciso aproveitar as sinergias entre a producdo de
biocombustiveis e bioprodutos de alto valor agregado, pois mais tarde isso ird aumentar a
diversidade econdmica da biorrefinaria de biomassa (WYMAN, 2003).

A Figura 2 mostra produtos para diferentes cenarios de uma biorrefinaria de materiais
lignoceluldsicos: (a) simples utilizagdo (todo actcar convertido em etanol e lignina como
combustivel de queima), (b) utiliza¢do parcial (todo actcar convertido em etanol, metade da
lignina como combustivel de queima e a outra metade transformados em materiais
poliméricos e acido acético como commodities), (c) utilizagdo completa (glicose convertida

em etanol, xilose e outros aglicares menores em produtos de alto valor agregado, toda lignina
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usada na producdo de materiais poliméricos e 4cido acético como commoditie),
respectivamente (ZHANG, 2008).

Biorrefinarias multiprodutos tem mais possibilidade de se firmarem economicamente,
tanto as de utilizacdo parcial ($288/tonelada) ou completa ($641/tonelada), isso se as

tecnologias de fracionamento da lignocelulose forem bem desenvolvidas (ZHANG, 2008).

Biorrefinaria multiprodutos

Estrutura da Planta

Lignocelulose

Pré-tratamento

Celulose
Hemicelulose

Biotecnologia branca/ Quimica verde

; |

Energia
Resinas

Etanol
Xilitol

Ac. Organicos
Biogas

DMSO
Fibra de carbono

Figura 2 - Esquema de biorrefinaria lignoceluldsica multi-produtos (Adaptado de OCTAVE E
THOMAS, 2009).

2.2.1. Bioconversao de hidrolisados lignoceluldsicos a Etanol

A fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos a etanol requer a presenca de

microrganismos que fermentem tanto as hexoses (glicose, manose ¢ galactose), quanto as

pentoses (xilose e arabinose) na presenca de compostos inibitdrios, incluindo acidos fracos,
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furaldeidos e fendis (MARGEOT et al., 2009). Muitas leveduras sdo conhecidas por
fermentar xilose, incluindo géneros como Candida, Pichia, Hansenula, Debaryomyces,
Schawannyomyces, entre outras. Se a xilose for convertida a xilulose (Figura 3), um isémero

da mesma, muitas leveduras serdo capazes de fermentar a xilose diretamente a etanol

(JEFFRIES E SHI, 1999).

Figura 3 - Esquema simplificado do metabolismo de xilose e arabinose em leveduras e fungos em
integragdo com a via glicolitica até a producdo de etanol (Adaptado de STAMBUCK et al., 2008).
Abreviacbes: AR, L-arabinose (aldose) redutase; LAD, L-arabinitol 4-desidrogenase; LXR, L-xilulose
redutase; XR, D-xilose (aldose) redutase; XDH, xilitol desidrogenase; XI, D-xilose isomerase; XK,
D-xiluloquinase.

As concentragdes de etanol sdo geralmente maiores quando o substrato ¢ a D-xilulose
e o acumulo de xilitol ¢ geralmente menor do que quando o substrato ¢ a propria xilose
(SAHA E WOODWARD, 1997). Gong et al. (1983) testou 20 espécies de Candida quanto a
habilidade de fermentar D-xilose. Todas as espécies cresceram bem no meio. Etanol foi o
maior produto formado entre a maioria das espécies testadas e arabitol o segundo produto
com maior formag¢do, sendo que, cerca de 10-50% de xilitol foi produzido pelas mesmas.
Porém as espécies de leveduras reconhecidas como melhores fermentadoras de xilose a etanol
sdo Pichia stipitis, P. tannophilus e Candida shehatae. Dentre as leveduras que fermentam
xilose, P. stipitis configura como a mais promissora para aplicacdo industrial, uma vez que ¢
capaz de converter xilose e quase todos os agucares presentes em hidrolisados
lignoceluldsicos a etanol, com fatores de conversio de 0,3 — 0,44 g g de substrato
(STAMBUCK et al., 2008).

Um dos fatores que afeta significantemente a taxa de utilizagdo dos carboidratos

disponiveis e sua eventual conversao a etanol ¢ aeracdo do cultivo (SAHA E WOODWARD,

1997). A limitagdo de oxigénio pode estar associada ao acimulo de etanol no meio. Sob
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condi¢cdes aerobias, grande parte da xilose metabolizada ¢ convertida a xilitol, que ¢ o
principal co-produto formado nos cultivos de xilose sob condi¢des limitadas de oxigénio,
comprometendo assim, a producdo de etanol. Inumeras causas sdo atribuidas para a
ineficiente incorporagdo das moléculas derivadas da metabolizacdo da xilose, na rota
bioquimica central, que culmina na formagao de etanol. A causa mais importante consiste no
desequilibrio redox entre os co-fatores das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase, o
qual ocorre sob condi¢des limitadas de oxigénio, necessarias para que o substrato seja
convertido em etanol e ndo a biomassa. Outra causa consiste nas limitagdes metabdlicas que
ocorrem a partir da xilitol desidrogenase, incluindo a etapa de conversdo de xilulose a
xilulose-5-fosfato catalisada pela xiluloquinase (WALFRIDSSON et al., 1995). Além disso,
quando a concentragdo de xilose atinge determinado nivel e a oxigenacdo aumenta, alguns
microrganismos preferem utilizar o etanol produzido como fonte de carbono, isso foi
demonstrado em microrganismos como P. tannophilus (MALESZKA E SCHNEIDER,
1982), Candida tropicalis e Candida guilliermondii (SCHIRMER-MICHEL et al., 2008).

Quanto a conversdo das hexoses a etanol, a levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ o
microrganismo que possui aplicacdo bem sucedida na producdo industrial de etanol a partir
de caldo de cana-de-aglicar e melagos no Brasil, pois ¢ capaz de fermentar hexoses de forma
rapida e eficiente (MERICO et al., 2007). Porém a sua utilizagdo na produ¢do de etanol de
segunda geragdo, sobre hidrolisados que contém pentoses e hesoxes ndo ¢ eficiente, ja que
essa levedura ndo consegue converter pentoses a etanol. Varias pesquisas atualmente
objetivam o desenvolvimento de cepas modificadas de S. cerevisiae que consigam utilizar as
pentoses presentes nos hidrolisados (HANH — HAGERDAL et al., 2007).

Zymomonas mobilis, bactéria gram-negativa, ¢ outro exemplo de microrganismo com
enorme potencial industrial para conversdo a etanol. No entanto, assim como S. cerevisiae, Z.

mobilis ndo ¢ capaz de fermentar pentoses a etanol. Sua gama de substratos ¢ limitada,
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utilizando apenas trés fontes de carbono: frutose, glicose e sacarose (SAHA, 1997). Sendo
assim, diversas pesquisas tém desenvolvido sistemas de co-fermentagdo, utilizando
microrganismos que convertam simultaneamente glicose e xilose a etanol. Estudo feito por
Nan Fu et al. (2009) utilizando co-cultura de células de Z. mobilis imobilizadas e células de
P. stipitis livres em fermentador modificado, preenchido com uma mistura de xilose e glicose
(20 e 30 g L', respectivamente), obteve produtividade volumétrica de etanol de
aproximadamente 1,3 g L' h' e rendimentos de etanol de 0,49-0,50 g g'l, em 19 horas.
Quando utilizado o mesmo co-cultivo em hidrolisado de bagago de cana-de-actcar os
resultados para o rendimento de etanol foram de 0,49 g g"' em 40 horas de cultivo.

As co-fermentacoes tém sido bastante utilizadas tanto na forma livre como
imobilizada, com o objetivo de utilizar as pentoses € as hexoses presentes em hidrolisados
lignoceluldsicos (HINFRAY et al., 1995). Meios de fermentagdo com misturas de agucares
tém tido sucesso na conversdo a etanol utilizando leveduras geneticamente modificadas e
bactérias (MONIRUZZAMAN, 1996). Porém outro investimento além da produgdo de etanol
pode ser a formagao simultanea de xilitol por consorcios de leveduras como C. tropicalis e S.
cerevisiae (LATIF E RAJOKA, 2001). Desta forma o residuo ¢ totalmente bioconvertido a

produtos de grande interesse comercial, tornando essa tecnologia mais rentavel.

2.2.2. Bioconversao de hidrolisados lignoceluldsicos a Xilitol

Uma alternativa de formacdo de produtos de alto valor agregado através de
hidrolisados lignocelulésicos, dentro do conceito de biorrefinaria, ¢ a produgdo de xilitol.
Este alcool pentahidroxilado possui grande importancia econdmica, pois pode ser utilizado
como substituto de aglcares convencionais. Isso devido seu elevado poder adogante,

comparavel ao da sacarose (PEPPER; OLINGER, 1988), sua propriedade anticariogénica,
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uma vez que ndo ¢ fermentado pela microbiota bucal e sua propriedade cariostética, pois
estabiliza caries ja existentes (MAEKINEN, 1979). Esse adogante ¢ indicado para pacientes
com diabetes devido sua lenta absor¢do e participagdo das rotas metabdlicas
independentemente de insulina, podendo, portanto, ser utilizado como substituto de glicose
(YLIKAHRI, 1979). Essas caracteristicas fazem do xilitol um insumo de grande importancia
nas industrias alimenticia, odontoldgica e farmacéutica.

Quanto as aplicagdes tecnologicas do xilitol. O mesmo possui dissolucio
endotérmica, ou calor negativo de dissolugdo (-36,6 cal g'), o que ¢ uma caracteristica
desejavel em inimeros alimentos, tais como, gomas de mascar, balas, refrigerantes, sorvetes,
entre outros (NIGAM E SINGH, 1995), pois confere excelente sabor e sensacdo de
refrescancia nas cavidades bucal e nasal, similares a do mentol (EMODI, 1978). O xilitol ndo
participa de reagdes de escurecimento do tipo “Maillard”, pois ndo possui grupos aldeidicos e
cetonicos em sua molécula, fato que o torna apropriado na formulagdo de produtos que
necessitem de altas temperaturas durante sua producdo e nos quais essas reagdes sejam
indesejaveis (PARAJO et al., 1998a).

O xilitol ¢ produzido em escala comercial por um processo quimico, a hidrogenagao
catalitica de xilose pura presente em hidrolisados hemicelulosicos. Devido seu alto custo de
producdo, dificuldades de purificacdo e o impacto no meio ambiente, o uso do xilitol como
adogante ainda ¢ muito limitado (HYVONEN et al, 1982). Fato que encoraja o
desenvolvimento de tecnologias alternativas, como ¢ o caso da producdo biotecnoldgica do
mesmo.

Embora os microrganismos assimilem e fermentem mais prontamente glicose do que
xilose, existem em menor nimero bactérias, fungos filamentosos e leveduras capazes de
assimilar e fermentar xilose a xilitol e outros metabolitos como etanol, dependendo

basicamente do microrganismo e das condi¢des de cultivo empregadas (JEFFRIES, 1983).
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Em geral, dentre os microrganismos, as leveduras sao consideradas as melhores produtoras de
xilitol. Sendo que, as leveduras do género Candida estdo entre as maiores produtoras (Ex. C.
guilliermondii, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. biodinii e C. mogii) (WINKELHAUSEN E
KUZMANOVA, 1998). Outro género que se destaca na producdo de xilitol é Debaryomyces,
em especial, D. hansenii (PARAJO et al., 1998).

A produgdo de xilitol por essas leveduras € possivel porque elas possuem xilose-
redutase, a qual, em presenca do co-fator NADPH, catalisa a redugdo da xilose a xilitol como
primeiro passo no metabolismo da xilose (WINKELHAUSEN E KUZMANOVA, 1998).
Logo apoés, ocorre a oxidagdo do xilitol a D-xilulose mediante xilitol-desidrogenase na

presenca do co-fator NAD" (Figura 4).

Xilose redutase Xilitol desidrogenase
Kilose m Kilitol m Kilulose
NADMP  NAD(@)* NAD* NADIH

Figura 4 - Representagdo esquematica das primeiras etapas da metabolizagdo da D-xilose em
leveduras.

Assim, sob condi¢des limitadas de oxigénio, nao ha a completa re-oxidacao de NADH
a NAD", promovendo um desequilibrio redox. A baixa concentracio de NAD" diminui a
oxidacdo do xilitol a xilulose, induzindo a excregao de xilitol ao meio de cultura (DU PREEZ
et al., 1989).

Em microaerofilia, pode ocorrer a formagao nado sé do xilitol, mas também de etanol,
ou de ambos, dependendo, basicamente, dos co-fatores das enzimas envolvidas nas reagdes
de metabolizagcdo da xilose, bem como, a regeneragdo de tais co-fatores, de acordo com as
condi¢des de oxigénio empregadas ao longo do cultivo (BRUINENBERG et al., 1984;

PANAGIOTOU et al.,, 2005). Segundo Yablochkova et al. (2004), as leveduras que
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produzem predominantemente xilitol apresentam 97-98 % atividade de xilose-redutase para
NADPH, produzindo, portanto, xilitol sob condi¢des microaerdbias de oxigénio de modo a
impedir a oxidacao do xilitol formado. J4, as leveduras que produzem etanol como principal
metabolito demonstram atividades de xilose-redutase, principalmente, NADH-dependente.
Nessas leveduras, a redugdo da xilose implica na obtencdo de NAD', recuperando,
independentemente, da cadeia respiratdria, o co-fator da xilitol desidrogenase, permitindo
assim a fermentagdo de xilose a etanol. As leveduras que se caracterizam por produzirem
etanol e xilitol em quantidades consideraveis, apresentam atividades de xilose-redutase
NADPH e NADH similares, sendo a atividade NADPH-dependente favorecida sob condi¢des
limitadas de oxigénio.

Além da aeragdo, outros fatores sdo importantes para producdo biotecnoldgica de
xilitol, sdo eles: concentragdo do indculo, pH, temperatura, concentracdo inicial de xilose,
tipo de fonte de nitrogénio, presenga de glicose e tipo de meio de cultura, segundo sua
natureza como solucdo sintética ou hidrolisado hemiceluldsico, sendo esse ultimo afetado
pela presenca de outros agucares e compostos inibidores (PARAJO et al., 1998).

De uma forma geral, o fornecimento de oxigénio ¢ o pardmetro chave que determina

se ocorrerd maior produgdo de xilitol ou maior crescimento celular (ROBERTO et al., 1999).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. CASCA DE SOJA

A casca de soja (Glycine max) utilizada nos experimentos foi cedida pela Companhia
Solae do Brasil Industria e Comércio de Alimentos Ltda., localizada no municipio de Esteio,
RS. A casca foi moida em particulas menores que 1 mm de didmetro, ensacada e armazenada

a temperatura ambiente até a realizagdo das hidrolises.

3.2. DETERMINACAO DA COMPOSICAO DA CASCA DE SOJA

A andlise da casca de soja foi feita de acordo com a metodologia descrita por Dunnig
e Dallas (1949), que se fundamenta na sacarificagdo quantitativa dos polissacarideos de
diferentes matérias-primas vegetais. A umidade da casca foi determinada em balanga de
infravermelho (OHAUS) por 30 minutos a 105°C. Aproximadamente 2g de casca (massa
seca) foram pesadas e transferidas para um béquer ao qual foram adicionados 10 mL de acido
sulfurico 72% (p/p). A mistura foi agitada continuamente com bastdo de vidro e climatizada
em banho-maria a 50 °C por 7 minutos. Nessa etapa, denominada hidrdlise principal, ocorreu
o rompimento das fibras de celulose em oligdmeros. Apds completar o tempo da hidrdlise, a
reacdo foi interrompida com adi¢do de 275 mL de 4gua destilada e o contetido foi transferido
para um frasco de Erlenmeyer de 500 mL. Em uma etapa de po6s-hidrdlise, a suspensdo foi
autoclavada a 121 °C por 15 minutos. Apds resfriamento, a suspensao foi filtrada em papel de
filtro, transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 500 mL e o volume foi

completado com agua destilada.
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O residuo solido, (apds varias lavagens) foi seco em estufa a 105 °C e pesado até
massa constante. A diferenca entre a massa seca do residuo e a massa seca inicial da amostra
foi utilizada para determinar a porcentagem de lignina presente na casca de soja. A fracdo
liquida obtida foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
determinar as concentracoes dos componentes do material lignocelulosico (4acido
glucuronico, celobiose, glicose, xilose, arabinose e acido acético) utilizados para o célculo da
porcentagem de celulose e hemicelulose da casca de soja (GOUVEIA, et al., 2009).

Para determinagdo das cinzas, 1g de casca de soja (massa seca) foi submetida a um
tratamento térmico em mufla elétrica a 600 °C, durante 4 horas, até combustdo total da
matéria organica. Em seguida, esta foi pesada até obter-se massa constante (SILVA;
QUEIROZ, 2005).

O teor de proteina foi determinado conforme metodologia descrita por HORWIITZ
(1975), utilizando o método de Kjeldahl, empregando-se fator de 6,25 para casca de soja.

A andlise de minerais foi feita utilizando a técnica de espectrometria de emissdo
optica com plasma acoplado indutivamente (ICP —OES). Foram determinados o fésforo,
potassio, calcio, magnésio, enxofre, cobre, zinco, ferro, manganés, sddio, cromo, aluminio e

bario.

3.3. CONDICOES DE HIDROLISE DA CASCA DA SOJA

A hidrolise 4cida diluida foi avaliada quanto a alguns pardmetros como, a influéncia
da razdo solido-liquido, da concentracdo de 4cido sulfirico e da temperatura (varidveis
independentes), bem como os efeitos de possiveis interagdes entre estas, sobre a hidrdlise dos
polissacarideos presentes na casca da soja. O primeiro planejamento experimental realizado

baseou-se em um planejamento fatorial completo 2° com trés repetigdes no ponto central. Os
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valores das variaveis independentes estdo apresentados na Tabela 1, onde (-1), (0) e (+1)
representam o menor nivel, o ponto central e o maior nivel, respectivamente. A Tabela 2

ilustra a matriz experimental do planejamento estudado.

Tabela 1 - Niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial completo 2° com trés repeti¢des no
ponto central.

Fatores Niveis
-1 0 +1
Temperatura (°C) 98 110 122
Liquido/Solido (g g solido seco) 8,8 10 11,2

Concentragio de H,SO, (mmol g solidoseco) 1,2 1,5 1,8

Tabela 2 - Esquema da matriz do planejamento fatorial 2° com trés repeti¢cdes no ponto central

Variaveis
Ensaio Temperatura Razio Liquido-Sélido Concentracio de acido
O ggh (mmol g' sélido seco)
1 +1 +1 -1
2 -1 -1 -1
3 +1 -1 +1
4 +1 -1 -1
5 -1 +1 -1
6 -1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 0 0 0

Os ensaios foram conduzidos em ampolas de inox A151 316 com capacidade para 100
mL de solugdo, contendo casca de soja previamente moida e solu¢ao de acido sulfurico. Os
reatores foram imersos em banho de silicone sob as diferentes temperaturas por periodos de
10, 20, 30 e 40 minutos. Posteriormente a fragdo liquida obtida foi analisada por CLAE.

Um segundo planejamento experimental foi realizado abrangendo apenas as variaveis
significativas para liberacdo de acgucares. Neste planejamento fatorial as variaveis

independentes avaliadas foram a concentragcdo de acido sulfirico e a temperatura, bem como
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os efeitos de possiveis interagdes entre estas, sobre a hidrolise dos polissacarideos presentes
na casca da soja. A relacdo solido-liquido foi fixada em 1:10. O segundo planejamento
experimental baseou-se em um planejamento composto central 2° com trés repetigdes no
ponto central. Os valores das variaveis independentes estdo apresentados na Tabela 3, onde o
menor nivel, o ponto central e o maior nivel estdo representados por (-1), (0) e (+1),

respectivamente. A Tabela 4 ilustra a matriz experimental do planejamento estudado.

Tabela 3 - Niveis dos fatores utilizados no planejamento central composto 22 com trés repeti¢des no
ponto central.

Fatores Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Temperatura (°C) 110 118 135 153 160

Concentragio de H,SO, (mmol g solidoseco) 1,5 1,7 22 28 3

Tabela 4 - Esquema da matriz do planejamento central composto 2* com trés repeticdes no ponto
central.

Variaveis
Ensaio Temperatura (°C) Concentragio de dcido (mmol g ' sélido seco)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 -1,41 0
6 +1,41 0
7 0 +1,41
8 0 -1,41
9 0 0

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas para correr ao acaso. Este
desenho permitiu a estimativa da significdncia dos pardmetros e sua interacdo com o F-teste.
Os resultados foram avaliados com o software Statistica 7,0.

A fim de definir o melhor tratamento para a maior liberagdo de agucares e menor
formagdo de acido acético, furfural, lignina soluvel e HMF foi desenvolvida uma fun¢ao

objetivo utilizando o software Matlab 6.0.
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3.4. OBTENCAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE CASCA DE SOJA

A casca de soja foi hidrolisada em autoclave (PHOENIX) utilizando frascos
Erlenmeyers de 2L, contendo 1L de solugdo. A hidrélise foi realizada nas seguintes
condigdes: 1,8 mmol g solido seco de 4cido sulfurico, 1:8,8 de relagio sélido-liquido,
temperatura de 122°C e tempo total de reacdo 60 minutos (rampa de aquecimento: 10
minutos, tempo de reagdo a 122°C: 40 minutos e rampa de resfriamento: 10 minutos). O
hidrolisado resultante foi resfriado em banho de gelo e centrifugado a 11.000 xg por 20
minutos (HITACHI, HIMAC CR 21E). O sobrenadante foi estocado em refrigerador a 4 °C

para posterior concentracao e tratamento.

3.5. CONCENTRACAO

O hidrolisado foi concentrado quatro vezes em rota-evaporador (Heidolph, Laborota
4000) conectado a bomba de vacuo (Nova técnica) e a um banho refrigerado (B. Braun

Biotech International, Thermomix® BM). A temperatura de trabalho do rota-evaporador foi

de 70 °C.

3.6. MICRORGANISMOS, MANUTENCAO E INOCULO

As leveduras utilizadas nos experimentos foram Saccharomyces cereviseae (ICV
d953), Candida guilliermondii (NRRL Y-2075), Candida tropicalis, Candida utilis, Candida
kefyr, Candida silvicola e Debaryomyces hansenii (ATCC 36239) e a bactéria Zymomonas
mobilis (ATCC 29191), cepas pertencentes a colecdo do Bioteclab. As leveduras foram
mantidas em tubo inclinado contendo agar YM (g L™): extrato de levedura, 3; extrato de

malte, 3; peptona, 5; glicose, 10; agar, 20. Zymomonas mobilis foi mantida em meio liquido
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semi-sintético contendo (g L'l): FeSO4.7H,0, 0,01; (NH4) 2S04, 2; MgS04.7H,0, 1; KH,PO4,
3,5; extrato de levedura, 7,5; glicose, 20. O meio utilizado para preparo do indculo continha
(g L'l): extrato de levedura, 3; extrato de malte, 3; peptona, 5; glicose, 30. A glicose foi
esterilizada separadamente em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os inoculos foram
preparados através do cultivo de cada microrganismo separadamente em frasco Erlenmeyer
de 1L contendo 200 mL de meio YM. As células foram cultivadas em agitador orbital
(Marconi, MA 830) a 180 rpm, 30 °C por 24 horas. Em seguida as células foram recolhidas
por centrifugac¢do a 3000 xg por 30 minutos. O pellet formado foi lavado com solu¢do salina
e ressuspenso diretamente no mesmo meio de fermentagdo. Os indculos dos cultivos isolados
e dos consorcios foram padronizados para que a concentragdo celular da suspensdo atingisse
densidade optica (DO o) igual a 1. O volume de inéculo perfazia 10% do volume total de

cultivo em todos os frascos utilizados nos experimentos.

3.7. MEIO E CONDICOES DE FERMENTACAO

Os experimentos foram realizados em frascos agitados e em biorreatores de cultivo
submerso. Para os ensaios em frascos agitados utilizou-se meio semi-sintético composto por
(g L™"): extrato de levedura, 5; peptona, 10; xilose, 35; arabinose, 30 e glicose, 10. Para o
ensailo em biorreatores de cultivo submerso utilizou-se como meio o hidrolisado
hemicelulésico de casca de soja e para efeitos de comparagdo de cinética de cultivo,
biorreatores contendo meio semi-sintético simulando a composicdo do hidrolisado foram
realizados. O meio semi-sintético era composto por (g L™): xilose, 25; arabinose, 15; glicose,
6; peptona, 5; extrato de levedura, 3 e 0,2 % de tween 80. O pH dos meios de cultivo foram
previamente corrigidos, nos cultivos empregando consorcios de microrganismos € nos
cultivos que utilizaram microrganismos isoladamente para 5,5 e 6, respectivamente. A

corre¢do do pH foi feita com a adicao de hidroxido de s6édio (NaOH) s6lido sob agitagao.
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3.7.1. Ensaios em Frascos agitados

Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL de
meio semi-sintético descrito no item 3.7, em agitador orbital (Marconi, MA 830) a 100 rpm,
30 °C por 60 horas. As amostras foram retiradas em 0, 6, 12, 24, 36, 48 ¢ 60 horas para
determinagdo da concentracdo celular (peso seco) e de agucares, xilitol e etanol no meio,
através de analise cromatografica. O experimento foi conduzido em duplicata e utilizou-se

um Erlenmeyer para cada ponto de anélise.

3.7.2. Ensaios em biorreatores de cultivo submerso utilizando consdrcios de

microrganismos e isolados

As fermentagdes foram realizadas em biorreatores de cultivo submerso com
capacidade total para 2L (Biostat B model, B. Braun Biotech International, Alemanha),
contendo 1,3 mL de meio sob condi¢des anaerdbias e microaerdfilas (1 vvm). Os
fermentadores foram equipados com eletrodo de oxigénio dissolvido, termopar e agitador.

Os cultivos realizados com os consorcios foram mantidos a temperatura de 30 °C e a
agitacao foi de 200 e 300 rpm para a condig@o anaerobia e microaerdfila, respectivamente. O
tempo de cultivo foi de 132 horas e as amostras foram retiradas em intervalos de 12 horas.

Nas fermentacdes conduzidas com microrganismos isolados a temperatura foi de
30°C e a agitagdo foi de 300 rpm, sob condi¢des microaerdfilas (1vvm). O tempo de cultivo
foi de 120 horas e as amostras foram retiradas em intervalos de 12 horas. Todos os

experimentos foram feitos em duplicata.
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A concentracdo celular foi determinada através método de contagem de unidades
formadoras de colonia (UFC), a concentragdo de aglcares, xilitol e etanol no meio foram

determinadas através de analise cromatografica.

3.8. METODOS ANALITICOS

A caracterizagdo da casca de soja foi feita por andlises quimicas (teor de lignina,

celulose, hemicelulose, cinzas, minerais e proteina). A caracterizagdo dos hidrolisados

(original e concentrado) foi feita pela determina¢do das concentragdes de agucares (xilose,

glicose e arabinose), concentragio de inibidores (4cido acético, furfural e

hidroximetilfurfural), pressdo osmética e pH. Os resultados foram descritos na forma de

graficos e tabelas.

3.8.1. Determinacio do teor de lignina

O teor de lignina foi calculado conforme descrito por Rocha (2000):

% de lignina = massa da lignina (g) x 10000

massa da amostra (g) x massa seca da amostra (g) (Eq. 1
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3.8.2. Determinacio do teor de celulose e hemicelulose

Os teores de celulose e hemicelulose foram calculados conforme descrita por Irick et

al. (1988).

% de celulose = glicose(g L™ )x 50x 100 x FC x FP

massa amostra (g) x massa seca amostra (%) (Eq. 2)

Em que: FC = fator de conversdo da celulose (0,9)

FP = fator de perda por hidroélise para celulose (1,055)

% hemicelulose = [xilose (g L") x 50 x arabinose (g L) x 50] x 100x FCx FP

Massa amostra (g) x amostra seca (g) (Eq. 3)

Em que: FC = fator de conversao da hemicelulose (0,88)

FP = fator de perda por hidrolise para hemicelulose (1,155)

3.8.3. Determinacio dos parametros fermentativos e de hidrolise

As taxas de conversdo de agucares (¥YS g g'l) e a eficiéncia de hidrolise ( 7, %) foram

calculados pelas seguintes equagoes:

YS = (CV /M) x 100 (Eq. 4)

n=(YS/Y. )x100 (Eq. 5)

max
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Em que: C = concentragio dos componentes da fase liquida (g L™);
M = massa seca de casca de soja utilizada no experimento (g);
V= volume da solug¢do liquida (L);

Ymax = taxa maxima de agucares recuperados (g por 100 g matéria seca).

3.8.4. Determinacio do teor de cinzas

A determinacdo do teor de cinzas foi realizada conforme descrito por Silva e Queiroz

(2005):

% cinzas = massas cinzas (g) x 100

massa seca amostra (%) (Eq. 6)

3.8.5. Determinacio da concentracio celular

Para o preparo dos indculos foi adotado o método de espectrofotometria. As
concentragdes celulares foram determinadas por turbidimetria em espectrofotometro
(Ultrospec 3100 pro) no comprimento de onda de 600 nm. A avaliagdo do crescimento
celular (células mL™) dos experimentos realizados em frascos agitados foi feita por biomassa
seca, utilizando estufa (Fanem 315 SE) a 75 °C até obtencao de peso constante. A avaliagdao
celular (células mL™") nos experimentos realizados em biorreatores foi determinada através do
método de contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) e para os biorreatores

contendo meio semi-sintético a avaliacdo celular ainda foi feita por biomassa seca.
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3.8.6. Determinacio da concentracao de acucares, xilitol, etanol e acido acético

Os teores de agucares, xilitol, etanol e acido acético foram determinados por CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia), em equipamento Shimadzu, empregando-se coluna
Bio-Rad Aminex HPX-87H a 45°C, utilizando H,SO4 (0,0005M) como eluente, com fluxo de
0,6 mL min™ e detector por indice de refragdo. O volume de amostra injetada foi de 20 pL.

As amostras foram previamente diluidas e filtradas em filtro “Sep-Pack” C18 (Millipore).

3.8.7. Determinacio da concentraciao de furfural e hidroximetilfurfural

As concentragdes de furfural e hidroximetilfurfural (HMF) foram determinadas por
CLAE, sob as seguintes condi¢des: coluna Nucleosil C-18 mantida a 25 °C; detector
ultravioleta/visivel SPD-M20A a 276nm, tendo acetonitrila/dgua (2:8) com 1% de 4cido
acético como eluente em fluxo de 1,1 mL minuto”. O volume de amostra injetada foi de 20

pL. As amostras foram previamente filtradas em membrana de acetato de celulose ME25

com 0,45 uL e D13 mm.

3.8.8. Determinacio da concentraciao dos fendis totais

A concentracdo de fenois totais foi determinada pela quantificagdo da lignina soluvel
em meio acido de acordo com a metodologia proposta por Rocha (2000):

Uma aliquota do hidrolisado foi alcalinizada até pH 12 pela adi¢cdo de solucao de
hidroxido de s6édio 6 M e diluida com agua destilada de forma a se obter uma leitura inferior
a 1 unidade de absorbancia. A absorbancia desta solucdo foi determinada em

espectrofotometro em um comprimento de onda de 280 nm, utilizando-se como referéncia
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solucdo de hidroxido de s6dio 6 M. A concentragdo de lignina foi calculada por meio das

equagoes S e 6:

Cric=4,187 * 10 2 ( ALig 280— App 280) — 3,279 * 10 ~* (Eq. 7)

Em que: Cyig = concentragdo de lignina solavel em meio 4cido (g L") e

Apig = absorbancia de todos os compostos em 280 nm.

APD 280 = CF BF + CHMF BHMF (Eq 8)

Em que: Cre Cymr = concentragdo de furfural e HMF determinadas por CLAE

r € Bamr = coeficientes a nm de furfura , g cm)e g cm).
fici 280 nm de furfural (146,85 L g 'em™) e HMF (114 L g 'em

3.8.9. Determinacao de pH e Pressao Osmética

O pH foi determinado em pHmetro (PHTEK, PHS 3B) e a pressdo osmotica foi

determinada em osmometro (VAPRO 5520).

3.8.10. Determinacio de proteina

A andlise de proteina foi determinada pelo método de Kjeldahl (HORWIITZ, 1975), o
qual se baseia na transformagao do nitrogénio da proteina em borato de amdnio para posterior
quantificagdo com solucdo 4acida padronizada. Inicialmente a amostra foi digerida, para isso
foram pesadas 700 mg de casca de soja previamente moida em tubos digestores. Adicionou-

se 2,5 g de sulfato de sodio e entre 12 e 14 mL da solu¢do sulfo-cuprica. Logo apds as
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amostras foram colocadas no aparelho digestor por 50 minutos a 240 °C. Apds a digestao da
amostra, entre 12 e 14 mL de uma solugdo de 4cido borico a 4% foi vertida em Erlenmeyer
de 250 mL, adicionou-se 40 mL de agua destilada e 3 gotas de indicador Taschiro. Conectou-
se o Erlenmeyer ao destilador de modo que a ponteira ficasse submersa no liquido. Em
seguida, passou-se quantitativamente a amostra digerida para um baldo de destilagdo Kjeldahl
de 800 mL, com o auxilio de agua destilada, novamente foram colocadas 3 gotas de indicador
Tashiro. Adicionou-se hidroxido de sddio a 40 % até a obtencao da coloracao verde. O balao
foi entdo acoplado ao destilador, deixando-se destilar até atingir a marca de 125 mL no
Erlenmeyer. Logo apos a ponta que estava submersa foi retirada e destilou-se novamente até
atingir a marca de 150 mL. Por fim, a solu¢do destilada foi titulada com solugdo de &acido
sulftrico 0,1 N até a viragem da cor verde para roxo. A equagado 7 foi utilizada para calcular a

percentagem de proteina da amostra. O resultado ¢ a média de 3 experimentos.

% proteina =K xV x Fator

P (Eq.9)
Em que: K=FC x 0,0014 x 100
P =peso da amostra
FC = fator de corre¢ao da solugdo de acido sulfurico a 0,1 N (0,20868)
V = volume da solucao de acido sulftrico 0,1 N gasto

Fator = fator de conversdo do nitrogénio para proteina (6,25)
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3.8.11. Determinacio de minerais

A andlise de minerais foi feita pelo Laboratério de Analises de Solo (UFRGS),
utilizando a técnica de espectrometria de emissdo dptica com plasma acoplado indutivamente
(ICP — OES). A metodologia aplicada para abertura da amostra foi a digestdo tiimida nitrico-
perclorica. Os minerais analisados foram os seguintes: fosforo, potassio, calcio, magnésio,
enxofre, cobre, zinco, ferro, manganés, sdédio, cromo, aluminio e bario. Os resultados foram

expressos na amostra seca a 65 °C e sdo a média de duas determinagdes.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. COMPOSICAO QUIMICA DA CASCA DE SOJA

A composicdo quimica da casca de soja pode variar conforme o processamento e
condi¢des de crescimento do grao. A Tabela 5 apresenta a composicdo quimica da casca de

soja empregada no presente trabalho

Tabela 5 - Composi¢ao quimica casca de soja.

Componentes Concentrac¢ao (%)
Celobiose 1,6
Acido glucurdnico 2,0
Glicose 39,7
Xilose 19,6
Arabinose 5,9
Acido acético 0,6
Hidroximetilfurfural 0,4
Furfural 0,8
Lignina insoltvel 3,4
Lignina soluvel 5,7
Extrativos 3,2
Cinzas 0,6
Insoluveis 10,7
Proteina 13,1

O principal componente da casca de soja ¢ a glicose, seguido de xilose e arabinose,
assim como na maioria dos residuos agroindustriais. Um aspecto que torna a casca de soja um
residuo agroindustrial interessante para utilizacdo no processo de bioconversdo de materiais
lignoceluldsicos a etanol € o seu baixo teor de lignina total (9,1%). Outros residuos que vem
sendo empregados em processos de hidrdlise para posterior conversao a etanol como bagago
de cana de acucar, bagaco de malte, palha de arroz e palha de trigo possuem em torno de
18,1%, 27,8%, 17,2% e 20% de lignina, respectivamente. (SUN et al., 2004; MUSSATTO E

ROBERTO, 2006; SUN et al., 2005; MUSSATTO E ROBERTO, 2006). O baixo teor de
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lignina da casca de soja pode facilitar o processo de hidrolise &cida diluida, uma vez que
torna a celulose e a hemicelulose mais disponiveis ao ataque do acido, e diminuir a geragao
dos produtos de degradagdo muitas vezes tOXicos aos microrganismos.

O teor de proteina da casca de soja utilizada nesse trabalho foi de 13,1%, superior ao
teor encontrado neste mesmo residuo por Mielenz et al. (2009) e Miron et al., (2001) de
10,21% e 10,1%, respectivamente e inferior ao encontrado por Corredor et al. (2008) de
14,2%. O teor de proteina da casca de soja torna este um residuo bastante empregado na
alimentacdo animal (BARBOSA et al., 2008).

Além da porcao de celulose, hemicelulose, lignina e proteina, a casca de soja possui
0,6% de cinzas, teor inferior ao encontrado em bagaco de malte de cervejaria, que foi de
4,6% (MUSSATTO E ROBERTO, 2006), ou de palha de arroz, que foi de 11,4%
(ROBERTO et al., 2003).

A Tabela 6 apresenta as concentragdes dos minerais existentes na casca da soja
analisada por ICP-OES.

Tabela 6 — Composi¢cao de minerais da casca da soja.

Minerais Concentracio % (mg Kg'l)

Fosforo 0,0019
Potassio 0,013
Calcio 0,0057
Magnésio 0,0026
Enxofre 0,0014
Ferro 0,0013
Zinco 61
Cobre 9
Manganés 30
Sodio 10
Cromo 3
Aluminio 713

Virios minerais estdo presentes na composi¢cdo da casca de soja. Dentre os avaliados o
aluminio foi encontrado em maior concentragdo, seguido de zinco e manganés. Alguns desses

minerais sdo considerados metais pesados. No entanto, metais como cobre, manganés € zinco
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s30 necessarios aos microrganismos em pequenas quantidades, ja que, muitos destes
funcionam como co-fatores enzimaticos. Porém, niveis excessivos desses elementos podem
ser extremamente toxicos. MUSSATTO E ROBERTO (2004) reportaram que metais pesados
podem inibir a producdo de enzimas nas rotas metabolicas dos microrganismos. Os efeitos
dos ions ferro, cromo, niquel e cobre no crescimento e assimilacdo de xilose por P.
tannophilus foram avaliados por Watson et al. (1984). Quando ferro, cromo e cobre estavam
presentes em quantidades entre 4 ¢ 150 mg L' uma pequena diminuigdo no crescimento foi
observada, enquanto que niquel na concentragio de 100 mg L™ diminuiu o crescimento em
60%. Quanto ao aluminio, principal metal encontrado na casca de soja, a acdo toxica do
mesmo ocorre na sua forma ionizada Al” e é caracterizada pela reducdo da formacao de
biomassa, desviando mais aglcar para formacdo de etanol (ARANHA, 2002). Diferentes
concentragdes de aluminio foram consideradas toxicas para leveduras, de 108 mg Kg'
(RYBAROVA E ADAMEK, 1975) até valores acima de 500 mg Kg' (WHITE, 1954).
Apesar da casca de soja utilizada neste trabalho apresentar alto teor de aluminio (713 mg Kg”
" a concentragio de do mesmo, encontrada no hidrolisado de casca de soja utilizado para o
posterior crescimento dos microrganismos foi de aproximadamente 356 mg L, sendo que
este hidrolisado foi concentrado 4 vezes. Todavia este valor mantém-se em uma faixa
aceitavel de toxicidade.

A comparagdo entre a composicdo quimica da casca de soja com outros residuos
lignoceluldsicos agroindustriais utilizados para a bioconversdo a etanol, avaliados na

literatura, encontra-se na Tabela 7.
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Tabela 7 - Comparagdo entre a composicdo quimica da casca de soja utilizada neste trabalho com
outros residuos lignoceluldsicos agroindustriais ¢ com outras composigdes da mesma, descritas na
literatura.

Residuo Celulose Hemicelulose | Lignina Total Referéncia

Lignocelulésico (%) (%) (%)

Casca de soja 39,7 25,5 9,1 Este trabalho

Palha de trigo 31 26 24 Canilha, 2006

Palha de arroz 43,5 22 17,2 Roberto et al., 2003
Bagaco de malte 17 28 23 Mussato e Roberto 2006
Bagago de cana 38,9 26,2 23,9 Laser et al., 2002

Casca de soja 51 16 ND Miron et al., 2001

Casca de soja 36,4 12,5 18,2 Corredor et al., 2008

Casca de soja 38,4 10,2 2.8 Mielenz et al., 2009

*ND = Nao descrito

Conforme pode ser observado na Tabela 7, a casca de soja comparada aos outros
residuos descritos na literatura ¢ um residuo bastante promissor para bioconversao a produtos
de alto valor agregado. O teor de agucares fermentesciveis na casca de soja foi de 65,2%,
semelhante aos valores encontrados em bagaco de cana (65,1%) e a palha de arroz (65,5%) e
superior aos teores de agucares descritos para residuos como a palha de trigo (57%) e bagaco
de malte (45,9%).

Quando comparamos a composicdo da casca de soja utilizada neste trabalho com as
demais cascas de soja descritas na literatura (Tabela 7) pode-se observar que a quantidade de
celulose foi semelhante as descritas por Corredor et al. (2008) e Mielenz et al. (2009), porém
inferiores a descrita por Miron et al., 2001. Os valores referentes a hemicelulose foram
superiores aos descritos na literatura, ja para lignina total valores distintos foram encontrados
pelos diferentes autores. A diferenca entre a quantidade dos componentes dos materiais
lignocelulosicos avaliados pode estar associada a origem da casca, as diferengas na

classificacdo ¢ também a diferencas entre as técnicas de analise.
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4.2. CONDICOES DE HIDROLISE DA CASCA DE SOJA

4.2.1. Identificacao dos fatores que influenciam a hidrolise da casca de soja

Nesta primeira etapa, a hidrélise da casca de soja foi realizada em reatores de ago-
inox, testando-se as seguintes varidveis de hidrolise acida diluida: temperatura, relagao
solido-liquido e concentracdo de acido sulftrico. Foi realizado um planejamento fatorial
completo 2°, com trés repeti¢des no ponto central, com o objetivo de identificar os fatores
que influenciavam nas concentracdes finais dos agucares (glicose, xilose e arabinose),
furaldeidos (furfural e HMF) e acido acético, obtidas apos a hidrolise 4cida diluida da casca
da soja.

Tendo em vista o uso dos hidrolisados em processos de bioconversao, faz-se oportuno
mencionar que:

1) Furfural e HMF sdo produtos de degradacdo de xilose e glicose, respectivamente e
podem ser degradados a 4cido féormico e levulinico (PALMQVIST E HAHN-HAGERDAL
(2000D).

2) Concentragdes de furfural ¢ HMF entre 0,2 ¢ 1 g L ndo foram consideradas
toxicas para levedura C. guilliermondii (OJAMO et al., 1988), no entanto Delgenes et al.
(1996) encontraram que concentragdes acima de 1 g L de furfural ¢ HMF inibiam
totalmente o crescimento de P. stipitis.

3) Grupos acetil ligados a estrutura da xilana sdo liberados ao meio durante a hidrolise
na forma de acido acético, que quando encontrado em concentragdes superiores a 3 g L™
configura como toxico aos microrganismos. Ja os produtos de degradagdo da lignina

(compostos fenolicos) sdo toxicos aos microrganismos mesmo quando encontrados em baixas
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concentragdes nos hidrolisados (FELIPE et al., 1995; PARAIJO et al., 1998; ROBERTO et

al., 1991).

4.2.1.1 Cinéticas de reacéo

As cinéticas de liberagdo dos componentes da casca de soja para cada tratamento ao
longo do tempo de reagdo (40 minutos) encontram-se na Figura 5. Em cada tratamento os

fatores avaliados foram temperatura, relagdo sélido-liquido e concentragdo de acido.
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Figura 5 - Cinéticas de liberacdo de: (A) glicose; (B) xilose; (C) arabinose; (D) acido acético; (E)
furfural e (F) HMF, a partir de hidrélise acida diluida de casca de soja durante 40 minutos.
Tratamentos (temperatura, °C; relagio sélido-liquido, g g”'; concentragdo de acido, mmol H,SO, g
SS):1(*)122°C; 11,2 g g"; 1,2 mmol H,SO, g" SS, 2 (™) 98 °C; 8,8 g g; 1,2 mmol H,SO, g
'SS,3 (*)122°C; 8,8 gg"; 1,8 mmol H,SO, g SS, 4 (*)122°C; 8,8 g g'; 1,2 mmol H,SO, g
SS,5(~*)98°C; 11,2 g g"; 1,2 mmol H,SO, g SS, 6 (—) 98 °C; 8,8 g g'; 1,8 mmol H,S0, g
SS, 7 (F5) 98 °C; 11,2 g g; 1,8 mmol H,SO, g SS, 8 ponto central (** ) 110 °C; 10 g g'; 1,5
mmol H,SO, g SS.



39

A liberagdo de glicose (Figura 5-A), xilose (Figura 5-B) e arabinose (Figura 5-C) foi
maior no tratamento 3, no qual foi empregada maior temperatura e concentragao de acido e
menor relagio solido-liquido (122 °C; 8.8 g g™'; 1,8 mmol H,SO4 g SS), perfazendo um total
de 1,5gL", 63 gL' e4,5gL", respectivamente, apos 40 minutos de reacio. A eficiéncia
deste tratamento para liberagdo de hemicelulose e celulose foi de 37% e 1%, respectivamente.
As concentragdes de HMF (Figura 5-F), furfural (Figura 5-E) e 4cido acético (Figura 5-D), no
tratamento 3, apresentaram um perfil crescente nao ultrapassando as concentragdes de 0,08 g
L' e 0,03 gL' e 0,6 gL’ respectivamente, concentracdes essas inferiores aos niveis
considerados toxicos. Em todos os tratamentos aplicados neste planejamento experimental, a
concentracdo de xilose e arabinose liberada pela hidroélise foi maior do que a quantidade de
glicose. Esse resultado sugere que as condicoes de hidrolise testadas foram mais eficientes
em hidrolisar a fragdo hemicelulosica da casca de soja. Segundo Cohen et al. (2005) a
hidrolise da celulose em condi¢des brandas ¢ menos eficiente por suas caracteristicas fisico-
quimicas, este fato coincide com a baixa concentracdo de glicose liberada pelo tratamento 3,
no entanto a arabinose foi liberada mais facilmente que a xilose da estrutura da xilana ao
longo da cinética de hidrdlise (KABEL et al., 2002). As concentragdes dos subprodutos de
degradagdo das pentoses e hexoses presentes nos hidrolisados foram muito baixas quando
comparadas as concentracdes encontradas nos hidrolisados de outros residuos
lignoceluldsicos. A concentragdo de furfural e HMF, nos tratamentos aplicados, atingiu no
maximo 0,03 g L™ ¢ 0,08 g L™, enquanto que em hidrolisados obtidos de palha de trigo,
bagaco de malte e palha de arroz as concentra¢des encontradas foram 0,53 g L' ¢ 0,09 g L™';
0,04 ¢ L'e 0,13 g L'l; e 0,10 g L'e 0,17 g L'l, para furfural ¢ HMF, respectivamente
(CANILHA et al., 2006; MUSSATTO E ROBERTO, 2006 e¢ 2004). O tratamento que gerou
a maior concentragdo de acido acético (Figura 5-D) no hidrolisado foi o tratamento 3,

chegando a 0,6 g L' em 40 minutos de reagio.
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Em estudo realizado por Schirmer-Michel (2008) usando 1,4% (v/v) (1,4 mmol
H,S04 g SS) e 125 °C durante 1 hora, foi relatado 76% de rendimento para liberagio de
pentoses em casca de soja, sem liberagao significativa de hexoses, mostrando que a celulose
praticamente nao foi hidrolisada. As condi¢des de hidrdlise ndo promoveram uma relevante
desidratacao das pentoses, uma vez que as concentragdes de furfural e acido acético foram
muito baixas. A diferenca entre a eficiéncia relatada para liberagao de pentoses por Schirmer-
Michel (2008) e a encontrada para o melhor tratamento neste trabalho (122 °C; 8.8 g g'; 1.8
mmol g'l SS durante 40 minutos), foi de 39%, todavia, a condi¢do utilizada neste estudo foi
menos severa do que a empregada por Schirmer-Michel (2008).

Com base nos resultados das cinéticas, observou-se que todas as varidveis analisadas
(glicose, xilose, arabinose, acido acético, furfural e HMF) aumentaram suas concentragdes
até os 40 minutos de rea¢do. Os compostos conhecidos como toéxicos para o metabolismo
microbiano ndo atingiram as concentracdes consideradas inibitérias em nenhum dos
hidrolisados obtidos a partir dos tratamentos avaliados. Desta forma, decidiu-se analisar

estatisticamente os dados obtidos aos 40 minutos de reagao.

4.2.1.2 Analises estatisticas

Pela metodologia de planejamento de experimentos foram avaliados os efeitos
significativos bem como as interagcdes entre os trés fatores que influenciaram as
concentracoes dos acucares, furaldeidos e acido acético. As Tabelas &, 9, 10, 11, 12 ¢ 13
apresentam as analises de variancia (ANOVA) utilizadas para verificar o nivel de
significancia estatistica dos efeitos determinados sobre as varidveis independentes. As
Figuras 6, 7, 8, 9,10 e 11 mostram as superficies de resposta geradas a partir da andlise de

variancia para cada varidvel independente.
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Com relagdo a analise estatistica realizada sobre a concentragdo de glicose liberada
durante a hidrolise da casca de soja em 40 minutos, nenhum fator isoladamente, bem como as
interagdes entre eles, mostrou-se significativo (Tabela 8). O fato de a curvatura ndo ter sido

significativa infere que a superficie linear obtida estd de acordo com planejamento realizado.

Tabela 8 - Analise de variancia para a concentragdo de glicose no hidrolisado obtido em 40 minutos
de reagao.

Fatores SQ GDL MQ F Valor p
Curvatura 0,0197 | 0,0197 0,7293 0,4831
(1) Temperatura 0,1386 1 0,1386 5,1244 0,1519
(2) Relagao soélido:liquido  0,0284 1 0,0284 1,0489 0,4134
(3) Conc. H,SO4 0,0593 1 0,0593 2,1919 0,2769
1x2 0,0028 1 0,0028 0,1044 0,7772
1x3 0,0043 1 0,0043 0,1604 0,7275
2x3 0,0284 1 0,0284 1,0515 0,4130
Erro 0,0541 2 0,0270
Total SS 0,5711 9

* Significativos ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05) R”=0,9053

Apesar de nenhum fator ter sido significativo, a superficie foi gerada em relacdo a
temperatura e a concentracdo de acido, devido a maior proximidade de ambos ao valor p <
0,05 comparando ao fator relagdo solido-liquido. Através da superficie de resposta (Figura 6)
¢ possivel verificar que conforme a temperatura e a concentracdo de acido aumentam a

concentragdo de glicose também aumenta.

[elaficEatina

Figura 6 - Superficie de resposta para a concentracao de glicose (g L'l) em fun¢do da temperatura e
concentragdo de acido, no hidrolisado de casca de soja obtido em 40 minutos de reagdo.



42

A andlise de varidncia realizada para as concentragdes de xilose mostrou que a
temperatura, a concentracao de acido e a interagdo entre esses fatores foram significativos
para a concentracdo deste agucar (Tabela 9). Todavia a curvatura desta equagdo também foi
significativa, ou seja, a superficie gerada ndo se enquadra no modelo linear, mostrando a

necessidade da realizacdo de pontos axiais neste planejamento.

Tabela 9 - Analise de variancia para a concentragdo de xilose no hidrolisado obtido em 40 minutos de

reagao.

Fatores SQ GDL MQ F Valor p
Curvatura 1,5766 | 1,5766 24,5361 0,0384*
(1) Temperatura 11,3743 1 11,3743 177,0101 0,0056*
(2) Relagao solido:liquidg  0,1157 1 0,1157 1,8004 03117
(3) Conc. H,SO4 4,1868 1 4,1868 65,1557 0,0150*
1x2 0,0125 1 0,0125 0,1946 0,7022
1x3 3,1700 1 3,1700 49,3322 0,0197*
2x3 0,0441 1 0,0441 0,6855 0,4947
Erro 0,1285 2 0,0643
Total SS 26,2330 9

* Significativos ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05) R”=10,9951

Contudo, a influéncia que os fatores significativos exercem para liberacdo da xilose

existe, fazendo com que a concentracdo do mesmo aumente conforme o aumento nos niveis

desses fatores (Figura 7).
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Figura 7 - Superficie de resposta para a concentracdo de xilose (g L'l) em funcdo da temperatura e
concentracgdo de acido, no hidrolisado de casca de soja obtido em 40 minutos de reagdo.
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A analise estatistica realizada para a liberacdo de arabinose através da hidrdlise 4cida
diluida mostrou que a relagdo solido-liquido foi significativa para a concentracdo desta
(Tabela 10). Observou-se que a curvatura da equacdo foi significativa, o que indica que esta

superficie se enquadraria melhor em um modelo quadratico.

Tabela 10 - Analise de varidncia para a concentragdo de arabinose no hidrolisado obtido em 40
minutos de reagao.

Fatores SQ GDL MQ F Valor p
Curvatura 5,5742 | 5,5742 26,8088 0,0353*
(1) Temperatura 0,2546 1 0,2546 1,2244 0,3838
(2) Relagao solido:liquido  4,9545 1 4,9545 23,8283 0,0395%*
(3) Conc. H,SO4 0,7516 1 0,7516 3,6150 0,1976
1x2 2,4682 1 2,4682 11,8707 0,0749
1x3 0,1144 1 0,1144 0,5504 0,5355
2x3 0,5353 1 0,5353 2,5744 0,2498
Erro 0,4159 2 0,2079
Total SS 20,1508 9

* Significativos ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05) R*=0,9794

Segundo a superficie gerada (Figura 8) em func¢do da relagdo solido-liquido e da
concentragcdo de acido pode-se analisar que conforme a concentragdo de 4acido aumenta e a
relacdo solido-liquido diminui, a concentragdo de arabinose aumenta, ou seja, a relagdo

solido-liquido influencia de maneira negativa a concentragao da arabinose.

By et i

Figura 8 - Superficie de resposta para a concentragdo de arabinose (g L'l) em fung¢do da concentragdo
de acido e relagdo solido:liquido, no hidrolisado de casca de soja obtido em 40 minutos de reacao.
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Com relagdo a andlise estatistica realizada sobre a concentracdo de acido acético
liberada durante a hidrélise da casca de soja em 40 minutos, nenhum fator isoladamente, bem
como as interacdes entre eles, mostrou-se significativo (Tabela 11). O fato de a curvatura ter
sido ndo significativa infere que a superficie linear obtida estd de acordo com planejamento

realizado.

Tabela 11 - Analise de variancia para a concentra¢do de acido acético no hidrolisado obtido em 40
minutos de reagao.

Fatores SQ GDL MQ F Valor p
Curvatura 0,0106 | 0,0106 2,1325 0,2816
(1) Temperatura 0,0272 1 0,0272 5,4919 0,1438
(2) Relacao solido:liquidg  0,0344 1 0,0344 6,9337 0,1190
(3) Conc. H,SO4 0,0290 1 0,0290 5,8475 0,1368
1x2 0,0233 1 0,0233 4,6996 0,1625
1x3 0,0019 | 0,0019 0,3856 0,5980
2x3 0,0078 1 0,0078 1,5833 0,3353
Erro 0,0099 2 0,0050
Total SS 0,2683 9

* Significativos ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05) R”=10,9630

Apesar de nenhum fator ter sido significativo, a superficie foi gerada em relagao a
temperatura e a concentra¢do de acido. Através da superficie de resposta ¢ possivel verificar
que conforme a temperatura e a concentracdo de acido aumentam a concentracdo de acido

acético também aumenta (Figura 9).
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Figura 9 - Superficie de resposta para a concentragdo de acido acético (g L'l) em funcgdo da
temperatura e concentragdo de acido, no hidrolisado de casca de soja obtido em 40 minutos de reagao.

A analise de variancia referente a concentracao de furfural liberado durante a hidrélise
da casca de soja em 40 minutos mostrou que apenas a temperatura foi significativa (Tabela
12). A curvatura da equacgdo foi checada e observou-se que para a andlise do furfural o

modelo linear se enquadra perfeitamente.

Tabela 12 - Analise de variancia para a concentrag@o de furfural no hidrolisado obtido em 40 minutos
de reagao.

Fatores SQ GDL MQ F Valor p
Curvatura 0,000010 1 0,000010 2,7336 0,2401
(1) Temperatura 0,000177 1 0,000177 46,5497 0,0208*
(2) Relagao soélido:liquidg 0,000015 1 0,000015 3,8702 0,1880
(3) Conc. H,SO4 0,000046 1 0,000046 12,0319 0,0740
1x2 0,000004 1 0,000004 1,0605 0,4113
1x3 0,000018 1 0,000018 4,7629 0,1608
2x3 0,000001 1 0,000001 0,3279 0,6247
Erro 0,000008 2 0,000004
Total SS 0,000445 9

* Significativos ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05) R*=0,9830

A superficie foi gerada em relagdo a temperatura e a concentragdo de acido, fator este
que obteve o valor p muito proximo a 0,05, o que mostrou que a geracdo de furfural aumenta

conforme a temperatura e a concentragdo de acido aumentam (Figura 10).
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Figura 10 - Superficie de resposta para a concentragdo de furfural (g L_l) em fungdo da temperatura e
concentragdo de acido, no hidrolisado de casca de soja obtido em 40 minutos de reagdo.

Para a concentragao de HMF liberada durante a hidrolise da casca de soja, a analise de

variancia obteve resultados semelhantes aos encontrados para o furfural, sendo apenas a

temperatura foi significativa para esta concentragao (Tabela 13). A curvatura da equacao

também foi checada e o modelo linear enquadrou-se perfeitamente para a variavel HMF.

Tabela 13 - Analise de varidncia para a concentragdo de HMF no hidrolisado obtido em 40 minutos

de reacdo.

Fatores SQ GDL MQ F Valor p
Curvatura 0,00010 1 0,00010 3,4830 0,2030
(1) Temperatura 0,00186 1 0,00186 61,8598 0,0158*
(2) Relagdo soélido:liquido 0,00005 1 0,00005 1,5309 0,3415
(3) Conc. H,SO4 0,00037 1 0,00037 12,3608 0,0722
1x2 0,00003 1 0,00003 0,9275 0,4371
1x3 0,00030 1 0,00030 10,0741 0,0866
2x3 0,00002 1 0,00002 0,5585 0,5328
Erro 0,00006 2 0,00003
Total SS 0,00417 9

* Significativos ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05) R*=0,9856

A superficie foi gerada em relagdo a temperatura e a concentragdo de acido, outro

fator que obteve o valor p muito proximo a 0,05, o que mostrou que a geragdo de HMF

aumenta conforme a temperatura e a concentracao de acido aumentam (Figura 11).
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Figura 11 - Superficie de resposta para a concentragdo de HMF (g L'l) em fun¢do da temperatura e
concentragdo de acido, no hidrolisado de casca de soja obtido em 40 minutos de reagdo.

Baseando-se nos resultados obtidos nas cinéticas e nas andlises estatisticas da
hidrolise da casca de soja, foi possivel constatar que a relagao solido-liquido ndo exerceu
influéncia na maioria das variaveis. Além disso, as concentragdes de xilose e arabinose
demonstraram valores significativos para a curvatura da equacdo, dessa forma, o modelo
linear testado neste planejamento ndo foi ideal, fazendo necessaria a avaliagao dos fatores
significativos utilizando o modelo quadratico que possui pontos axiais na sua composi¢ao.
Conforme as cinéticas obtidas, também foi possivel verificar que as concentracdes dos
acUcares nao atingiram valores 6timos e mostraram tendéncia em continuar aumentando. Ja
as concentragdes dos furaldeidos e do acido acético mantiveram-se abaixo do valor descrito
pela literatura como inibidores de processos fermentativos, isto demonstra que provavelmente
um aumento no tempo de hidrélise seria necessario para melhorar o rendimento na eficiéncia

de hidroélise da celulose e hemicelulose.
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4.2.2. Otimizacao das condi¢oes de hidrolise da casca de soja

Conforme os resultados obtidos no primeiro planejamento experimental para a
otimizagdo da hidrélise 4acida diluida da casca da soja, um segundo planejamento foi
realizado, mantendo a relacdo sodlido-liquido constante em 1:10, variando apenas a
temperatura e a concentracdo de acido sulfurico por 60 minutos de reagdo. A faixa de
variacdo para temperatura foi de 110 °C — 160 °C, para concentracdo de acido sulftrico foi
entre 1,5 — 3 mmol g SS e a cinética foi acompanhada a cada 10 minutos ao longo de 60
minutos. Foi realizado um planejamento composto central 2%, com trés repeticdes no ponto
central a fim de identificar os fatores que influenciavam nas concentragcdes finais dos

acucares (glicose, xilose e arabinose), furaldeidos (furfural e HMF), acido acético e lignina.

4.2.2.1 Cinéticas de Reagao

Considerando-se as cinéticas de reacdo de até 60 minutos, mostradas na Figura 12,
pode-se analisar que as condi¢cdes de temperatura e concentracdo de acido empregadas
influenciaram de forma diferente na liberacio de cada componente da estrutura

lignoceluldsica da casca de soja.
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Figura 12 - Cinéticas de liberagdo de: (A) glicose; (B) xilose; (C) arabinose; (D) acido acético; (E)
furfural, (F) HMF e (G) lignina soluvel, a partir de hidrolise acida diluida de casca de soja durante 60
minutos. Tratamentos (temperatura, °C; relacdo sélido-liquido, g g'l; concentracdo de acido, mmol
H,S0, g' SS): 1 (~*) 118 °C; 1,7 mmol g ' SS, 2 () 153 °C; 1,7 mmol g ' SS, 3 (T*) 118 °C;
2,8 mmol g'SS, 4 (—>—) 153 °C; 2,8 mmol g ' SS, 5 (™) 110 °C; 2,2 mmol g ' SS, 6 (—*) 160
°C; 2,2 mmol g ' SS, 7 (T7) 135 °C; 3 mmol g ' SS, 8 (—°) 135 °C; 1,5 mmol g ' SS, 9 ponto
central (") 135 °C; 2,2 mmol g ' SS.

Para a liberacdo de glicose (Figura 12-A) pode-se verificar que os tratamentos 4 (153
°C e 2,8 mmol de H,SOq, g'1 SS) e 6 (160 °C e 2,2 mmol de H,SO4 g'l SS) mostraram-se mais
eficientes (10,2% e 9% de eficiéencia de hidrdlise, respectivamente). Todavia as
concentragdes de furfural (Figura 12-E) e lignina soluvel (Figura 12-G) encontradas foram
superiores a 1 g L' ¢ 4 g L', respectivamente, valores acima do nivel considerado atoxico

para os microrganismos (PALMQVIST E HAHN-HAGERDAL, 2000b; VILLA et al., 1998).

As cinéticas dos tratamentos 4 ¢ 6 foram diferentes, o tratamento 4 obteve seu maximo de
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liberagdo de glicose aos 40 minutos (4,5 g L), a partir desse ponto a concentragio de glicose
diminuiu e a de HMF aumentou (Figura 12-F). J& o tratamento 6 atingiu o ponto maximo de
liberagdo de glicose (4 g L") em 60 minutos, neste mesmo tempo de reagdo a concentragio
de lignina soluvel atingiu 4,6 g L. A concentragio de HMF aumentou ao longo do tempo de
reagio, atingindo o maximo de 1 g L™ aos 40 minutos, em seguida houve um decréscimo na
concentragdo de HMF, provavelmente devido ao fato da degradagdo do HMF em 4cido
formico e levulinico (GALBE E ZACCHI, 2007).

Quanto a liberagdo de xilose (Figura 12-B), o tratamento 2 (153 °C; 1,8 mmol de
H,SO04 g SS) liberou a maior concentracio de xilose no tempo de 60 minutos (15,8 gL' e
71,1% de eficiéncia de hidrolise), sendo que as concentragdes dos inibidores fermentativos,
como furfural, HMF e &cido acético, permaneceram abaixo dos limites toxicos aos
microrganismos. Entretanto a concentracdo de lignina soluvel foi em torno de 4 g L,
concentracdo esta que, segundo Parajo (1998), ja ¢ considerada toxica para Candida
guilliermondii, por exemplo. O tratamento 4 (153 °C e 2,8 mmol de H,SO4 g”' SS) também se
mostrou eficiente (67,1% de eficiéncia de hidrélise), liberando 14,8 g L' de xilose em 20
minutos de reagdo. Neste tempo, a concentragdo de furfural foi de 0,6 g L™ ¢ de lignina
solavel de 3,5 ¢ L. Quando comparados ambos os tratamentos, pode-se observar que os
valores da eficiéncia de hidrolise foram préximos, no entanto o tempo de reacdo do
tratamento 4 foi 3 vezes menor que o apresentado pelo tratamento 2. Considerando que este
processo poderd ser utilizado em escala industrial a diminuicdo do tempo de reacdo pode
implicar na reducdo de custos operacionais.

Expressivas quantidades de arabinose foram liberadas ja nos primeiros 10 minutos de
reacdo quando se compara as eficiéncias de hidrdlise desta aos demais agucares avaliados
(Figura 12-C). Kabel et al., (2002) observaram que durante a hidrélise, a arabinose foi

removida mais facilmente que a xilose da hemicelulose. Os tratamentos 2 (153 °C e 1,8 mmol
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de H,SO4 g SS) e 7 (135 °C e 3 mmol de H,SO4 g SS) foram os mais eficientes na
liberag@o da arabinose (97% e 93% de eficiéncia de hidrolise, respectivamente), sendo que as
concentragdes obtidas foram de 6,5 g L'e 6,3¢g L' em 60 minutos e 40 minutos de reagao,
respectivamente. Para liberagdo de arabinose, o tratamento 7 podera ser mais viavel para
industria, j4 que emprega menor temperatura e tempo de reacdo com rendimento semelhante
ao obtido no tratamento 2.

Apesar de algumas condic¢des de hidrolise serem consideradas severas, a concentragao
de 4cido acético ndo ultrapassou o valor de 3 g L' em nenhum tratamento testado, valor este
considerado toxico para muitos microrganismos. Porém, pelo grafico podemos inferir que
condi¢gdes que empreguem maiores temperaturas e concentragdes de acido que as utilizadas
neste trabalho podem ocasionar o aumento na concentragdo do mesmo, prejudicando o
desempenho das fermentagdes. Para o furfural e HMF ¢ possivel verificar que temperaturas
acima de 150 °C e concentra¢des de acido superiores a 2 mmol de H,SO4 g SS podem
ocasionar a formagdo desses inibidores em niveis ndo recomendados para o crescimento
microbiano. A lignina soliivel foi o produto de degradacdo formado em maior quantidade nos
hidrolisados, em todas as condi¢des observou-se o aumento da concentragdo de lignina com o
aumento do tempo, nas condi¢des mais severas esse aumento chegou a 5 g L™, concentragio
considerada extremamente toxica para microrganismos (VILLA et al., 1998).

Considerando apenas a maxima recuperacdo da soma dos aglcares (glicose, xilose e
arabinose), o tratamento 2 (153 °C e 1,8 mmol de H,SO4 g'l SS) aos 60 minutos de reacao foi
o mais eficiente entre todos os avaliados. Todavia, neste tratamento houve uma excessiva
liberagdo de compostos toxicos que possivelmente causariam inibi¢ao do crescimento celular
em posteriores processos de bioconversdo deste hidrolisado. Para que esse hidrolisado possa
ser utilizado em processos biotecnologicos uma etapa de destoxificagdo se tornaria

imprescindivel. Todavia, preconizando a aplicagdo da hidrolise 4cida diluida em escala
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industrial, um processo que evite o passo de destoxificacdo ¢ desejavel para reduzir custos e a
complexidade do método (von SIVERS et al, 1994). Sendo assim, uma alternativa
interessante seria empregar um processo de hidrolise 4cida diluida, cujo hidrolisado apresente
a combinacdo da maior concentragdo de agucares com a minima concentragdo inibitéria dos
compostos toxicos.

Com base nos resultados das cinéticas, observou-se que, de uma maneira geral, as
concentragdes dos componentes da casca de soja tendiam a aumentar até os 40 minutos de
hidrodlise, a partir deste tempo as concentragdes permaneciam estaveis ou diminuiam. Além
disso, baseando-se nos pontos centrais observa-se uma maior estabilidade entre os resultados
obtidos até o tempo de 40 min. Alguns casos em que se verificou aumento de concentragdo
apoOs este tempo ndo demonstraram ser aumentos expressivos. Desta forma, decidiu-se por

usar nas analises estatisticas apenas os dados obtidos nesse tempo.

4.2.2.2. Andlises Estatisticas

Pela metodologia de planejamento de experimentos, foram quantificados os efeitos
principais e de interacdes entre os dois fatores que influenciaram as concentragdes dos
acucares (glicose, xilose e arabinose), os furaldeidos (furfural e HMF) e o acido acético. A
curvatura das equagdes foi checada em todos os casos ¢ a falta de ajuste ndo foi significativa
em nenhum deles, o que revela que o modelo quadratico foi adequado para o modelo
proposto para explicar os resultados.

As Tabelas 14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20 apresentam as analises de varidncia (ANOVA)
utilizadas para verificar o nivel de significancia estatistica dos efeitos determinados sobre as
variaveis independentes. As Figuras 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19 mostram as superficies de

resposta geradas a partir da anélise de variancia para cada variavel independente.
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Com relagdo a analise estatistica realizada sobre a concentragdo de glicose liberada
durante a hidrolise da casca de soja em 40 minutos, apenas a temperatura mostrou-se

significativa (p < 0,05) (tabela 14).

Tabela 14 - Analise de varidncia para a concentragdo de glicose no hidrolisado obtido em 40 minutos
de reagao.

Fatores SQ GDL MQ F Valor p
(1) Temperatura (L) 5,3233 1 5,3233 12,529 0,0240*
Temperatura (Q) 0,1123 1 0,1123 0,2643 0,6343
(2) Conc. H,SO4 (L) 1,3149 1 1,3149 3,0948 0,1533
Conc. H,SO4(Q) 0,1073 1 0,1073 0,2526 0,6416
1 (L)x2 (L) 1,0059 1 0,0059 0,0141 09113
Erro 1,6995 4 0,4249

Falta de Ajuste 1,4768 2 0,7384 6,6309 