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EFFECT OF MOISTURE CONTENT IN THE STEAM TREATMENT AND ENZYMATIC HYDROLY SIS OF SUGARCANE
BAGASSE. The effect of moisture content in the steam treatment and enzymatic hydrolysis of sugarcane bagasse was evaluated.
Steam treatment was perfomed at 195-210 °C for 4-8 min using cane bagasse with moisture contents in the range 16-100 wt%

(dry basis). Increased moisture contents not only had a positive influence in recovery of main cane biomass components but also

resulted in better substrates for enzymatic hydrolysis. As a result, drying is not required for optimal pretreatment and enzymatic
hydrolysis of sugarcane bagasse, which can be processed into second generation ethanol immediately after crushing and hot

water washing.
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INTRODUCAO

O etanol € um dos principais combustiveis renovéveis da atuali-
dade e seu uso em grande escala contribui diretamente para a reducao
do uso extensivo de combustiveis fésseis no setor automotivo. Sua
produgdo pode ser obtida a partir de diferentes matérias-primas e por
diferentes tecnologias de conversio, que podem ser de primeira ou de
segunda geragdo. Enquanto as tecnologias de primeira geragao estao
baseadas na fermentagdo alcodlica dos carboidratos presentes, por
exemplo, no caldo de cana-de-aguicar (modelo brasileiro) ou em hi-
drolisados enzimaticos do amido de milho (modelo norte-americano),
as tecnologias de segunda gerag@o utilizam residuos agricolas e
agroindustriais para este mesmo fim.'"* Neste caso, o processo fer-
mentativo € baseado nos carboidratos liberados da biomassa vegetal
por hidrélise da celulose e das hemiceluloses.*

A producdo de etanol a partir de residuos agroindustriais repre-
senta uma das mais importantes alternativas a consolidagdo de um
modelo sustentdvel para a produgido de combustiveis renovaveis.>
Por esta razdo, diferentes tecnologias de pré-tratamento, sacarificagdo
(ou hidroélise) e fermentacio vém sendo estudadas em todo mundo
para demonstrar a viabilidade comercial deste processo.**™ Neste
sentido, a maior parte destes estudos estd orientada ao aumento da
acessibilidade quimica da celulose, buscando reduzir a quantidade de
enzima necessdria para a conversio dos polissacarideos em agucares
fermentesciveis.”!*!!

A explosdo a vapor tem sido proposta como um dos métodos
mais promissores para separar os principais constituintes da biomassa
vegetal e aumentar a sua susceptibilidade a bioconversao.®!>'¢ Este
processo, que atua tanto quimica como fisicamente na estrutura do
material lignoceluldsico, estd baseado no contato direto da biomassa
com vapor saturado a alta pressdo por um determinado tempo de
residéncia no reator, seguido de descompressdo rapida a condigdo
atmosférica (explosao). Ao longo deste processo, as ligacdes quimi-
cas que mantém os componentes macromoleculares da fitobiomassa
fortemente associados sdo em parte quebradas, de forma que, no
momento da descompressao, o material € desfibrado com facilidade
e assim reduzido a particulas menores, aumentando a drea superficial
de contato e diminuindo a resisténcia da parede celular a sacarificagao.

*e-mail: luiz.ramos @ufpr.br

O pré-tratamento por explosdo a vapor pode ser realizado na
auséncia ou na presenca de um catalisador, sendo que o processo
realizado na auséncia de catalisador € comumente denominado auto-
-hidrdlise. Nesta estratégia, a eficicia do pré-tratamento depende da
interacdo entre alguns fatores primarios como temperatura, tempo
de residéncia do material no reator e teor de umidade da biomassa.
A escolha da condi¢do de pré-tratamento (temperatura, tempo de
residéncia e umidade) interfere diretamente no rendimento de re-
cuperacdo dos principais componentes da parede celular (celulose,
hemiceluloses e lignina), bem como na eficiéncia das etapas de
sacarificac@o da celulose e de fermentagdo dos hidrolisados obtidos.
Os maiores percentuais de sacarificagdo da celulose sdo, geralmente,
derivados de condi¢des mais drésticas de temperatura e tempo de
residéncia no reator. No entanto, elevados niveis de decomposi¢ao
dos carboidratos (celulose e hemiceluloses) e de condensagdo da
lignina sdo obtidos sob estas condi¢des, diminuindo o rendimento
de recuperagdo desses componentes e promovendo o acimulo de
inibidores no meio de reagao.

O teor de umidade da matéria-prima também pode interferir nos
rendimentos quantitativos do processo. Estudos de auto-hidrélise de
cavacos industriais de Eucalyptus viminalis, com teores de umidade
variando de 13 a 100% (m/m, base seca), demonstraram que valores
intermedidrios de umidade (e.g., 50%) proporcionaram maiores ren-
dimentos de recuperagdo dos principais componentes da biomassa e
maiores percentuais de sacarificagdo da celulose, quando comparados
aos demais experimentos realizados neste estudo. Tal condi¢do pro-
porcionou hidrélise de 80% da celulose presente no substrato em 72
h de reagdo, empregando 2% de substrato (m/v) e 10 UPF/g (unidades
de papel de filtro por grama) de celulose seca.'®

Estudos realizados com dlamo verde (Populus tremuloides)
demonstraram que, independentemente do tamanho dos cavacos
empregados no pré-tratamento, o teor de umidade inicial ndo teve
efeito sobre a susceptibilidade do substrato a sacarifica¢@o, sendo que
avunica diferenca esteve associada a quantidade de vapor consumido
na auto-hidrélise e, por consequéncia, a um aumento de seus custos
operacionais. O pré-tratamento realizado com cavacos de maiores
dimensodes (23 mm de comprimento, 6,4 mm de largura e 2,8 mm
de espessura) mostrou que 2/3 do vapor utilizado no aquecimento de
cavacos verdes (contendo 100% de umidade) foram consumidos ape-
nas para o aquecimento da dgua presente na madeira.'” Esses mesmos
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autores avaliaram o efeito da umidade de cavacos verdes (108,2% de
umidade apds descongelamento) e secos ao ar (7,16% de umidade)
sobre os resultados de pré-tratamento a vapor a 221 °C por 80 s. Os
resultados mostraram que o uso de cavacos verdes proporcionou
maiores indices de hidrélise e solubilizagdo das hemiceluloses e
maiores niveis de sacarificacio enzimética da celulose do que o uso
de materiais com baixos teores de umidade.'®

O aumento da umidade de 12 para 30% proporcionou efeito
positivo sobre a recuperac@o dos principais componentes da parede
celular de cavacos de coniferas pré-tratados a 195 °C por 4,5 min. Tal
melhora foi atribuida a menor severidade do pré-tratamento, pois parte
do calor latente de vaporizacdo do sistema foi usado para aquecer a
dgua presente no material. Além disso, os substratos obtidos a partir
do material com alto teor de umidade apresentaram melhor desem-
penho frente a hidrélise enzimética.'® Por outro lado, o aumento da
umidade, de 12 para 80%, ndo apresentou mudangas significativas na
composi¢do quimica do bagago de cana pré-tratado a vapor a 205 °C
por 10 min, bem como nos rendimentos de hidrélise enzimdtica e de
fermentagdo alcodlica.”

O presente trabalho teve como objetivo contribuir para a eluci-
dagdo do efeito do teor de umidade do bagaco de cana sobre o seu
pré-tratamento a vapor e susceptibilidade a hidrélise enzimatica,
considerando que, sob condigdes industriais, o bagago apresenta
umidade de 100% (m/m, base seca) apds a moagem para retirada
do caldo. Os parametros utilizados para avaliar o efeito da umidade
sobre o pré-tratamento e hidrélise enzimatica foram os rendimentos
de recuperag@o da celulose e das hemiceluloses apds o pré-tratamento
por explosdo a vapor e o aumento da acessibilidade das enzimas aos
substratos produzidos.

PARTE EXPERIMENTAL
Material

O bagago de cana-de-acticar foi obtido por colheita mecanizada
junto a Inddstria Sucroalcooeira Melhoramentos S/A (Jussara, PR).
Ap6s a coleta, o bagaco foi seco em estufa a 50 °C até 16% (m/m,
base seca) de umidade e estocado a vacuo a 4 °C. A hidrdlise enzi-
matica foi realizada com as enzimas comerciais Celluclast 1.5L FG®
e Novozym 188®, ambas fornecidas pela Novozymes A/S (Bagsvaerd,
Dinamarca). Celluclast 1.5L. FG € uma preparacdo celuldsica pro-
duzida pelo fungo Trichoderma reesei, enquanto que Novozym 188
corresponde a uma preparagéo -glucosidasica de Aspergillus niger.

Métodos

Os teores de umidade das amostras de bagaco in natura e pré-
-tratado a vapor foram determinados gravimetricamente em balanga
de infravermelho (Gehaka IV2000) a 125 °C até peso constante. O teor
de cinzas destes materiais foi determinado segundo as recomendagdes
do relatério técnico NREL/TP-510-42619 do National Renewable
Energy Laboratory (Golden, CO, EUA).

O teor de extraiveis do bagago in natura foi determinado em
aparelho Soxhlet, empregando-se uma sequéncia de trés solventes
em ordem crescente de polaridade [diclorometano, etanol:tolueno 1:2
(v/v) e etanol 95%], seguindo as recomendagdes do relatério técnico
NREL/TP-510-42619. O percentual de cada extrato foi calculado pela
perda de massa em relagdo a massa seca do material originalmente
empregado no ensaio.

O pré-tratamento a vapor (auto-hidrélise) foi realizado utilizando-
-se um reator de ago inox com capacidade para 10 L, provido de
sensores para o acompanhamento da pressdo e da temperatura, além
de vélvulas de controle para entrada de vapor e sua subsequente
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descompressdo. Ao reator estdo acopladas uma caldeira geradora de
vapor, um compressor de ar e um ciclone, empregado para descarga
e coleta do material.

O efeito das varidveis operacionais sobre o pré-tratamento
a vapor e hidrdlise enzimédtica do bagaco de cana-de-acticar foi
avaliado através de um planejamento fatorial de experimentos que
envolveu trés varidveis em dois niveis (2*): umidade do material (16
e 100% m/m), temperatura (195 e 210 °C) e tempo de residéncia do
material no reator (4 e 8 min). Adicionalmente, um ponto central
(PC a202,5 °C por 6 min usando bagago com 58% de umidade) foi
ensaiado em quadruplicata, objetivando a avaliacio da estimativa do
desvio experimental.

Cerca de 230 g de bagago de cana (peso seco) foram indroduzidos
no reator pré-aquecido (Tabela 1). Entdo, a vdlvula superior do reator
foi fechada e as vdlvulas de entrada do vapor foram imediatamente
abertas. A partir deste momento, o aumento da temperatura foi
acompanhado até que o valor desejado fosse atingido, a partir do qual
se iniciou a contagem do tempo de pré-tratamento. A evolucio da
temperatura no interior do reator foi monitorada a cada 15 s, desde
a abertura das védlvulas de pressurizag@o até o momento da explosio
a vapor. O tempo médio para atingir a temperatura desejada foi de
65+ 17s.

Ap6s o pré-tratamento, o bagaco de cana, recuperado no ciclone
em suspensdo aquosa, foi mantido sob agitacdo mecénica por 1 h
na temperatura ambiente, a uma consisténcia de aproximadamente
5% (m/v). A suspensdo foi entdo filtrada em funil de Biichner e
as fibras, retidas em uma tela de nylon, foram dispersas em dgua
para serem submetidas a uma nova etapa de lavagem aquosa, nas
mesmas condicdes de extracdo empregadas anteriormente. Assim,
as amostras foram separadas em fragdo solivel em dgua (BEV-SA),
composta majoritariamente pelo hidrolisado das hemiceluloses, e
fracdo insolivel em dgua (BEV-IA), formada por celulose, lignina e
hemicelulose residual.

A composi¢ao quimica do bagago de cana livre de extraiveis e dos
substratos derivados do pré-tratamento a vapor (fra¢cdes BEV-IA) foi
determinada pelo método de Klason modificado para a quantificacio
gravimétrica da lignina insoldvel em meio dcido.”! O teor de lignina
solivel em meio 4dcido foi determinado por espectrofotometria no
ultravioleta, de acordo com as recomendacdes da literatura especia-
lizada.* A determinagdo de carboidratos nos substratos celulésicos
e seus respectivos produtos de desidratag@o foi realizada nos hidro-
lisados resultantes da determinacdo de Klason, usando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). As andlises foram realizadas em
sistema Shimadzu modelo LC10AD (Kyoto, Japan) com amostrador
automadtico SIL10A, desgaseificador de fase mével DGU14A, forno
de aquecimento de coluna CTO 10A e detectores RID10A para indice
de refracdo e SPD-M10Avp para espectrofotometria no ultravioleta.
A andlise foi realizada em coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) a
65 °C, precedida por pré-coluna Cation-H e eluida com fase mével
H,SO, 8 mmol/L a uma vazdo de 0,6 mL/min. A quantificacdo foi
efetuada por padronizacio externa, com base em curvas de calibragio
construidas para cada analito investigado: celobiose, glucose, xilose,
arabinose, dcido férmico e dcido acético, levando-se em conta os seus
respectivos fatores de hidrélise dcida. Estes fatores, que foram de 0,95
para a celobiose, 0,90 para a glucose, 0,88 para xilose e arabinose e
0,72 para o dcido acético, serviram para converter cada componente
em seus respectivos derivados anidro. Os produtos de desidrataciio
de pentoses e hexoses (furfural e hidroximetilfurfural) também foram
quantificados por CLAE, empregando-se o mesmo protocolo de and-
lise; entretanto, estes produtos nao foram contabilizados nos célculos
do balanco de massas, na forma de seus respectivos carboidratos de
origem. Por outro lado, manose e galactose ndo foram determinadas
nos hidrolisados do bagaco porque ambas coeluem com a xilose no
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sistema cromatografico empregado. No entanto, a contribuico destas
duas hexoses na quantificacio das xilanas do bagago ndo ultrapassou
a faixa de 1 a 2% em relag¢@o a massa seca do material de origem.

Aliquotas das fragdes BEV-SA foram centrifugadas a 10.000 rpm,
filtradas em membrana de nylon de 0,45 um e analisadas empregando
0 mesmo sistema cromatografico descrito acima. Como todas as fra-
¢des BEV-SA apresentaram oligossacarideos em sua constituigdo, foi
necessdria a realizacio de uma etapa complementar de pds-hidrdlise
para garantir uma andlise consistente ¢ um bom fechamento do ba-
lango de massas do sistema. A pds-hidrélise foi realizada com dcido
sulftirico 1 mol/L por 2 h em estufa a 105 °C, seguindo-se a andlise
cromatografica conforme ja descrito.

A hidrdlise enzimdtica dos substratos obtidos apds o pré-tra-
tamento a vapor foi realizada em triplicata, sempre acompanhada
de seus respectivos brancos do substrato e da enzima. Os ensaios
foram realizados em suspensdo contendo 2% de substrato (m/v) em
tampao acetato de sédio 50 mmol/L (pH 4,8) por 72h a45 °Ce 150
rpm, empregando uma mistura de Celluclast 1.5L e Novozym 188°
(Novozymes) com atividades celuldsica de 15 UPF/g e celobidsica de
13,5 UCB/g (unidades celobidsicas por grama) de substrato.

Todos os ensaios de atividade enzimdtica foram conduzidos em
tampdo acetato de sédio 50 mmol/L e pH 4,8. A atividade celuldsica
total foi determinada contra papel de filtro Whatman #1 usando o
dcido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) para quantificar agticares redutores
totais (ART). A atividade celobigsica total foi determinada utilizando
como substrato uma solugdo de celobiose a 15 mmol/L, sendo que
os agtcares soldveis foram analisados por CLAE.?

A liberagdo de acucares durante o processo hidrolitico foi mo-
nitorada por CLAE nos tempos de 4, 8, 24, 48 e 72 h. Aliquotas de
1 mL foram fervidas por 5 min em banho-maria, centrifugadas a
10.000 rpm e imediatamente conduzidas para andlise cromatografica.
Os componentes monitorados por CLAE foram celobiose, glucose e
xilose. Estes valores foram expressos em relagao aos seus polissacari-
deos de origem, através da multiplicac@o por seus respectivos fatores
de hidroélise. Os rendimentos de hidrélise foram, entdo, calculados
em relacdo a quantidade de celulose e hemiceluloses presentes no
bagaco de cana pré-tratado a vapor. Para tabulacdo dos dados de
hidrdlise enzimética, as concentracdes de celobiose e glucose foram
reunidas e expressas em termos de equivalentes de glucose (EqGlc),
ja que ambos sdo carboidratos majoritariamente oriundos da celulose
propriamente dita.

O efeito da umidade do bagaco de cana sobre a hidrdlise enzi-
madtica de substratos pré-tratados também foi avaliado com base no
fator de severidade (R,) do processo de auto-hidrdlise. Tal fator foi
obtido, para cada condi¢@o de pré-tratamento, a partir da férmula
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R, = el™100M4751t onde T (°C) € a temperatura e t (min) € o tempo
de residéncia do material no reator.* Neste caso, o planejamento
experimental descrito acima foi reduzido a duas varidveis em dois
niveis (2?), jd que o tempo e a temperatura foram condensados em
uma tnica varidvel (R,).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O bagaco de cana utilizado foi seco em estufa a 50 °C, para fa-
cilitar a estocagem e evitar perdas por degradacio bioldgica. Neste
sentido, todas as amostras de bagaco com alto teor de umidade,
empregadas no desenvolvimento do planejamento fatorial (Tabela 1),
foram umedecidas com dgua até atingir o teor de umidade desejado.

Inicialmente, a composicdo quimica do bagaco de cana foi
determinada em triplicatas a partir de amostras livres de extrai-
veis, empregando metodologias padronizadas, como o método de
Klason modificado seguido da andlise dos hidrolisados por CLAE.
Como resultado, foram caracterizadas as presengas de 6,7 + 0,2%
de extraiveis totais, 39,3 = 0,3% de anidroglucose, 16,3 + 0,2% de
anidroxilose, 2,3 + 0,1% de anidroarabinose, 3,0 + 0,1% de grupo
acetil, 27,4 £ 0,1% de lignina de Klason (insoldvel em 4cido),
1,2 + 0,1% de lignina soldvel em acido e 2,9 + 0,2% de cinzas,
totalizando 99,2 + 0,9% em relagdo a massa seca do material de
origem. Em geral, esta composi¢do quimica mostrou-se semelhante
a relatada em outros trabalhos disponiveis na literatura, onde a
andlise quantitativa do bagago também foi expressa em relagdo a
matéria seca livre de extraiveis.>*

A Tabela 1 apresenta a influéncia das principais varidveis do
processo sobre a recuperacdo das fragdes insolivel (BEV-IA) e
solivel (BEV-SA) em dgua, abordando tanto os efeitos principais
(temperatura, tempo e umidade) quanto os decorrentes de interagdes
secunddrias e tercidrias entre estas varidveis. A partir destes valores, e
levando-se em consideracdo a estimativa do desvio padrdo experimen-
tal associado a quadruplicata do ponto central (DP), foi possivel ob-
servar que nenhuma varidvel influenciou de maneira estatisticamente
significativa a recuperagio das fracdes solivel (BEV-SA) e insoluvel
(BEV-IA). No entanto, considerando-se um nivel de confianga de
95%, foram observadas influéncias estatisticamente significativas
no rendimento total do processo (fracdes BEV-SA + BEV-I1A),
onde foi constatado um efeito negativo do tempo de pré-tratamento
(t =-4,7) e um efeito positivo da umidade presente no material de
origem (U = 4,6). Este conjunto de observacdes revela que o uso de
menores tempos de pré-tratamento e maiores valores de umidade no
bagaco revertem em maiores rendimentos totais de recuperacdo dos
principais componentes da biomassa, situacdo correspondente aos

Tabela 1. Rendimentos obtidos apds o pré-tratamento e os efeitos calculados em pontos percentuais para as varidveis definidas no planejamento experimental 2°

Rendimentos de auto-hidrélise (%)

Efeitos [2X(E*+ E )/N)]

Exp. Massa (g) Condigdes BEV-SA' BEV-IA! Total' Codigos*  BEV-SA  BEV-IA Total
Bl 224,6 4 min, 195 °C, 16% umidade 21,0 60,2 81,2 t -1,0 -3.8 4,7
B2 2258 8 min, 195 °C, 16% umidade 20,1 59,0 79,1 T -0,8 -2,9 37
B3 2239 4 min, 210 °C, 16% umidade 19,7 60,4 80,1 U 1,7 2,9 4,6
B4 224,1 8 min, 210 °C, 16% umidade 17,0 57,8 74,8 txT -0,6 -2,6 32
B5 2242 4 min, 195 °C, 100% umidade 20,8 65,5 86,3 tx U 0,9 -1,9 -1,0
B6 225,1 8 min, 195 °C, 100% umidade 20,9 64,4 85,3 TxU 1.4 24 -1,0
B7 2274 4 min, 210 °C, 100% umidade 21,6 64,7 86,3 txTxU 0,4 -1,9 -1,6
B8 227,0 8 min, 210 °C, 100% umidade 21,3 54,5 75,8
PC? 226,5+0,2 6 min, 202,5 °C, 58% umidade 18,8+0,8  539+1,3 72212 DP’ 2,5 3,9 3,9

B7*3 227,0 4 min, 210 °C, 100% umidade 22,3 62,3 84,6

' BEV-SA, frac@o solivel em dgua; BEV-IA, fragdo insolivel em dgua; Total = BEV-SA + BEV-1A; 2 PC, média e desvio padrdo do ponto central do planeja-
mento fatorial; * Pré-tratamento realizado com bagaco de cana imido, obtido diretamente da linha de producéo industrial; * Cédigos: t, tempo; T, temperatura;
U, umidade; DP, desvio-padrdo; * Estimativa do desvio padrio experimental (s X Zy5,, ,, 1_5)-
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ensaios B5 e B7 da Tabela 1, caracterizados por rendimentos totais
da ordem de 86,3%.

O fato de um elevado rendimento total também ter sido observado
nas condi¢des do ensaio B7, que envolve uma temperatura elevada
de pré-tratamento (210 °C), sugere a existéncia de um efeito de
interacdo entre as varidveis tempo (t) e temperatura (T), mesmo que
o efeito de interagdo médio (t x T = 3,2) tenha sido inferior ao valor
de desvio utilizado como critério de influéncia (s x t = 3,9). Este
efeito de segunda ordem pode ser mais bem visualizado na repre-
sentacdo geométrica apresentada na Figura 1, que corresponde a um
planejamento 22 extraido do planejamento original (2%), fixando-se a
umidade no seu maior valor (100%). Nesta representagdo, o efeito de
interacdo € evidente, uma vez que o efeito negativo da temperatura
(-9,5) somente se manifesta para o maior tempo de tratamento (8 min).
Para o menor tempo, o efeito da temperatura € negligencidvel, o que
configura um efeito combinado que faz com que maiores rendimentos
possam ser obtidos em qualquer temperatura, desde que o menor
tempo de tratamento seja praticado. O efeito combinado do tempo e
da temperatura na recuperagdo massica do bagaco pré-tratado parece
evidente e esta tendéncia € justificada por perdas na recuperacdo do
substrato ap6s o pré-tratamento, por volatiliza¢do de subprodutos de
reacdo como furfural e hidroximetilfurfural e, eventualmente, por
erros experimentais associados aos processos de extracao.

Durante o processo de pré-tratamento a vapor, todos os

210,04 86,3 75,8
Para umidade 100%
o
]
=}
"é 202,5' 0,0 _9‘5
)
Q
€
i)
195,04 (86,3 85,3
4 6 8
Tempo (min)

Figura 1. Representa¢do geométrica do efeito de segunda ordem entre o
tempo e a temperatura, fixando a umidade em 100%
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componentes da biomassa sofrem hidrélise dcida, mas as hemice-
luloses sdo as mais profundamente modificadas por este tipo de
reacdo. Sob a acdo da temperatura e da pressdo, os grupamentos
acetil presentes nas hemiceluloses sdo hidrolisados a dcido acético e
o0 dcido liberado no meio catalisa a quebra das liga¢des do complexo
lignina-carboidrato, provocando a solubilizagido de grande parte das
hemiceluloses, que sdo facilmente removidas por extragdo aquosa,
sendo que o aumento da acessibilidade das enzimas a celulose ¢
frequentemente atribuida a este fato.'"!*

Com intuito de avaliar o efeito do pré-tratamento sob a remocao
das hemiceluloses, todos os extratos aquosos obtidos apds lavagem
do material pré-tratado foram analisados por CLAE. Os resultados
obtidos demonstraram que algumas amostras continham uma quan-
tidade significativa de oligossacarideos, cuja quantificacio ndo foi
possivel porque o sistema cromatografico empregado ndo era capaz
de resolver adequadamente esses oligossacarideos. Para quantificar
todos os carboidratos presentes nos extratos aquosos na forma de
actcares livres, tais extratos foram submetidos a uma pds-hidrdlise
com &cido sulftrico diluido e os hidrolisados resultantes foram rea-
nalisados por CLAE (Tabela 2).

Os resultados apresentados na Tabela 2 sugerem uma maior influ-
éncia das varidveis na recuperagio da xilose, o que implicou em um
efeito negativo do tempo de pré-tratamento (t = -3,3) e um efeito de
interacdo entre tempo e temperatura (t x T =-2,5). Em func@o destes
efeitos, o maior percentual de xilose na fragdo BEV-SA foi obtido no
menor tempo de pré-tratamento (ver resultado de experimentos B1,
B3, BS e B7), particularmente nos ensaios envolvendo temperatura
de 210 °C (experimentos B3 e B7).

Em todos os pré-tratamentos, a xilose foi o monossacarideo
predominante nos extratos aquosos pds-hidrolisados, seguida da
arabinose e da glucose. Para a glucose e a arabinose, a tnica varidvel
que apresentou um efeito significativo foi o tempo, que influenciou
negativamente os seus rendimentos de recuperacio. No caso do dcido
acético, gerado pela desacetilagao das heteroxilanas (hemiceluloses),
a temperatura foi a Unica varidvel significativa (T = 1,1), indicando
que esta varidavel favorece a sua recuperagdo independentemente
do tempo de pré-tratamento e do teor de umidade, resultando na
desacetilagdo praticamente completa das hemiceluloses presentes no
bagaco. J4 para os produtos de desidratacéio de pentoses e hexoses
(furfural e hidroximetilfurfural, respectivamente), apenas os efeitos
de primeira ordem da temperatura e do tempo de reagao foram sig-
nificativos para a sua formagdo e acimulo nas fragdes soliveis em
agua do pré-tratamento. No entanto, os niveis de HMF e furfural
obtidos ndo foram considerados inibitdrios, quando comparados aos

Tabela 2. Composicdo quimica das fracdes BEV-SA obtidas apds pré-tratamento e os efeitos calculados em pontos percentuais para as variaveis definidas no

planejamento experimental 23

Composigao (g/100g) Efeitos [2Z(E*+ E )/N)]

Exp. AnGlc! AnXyl' AnAra' Acetil! HMF! F! Codigo* AnGlec AnXyl AnAra Acetii HMF F
Bl 1,83 13,69 2,12 2,67 0,03 0,11 t -0,4 -33 -0,5 0,1 0,1 03
B2 1,57 12,08 1,70 3,88 0,05 0,21 T 0,1 1.4 -0,1 1,1 02 0,1
B3 1,94 20,01 1,98 3,79 0,11 0,22 U 0,1 -0.4 0,1 -0,3 0,1 02
B4 1,00 12,00 1,23 3,76 0,16 0,48 txT -0,1 -2,5 0,2 -0,2 0,1 0,1
B5 1,62 14,21 2,31 2,76 0,04 0,12 txU 0,2 1,5 0,2 -0,5 0,1 0,1
B6 1,28 14,13 1,32 2,29 0,05 0,65 TxU 0,3 -1,7 0,2 0,5 0,1 -0,1
B7 1,84 15,71 1,81 4,03 0,15 0,11 txTxU 0,2 0,7 0.4 0,4 0,1 -0,1
B8 1,68 12,10 2,02 3,82 0,33 0,49
PC? 2,61+0,10  20,61+0,70 2,02+0,06 3,37+0,20 0,11+0,02 0,40+0,03 DP’ 0,3 22 0,2 0,7 0,1 0,1

B7% 1,81 14,98 1,13 4,06 0,12 0,09

! AnGlc, anidroglucose; AnXyl, anidroxilose; AnAra, anidroarabinose; HMF, hidroximetilfurfural; F, furfural; > PC, média e desvio padrdo do ponto central
do planejamento fatorial; * Pré-tratamento realizado com bagaco de cana timido, obtido diretamente da linha de produgdo industrial; * Cédigos: t, tempo; T,
temperatura; U, umidade; DP, desvio-padrio; ° Estimativa do desvio padrdo experimental (s X ysq; ,,.1_3)-
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dados relatados na literatura especializada.’**2¢ Niveis superiores
de furfural e inferiores de HMF foram obtidos em estudos de auto-
-hidrélise do bagaco a 205 °C por 10 min, empregando amostras com
diferentes teores de umidade.” Estes autores demonstraram que a
auto-hidrdlise do bagaco seco (13% de umidade) gerou 1,07 ¢ 0,11
2/100 g de furfural e HMF em relagdo ao material de origem (base
seca), enquanto que para o bagago imido (79% de umidade) estes
valores foram de 0,77 e 0,07 g/100 g, respectivamente.

A influéncia da umidade do bagago sobre a composi¢do quimica
da fragdo BEV-IA também foi avaliada em relag@o a estimativa do
desvio padrao experimental. Os resultados obtidos para a composicao
quimica das fragcdes BEV-IA e os valores dos efeitos estao dispostos
na Tabela 3. Os efeitos de primeira ordem foram mais significati-
vos em relag@o aos efeitos combinados (segunda e terceira ordem)
para a recuperag@o de arabinose na fracdo BEV-IA. Tais resultados
evidenciam que condi¢des de pré-tratamento menos drdsticas (ex-
perimentos Ble BS) diminuem a hidrélise dcida deste componente
e que o aumento da umidade de 16 para 100% tem efeito contrario.
Para a xilose, a interag@o entre as trés varidveis empregadas no pré-
-tratamento apresentou efeito positivo (t x T x U = 2,0). Entretanto,
quando os efeitos individuais foram avaliados, o tempo e a temperatu-
ra apresentaram influéncia negativa, enquanto a umidade apresentou
influéncia positiva. Assim, maiores teores de xilose na fracdo BEV-IA
foram obtidos em condi¢Ges mais brandas de pré-tratamento, princi-
palmente quando houve um aumento da umidade de 16 para 100%.
Neste sentido, o maior percentual de xilose nas fibras pré-tratadas
foi obtido no experimento BO5 (14,7%).

Com a remogdo das hemiceluloses por lavagem aquosa, o teor
de lignina dos substratos aumentou em relagdo ao teor de lignina do
bagaco nio tratado (30,7%). Neste sentido, a varidvel responséavel por
tal resultado foi a temperatura do pré-tratamento (T = 2,4), jd que a
umidade apresentou efeito negativo (U =-2,0) e o tempo de residéncia
ndo apresentou efeito estatisticamente significativo. Isto também jus-
tifica o efeito negativo da umidade, jd que o pré-tratamento realizado
com bagaco imido propiciou menor remo¢ao das hemiceluloses,
principalmente de anidroxilose, conforme descrito anteriormente. A
quantidade de glucose na frag¢@o insolivel também foi aumentada em
comparacio ao bagaco original, sendo que o efeito mais significativo
foi a interac@o de trés fatores, que proporcionou um efeito negativo
(tx T x U =-3,8) no seu rendimento de recuperagao.

O balanco de massas dos principais componentes do bagaco tam-
bém foi avaliado em relag@o as variaveis empregadas no planejamento
fatorial e os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 4. Analisando
os valores associados a recuperagdo da glucose, pode-se observar que

Quim. Nova

a interacdo entre trés fatores resultou em um efeito positivo (t x T x
U = 2,3). O melhor rendimento foi obtido no experimento realizado
a 210 °C por 4 min com material seco ao ar (experimento B3), que
resultou na recuperacdo de 88,1% da glucose originalmente pre-
sente no bagaco, sendo 3,3% na fragdo BEV-SA e 84,8% na fracao
BEV-IA. Tendéncias semelhantes foram obtidas para o bagaco de
cana pré-tratado por explosao a vapor a 205 °C por 10 min, onde os
experimentos realizados com o bagago seco (13%) proporcionaram
maior rendimento em rela¢do ao bagago imido (79%).% Entretanto,
estes autores relataram a recuperagdo de 100% da glucose em en-
saios de pré-tratamento realizados com bagago seco, apesar de terem
constatado a presenga de HMF na fragdo soldvel obtida apds o pré-
-tratamento. Portanto, a quantidade de HMF formada no processo
foi provavelmente convertida em glucose para efeitos do célculo do
balango de massas do sistema.

Confirmando a expectativa causada por resultados anteriores,
o tempo de reagdo teve efeito negativo (t = -5,3) e a umidade apre-
sentou efeito positivo (U = 3,3) sobre a recuperagio total da xilose,
mostrando que, independentemente da temperatura, o emprego de
bagaco com maior teor de umidade (100%) sob menores tempos de
residéncia no reator (4 min) maximizou a recuperacdo desta pentose
na fracdo BEV-SA. Os melhores resultados foram obtidos para os
experimentos B3 e B7, ambos realizados a 210 °C por 4 min, em que
a recuperacdo de xilose foi de 87,3 e 89,2% em relacdo ao teor de
hemiceluloses presente no bagaco in natura, sendo 71,9 e 77,2% na
fracdo BEV-SA e 15,4 e 12,0% na fragao BEV-IA, respectivamente.
O efeito mais significativo na recuperagio da arabinose foi a interagio
entre temperatura e umidade, que aumentou o seu rendimento em
9,7 p.p.. Entretanto, a arabinose apresentou menores percentuais de
recuperagdo que a glucose e a xilose, reiterando que este monossa-
carideo € mais susceptivel a hidrélise e desidratacdo, sendo a fonte
mais importante para o acimulo de furfural no extrato aquoso. Os
percentuais de recuperagio de pentoses obtidos neste estudo foram
consideravelmente superiores aos descritos na literatura para o pré-
-tratamento de bagago de cana a 205 °C por 10 min, onde se encontram
registrados valores de 40 a 55% e de 55 a 58% para biomassas com
13 e 79% de umidade, respectivamente.?’ Sobre a lignina, a interagao
entre os trés fatores influenciou positivamente na sua recuperagiao
(tx T x U=5,6) e os experimentos realizados com tempos de resi-
déncia mais prolongados e altos teores de umidade proporcionaram
maiores rendimentos quantitativos deste componente nos materiais
pré-tratados. Por outro lado, percentuais excessivamente altos de
recuperagdo da lignina de Klason foram obtidos sob condi¢des mais
severas (por exemplo, 101% para 210 °C por 8 min) sugerindo que,

Tabela 3. Composi¢do quimica das fragdes BEV-IA obtidas ap6s o pré-tratamento e efeitos calculados em pontos percentuais para as varidveis definidas no

planejamento 23

Composi¢ado (%)

Efeitos [2Z(E*+ E )/N)]

Exp. AnGlc! AnXyl' AnAra' Lignina Cdédigo? AnGlc AnXyl AnAra Lignina
Bl 55,9 8,1 1.9 324 t 1,7 3.8 -0,4 0,3
B2 56,7 53 0,9 31,8 T -0,8 33 -0,4 24
B3 50,6 8.8 1,0 34,1 U -0,4 34 -0,3 -2,0
B4 58,0 2,1 0,8 35,1 txT -0,4 0,1 0,3 -0,1
B5 53,0 14,7 1,2 29,6 tx U 24 1,0 0,2 0,1
B6 56,5 9,7 0,8 30,9 TxU 1,2 -2,1 0,1 -0,2
B7 57,7 7,1 0,7 32,7 txTxU 3.8 2,0 -0,1 -0,8
B3 52,7 6,4 0,7 32,2
PC? 57,9+0,8 5,7+0,1 0,61+0,03 30,7+0,4 DP’ 2,6 0,3 0,1 1,2

B7*3 58,4 6,7 1,4 33,8

! AnGlc, anidroglucose; AnXyl, anidroxilose; AnAra, anidroarabinose; > PC, média e desvio padrdo do ponto central do planejamento fatorial; * Pré-tratamento
realizado com bagaco de cana iumido, obtido diretamente da linha de produgio industrial; * Cédigos: t, tempo; T, temperatura; U, umidade; DP, desvio-padrio;

* Estimativa do desvio padrio experimental (s X fys,, ,, 1_)
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Tabela 4. Rendimento total do pré-tratamento (BEV-SA + BEV-IA) e os efeitos calculados em pontos percentuais para as varidveis definidas no planejamento

experimental 23

Composigdo (%) Efeitos [2X(E*+ E )/N)]

Exp. AnGlc! AnXyl' AnAra' Lignina Cédigo? AnGlc AnXyl AnAra Lignina
Bl 83,0 84,8 83,0 78,6 t 22 -5,3 4,1 8,8
B2 83,5 79,3 74,3 86,2 T 0,9 1,9 -5.2 -3.8
B3 88,1 87.3 64,6 81,5 U 1,9 33 7.5 12,0
B4 78,2 79,5 62,9 85,9 txT -2,9 -0,6 5.1 4,0
B5 83,7 86,7 81,3 98,6 tx U 2,5 1.4 1,1 2,7
B6 84,6 82,8 71,6 100,3 TxU 1,0 0,6 9,7 -5,1
B7 86,2 89,2 79,1 80,1 txTxU 23 0,6 1,6 5,6
B8 85.8 85,3 82,8 101,1
PC? 86,9+0,5 87,7+0,8 77,6+0,1 93,1+0,2 DP’ 1,6 2,5 0,3 0,6

B7*3 88,6 89,8 87,4 82,8

! AnGlc, anidroglucose; AnXyl, anidroxilose; AnAra, anidroarabinose; > PC, média e desvio padrdo do ponto central do planejamento fatorial; 3 Pré-tratamento
realizado com bagaco de cana timido, obtido diretamente da linha de producao industrial; * Cédigos: t, tempo; T, temperatura; U, umidade; DP, desvio-padrio;

* Estimativa do desvio padrdo experimental (s X Zys; ,.1_s)

neste caso, reagdes de condensacio preponderaram sobre reagoes de
hidrdlise. Este fato ¢ importante porque a geracio de materiais poli-
méricos, que se comportam como lignina durante o procedimento de
Klason, j4 foi relatada em estudos de pré-tratamento a vapor de outras
matrizes e estes materiais, devido a suas propriedades hidrofébicas,
causam a perda de atividade especifica por adsorcio irreversivel das
principais enzimas responsdveis pela hidrélise."!>?’

A eficiéncia do pré-tratamento a vapor também foi monitorada
pela hidrélise enzimatica dos substratos resultantes do processo, com
intuito de identificar as condi¢des que produziram substratos de maior
acessibilidade as enzimas (Tabela 5). Neste sentido, o aumento do
tempo e da temperatura do pré-tratamento apresentou efeito positivo
sobre os indices de hidrdlise enzimdtica da celulose, enquanto que
a umidade inicial do bagago apresentou efeito negativo. O melhor
resultado foi obtido para os pré-tratamentos realizados a 210 °C por
8 min e 16% de umidade (B4), onde praticamente toda a celulose
foi hidrolisada a glucose apds 48 h de reacdo, sendo que, em 8 h,
73% da celulose ja tinham sido convertidos a glucose e celobiose.
J& para o experimento realizado com 100% de umidade nas mesmas
condicdes de tempo e temperatura, os percentuais de conversao em
8 e 48 h foram de 65,4 e 97,5%, respectivamente. Estes resultados
mostraram que os substratos obtidos apds o pré-tratamento do bagaco
de cana com 16% de umidade sdo hidrolisados mais rapidamente do
que os substratos obtidos com bagaco contendo 100% de umidade.
Entretanto, apesar da umidade ter apresentado influéncia negativa

sobre o percentual de hidrélise, todos os substratos obtidos sob ele-
vadas temperaturas e tempos de residéncia no reator apresentaram
alta acessibilidade as enzimas em 72 h de reacdo. Naturalmente,
0 bagaco com maior teor umidade exigiu temperaturas superiores
para atingir niveis adequados de severidade no pré-tratamento. Além
disso, substratos obtidos nestas condi¢des apresentaram maior teor
de xilanas em sua composi¢do quimica, o que justifica parcialmente
os resultados de hidrélise enzimatica, ja que hd evidéncias de que a
remocao de hemiceluloses (xilanas) durante o pré-tratamento aumenta
da acessibilidade das enzimas a celulose.?**

O efeito da umidade do bagaco sobre a hidrdlise enzimatica de
substratos pré-tratados também foi avaliado em relacéo ao fator de
severidade (R,) do processo de auto-hidrélise.?* Tal andlise foi realiza-
da com base nos resultados de 72 h de hidrélise da Tabela 5, onde as
condi¢des de tempo e de temperatura foram transformadas no referido
fator (Figura 2). Esta representacdo mostra que a susceptibilidade do
substrato a hidrélise aumenta com o aumento da severidade do pré-
-tratamento e que substratos obtidos com alto teor de umidade (100%)
necessitam de condicdes mais severas de pré-tratamento para que a
celulose seja totalmente hidrolisada pela a¢ao sinérgica das enzimas.

A lignina representa uma barreira para a degradagio enzimdtica
da celulose?-! porque a sua estrutura polimérica tridimensional e
amorfa® promove a adsor¢ao ndo especifica das enzimas sobre a sua
superficie, diminuindo a disponibilidade destas para a sacarificagao
da celulose ou eventualmente ocasionando a sua inativa¢do.*** Por

Tabela 5. Equivalentes de glucose para os tempos de 8 a 72 h de hidrdlise enzimatica e os efeitos calculados em pontos percentuais para as varidveis definidas

no planejamento experimental 2°

Equivalentes de glucose (%)

Efeitos [2X(E*+ E )/N)]

Exp. 8h 24 h 48 h 72 h Cédigo® 8h 24 h 48 h 72 h
Bl 44.4 61,9 75,9 79,9 t 8,0 11,5 12,0 9,4
B2 58,5 72,6 88,2 87,7 T 19,0 21,1 204 19,5
B3 62,3 76,3 88,4 96,1 U -4,0 -4.8 -6,3 -4,9
B4 73,4 86,2 100,7 101,3 txT -3,6 -5,5 -4,5 -5,6
B5 40,2 532 57,5 63,1 txU -4,6 1,2 -0,30 29
B6 49.4 76,5 78,2 85,3 TxU 2,6 7.1 79 4,7
B7 67,6 92,1 94,7 97,2 txTxU -2,1 -5,1 -4.4 -4,3
B8 65,4 94,4 97,5 99,6
PC! 65,1+1,2 82,9+1,1 88,4+1,5 92,0+1,5 DP? 3,7 3,4 4,8 4,8

B7*2 56,40 74,12 88,32 96,41

' PC, média e desvio padrdo do ponto central do planejamento fatorial; ? Pré-tratamento realizado com bagaco de cana timido, obtido diretamente da linha de
produgio industrial; * Cédigos: t, tempo; T, temperatura; U, umidade; DP, desvio-padrdo; * Estimativa do desvio padrdo experimental (s X Zysy, ,;-3)
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Figura 2. Representagcdo geométrica da hidrolise enzimdtica apos 72 h de
reagdo, em relagdo ao fator de severidade do pré-tratamento

outro lado, alguns estudos comprovaram que mudangas na estrutura
da lignina afetam a hidrdlise enzimatica em maior extensdo do que a
quantidade de lignina presente no substrato.’* No presente trabalho,
tanto o percentual de lignina quanto as modificagdes ocorridas em
sua estrutura nio foram suficientes para comprometer a acessibilidade
das enzimas ao substrato, ja que altos indices de sacarificagio foram
observados em todos os ensaios de hidrélise enzimdtica.

Como a secagem em estufa de materiais lignocelulésicos pode
levar a colapsacdo da microporosidade das fibras, levando a uma
provével diminuicao de sua permeabilidade ao vapor, um experimento
complementar (B7* na Tabela 1) também foi realizado a 210 °C por
4 min com amostras de bagaco imido obtidas diretamente da linha
de produgao industrial, ou seja, contendo cerca de 100% de umidade.
Os resultados obtidos foram entdo comparados ao experimento B7,
que foi realizado com bagaco reidratado a esta mesma condi¢do de
umidade. Tais condig¢des de auto-hidrélise foram selecionadas por
terem sido aquelas em que foram obtidos os melhores indices de
recuperagdo de carboidratos, paralelamente aos maiores indices de sa-
carificagdo da celulose. Os resultados de rendimento e de composicio
quimica obtidos no experimento B7*, em comparagdo ao realizado
com amostras reidratadas até atingir o mesmo teor de umidade (B7),
foram muito semelhantes entre si, apresentando apenas uma pequena
diferenga no percentual de arabinose e, por consequéncia, no seu per-
centual de recuperacio (Tabelas 2 a 4). Por outro lado, os substratos
apresentaram o mesmo perfil de acessibilidade enzimatica, mostrando
que as etapas de secagem em estufa e reidratagcdo por aspersdo nio
alteram a susceptibilidade do bagago a auto-hidrdlise (Tabela 5).

Conforme relatado por outros autores, ' altos teores de umidade
influenciaram de forma positiva a recuperagdo dos principais com-
ponentes da biomassa, mas sua influéncia foi negativa em relacéo ao
percentual de hidrélise. No entanto, apesar disto, todos os substratos
obtidos sob elevadas temperaturas e tempos de reagdo apresentaram
conversdo praticamente total em 72 h de hidrélise. Portanto, a secagem
de materiais lignocelulésicos ndo seria necessaria para garantir bons
resultados de sacarificagdo enzimadtica do bagaco. Por outro lado, o
processamento de materiais de baixo teor de umidade comprometeria
em parte o rendimento de recuperagdo dos carboidratos, mas geraria
substratos de acessibilidade superior aos derivados de amostras de
bagacgo com alto teor de umidade.

CONCLUSAO

O pré-tratamento a vapor de amostras de bagaco de cana com alto

Quim. Nova

teor de umidade proporcionou um aumento consideravel nos indices
de recuperagdo de celulose, hemiceluloses e lignina, em comparagio
com experimentos realizados com amostras de baixo teor de umida-
de. Por outro lado, aumentos no teor de umidade apresentaram um
efeito negativo sobre os rendimentos de hidrélise enzimdtica dos
materiais pré-tratados, mas esta influéncia pode ser revertida pelo
uso de condicdes mais drasticas de pré-tratamento. No entanto, o
uso de altas temperaturas e elevados tempos de residéncia no reator
causaram perdas significativas de rendimento que sdo, geralmente,
acompanhadas pela eventual geracdo de inibidores de fermentacio.
Portanto, o pré-tratamento realizado com bagaco dmido, obtido
diretamente da linha de produgio ou reidratado a partir de amostras
de baixo teor de umidade, permite a obten¢@o dos maiores indices de
recuperagdo dos principais componentes da parede celular, paralela-
mente a producdo de substratos celuldsicos de alta susceptibilidade
a hidrdlise enzimatica.
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