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Resumo

Materiais lignocelulésicos contém polissacarideos que podem ser
convertidos em aclcares fermentesciveis para obtencao de etanol de
segunda geracao (etanol 2G) e outros bioprodutos. Para essa conversao,
sd0 necessarios processos de pré-tratamento e hidrélise enziméatica
eficientes e eficazes. O objetivo deste trabalho foi otimizar as condi¢ées
de pré-tratamento acido de bagaco de cana-de-acucar visando obter
maiores quantidades desses aclcares. As condicdes experimentais
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do pré-tratamento foram estabelecidas por um planejamento do tipo
Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) 22, variando as
concentracdes de acido sulfdrico (0,1% a 2,9%) e os tempos de reacao
(14 min a 56 min), a 120 °C e com razao sélido/liquido constante de
1:10. Com essa mesma razao, a celulignina foi hidrolisada com Cellic®
CTec 3 (Novozymes), considerando 15 FPU/g de biomassa, a 50 °C por
48 h. Amostras foram retiradas durante esse intervalo e os aclcares
quantificados por HPLC-RID. O melhor resultado de pré-tratamento, em
termos de glicose gerada, foi alcancado com 1,5% de &cido e 56 min, e
foram gerados 24,7 g/L e 29,0 g/L apdés 24 h e 48 h, respectivamente.
Apds 24 h de hidrélise, foram obtidos resultados de conversao da
celulose disponivel entre 26,9% e 42,1%. A anélise estatistica dos
dados mostrou que todas as varidveis, inclusive as interacbes entre
elas, sao significativas para a obtencao de glicose. Esse mesmo perfil foi
verificado para o modelo predito, sendo possivel identificar a regidao de
6timo de conversao.

Termos para indexacao: pré-tratamento, bagaco de cana-de-aculcar,
acUcares fermentesciveis, etanol 2G.



Optimization of Acid
Pretreatment of Sugarcane
Bagasse to Obtain
Fermentable Sugars

Abstract

Lignocellulosic materials have polysaccharides which can be converted
into fermentable sugars to obtain second generation ethanol (2G
ethanol) and other bioproducts. However, efficient pretreatment and
enzymatic hydrolysis processes are needed to perform this conversion.
The objective of this work was to optimize the acid pretreatment of
sugarcane bagasse to obtain higher quantities of these sugars. The
experimental conditions of the pretreatment were established by a
Central Composite Rotatable Design (CCRD) 22, with sulfuric acid
concentration in the range of 0.1% to 2.9% and time of reaction in
the range of 14 min to 56 min, at 120 °C and liquid/solid ratio of
7:10. At this same ratio, the cellulignin was hydrolyzed with Cellic®
CTec 3 (Novozymes) at enzyme loading of 15 FPU/g of biomass and
temperature of 50 °C during 48h. Samples were taken during this time
and the sugars were quantified by HPLC-RID. The best result of the
pretreatment for glucose generation was obtained with 1.5% of sulfuric
acid and 56 min. At this condition, 24.7 g/L and 29.0 g/L of glucose
were generated after 24 h and 48 h, respectively. The conversion of
cellulose after 24 h of enzymatic hydrolysis was in the range of 26.9%
to 42.1%. Statistical analysis of the data showed that all variables
including interactions among them are significant to obtain glucose.
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The same profile was verified with the predict model and the optimum

region of conversion was identified.

Index terms: pretreatment, sugarcane bagasse, fermentable sugars, 2G

ethanol.
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Introducao

O desenvolvimento de produtos a partir de biomassa lignocelulésica é
uma das areas de pesquisa tecnolégica que tem atraido amplo interesse.
Diversos materiais lignocelulésicos podem ser usados para producéao

de etanol, sendo o bagaco de cana-de-aglcar um dos mais promissores
(CARDONA et al., 2010; BETANCUR; PEREIRA JUNIOR, 2010). Os
processos empregados para producdo de etanol a partir desses materiais
incluem: trituracdo, pré-tratamento, hidrélise enzimatica, fermentacao e
separacao/purificacdo (MUSSATO et al., 2010).

A biomassa lignocelulésica possui excelentes mecanismos para proteger
seus carboidratos estruturais da degradacao por microrganismos

e enzimas. Os processos de pré-tratamento da biomassa alteram

seus fatores estruturais (volume e tamanho dos poros, tamanho

da particula e area superficial especifica), sua composicao quimica
(lignina, hemiceluloses e grupo acetil) e fatores da estrutura da celulose
(cristalinidade e grau de polimerizacao). Além disso, o pré-tratamento
aumenta a area superficial, melhorando a acessibilidade da celulose
pelas enzimas na etapa de hidrélise enzimatica (ZHAO et al., 2012).

Entre os processos de pré-tratamento, a hidrélise com éacido diluido

é um dos mais estudados. Esse pré-tratamento pode ser realizado
com diferentes acidos, como acido sulfurico, acido cloridrico, acido
acético e acido fosfdrico. A hidrélise com acido diluido resulta na
solubilizacdo da hemicelulose, separando a biomassa em uma fracao
liquida contendo, predominantemente, pentoses e uma fracao sélida
composta, majoritariamente, por celulose e lignina (MUSSATO et

al., 2010). Dependendo das condicdes operacionais, a fracao liquida
sera constituida de acucares (xilose, glicose e arabinose) e produtos
da decomposicao das hemiceluloses (como oligdbmeros dos polimeros
e acido acético gerado pela hidrolise de grupos acetil ligados aos
acuUcares) e/ou produtos da decomposicdo de monossacarideos (como
furfural, produto da desidratacao de pentoses, e 5-hidroximetilfurfural
(HMF), produto da desidratacdo de hexoses) (GAMEZ et al., 20086).
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Entre as condicdes operacionais que afetam o pré-tratamento acido
estao concentracao do acido, tempo e temperatura. A variacao nessas
condicoes afeta a severidade do pré-tratamento e a composicao da
biomassa de modo diferente durante o processo. Além disso, a razéo
solido/liquido também exerce influéncia no processo, tendo relacao
com a concentracao de xilose e acido acético na fracao liquida
(PEDERSEN; MEYER, 2010; BETANCUR; PEREIRA JUNIOR, 2010). Em
geral, a avaliacao do pré-tratamento tem sido baseada no subsequente
rendimento de monossacarideos apds a hidrélise enzimatica
(PEDERSEN; MEYER, 2010; ALVIRA et al., 2010).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi otimizar as condicdes de pré-
-tratamento acido de bagaco de cana-de-aclcar visando obter maiores
quantidades de acucares fermentesciveis apés hidrélise enzimatica.
Este trabalho foi publicado nos anais do XX Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica - COBEQ 2014 (SCHULTZ et al., 2014) e esta
publicacao visa divulgar e tornar amplo o conhecimento sobre o pré-
-tratamento acido do bagaco de cana-de-acucar.

Materiais e Métodos

A metodologia adotada incluiu o pré-tratamento acido do bagaco de
cana-de-aculcar, bem como sua caracterizacao, hidrélise enzimatica e
andlise do hidrolisado.

Matéria-prima e reagentes

O bagaco de cana-de-acucar utilizado neste trabalho foi gentilmente
cedido pela Usina Jalles Machado, localizada em Goianésia, GO,
Brasil. A biomassa foi seca ao sol e previamente moida em moinho de
martelos. O sélido obtido apdés o processo de pré-tratamento acido,
denominado celulignina, foi utilizado como matéria-prima para hidrélise
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enzimatica. A celulignina é composta basicamente por celulose e
lignina. O &cido utilizado no pré-tratamento foi o acido sulfurico (H,SO,)
P. A. (Vetec, pureza 95%-99%). Na hidrélise enzimatica, foi empregada
a enzima comercial Cellic® CTec 3 (Novozymes).

Pré-tratamento

Diferentes condi¢cdes de pré-tratamento acido foram testadas, variando-
-se 0 tempo de reacdo e a concentracao de acido sulfurico, visando
obter o maior rendimento na obtencao de glicose. As condicoes
experimentais foram estabelecidas por meio de um planejamento
experimental do tipo Delineamento Central Composto Rotacional -
DCCR, incluindo 4 ensaios nas condicOes axiais e 3 repeticdoes no ponto
central. Os valores dos niveis e fatores utilizados no planejamento estédo
especificados na Tabela 1.

A cada 20 g de bagaco de cana-de-acucar, foram adicionadas solucdes
de acido sulfdrico nas concentracoes especificadas na Tabela 1,
observando-se a razao sélido/liquido de 1:10. O pré-tratamento foi
realizado em autoclave a 120 °C, nos diferentes tempos de reacao.
Apds o pré-tratamento, a celulignina (fracdo sélida) foi filtrada, sendo
separada da fracao liquida (licor), rica em pentoses. O licor teve o seu
pH determinado para o célculo do fator de severidade combinado,

com utilizacdo do método descrito por Schell et al. (2003). A fracao
sélida foi lavada por 3 vezes, com 200 mL de dgua destilada em cada
lavagem, e encaminhada para a hidrélise enzimatica.

Tabela 1. Valores utilizados no DDCR para o pré-tratamento acido de bagaco de
cana-de-acgucar.

Fatores -a -1 0 +1 + a
Conc. Acido (%) 0,1 0,5 1,5 2,5 2,9

Tempo (min) 14 20 35 50 56
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Caracterizacao da celulignina e do licor

Para a caracterizacdao do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado, foram
utilizados protocolos propostos pelo National Renewable Energy
Laboratory (NREL). A separacao das fracdes sélidas e liquidas da
biomassa pré-tratada foi feita de acordo com NREL/TP-510-42627
(SLUITER et al., 2008b); o teor de matéria-seca foi quantificado
conforme NREL/TP-510-42621 (SLUITER et al., 2008a) e teor de
glucanas e xilanas segundo NREL/TP-510-42618 (SLUITER et al.,
2012). O licor gerado no pré-tratamento foi analisado em relacao a
presenca de acuUcares, acido acético, hidroximetilfurfural e furfural por
cromatografia liquida (HPLC-RID), com emprego de coluna de troca
ionica (HPX-87H). Os valores de pH do licor foram medidos, de forma
a possibilitar o céalculo do fator de severidade combinado (FSC) dos
ensaios de pré-tratamento (SCHELL et al., 2003).

Hidrdlise enzimatica

A biomassa pré-tratada, ainda Umida, foi suspensa (na proporcao
1:10, em base seca) em tampao citrato de sédio/acido citrico 0,1 M,
pH 5. Para cada grama de celulignina (massa seca), foi adicionado

o correspondente a 15 FPU do complexo enzimatico Cellic® CTec3
(Novozymes). A hidrélise foi realizada em frascos Erlenmeyers de
250 mL, em agitador orbital, sob agitacao constante de 200 rpm, na
temperatura de 50 °C por 48 horas. Aliquotas foram retiradas apds
os tempos de reacaode O h, 2 h,4h,6h,8h,24 he 48 h. As
quantidades de glicose, xilose, celobiose e arabinose geradas apds
hidrélise foram avaliadas por HPLC-RID. As aliquotas referentes aos
tempos 24 h e 48 h foram avaliadas, a partir do mesmo método, em
relacdo a presenca de inibidores.



Otimizacédo de Pré-Tratamento Acido do Bagaco de Cana-de-Actcar ... 13

Resultados

Apés pré-tratamento e hidrélise enzimatica, foram determinados os
valores de concentracao de glicose gerada e conversao de celulose
(glucanas) em glicose, nos tempos de hidrélise enziméatica de 24 h e
48 h. Os resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2. Matriz do delineamento e respostas de glicose gerada e conversao de
celulose em glicose apdés 24 h e 48 h de hidrélise enzimatica.

1 20 0,5 12,8 13,8 27,4 29,5
2 20 2,5 19,6 22,0 36,3 41,0
3 50 0,6 19,8 22,2 39,0 43,8
4 50 2,5 23,6 27,5 39,9 46,7
5 35 1,5 21,6 23,8 39,9 44,0
6 35 1,5 21,7 23,7 40,0 43,8
7 35 1,5 23,2 27,6 41,0 48,9
8 35 0,1 11,3 13,3 26,9 31,8
9 356 2,9 21,7 25,4 37,6 43,8
10 14 1,5 17,1 20,9 32,8 40,2
11 56 1,5 24,7 29,0 42,1 49,6

Nas condi¢cdes de ensaio realizadas, os maiores valores obtidos, tanto
para concentracao de glicose gerada como para conversao de celulose
em glicose, foram obtidos no ensaio 11, com a condicdo de processo
de 1,5% de acido sulfurico e 56 min de reacao, correspondentes

a condicao de maior tempo de reacao e a condi¢cado central da
concentracao de acido. Os menores valores para as variaveis de
resposta foram obtidos nas condicdes de menor concentracdo do
acido sulfdrico, tanto para tempos menores de reacao (ensaio 1) como
para a condicao central (ensaio 8). Nao foi detectada a presenca

dos inibidores: acido acético, furfural e hidroximetilfurfural nos
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hidrolisados enzimaticos obtidos apés 24 h e 48 h de hidrdlise (dados
nao apresentados). O hidrolisado obtido na melhor condicao de pré-
-tratamento continha 2,5 g/L de xilose e nado foi detectada presenca
de arabinose e de celobiose, provavelmente, pela alta eficiéncia da
conversao de celobiose em glicose.

Os licores obtidos em todos os ensaios de pré-tratamento do bagago de
cana-de-acUcar foram analisados em relacao a formacao de possiveis
inibidores. A presenca de acido acético, furfural e hidroximetilfurfural
foi avaliada (dados ndo apresentados). Paralelamente, foi medido o
valor do pH do licor gerado em cada ensaio. Com base nesse resultado,
foi possivel calcular o fator de severidade combinado (FSC) para

todas as condicdes de pré-tratamento, os quais variaram de 0,40 a
1,77. Schell et al. (2003) encontraram valores de FSC entre 0,57 e
2,02 para o pré-tratamento acido de residuos de milho. Fatores de
severidade mais elevados podem indicar maior grau de solubilizacao

da hemicelulose da biomassa utilizada (PEDERSEN; MEYER, 2010), o
que foi constatado nos resultados obtidos no presente trabalho para os
licores oriundos dos diferentes ensaios.

A presenca de furfural e de hidroximetilfurfural nos licores foi
praticamente desprezivel, enquanto acido acético foi detectado em
concentracdes que variaram entre 0,27 g/L e 3,66 g/L. Betancur e
Pereira Junior (2010) também encontraram maiores concentracoes
de &cido acético (4,42 g/L a 11,00 g/L) do que de furfural (0,31 g/L
a 2,25 g/L) e hidroximetilfurfural (0,05 g/L a 0,12 g/L) no licor obtido
no pré-tratamento com &cido sulfudrico de bagaco de cana-de-acucar.
Os maiores valores encontrados por esses autores para concentracao
de acido acético podem estar relacionados com a maior razao sélido/
liguido empregada no pré-tratamento. Analisando-se os resultados do
presente trabalho, foi possivel detectar uma tendéncia de aumento
da quantidade de acido acético formado com o aumento do fator de
severidade. Porém essa concentracdo nao parece ter afetado a hidrélise
enzimatica, pois o ensaio 11 (Tabela 2), que apresentou o melhor
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resultado em termos das variaveis resposta possui um dos maiores
fatores de severidade (1,56).

Para avaliar o efeito do pré-tratamento, a andlise estatistica dos
resultados foi realizada somente para a varidvel resposta conversao de
celulose em glicose, apds 24 h de hidrdlise. Essa escolha ocorreu em
virtude de os melhores resultados terem sido obtidos nesse tempo de
reacao, levando-se em consideracao questoes de produtividade. A Figura
1 mostra o Gréafico de Pareto, que ilustra de forma simplificada o efeito
das variaveis: tempo de reacdo e concentracado de acido sulfurico durante
o pré-tratamento, sob a conversao de celulose em glicose, na hidrélise
enzimatica. Com base nos resultados apresentados, foi possivel verificar
que, tanto os termos lineares quanto os quadraticos e a interacao entre
as varidveis tempo de reacao e concentracao de acido, foram
estatisticamente significativas (p <0,05), na faixa avaliada (Teste ). Os
efeitos lineares das varidveis: tempo de reacédo e concentracado de acido
indicaram que o aumento dessas varidveis acarretou um aumento na
variavel resposta. Os efeitos quadraticos e a interacao entre os fatores
indicou um comportamento oposto (Figura 1).

(1)TempofL) /// 9, 185814

asou //// sss

(JHZSOHL) /// 7542575

. //// -

Tempo(Q) %
A

p=0.05

-2, 58708

Efeitos Estimados {Valores Absolutes)

Figura 1. Gréfico de Pareto dos efeitos estimados (valores absolutos) do tempo de reacéo

e concentracdo de acido sobre a conversdo da celulose (%) em 24 horas de reacéo.
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Com os resultados gerados, foi possivel determinar os coeficientes de
regressao, e, como todos os fatores, inclusive a interacao entre eles,
foram significativos para a varidvel resposta, todos os coeficientes
podem ser inseridos para elaborar um modelo com as variaveis
codificadas, conforme apresentado na Equacao 1. A letra “t” indica o
tempo de reacao e a letra “c”, a concentracado do acido.

Conversao(%) = 39,874 + 3,526t - 1,192t* + 3,054c - 3,813¢* - 1,991 tc (1)

Com base no resultado do teste de analise de variancia (ANOVA)
apresentado na Tabela 3, observa-se que o modelo que descreve

a conversao de celulose em glicose, apés 24 horas de hidrélise, é
adequado, visto que a percentagem de variacao explicada é de 98% e
o teste F de Snedecor mostrou que o modelo é altamente significativo
(FCaIC > Ftab, sendo Ftab = F5,5 = 5,05 para o intervalo de confianca de
95%), satisfazendo os requisitos para a construcado das superficies de
resposta (Figura 2) e validacdo do modelo predito (Equacédo 1) com

variaveis descodificadas.

Tabela 3. ANOVA para a resposta conversao de celulose em glicose apés 24h
de hidrélise enzimatica.

Regressao 278,80 5 55,76 47,3
Residuos 5,90 5 1,18
Total 276,75

% variacdo explicada (R?=97,9); F5,5=5,05

Com base na superficie de resposta (Figura 2), pode ser definida a
regiao de interesse de maior conversao, dentro da faixa estudada.
Verificou-se que a regido de 6timo se encontra nos tempos de reacao
maiores e nas concentracdes de acido préximas do ponto central. Para
validacao dos resultados obtidos, foram escolhidas trés condicdes de
processo, dentro da regido de 6timo, a saber: 39,5 mine 1,9% H,SO,;
53 mine 1,6% H,SO,; 56 mine 1,1% H,SO,.
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Figura 2. Superficie de resposta da conversao de celulose em glicose apds 24 h de

hidrélise enziméatica, em funcao do tempo de reacdo e da concentracao de acido.

Na Figura 3, estdo apresentados os perfis cinéticos da hidrélise
enzimatica das trés condicoes selecionadas. Verificou-se que houve
um incremento na taxa de conversdo de no maximo 12% entre 24 h e
48 h de hidrdlise, indicando que, se fosse realizada uma anélise técnica
e econdmica do processo, provavelmente, o tempo de 24 h seria o
escolhido para hidrélise enzimatica.

Os dados utilizados para construcao do grafico sdao as médias de
triplicatas, com seus desvios padrao. Baixos valores de desvio padrao
foram encontrados, o que indicou uma étima reprodutibilidade dos
dados. Além disso, os valores de conversao foram idénticos nas trés
condicOes testadas, corroborando os resultados encontrados pela andlise
estatistica dos dados, que previu alta significancia do modelo predito.
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No entanto, os resultados de conversao, apds 24 h de hidrélise, obtidos
nesses trés pontos selecionados foram, no maximo, 15% superiores
aos esperados pelo modelo. Como o célculo da conversdo depende
tanto da caracterizacao da celulignina quanto da glicose quantificada
apds hidrélise, acredita-se que esse aumento tenha ocorrido por
questdes inerentes as metodologias utilizadas em ambos os processos.
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Figura 3. Perfil cinético da hidrélise enzimatica de trés condicdes de processo

selecionadas da regido de 6timo de conversao.

Conclusoes

O melhor resultado, em termos de glicose, foi alcancado com

1,5% de acido e 56 min: 24,7 g/L e 29,0 g/L apdés 24 h e 48 h,
respectivamente. Apés 24 h de hidrélise, foram obtidos resultados de
conversdo da celulose disponivel entre 26,9% e 42,1%. As variaveis
estudadas, inclusive a interacao entre elas, foram estatisticamente
significativas. O modelo predito foi estatisticamente significativo, sendo
possivel identificar a regido de 6timo de conversao, a qual se encontra
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nos tempos de reacdo maiores e nas concentracoes de acido préximas
do ponto central.

A presenca de furfural e de hidroximetilfurfural nos licores foi
praticamente desprezivel, enquanto acido acético foi detectado em
concentracdes que variaram entre 0,27 g/L e 3,66 g/L. Foi verificada
uma tendéncia de aumento da quantidade de acido acético formado
com o aumento do fator de severidade combinado nas condicdes de
pré-tratamento testadas, no entanto, ndo houve a indicacao de que a
presenca do acido acético tenha influenciado a hidrélise enzimatica.
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