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RESUMO

A biomassa lignoceluldsica esta identificada entre as fontes com potencial para
suprir uma parcela de energia consumida pela sociedade, como uma importante
matéria-prima para a producdo de biocombustiveis e outros produtos de valor
agregado, ajudando para o suprimento global. Os materiais lignocelulésicos séo
compostos de celulose, hemicelulose e lignina e quando submetidos ao pré-
tratamento alteram seus fatores estruturais liberando esses acucares. O objetivo do
trabalho é a extracdo de acucares do bagaco de cana-de-aclcar a partir do pré-
tratamento quimico com acido sulfdrico diluido, com um planejamento fatorial de 3
fatores com dois niveis cada, sendo eles quantitativos. Foram adotados os niveis de
5 g e 15 g para massa da amostra, duas variagdes de concentracdo do acido 5% e
10% e a variacado de temperatura 25 °C e 50 °C. A caracterizacao do hidrolisado se
deu através do indice de refracdo e por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para
o indice de refragdo, os ensaios 3, 7 e 8 tiveram maior quantidade de sdlidos
soluveis extraidos, sendo 13,005, 13,025 e 13,010 ° Brix, respectivamente. Segundo
os efeitos obtidos a partir dos resultados do indice de refracdo, o Unico efeito
principal significativo € o aumento da concentracdo de acido que aumenta o indice
de refracdo. Nos resultados obtidos por cromatografia liquida conseguimos
identificar a presenca de glicose, xilose e celobiose nas solu¢cdes e a condicdo que
resultou numa maior extracdo de acucares foi: 15 g de biomassa, 10% de
concentracdo de &cido e temperatura a 50 °C. Com a concentracdo do acido no
limite superior (10%) a extracdo de agucares nesse trabalho foi significativa com
13,025 g L' (solucdo 8). O presente trabalho foi realizado com apoio da
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) -
Caddigo de Financiamento 001.

PALAVRAS-CHAVE: materiais lignoceluldsicos, pré-tratamento quimico, agucares
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PIETA, Fabiana da Silva. State University of West Parana, September 2018.
Utilization of response surface methodology for optimization of sugar
extraction for sugarcane bagasse biomass. Advisor Dr. Reinaldo Aparecido
Bariccatti. Co-advisor Dr. Reginaldo Ferreira Santos

ABSTRACT

Lignocellulosic biomass is identified among the sources with the potential to supply a
portion of energy consumed by society, as an important raw material for the
production of biofuels and other value-added products, helping to provide global
supply. Lignocellulosic materials are composed of cellulose, hemicellulose and lignin
and when subjected to pretreatment alter their structural factors releasing these
sugars. The objective of this work is the extraction of sugars from sugarcane bagasse
from the chemical pretreatment with diluted sulfuric acid, with a factorial planning of 3
factors with two levels each, being quantitative. he levels of 5 g and 15 g for sample
mass, two variations of 5% and 10% acid concentration and 25 ° C and 50 ° C
temperature variations were adopted. The characterization of the hydrolyzate was
done through the refractive index and by high performance liquid chromatography.
For the refractive index, the tests 3, 7 and 8 had the highest amount of soluble solids
extracted, being 13.005, 13.025 and 13.010 ° Brix, respectively. According to the
effects obtained from the results of the refractive index, the only significant main
effect is the increase in acid concentration which increases the refractive index. In the
results obtained by liquid chromatography we were able to identify the presence of
glucose, xylose and cellobiose in the solutions and the condition that resulted in a
higher sugar extraction was: 15 g of biomass, 10% of acid concentration and
temperature at 50 °C. With the concentration of the acid in the upper limit (10%) the
sugar extraction in this work was significant with 13.025 g L-1 (solution 8). The
present work was carried out with the support of the Coordination of Improvement of
Higher Education Personnel - Brazil (CAPES) - Financing Code 001.

KEYWORDS: lignocellulosic materials, chemical pre-treatment, sugars
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1. INTRODUCAO

A crescente preocupacao pela estagnacdo energética aliada a necessidade
de preservar o0 meio ambiente sdo as principais razdoes para a busca por fontes
renovaveis alternativas e viaveis para a producdo de combustiveis sustentaveis
(PEREIRA et al., 2015). Os biocombustiveis, entre eles o bioetanol de segunda
geracdo, sdo alternativas com um potencial promissor, pois para a sua produ¢cao sao
utilizados subprodutos das atividades agricolas, no caso do bioetanol € o bagaco da
cana de agucar (HICKERT, 2010).

A biomassa lignocelulésica esta identificada entre as fontes com potencial
para suprir uma parcela de energia consumida pela sociedade como uma importante
matéria-prima para a producdo de biocombustiveis e outros produtos de valor
agregado, ajudando para o suprimento global de energia. Assim, o Brasil tem
destaque no sentido de substituir os combustiveis fésseis pelo etanol renovavel da
cana-de-acgucar. Além disso, o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agUcar
e, juntamente com os EUA, lidera a producédo mundial de bioetanol, obtendo na safra
de 2017/2018 cerca de 633,26 milhdes de toneladas de cana e 37,86 milhGes de
toneladas de acucar. Ja para o etanol atingiu uma producédo de 27,8 bilhdes de litros
na safra de 2017/2018 (CONAB, 2018; UNICA, 2018).

Segundo MILANEZ et al. (2015) a obtencdo do bioetanol de segunda
geracgdo no Brasil possui potencial para aumentar a produtividade em até 50% com
relacdo a producdo atual. Esse resultado é possivel em razdo da eficiéncia
energética de materiais lignocelulésicos que podem produzir teoricamente, para
cada 10 milhdes de toneladas de biomassa seca, 600 milhdes de galdes de
bioetanol, o que significa aproximadamente 227,12 L/tonelada, e isto considerando
apenas a fracdo celulésica do material (PEREIRA JR. et al., 2008 apud SANTOS,
2012).

Qualquer matéria que tenha em sua composi¢cao acucar ou outro carboidrato
pode ser utilizada como matéria-prima para producédo de bioetanol, entre eles estéo
as madeiras, gramineas e algas (BANSAL et al., 2013). De acordo com os tipos de
carboidratos presentes na matéria- prima, elas podem ser classificadas em trés
grupos diferentes: materiais agucarados, materiais amilaceos e lignocelulésicos,

sendo este ultimo grupo derivado de vegetais que necessitam de pré-tratamento



fisico e quimico para obtencdo de etanol, como o bagaco e a palha da cana, entre
outros (BARCELOS, 2012).

Com relacéo a sua estrutura, os materiais lignoceluldsicos sdo compostos de
32-50% de celulose, 19-25% de hemicelulose, 23-32% de lignina, extrativos, cinzas
e outros componentes menos representativos (SUN et al.,, 2016 e BRIENZO et al,
2014), porém dependendo da espécie da planta, idade, tempo de colheita e
condicdo ou estagio de crescimento, a propor¢cao desses componentes pode variar
(BARCELOS, 2012).

A biomassa lignocelulésica possui excelentes mecanismos para proteger
seus carboidratos estruturais da degradacdo 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
composigdo quimica (lignina, hemiceluloses e grupo acetil) e fatores da estrutura da
celulose (cristalinidade e grau de polimerizagao) (ZHAO et al., 2012).

Entre os processos de pré-tratamento a hidrolise com &cido diluido € um dos
mais estudados. Esse pré-tratamento pode ser realizado com diferentes acidos,
como acido sulfarico, &cido cloridrico, acido acético e &cido fosférico. O pré-
tratamento com acido diluido resulta na solubilizacdo da hemicelulose, separando a
biomassa em uma fracdo liquida contendo, predominantemente, pentoses e uma
fracdo solida composta, majoritariamente, por celulose e lignina (MUSSATTO et al;
2010).

Dependendo das condi¢cbes operacionais, a fracdo liquida sera constituida
de acucares (xilose, glicose e arabinose) e produtos da decomposicao das
hemiceluloses (como oligbmeros dos polimeros e acido acético gerado pela hidrélise
de grupos acetil ligados aos acucares) e/lou produtos da decomposicdo de
monossacarideos (como furfural, produto da desidratacdo de pentoses, e 5-
hidroximetilfurfural (HMF), produto da desidratacdo de hexoses) (GAMEZ et al.,
2006).

Entre as condi¢cOes operacionais que afetam o pré-tratamento acido estao
concentracdo do acido, tempo e temperatura. A variagcdo nessas condi¢cdes afeta a
capacidade do pré-tratamento e a composicdo da biomassa de modo que se
modifiqgue durante o processo. Além disso, a razdo sélido/liquido também exerce

influéncia no processo, tendo relacdo com a concentragdo de xilose e acido acético



na fracdo liquida (PEDERSEN E MEYER, 2010, BETANCUR E PEREIRA JR.,
2010).

O pré-tratamento é realizado com o intuito de aumentar a area superficial da
biomassa, elevar a sua porosidade, reduzir a cristalinidade da celulose (SANTOS,
2012), aumentar a eficiéncia, baixar os custos de producao e diminuir a formacéo de
inibidores (CHATUVERDI; VERMA, 2013). Conhecer extremamente a biomassa que
sera utilizada € necessario para que se tenha uma maior eficiéncia na obtencédo dos
biocombustiveis. Afinal é esta caracterizacdo que ird fornecer informacbes
importantes para que seja determinado o melhor processo ou método a ser utilizado,
e assim, obter maiores rendimentos, minimizar custos e impactos ambientais
(OLIVEIRA, 2013).

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo geral a extracdo de
acucares do bagaco de cana-de-agUcar a partir do pré-tratamento quimico com
acido sulfarico diluido, com um planejamento fatorial de 3 fatores com dois niveis
cada, sendo eles quantitativos. Foram adotados os niveis de 5 g e 15 g para massa
da amostra, duas variacbes de concentracdo do acido 5% e 10% e a variacdo de
temperatura 25 °C e 50 °C. Os objetivos especificos sdo a caracterizacdo do
hidrolisado através do indice de refracdo e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Com isto, pretende-se avaliar o efeito de cada variavel na extracdo do

acucar.



2. REVISAO BIBILIOGRAFICA

2.1. Bagaco de cana de agucar

Como resultado do processo de moagem da cana-de-aclUcar obtém-se o
bagaco, que é um subproduto sélido fibroso, captado no ultimo terno da moenda,
durante a extragdo do caldo bruto para a producdo de agucar. Tem como principal
uso, atualmente, a geracdo de energia térmica e elétrica através de sua combustao
nas caldeiras de alta presséo das usinas (FERNANDES et al., 2017).

O bagaco de cana-de-acucar é uma biomassa rica em acucares complexos
como a hemicelulose e a celulose, carboidratos ndo-fermentaveis. Entretanto, esses
carboidratos sdo formados por monossacarideos fermentaveis, xilose e glicose,
despertando o interesse no estudo dessa biomassa para a fabricacdo de etanol de
segunda geracédo (2G) (FERNANDES, 2018).

Com o crescente aumento da produgcdo agricola h4 um aumento na
producdo de residuos agricolas, o que significa maior atencdo para o
aproveitamento e/ou reciclagem desses materiais (OLIVEIRA; COSTA, 2012). O
bioetanol derivado das biomassas vegetais, como o bagaco de cana de-acuUcar, é
considerado uma das alternativas mais promissoras aos combustiveis fdsseis,
petréleo e carvdo vegetal, ao ser usado como um combustivel renovavel devido a
sua queima ser menos poluente, contribuindo na reducao de emissao de diéxido de
carbono, reciclando gas carbénico (CO2) da atmosfera (FERNANDES, 2018).

O bioetanol possui maior ndmero de octanas, maior inflamabilidade,
velocidade e vaporizacdo do que a gasolina (ELGHARBAWY et al., 2016 e SUN, et
al., 2016). A importancia da discussédo do uso do bagaco de cana-de-acucar para a
indUstria sucro-energética-alcooleira esta na possibilidade de reducao de custos, de
perdas no armazenamento nos patios ao ar livre e dos impactos ambientais (COSTA
e DUARTE, 2010).

Para isso, € necessario um procedimento para liberar esses acucares
presentes na celulose numa forma que possam ser facilmente utilizados. O objetivo
€ obter mais acgucar que possa ser fermentado (OLIVEIRA; COSTA, 2012). Na
Tabela 1 estdo expostos os valores da composicdo média de alguns constituintes do
bagaco de cana em diferentes trabalhos.



Tabela 1 - Valores para a composicdo média dos constituintes do bagaco de cana

Glicose Xilose Arabinose Lignina Lignina Cinzas Matéria
(%) (%) (%) Soluvel Insoluvel (%) Base Seca
(%) (%) (%)
33,8 22 2,4 14 22,5 6,3 91,0
46,0 25,0 2,1 3,2 1,5 2,3 80,1
40,7 16,9 - 23,4 23,4 - 81,0
41,95 21,7 - - 23,61 - 87,3

Fonte: Biswas et al., 2014; Prado et al., 2014; Khuong et al, 2014; Gao et al., 2013;

adaptado pelo autor.

Os componentes quimicos da parede celular das fibras do bagaco variam de
acordo com diversos fatores, dentre eles o tipo de cana, o tipo de solo, as técnicas
de colheita e até o manuseio (PANDEY et al., 2000).

Segundo Gamez et al. (2006) a utilizacdo do bagaco restante viabilizaria
economicamente o investimento necessario para adaptar as usinas de alcool e
acucar para a producdo de etanol lignocelulésico, resolvendo o problema de
abastecimento da industria sucroalcooleira, oferecendo vantagens socioambientais,
além de aumentar o rendimento do processo que passara a utilizar seu residuo
excedente como biomassa para geracao do etanol de segunda geracéao.

2.2. Materiais Lignocelulésicos

A biomassa vegetal é todo material organico, nao féssil, que tenha contetdo
de energia quimica no seu interior; isso inclui todas as vegeta¢fes aquaticas ou
terrestres, arvores, residuos agricolas, residuos agroindustriais, etc. (OMACHI et al.
2004). Ja o termo residuo pode ser definido como aquilo que sobra de um processo
de producéo ou exploracao, de transformacao ou utilizacdo (QUIRINO, 2002).

Os materiais lignocelulésicos de forma geral sdo heterogéneos, duros e
fibrosos, com uma parede celular de estrutura complexa, resistente e recalcitrante.

Séo constituidos por carboidratos como: a celulose (32 a 50%) e a hemicelulose (19



a 25%, como xilose, arabinose e xiloglucana), pectinas, e pequenas quantidades de
extrativos. Os materiais lignoceluldsicos sao impregnados com uma matriz de lignina
(23 a 32%), que da sustentacdo, e que também, € uma barreira mecanica para
protecdo da planta (SUN et al.,, 2016 e BRIENZO et al.,, 2014). Na Tabela 2 é
apresentada a composicao massica dos trés principais compostos para diferentes

biomassas lignocelulésicas.

Tabela 2 - Composi¢cao méassica em diferentes materiais lignocelulésicos

Material Celulose Hemicelulose Lignina
Bagaco da cana 32-48 19-24 23-32
Palha da cana 40-44 30-32 22-25
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Madeira dura 43-47 23-35 16-24
Palha de trigo 37-41 27-32 13-15
Palha de cevada 31-45 27-38 14-10
Casca de cereais 39-47 26-31 3-5
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Espiga de milho 45 35 15
Forragem de milho 38-40 28 7-21

Fonte: Santos et al., 2012.

Dentre as biomassas apresentadas, o bagaco da cana destaca-se por ser
altamente energético e de grande abundéancia, uma vez que sua producdo esta
atrelada ao desempenho da safra da cana de aclcar (ASSUMPCAO, 2015). As
biomassas vegetais sdo fontes de carboidratos renovaveis e de baixo custo,
favoravel ao meio ambiente, sdo matérias-primas na produgédo de biocombustiveis e
produtos quimicos amplamente disponiveis na industria e agricultura (BEHERA et
al., 2014)

Além disso, 0 seu custo de transporte para 0 reaproveitamento é menor,
quando comparado a palha da cana, uma vez que € obtido logo ap0s a extragdo do
caldo, nos processos de moagem, enquanto que a palha é parcialmente deixada na
lavoura com intuito de proteger o solo da proliferagdo de microrganismos e na
reciclagem dos nutrientes (ASSUMPCAO, 2015).



Por outro lado, a obtencédo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos
ndo é tdo simples como aquele gerado a partir de materiais ricos em acucar ou
amido (CHENG; TIMILSINA, 2011). A parede vegetal das biomassas é formada por
fibras de celulose que estédo envolvidas por uma rede de hemicelulose e embebidas
por uma matriz de lignina que estdo fortemente interligadas através de ligacdes
covalentes ou ndo covalentes, como esté representada na Figura 1 (SUN, et al.,
2016).

Essa estrutura complexa dificulta o acesso a celulose na parede celular, por
isso, precisam de um pré-tratamento para modificar sua estrutura, composi¢ao
quimica, o grau de polimerizacdo, cristalinidade, superficie de contato e a
capacidade de adsorcdo da enzima no material para superar essa recalcitrancia e

aumentar a digestdo enzimatica dos polissacarideos (MAURYA et al., 2015, SUN et
al, 2016).

Biomassa Lignocelulésica

' .\Y' Célula vegetal
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Figura 1 — Estrutura da biomassa lignocelulésica (Adaptado de KONDO e POLYM,
1997).

2.3. Celulose



A celulose (CeH100s5) € o principal constituinte da parede celular das
biomassas vegetais (lignoceluldsicas). E um homopolissacarideo caracterizado por
possuir uma cadeia longa e alto peso molecular e também por ser um dos materiais
poliméricos mais abundantes na natureza (SUN, et al., 2016). As hidroxilas sdo os
grupos funcionais predominantes; a celulose pode ser linear e uniforme, formada por
unidades repetitivas (monémeros) de celobiose (dimero de glicose), unidas entre si
por ligacdes B-1,4-glicosidicas (ASSUMPCAO, 2015).

Moléculas de celulose ligam-se entre si, paralelamente, por meio de
hidrogénio que déo origem as fibrilas que unem a lignina e hemicelulose. A dificil
acessibilidade da celulose a reagentes e catalisadores e insolubilidade na maioria
dos solventes € devida a esta associacdo de polimeros, o que explica a sua baixa
reatividade e elevada resisténcia a acdo microbiana (SANTOS et al, 2012).

Os grupos funcionais de hidroxilas (OH) existentes em sua estrutura
estabelecem ligacdes intramoleculares entre grupos hidroxilas da mesma molécula e
intermoleculares entre grupos hidroxilas de cadeias adjacentes, de forma a permitir a
formacdo de fases cristalinas, representadas na Figura 2. As ligacGes
intramoleculares séo responsaveis pela formacéo das fibras vegetais enquanto as
ligacdes intermoleculares conferem a rigidez a celulose (HENRIKSSON;
LENNHOLM, 2009).



Ligagoes de hidrogénio -
_ intermoleculares:

“ ligacbes responsaveis
pela rigidez a parede
celular,

Ligagoes de hidrogénio - -
intramoleculares: /
ligages responsaveis |
pela formagdo da fibrila
elementar.

Figura 2 - Representacdo estrutural da celulose com as liga¢des B-1,4 da cadeia e
as ligacoes de hidrogénio (Adaptado de Canilha et al., 2012).

2.4. Hemicelulose

Outro constituinte das plantas séo as polioses ou hemiceluloses que nao
constituem uma Unica substancia, mas sim uma mistura de polissacarideos de baixa
massa molecular, os quais estdo associados com a celulose e a lignina (SAHA,
2003).

As hemiceluloses representadas na Figura 3 sao polissacarideos
constituidos por unidades de acucares diferentes ligados entre si. Possuem uma
cadeia curta e ramificada e, em funcéo disso, sdo mais reativas que a celulose. As
ramificagcbes proporcionam a menor energia das ligagdes. Além disso, uma maior
absorcdo de agua se da devido a seu carater amorfo, o que contribui para a maior
flexibilidade das fibras e também, maior area especifica (ASSUMPCAO, 2015).
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Figura 3 - Representacdo das unidades de polissacarideos que compdem a
hemicelulose (MORAIS et al., 2005).

Dentre o0s acucares que as compdem, as xilanas ou pentoses sao
predominantes. Sao formadas pela condensacéo de unidades de xilose, associadas
a grupos acetil, arabinosil e glucoranosil. As hidroxilas (OH), seguidas das ligacoes
acetil (COCHs) nos anéis dos acucares e das ligacBes éster aos grupos acetil, sdo
os grupos funcionais mais abundantes na hemicelulose. A hemicelulose de
gramineas, como 0 bagaco da cana de acucar, € formada majoritariamente por
xilanas altamente acetiladas (PITARELO, 2013).

Quando comparada a celulose, a hemicelulose é mais propensa a sofrer a
hidrolise devido a sua estrutura ramificada. A sua degradacéo por hidrélise acida ou
por oxidacdo sdo as alternativas mais comuns (ASSUMPCAO, 2015). Segundo
Ayala (2012) a sua degradacao por acidos é mais viavel por atacar mais facilmente
as ligacdes éster e acetil, provocando a formacao do acido acético, o qual torna o
meio reacional ainda mais &cido, permitindo assim o avanco na degradacdo de

NOVOS grupos.

2.5. Lignina
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A lignina é a segunda macromolécula organica mais importante e abundante
dentre os materiais lignocelulésicos. Ela confere rigidez, impermeabilidade e
resisténcia aos ataques de microrganismos e a degradacdo oxidativa (AGBOR et al.,
2011).

O seu desenvolvimento acontece de maneira gradual e vai sendo
incorporada & estrutura durante o crescimento vegetal. E um polimero amorfo e
hidrofébico constituido por moléculas aromaticas e grupos alifaticos. Sua estrutura é
formada por diversos mondmeros de fenil propano ligados por diferentes tipos de
ligacdes, como a do tipo carbono-carbono (C-C) ou tipo éter (ROR’), tais como as
hidroxilas (OH), carbonilas (CO), carboxilas (COOH), ésteres (RCOOR’) e ligagbes

etilénicas (CH2) representadas na Figura 4 (ALVES, 2011).
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Figura 4 - Representacao estrutura da lignina (ROSA E GARCIA, 2009).

O teor de aromaticos na lignina é elevado e isto € resultado da intensa
polimerizacdo desidrogenativa dos seus precursores, sendo eles: alcool coniferilico,
alcool sinapilico e alcool p-cumarilico. A concentracdo destes alcoois nos materiais
lignoceluldsicos depende da espécie do vegetal, e 0o bagaco da cana como uma
graminea, possui os trés precursores citados acima. A lignina recobre os demais
polissacarideos dificultando os processos fermentativos na obtencdo do etanol
(ASSUMPCAO, 2015).

Segundo Pitarelo (2013) a lignina € essencial para a sobrevivéncia da planta
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por exercer o transporte de agua e nutrientes e também por ser responsavel pela
resisténcia mecanica da planta, assim como sua protecdo contra a degradacgao
quimica e enzimatica. Devido a sua estrutura quimica ser complexa para a producéo
do E2G é necessario “desmontar” a parede celular do vegetal, retirando a lignina, de

forma a permitir o aproveitamento da glicose existente na celulose.

2.6. Diferentes pré-tratamentos utilizados em biomassas lignoceluldsicas

No processo de obtencdo de etanol celulésico, o objetivo € “desmontar” a
parede celular para utilizar os polissacarideos como fonte de acuUcares fermentaveis,
como esta representado na Figura 5. No entanto, ja foi salientado o qudo complexa
€ a estrutura da parede e o quao “delicado” deve ser este processo de desmonte
para preservar intactos os aglUcares que serdo usados para fermentagdo
(BUCKERIDGE et al., 2010).

Pré-tratamento

Figura 5 - Representacdo do efeito do pré-tratamento na estrutura da biomassa
lignocelulésica (MOSIER, et at., 2005).

No processo de separacdo e aproveitamento dos materiais lignocelulésicos,
varios métodos de pré-tratamento vém sendo apresentados, podendo estes serem
classificados em fisicos (tratamento mecanico por trituragdo, moagem, ultrassons e
micro-ondas), quimicos (liquidos ibnicos, agentes oxidantes, acidos, alcalis,
solventes organicos e AFEX- explosdo com solugcdo de amoénia), fisico-quimicos
(explosao a vapor d’agua, fluidos supercriticos e a auto hidrélise com agua liquida

quente) e biologicos (acdo de enzimas), além da possivel combinacao entre eles. O
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material a ser tratado e a finalidade proposta sao dois fatores que determinam o
melhor tipo de pré-tratamento, pois todos o0s processos tém vantagens e
desvantagens relacionadas ao modo como ocorrerdo as alteracdes quimicas da
parede celular (ASSUMPCAO, 2015).

Na tabela 3 sdo apresentados os diferentes tipos de pré-tratamento que
podem ser utilizados, bem como seus fatores de modificagdo, vantagens e

desvantagens.

Tabela 3 - Tipos de pré-tratamento de biomassas lignocelulésicas

Pré- Fatores Vantagens Desvantagens
tratamentos
Fisicos Moagem e trituragdo; Reducdo tamanho da Alto gasto energético; N&o
Radiacdo e particula; Reducdo remocdo de lignina e
temperaturas. cristalinidade. hemicelulose e Formagéao de
inibidores
Alcalinos e AFEX Remocéao da lignina; Formacéo de sais
(expansdo da fibra Despolimerizacdo da irrecuperaveis; Baixa
em amonia) hemicelulose. eficiéncia em residuos com
alto teor de lignina e
corrosao.
Quimico Acidos Remocdo da hemicelulose; Necessidade neutralizacao;
altera estrutura da lignina. Ataque pouco efetivo a
lignina e corroséo.
Agentes Oxidantes Remocéo efetiva a Necessidade ajuste de pH
hemicelulose; Baixa do reagente.
degradacdo da celulose;
Ndo geragdo de residuos
sélidos.
Solventes Organicos Remocdo da lignina e Necessidade remocdo do
(organossolv) hemicelulose; Obtengéo da solvente residual; Formagéo
lignina com alto grau de de inibidores; Alto custo na
pureza. recuperacao do solvente.
Biologico Micro-organismos Remocéao lignina e Maior tempo de residéncia;
(Fungos) hemicelulose; Baixo gasto Alto custo; Taxa de hidrolise
energético; Ideal para baixa; Menor rendimento em
materiais com alto teor de acgulcares.
carboidratos.
Fisico- Explosdo a vapor, Aumento da area Equipamentos resistentes a
Quimico Explosdo a CO: e superficial; eficiéncia alta pressdo; Alto controle
LHW. energética das variaveis de processo;

Etapa adicional para
remocao da lignina.

Fonte: Assumpcéao, 2015.
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Quando se obtiver uma maior efetividade no processo de hidrélise, além de
maior conversdao dos polimeros de celulose e hemiceluloses em acucares
fermentesciveis e ter o minimo de perda ou degradacdo dos acUcares, o objetivo do
pré-tratamento foi alcangcado com sucesso (ASSUMPCAO, 2015).

Os tratamentos feitos a partir dos métodos fisicos incluem vérios tipos de
moedores, entre eles estdo os moedores de bola, moedores de atrito, além de
compressado, irradiacdo e expansdo da fibra em ambnia (AFEX). Esse pré-
tratamento tem como vantagens proporcionar o aumento da digestibilidade
enzimatica, aumentando a &rea superficial da biomassa lignoceluldsica e reduzir a
cristalinidade da celulose. Porém, possui desvantagens: alto gasto energético, nao
remocao de lignina e hemicelulose e formacédo de inibidores (ISHIZAWA et. at,
2009).

No pré-tratamento bioldgico € feito o uso de fungos, bactérias ou enzimas
(lacases) para a deslignificacdo e reducdo do grau de polimerizagdo da celulose e
hemiceluloses. Nesse tratamento as vantagens sao: baixo gasto energético,
processo limpo e ideal para materiais com alto teor de carboidratos. Porém, suas
maiores desvantagens sdo: ser um processo lento para ser aplicado industrialmente,
os fungos e as bactérias ndo sdo seletivos, assim, além de degradarem as
hemiceluloses e lignina, degradam a celulose e o alto custo das enzimas (SANTOS;
COLODETTE; QUEIROZ, 2013).

Para o pré-tratamento fisico-quimico € feito um aquecimento (160 a 290 °C)
rapido da biomassa lignocelulésica com vapor de alta pressdo (20 a 60 bar) sem
adicdo de qualquer substancia quimica. O resultado da explosdo de vapor € uma
mistura que fica mantida por um periodo até promover a hidrélise das hemiceluloses,
e finalizada com uma descompressao explosiva. Esse pré-tratamento € nomeado de
explosdo a vapor ou pré-tratamento de auto hidrélise (BALAT; BALAT; CAHIDE,
2008). As vantagens sao: baixo consumo de energia, ndo envolvimento de reciclo.
Entre as desvantagens estéo: etapa adicional para remocéo da lignina, alto controle
das varidveis de processo e equipamentos resistentes a alta presséo
(ASSUMPCAO, 2015). Esse tipo de tratamento é considerado a opcdo com maior
custo-beneficio para residuos agricolas (BALAT; BALAT; CAHIDE, 2008).
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2.7. Pré-tratamento quimico com acido

O pré-tratamento &cido utiliza principalmente solu¢des acidas (cloridrica,
sulfurica e fosforica) responsaveis pela decomposicédo da hemicelulose. Em razao do
baixo custo, o &cido sulfarico é preferivel quando comparado ao cloridrico e
fosférico. Fatores como concentracdo &cida e temperatura da reagdo séo limitantes,
pois condicbes severas podem favorecer a degradagdo da celulose e da
hemicelulose, com a formacdo do furfural, 5- hidroximetilfurfural (5-HMF) e acido
acético, caracterizados por serem fortes inibidores de fermentacdo (SARKAR, et al.
2012).

O acido diluido quando usado no pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica
pode gerar produtos de degradacdo, porém ainda sdo menores do que usando o
acido concentrado. Além disso, a digestibilidade do material pré-tratado tem uma
boa relacdo com a remocédo da fragdo hemicelulésica (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).
No pré-tratamento com &cido diluido ocorre a hidrélise das hemiceluloses em
acucares como xilose, arabinose, entre outros que sdo sollveis em agua, e tem
formacéao de residuo solido rico em celulose e lignina (SAHA, 2003).

Pitarelo (2013) verificou que sdo necessarias etapas de moagem e lavagem
antes do pré-tratamento acido. A moagem aumenta a area superficial e a lavagem
reduz o teor de cinzas e impurezas na biomassa. Isso ocorre devido a area
superficial do bagaco e o teor de cinzas atuarem como um efeito tamponante sobre
a acdo do acido, o que pode resultar num consumo maior de acido para a obtencao
do pH adequado aos processos do pré-tratamento. Para Saha (2003) um pH
desfavoravel pode afetar sua eficiéncia de conversdo, uma vez que o pH baixo ou
alto pode prejudicar o microrganismo da fermentacdo sendo assim, necessario ser
corrigido para a sua utilizagdo nos processos fermentativos.

S&o dois os tipos de processos usando acido diluido: o primeiro utiliza
temperaturas superiores a 160 °C; o outro trabalha com temperaturas inferiores a
160 °C (SAHA, 2003; SUN, 2002). Para Canilha et al. (2011) a condi¢cdo 6tima
determinada foi: concentracdo do acido sulfurico em 2% (m/m), tempo de residéncia
de 30 minutos e temperatura de 150 °C. A composicao final do bagaco pré-tratado
sélido deu-se em 8,76% de hemicelulose, 56,52% de celulose e 29,93% de lignina.

Por sua vez, Manzoor (2012) verificou que a condicdo de 4% H2SO4 a 180

minutos provocou maior grau de remocao da lignina chegando a 82%. No entanto,
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essa condicdo degradou a celulose de forma bem acentuada, cerca de 88%.
Dependendo das condi¢cbes utilizadas, entre 80% a 95% de agucares na
hemicelulose podem ser recuperados em uma moderada temperatura nesse tipo de
processo (BALAT; BALAT; CAHIDE 2008).

Entre as literaturas citadas, o &cido sulftrico indica respostas positivas e
eficazes quanto a remocdo da hemicelulose, ndo s6 no bagaco de cana, mas
também em outras biomassas, como 0 sorgo e o bagaco de laranja, entre outros.
Em relacdo aos fatores como concentracdo do acido, temperatura, quantidade/tipo
de biomassa e o tempo sdo os mais influentes e interferem de forma significativa
(ASSUMPCAO, 2015; KHALIL et al., 2015).

2.8. Indice de refracéo por refratdmetro

Lei de Snell-Descartes, também conhecida como lei de Snell ou lei de
Descartes ou ainda, simplesmente, lei de refracdo, se resume a uma expressao que
da o desvio angular sofrido por um raio de luz ao passar para um meio diferente do
gual ele estava percorrendo. Cada meio apresenta um tipo "resisténcia” a passagem
da radiacdo. Essa resisténcia também depende do comprimento de onda da
radiacdo e muda com a temperatura. Essa tal "resisténcia" é conhecida como indice
de refracdo (PILLING, 2011).

Os fend6menos de reflexdo e de refragdo da luz acontecem quando um feixe
de luz passa pela interface que separa dois diferentes meios de propagacéo

transparentes, conforme diagrama apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Reflexdo e refracdo de um feixe de luz ao passar de um meio de
propagacéo para outro (TOGINHO; ZAPPAROLI; PANTOJA, 2008).

Um raio luminoso monocromatico proveniente do meio 1 incide sobre a
interface que separa os dois meios. Parte da luz incidente retorna ao meio 1, sendo
chamada de luz refletida e parte penetra no meio 2, mudando a direcdo de
propagacdo, sendo denominada luz refratada. O angulo entre a direcdo normal a
superficie (N) e o raio de luz incidente, o raio de luz refletido e o raio de luz refratado
sdo definidos como angulo de incidéncia 61, angulo de reflexdo 61, angulo de
refracdo 02, respectivamente. A normal (N) é a semi-reta perpendicular & interface
gue separa os dois meios de propagacdo, com origem no ponto de incidéncia da luz
(TOGINHO; ZAPPAROLI; PANTOJA, 2008).

As caracteristicas do meio podem ser alteradas pela adicdo de outra
substancia no liquido em andlise, alterando sua refracdo e alterando a dire¢gdo de um
feixe de luz ao trocar de meio; nesse caso, a passagem do ambiente para a solucéo
liguida. Essa mudanca para uma solucdo de acucares € medida em graus Brix para
a determinacdo do angulo de refragdo. O refratbmetro mede este desvio e retorna
um valor de indice de refracdo que € comparado com um padrdo previamente
calibrado (CALDAS et al., 2015).

Brix (°Bx) € uma escala numérica que mede a quantidade de sélidos
soluveis em uma solugdo de sacarose. A escala Brix € utilizada na indastria de
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alimentos para medir a quantidade aproximada de acucares em sucos de fruta,
vinhos e na industria de agucar. A escala de Brix, criada por Adolf F. Brix (1798 -
1870), foi derivada originalmente da escala de Balling, recalculando a temperatura
de referéncia de 15,5°C. A quantidade de sélido soluvel € o total de todos os solidos
dissolvidos em agua, comecando com acucar, sal, proteinas, acidos e etc. Ja os
valores de leitura medidos € a soma de todos eles. Uma solucdo de 25 °Bx tem 25
gramas do acUcar da sacarose e 75 gramas da agua nos 100 gramas da solucdo
(PILLING, 2011).

2.9. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os métodos classicos para a determinacdo de acucares em biomassas séo
baseados na técnica de cromatografia. Nas Ultimas décadas, os métodos
cromatograficos, principalmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia, tornaram-
se muito populares para a determinacdo de acucares, sendo atualmente bastante
utilizada na indastria farmacéutica, uma vez que tém a capacidade de separar,
identificar e quantificar os compostos presentes numa mistura (COLLINS; BRAGA,
BONATO, 2009).

Os seus principais componentes sdo um sistema de bombas, um sistema de
injecdo da amostra, a coluna cromatografica, o detector e um sistema que permite
registrar e fazer o tratamento da resposta analitica do detector — software e
computador (Figura 7) e tem como objetivo principal separar individualmente os
diversos constituintes de uma mistura por meio de uma interagéo entre as moléculas

da amostra e de duas fases, uma estacionaria e outra movel (SILVA, 2016).
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Figura 7 - Componentes de um sistema HPLC (Adaptado de SILVA, 2016).

No sistema de bombas acontece a circulagdo da fase moével a um
determinado fluxo ao longo de todo o sistema cromatografico, podendo ser
programado para efetuar a introducdo dos componentes da fase moével em
proporcdes variaveis. A fase movel flui continuamente através do sistema de injecéo,
por meio da fase estacionaria constituida pela coluna cromatografica. Na solucao da
amostra eluida ocorre a separacdo dos componentes mediante a interacdo dos
mesmos simultaneamente com a fase moével e a fase estacionaria. A fase movel faz
o transporte da amostra através do caminho cromatografico gerando dados como
tempo de retencdo, intensidade, area e concentragdo de uma determinada
substancia (OLIVEIRA, 2016; SILVA, 2016).

Na coluna cromatogréfica ocorrem diferentes interagbes, as quais sao
classificadas como: particdo, absorcao, exclusdo ou troca ibnica. A classificacdo da
separacao deve-se aos diferentes tipos de enchimento na coluna cromatogréfica, por
sua selecédo para uma determinada analise, e influencia significativamente o método
de separacgdo, podendo este ser afetado tanto na seletividade como na eficiéncia de
separacdo dos analitos de interesse e a sua capacidade é determinada pelo
comprimento, didmetro e pelo material de recheio (SILVA, 2016).

Os componentes, ao sairem da coluna, seguem para o detector que
transforma a quantidade de substéncia recebida em sinais eletronicos e transfere
estes dados para um sistema de captura de sinais, normalmente um computador

acoplado ao cromatografo. Existem varios tipos de detectores, sendo que a escolha
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dependera fortemente das caracteristicas quimicas ou fisicas das espécies a se
detectar. Os detectores de HPLC devem possuir varias caracteristicas, entre elas:
alta sensibilidade, seletividade, linearidade (correspondente ao aumento da
concentracdo do analito), pouco sensivel as variagcbes de temperatura e fluxo,
preciso e com reprodutibilidade (OLIVEIRA, 2016; SILVA, 2016).

Em suma, a cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sua aplicacdo
considerada indispensavel em varios laboratorios, tendo como suas principais
vantagens a utilizacdo de pequenos volumes de fase moével, bem como menores
guantidades de analito, alto poder de resolucéo, separacfes rapidas, monitorizacao
continua do eluente, medidas quantitativas aperfeicoadas, analises repetitivas e
reprodutiveis com a mesma coluna e automacgdo do procedimento analitico e do
manuseio dos dados. Porém, tem como desvantagem o fato de ser caro devido a
pureza elevada dos reagentes utilizados e ao elevado custo do equipamento e da
manutencdo e calibracdo periddica associada (GUIMARAES; COLLINS, 1997;
SILVA, 2016).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizagao do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biodiesel na Universidade
Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), campus Cascavel cuja localizacao
geografica é definida pelas coordenadas 24°59' de Latitude Sul (S) e 53°27’ de

Latitude Oeste (W) e altitude de 781 metros acima do nivel do mar.

3.2. Coleta do Bagaco de cana

O bagaco de cana de acuUcar utilizado no presente estudo foi coletado em
diferentes estabelecimentos comerciais que vendem caldo de cana no municipio de

Cascavel, Parana.

3.3. Preparo da biomassa

O bagaco de cana, ap0s o0 processo de moagem para a obtencao do caldo,
encontra-se impregnado por acucares residuais, extrativos e outros compostos
inorganicos sollveis em agua. Sendo assim, a etapa de lavagem e secagem foi
necessaria a fim de remové-los. Para etapa de lavagem, a biomassa coletada foi
deixada em repouso por 2 horas em agua destilada e apos foi para o processo de
secagem em estufa com circulacao de ar forgado por 12 horas a 65 °C.

A Ultima etapa foi a adequacéo e padronizacao do tamanho do bagaco para o
pré-tratamento. Segundo Sarkar et al. (2012) a reducdo do tamanho das particulas
pode gerar melhores resultados, mas também se forem muito pequenas podem
formar aglomerados no fundo do recipiente e interferir negativamente nas etapas de
pré-tratamentos. Desta forma, no presente trabalho foi determinado o tamanho da
particula de aproximadamente 5 cm e posteriormente triturado em um processador

doméstico para melhor reducéo da granulometria e aumento da area superficial.
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3.4. Preparo das solucdes para o pré-tratamento

Para o pré-tratamento &cido foi utilizado o acido sulftrico diluido e foram
necessarias a preparacdo e adequacao prévia do reagente para a etapa de pré-
tratamento. A solucdo concentrada do &cido foi diluida nas proporcbes de
acido/agua 1:10, 1:15 e 1:20 (v/v) e utilizada sem padronizacgéao.

O acido sulfurico (H2S04) foi escolhido devido a sua efetividade aliado ao
baixo custo quando comparado a outros acidos. Na Tabela 4 estdo as
especificacdes do acido sulfurico.

Tabela 4 - Especificagdes do Acido Sulfurico

Caracteristicas Especificacao
Formula quimica H2S04
Massa Molar 98,08 g mol
Densidade 1,84 gcm?
Ponto de Ebulicao 338 °C
Pureza 98%

Fonte: Casquimica, 2011

3.5. Pré-tratamento da biomassa com acido sulfurico diluido

Para avaliar a influéncia das varidveis: quantidade de biomassa,
concentracdo de acido e temperatura na extracdo dos acucares foi empregado um
planejamento fatorial completo de 23, feito em duplicata e com trés repeticdes no
ponto central. Foram adotados os niveis de 5 e 15 g para massa da amostra, duas
variacdes de concentracdo do acido 5% e 10% e a variacdo da temperatura 25 e 50
°C. Para o ponto central foram usados 10 g para massa da amostra, 7,5% de
concentracdo do acido e temperatura de 37,5 °C. A listagem dessas combinacdes,
gue é chamada de matriz de planejamento, esta apresentada na Tabela 5.



Tabela 5 - Planejamento Fatorial 23

23

Fatores: Limite Inferior (-) Limite Superior

)
A - Massa (g) 5 15
B — Concentrac&o (%) 5 10
C - Temperatura (°C) 25 50
Ensaios A B C

1 5(-1) 5(-1) 25 (- 1)

2 15 (+ 1) 5(- 1) 25 (- 1)

3 5(-1) 10 (+ 1) 25 (- 1)

4 15 (+ 1) 10 (+ 1) 25 (- 1)

5 5(-1) 5(- 1) 50 (+ 1)

6 15 (+ 1) 5 (- 1) 50 (+ 1)

7 5(-1) 10 (+ 1) 50 (+ 1)

8 15 (+ 1) 10 (+ 1) 50 (+ 1)

9 10 (0) 7,5(0) 37,5(0)

Os bagacos foram pesados em balanca analitica e adicionados em béqueres

de 250 e 600 mL, seguidos da adicdo de 100 mL de acido sulfarico diluido. Para um

melhor resultado, ao adicionar o acido a amostra € recomendado esmaga-la com um

pistilo de ceramica, para melhor agregar ambos. Posteriormente, foi colocado em

banho Umido, marca Sieger, com termémetro digital, por 40 minutos, como

representado na Figura 8. Apds isso foi separado o liquido do bagaco e colocado em

ambiente refrigerado para posterior analise.
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Figura 8 - Banho umido com term6metro digital.

As especificacdes do banho iumido sédo expostas na Tabela 6.

Tabela 6 - Especificacdes do Banho Umido

Caracteristicas Especificacdo Técnica
Capacidade 6 litros
Poténcia 600 W
Precisao de temperatura +0,5°C
Faixa de trabalho Temperatura ambiente até 60 °C
Diametro Interno (AXLxC) 150 x 150 x 300 mm
Peso 4,100 kg

Fonte: Sieger, 2012

3.6. Quantificacéo dos agUcares

3.6.1. Determinagéo de solidos soluveis por refratdmetro

O teor de solidos soluveis totais (SST) permite verificar a diluicdo ou
concentracdo de caldos apds processamento. Expresso em °Brix tem-se o
percentual, em peso, de solidos totais (agucares, polissacarideos, proteinas,
minerais) dissolvidos no caldo.
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As analises foram realizadas em refratbmetro de bancada. O equipamento
foi calibrado com agua destilada.

Para a analise das solu¢des foram colocadas, com a ajuda de uma pipeta,
de trés a quatro gotas da amostra no prisma do refratdmetro. Ao olhar pela ocular do
refratbmetro, observa-se uma escala que aparece no campo visual, deve-se ajustar
a distancia focal com a ocular do instrumento. Apds, sO anotar a leitura da escala

gue corresponde a posicdo da fronteira. As analises foram feitas em duplicata.

3.6.2. Determinacdo de monossacarideos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

As analises foram realizadas no equipamento da Shimadzu, modelo LC- 20A
Prominence, com coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H* (8%) (300 x 7.8
mm) a 65 °C. A fase movel consistiu de uma solucdo de acido sulfurico (H2SOa4)
0,005 N, com fluxo de 0,6 mL min. A solucédo foi diluida de 1:10 (v/v) utilizando
agua ultra pura. O ajuste do pH foi feito de acordo com o método de Sluiter et al.
(2008) com carbonato de célcio (0,23 g). Apos foram filtradas em cartuchos de
filtracdo Sep Pak C18 (para remocdo de interferentes) e depois em filtro com
membrana 0,45 um (para remocao de particulas). O volume injetado da solucéo foi
20 pL. Os carboidratos (celobiose, glicose, xilose, arabinose) foram quantificados
pelo detector de indice de refracdo (RID — 10A).

Para a analise quantitativa foram feitas curvas padrfes, utilizando a faixa de
0,05; 0,075; 0,15; 0,25; 0,35; 0,5; 1,0 e 1,5 (g L) para celobiose, glicose, xilose e
arabinose. As andlises foram feitas em duplicatas.

3.7. Anélise Estatistica

A andlise estatistica e tratamento de superficie dos efeitos de cada variavel,
quantidade de biomassa, concentracdo do &cido e temperatura sobre a
concentragdo de agucares, foi realizada utilizando o software Chemoface (verséo
1.61). Este programa possibilitou a obtencéo das superficies de resposta em funcéo
das variaveis estudadas, bem como os efeitos significativos, o p-valor para
regressao e a falta de ajuste, com nivel de significancia de 95%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacao de Solidos Solaveis (° Brix)

As médias e desvio padrdo dos sélidos solUveis estdo apresentados na
Tabela 7. Podemos observar que as solucbes 3, 7 e 8 se destacaram com 13,005,
13,025 e 13,01 ° Brix, respectivamente. Na solugdo 5 obtivemos a menor extracao,
com 6,56° Brix.

Tabela 7 - Média e desvio padrdo dos sélidos sollveis obtidos por refratdmetro em °
Brix

Ensaios Massa(g) Acido (%) Temp. (°C) ° Brix

1 -5 -1)5 (-1) 25 7,03
+0,029
2 (+1) 15 -1)5 (-1) 25 12,54
+0,678
3 -5 (+1) 10 (-1) 25 13,005
+0,007
4 (+1) 15 (+1) 10 (-1) 25 7,035
+0,021
5 -5 -1)5 (+1) 50 6,56
+0,664
6 (+1) 15 -1)5 (+1) 50 7,035
+0,035
7 -1)5 (+1) 10 (+1) 50 13,025
+0,007
8 (+1) 15 (+1) 10 (+1) 50 13,01
+0,014
o* (0)10 (0)7,5 (0)37,5 9,37
+0,0005

Para as triplicatas das solugdes obtidas no ponto central temos uma refragéo

meédia de 9,37 ° Brix e um desvio padrao de 0,0005. No presente trabalho, as
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variaveis massa e temperatura mostraram pouca influéncia na extracdo dos soélidos
solaveis em relacdo a concentracdo do acido que a 10% nos deu um melhor
resultado. Neste contexto, devemos lembrar que um pré-tratamento eficaz é
caracterizado por varios critérios, entre eles minimizar a demanda de energia, evitar
a necessidade de reducédo das particulas da biomassa e ter um reagente de baixo
custo (TAO et al., 2011).

Na pesquisa de Lima (2011) obteve-se uma média de 19,28 ° Brix para
diferentes variedades de bagaco de cana de acucar, onde a extracao foi via Soxhlet,
com agua, durante 10 h. Ja para Pietrobon (2008) o hidrolisado de bagaco de cana
foi entre 7,80 e 10,60 ° Brix. O autor utilizou junto com a acao de enzimas 0,5% de
acido sulfurico a 121 °C por 30 minutos em autoclave.

No estudo de Ahmed (2012), com pré-tratamento combinado entre fisico
(cortar, moer, ferver) e quimico (NaOH 2%; 85 °C; 1 h e H2SO4 10%; 100 °C; 30 min)
obteve entre 80 e 50 ° Brix, respectivamente. Ja Oladi (2017) estudou duas
variedades de bagaco da cana a partir de um pré-tratamento com hidréxido de
amonio, com temperatura entre 116-220°C por um tempo de 30-60 min. Nesse
experimento o brix obtido foi de 9 e 13.

Segundo os efeitos obtidos pelo tratamento dos resultados (Tabela 8), o
Unico efeito principal significativo € o aumento da concentracdo de acido, que

incrementa o indice de refracdo em 0,0051.

Tabela 8 - Efeitos significativos das variaveis e suas interacdes

Efeitos Erro t P Significativo
Massa () -0.00012 0.0003 -0.4100 0.6885 Nao
(X1)
Concentracgao 0.0051 0.0003 16.8102  3.3597x101° Sim
(%) (X2)
Temperatura 0.00012 0.0003 0.4100 0.6885 N&o
(°C) (X3)
X1*X2 -0.0046 0.0003 -15.1702  1.2011x10° Sim
X1*X3 0.00037 0.0003 1.2300 0.2405 Nao
X2*X3 0.0046 0.0003 15.1702  1.2011x10° Sim
X1*X2*X3 0.0039 0.0003 12.7101  1.0455x10°% Sim

Nivel de confianca a 95%.
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As interacbes massa/acido, acido/temperatura e acido/massal/temperatura
sdo significativas. Porém, o aumento do acido e da massa diminui o valor de indice
de refracdo em -0.0046. J& o aumento de &cido e da temperatura incrementa o
indice de refracdo de 0.0046 e por ultimo o efeito entre as interacdes das 3 variaveis
estudadas causa um aumento de 0.0039 no valor médio do Brix.

Nesse sentido, € importante enfatizar que as condi¢des operacionais de pré-
tratamentos descritos na literatura, como concentracdo acida, temperatura e massa

variam amplamente.

4.2. Determinacao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana-de-acUcar foi obtido por
meio de um pré-tratamento empregando acido sulfarico diluido, conforme descrito no
item 3.5. As curvas padrbes dos acucares, 0os cromatogramas obtidos e suas
respectivas areas e os tempos de retencdo de cada aclcar estdo apresentadas no
Apéndice A e B.

A Figura 9 apresenta as concentracbes médias dos monossacarideos e
dissacarideos presentes no hidrolisado hemicelulésico obtidos a partir do pré-
tratamento. Trés amostras foram caracterizadas por HPLC: duas amostras que
tiveram maior indice de °Brix (3 e 8) e o ponto central. Nao houve a presenca de
arabinose em nenhuma das solu¢fes analisadas.

De acordo com os dados obtidos a etapa de pré-tratamento forneceu um
hidrolisado hemicelulésico no ponto central (10 g; 7,5% e 37,5 °C), de 3,51; 2,83 e
1,20 g L? de glicose, xilose e celobiose, respectivamente. Para a solucédo 8, sua
composicdo foi de 8,14; 4,58 e 0,10 g L' de glicose, xilose e celobiose,
respectivamente.

Analisando as duas solugbes, observamos que com o0 aumento da
concentracéo de glicose ocorre a diminuicdo da celobiose, isso porque a celobiose
faz parte da unidade estrutural da glicose (ROSSETO, 2011). Souza (2016) utilizou
um pré-tratamento hidrotérmico para o bagaco e a palha da cana de acucar e

concluiu que sua melhor condicdo para a extracdo de celobiose (3,37 g L?) foi a 195
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°C durante 10 min, porém, diminuiu a extracdo de glicose (1,32 g L) nessa
condicao.

8,1386
8
7
7,6
2 4,5785
wv
a
© 4 3,5055
= 2,834
< 3 :
- 1,2172 1,1978
1 0,4347 0,3099
0
3 8 Ponto Central
Amostras

Celobiose m Glicose mXilose

Figura 9 - Composi¢édo média do hidrolisado hemiceluldsico obtidos por HPLC.

Nesse estudo, considerando apenas as solucdes 3 e 8 (Tabela 9), a melhor
condicdo para a extracao da glicose foi 15 g de biomassa, 10% de concentragéo do
acido e 50 °C. Apesar da concentracao do acido ter sido no limite superior (10%), 0os
valores de glicose obtidos ndo foram superiores a 8,14 g L%, o que pode ser
explicado pelo fato de que quando a temperatura da reacdo é inferior a 120 °C, a
glicose pode ter sido liberada principalmente das cadeias laterais da hemicelulose,
pois a celulose geralmente ndo € hidrolisada nas condi¢cdes operacionais
comumente utilizadas por este tipo de processo. Desse modo, a glicose obtida
procedeu em maior parte da fracdo hemicelulésica (AGUILAR et al., 2002; LIU et al.,
2012).

No estudo realizado por de Amores et al. (2013) que utilizou uma extracéo
de explosado a vapor com o pré-tratamento a 215 °C por 5 min e 200 g de bagaco de
cana resultou no maior valor de celulose, 63,9%. Porém em temperatura de 230 °C
diminuiu para 55%. Ja para a hemicelulose os maiores valores (53%) se deram em
temperaturas inferiores a 200 °C. Para Liu et al. (2012) o rendimento da glicose

aumentou significativamente apds 120 minutos a 150 °C.
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Tabela 9 - Concentracdo média e desvio padrdo dos acucares glicose (gli), xilose
(xil) e celobiose (celo) presentes no hidrolisado de bagaco de cana, segundo as
condicOes estabelecidas obtidas por cromatografia liquida.

Ensaios Massa Acido Temp. Gli. (gL Xi. (gL Celo.(gL") Total(gL?)
(9) (%) (°C)

3 5 10 25 0,435 1,217 - 1,652
+0,027 +0,054

8 15 10 50 8,138 4,578 0,309 13,025
+0,103 +0,179 +0,031

9* 10 7,5 37,5 3,515 2,834 1,207 7,556
+0,020 +0,007 +0,058

Segundo Liu et al. (2012) a temperatura elevada favorece a desagregacéo
da cama de protecéo da lignina em volta das fibras da hemicelulose e permite que o
acido sulftrico hidrolise a hemicelulose em xilose. No entanto, ele salienta que o
tempo de reacdo longo e as temperaturas de reacdo muito elevadas facilmente
causam a degradacao da xilose em furfural.

Pietrobon et al. (2011) realizou dois pré-tratamentos, um acido (H2SOa4 0,5
%) e um alcalino (Ca(OH)2 3%) a 121 °C por 30 min. Para o pré-tratamento acido
obteve 3,51 mg mL de xilose e 0,27 mg mL de glicose. J& para o pré-tratamento
alcalino obteve-se 0,01 mg mL de glicose e 0,01 mg mL de xilose.

Para Cheng et al. (2008) que também avaliaram o hidrolisado hemicelulésico
do bagaco de cana (10% m/m) com acido sulfarico diluido (1,25%) em autoclave a
121 °C por 2 h, a composicéo do hidrolisado encontrado foi 17,1 g L' de xilose, 7,2 ¢
Lt de glicose e 0,5 g L de celobiose. Milessi et al. (2012) observou valores de
aclcares em seu hidrolisado (12,45 g L* de xilose e 0,67 g L de glicose) com o
mesmo &cido (100 mg H2SO4 g de matéria seca, 121 °C por 20 min) a partir do
bagaco de cana, obtendo resultado semelhante ao estudo de Antunes et al. (2014)
gue utilizou as mesmas condi¢des e extraiu apenas xilose (10,90 g L).

A partir dos resultados apresentados é possivel afirmar que o pré-tratamento
utilizado neste trabalho foi eficiente em relacdo & disponibilizacdo da fracdo

celulésica, uma vez que houve uma quantidade significativa de agucares extraidos.
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4.3. Andlise estatistica

Para uma visualizagdo com maior clareza da influéncia dos fatores sobre a
extracdo de acglcares durante o pré-tratamento acido de bagacgo de cana-de-acglcar
as superficies de resposta foram geradas para o indice de refracédo (Figura 10, 11 e
12) em funcdo dos fatores significativos das variaveis independentes analisadas.

Ao analisar a superficie de resposta para a extracdo de sélidos soluveis,
pbde-se perceber que concentracdo do acido e a massa na Figura 10, foram os dois

principais fatores que interferiram na extracdo do hidrolisado hemicelulésico.

1365~

indice de refracio

Concentragéo (%)

Massa (g)

Figura 10 - Superficie de resposta para quantidade de solidos solUveis extraidos em
funcdo das variaveis massa (g) e concentracao do acido (%) a uma temperatura de
37,5°C.

Para essas duas Vvariaveis independentes, o maior nivel (+1) de
concentracédo do acido e o menor nivel (-1) da quantidade de massa resultou em um
hidrolisado com maior quantidade de sodlidos soluveis, ou seja quanto menor a
guantidade de massa e maior concentracdo do acido, mais solidos soluveis foram

extraidos.
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A superficie de resposta em fungdo das variaveis massa e temperatura nao
apresentaram acao significativa na extracdo do hidrolisado como pode ser

observado na Figura 11.

1.345 4.7

indice de refracio

50

Temperatura (°C) a0 5 Massa (o)

Figura 11 - Superficie de resposta para quantidade de solidos solUveis extraidos em
funcdo das variaveis massa (g) e temperatura (°C), com concentracdo do acido a

7,5%.

Quando a quantidade de massa e a temperatura estdo no nivel superior (15
g e 50 °C) ou inferior (5 g e 25 °C) temos uma maior quantidade de sélidos soluveis,
0 que € interessante, pensando na praticidade e viabilidade econémica, porém,
como essa superficie de resposta é praticamente um plano, os efeitos da massa e
da temperatura sdo pequenos.

As variaveis temperatura e concentracdo de acido foram significativas na

extracao dos sélidos soluveis, como esta representada na Figura 12.
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indice de refracio

25" 4 Concentragéo (%)
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Figura 12 - Superficie de resposta para quantidade de solidos sollveis extraidos em
funcdo das variaveis temperatura (°C) e concentragdo de acido (%), com quantidade
de massa em 10g.

Pode-se observar que quando a temperatura e a concentracdo de &cido
estdo no nivel superior (+1) o hidrolisado tem maior percentual de extracdo de
sélidos soluveis. Os aumentos da temperatura e da concentracdo do acido
favorecem a extracdo e aumentam os valores de sélidos soluveis.

De acordo com o estudo realizado por Canilha et al. (2011) sobre o pré-
tratamento de bagago com H2SO4, a temperatura foi o fator de maior influéncia sobre
a solubilizacdo dos carboidratos do bagaco, seguido da concentracédo do acido e do
tempo. Entretanto, no estudo com o mesmo &cido realizado por Neureiter et al.
(2002) os autores concluiram que a concentracdo do acido foi o fator que mais
influenciou na solubilizacdo dos acucares do bagaco, mas que a temperatura foi o
fator de maior influéncia sobre a formacao de furfurais.

Segundo os dados mostrados na Tabela 10 no ajuste da superficie, o p valor
para a regressdo e a falta de ajuste foram inferiores a 5% (1,19x10%; 4,22x10%
respectivamente), devido ao efeito das interacbes das trés variaveis que é
significativo, indicando que os coeficientes da equacéo sado adequados, mas existe

falta de ajuste.
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Tabela 10 - Analise de variancia para o ajuste de superficie

Somados Grausde Médiadasoma F p —valor

guadrados liberdade dos quadrados

Regresséo 2.77x10* 6 4.61x10° 10.5040 1.19x10*
Residuo 6.59x10° 15 4.39x10°®
Falta de ajuste  6.11x10° 2 3.05x10° 82.1211  4.22x10%
Erro puro 4.83x10° 13 3.71x107
Total 3.42x10* 21

Nivel de confianca a 95%.

Com os resultados obtidos, verifica-se que as variaveis empregadas nesse
estudo foram significativas, entretanto, os efeitos da concentracdo do acido possuem

uma maior influéncia na extracéo, seguidos da massa e temperatura.
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que o pré-tratamento quimico com &cido sulfarico foi eficiente na
extracdo de acucares do bagaco de cana-de-aclcar. A utilizacdo do planejamento
fatorial (23) foi de fundamental importancia para determinar qual melhor condicéo na
remocao desses compostos.

Para o indice de refracdo, as solug¢des 3, 7 e 8 tiveram maior quantidade de
solidos soluveis extraidos. Para a solugdo 3 foram 13,005 ° Brix sob as condi¢6es de
5 g de biomassa, 10% de concentracdo de acido e 25 °C a temperatura. Ja para a
solucéo 7 foram 13,025 ° Brix com 5 g de biomassa, 10% de concentracdo de acido
e 50 °C a temperatura. Ainda para a solucado 8 com 13,01 ° Brix foram utilizadas as
condi¢cdes maximas (15 g; 10%; 50 °C) do pré-tratamento.

Segundo os efeitos obtidos a partir dos resultados do indice de refracéo,
conclui-se que o unico efeito principal significativo € o aumento da concentracédo de
acido que aumenta o indice de refracdo. Entretanto, as interagcbes massa/acido,
acido/temperatura e acido/massa/temperatura sao significativos. O aumento do
acido e da massa diminui o valor de indice de refracéo, jA 0 aumento de acido e da
temperatura incrementam o indice de refragcdo. Por dltimo, o efeito entre as
interacdes das 3 variaveis estudadas causa um aumento no valor médio do Brix.

Nos resultados obtidos por cromatografia liquida, conseguimos identificar a
presenca de glicose, xilose e celobiose nas solu¢cdes e concluir que a condicdo que
resultou numa maior extracdo de acucares foi: 15 g de biomassa, 10% de
concentracdo de acido e temperatura a 50 °C. Com a concentracdo do acido no
limite superior (10%) a extracdo de acgUcares nesse trabalho foi significativa com
13,025 g L (solucéo 8).
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Apéndice A. Curva padrao da concentracao de celobiose, glicose e xilose.

APENDICES
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Apéndice B. Cromatogramas obtidos e suas respectivas areas e os tempos de
retencdo de cada aguUcar.

Tempos de retencdo dos acucares (cromatograma):
- 9.166 = celobiose

- 10.950 = glicose

-11.612 = xilose

- 12.465 = arabinose

e Cromatograma da curva padrédo dos acucares
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Total 697767 21416 100.000 100.000
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e Cromatogramas da solucéo 3 feitas em duplicata
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Usando o valor da area, substitui-se o0 y da equacgédo da reta e calcula-se com as
equacdes das curvas padrdo a concentracdo de acUcar para se obter o resultado em
g L. Exemplo: = (21715 — 11687) / 220766 * fator de diluicdo = concentragcdo em g L.



e Cromatogramas da solucédo 8 feitas em duplicata
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e Cromatogramas do ponto central feitas em duplicata

1
mV
7 | 8 Det A Ch1
J 1%
1 &
] | ||
] | | © I
] 8 |
] | % | | |'|: | |
27 | 3 | i || |
| \ [ |
] { |II| | | l
7 (l | i |
i | I\ | I|
1+ N [
J VL \ [
- \ A |
7 | T .-_-___'xd J"\_ |
0o J — — — / _—
] V
——— ———— —— ———T ——
0 10 15 20 25 30
min
1 Det ACh1/
PeakTable
Detector A Chl
Pealst Ret. Time Area Height Area % Height %
1 9.632 32230 1343 16.593 20.731
2 10.936 893543 3195 46.099 49.333
3 11.696 72467 1939 37.308 29935
Total 194240 6476 100.000 100.000
mV
] | n§ Det. A Ch1
- o
3+ | "
: | “ a2 fl
] | @ I
) | 8 || E || ||
2— ‘ s |
i | f | I I | |
. A [
4 | |I | I [
] \ [ \ [ |
1—_ \". ‘I |II || |II | |II
4 | N.'I -,. II \
b L] .n_ |
4 ! f WA II| \__
0- I J _\/‘ ]
—— N B e e e o I B e L s e —
0 10 15 20 25 30
min
1 Det.ACh1/
PeakTable
Detector A Chl
Peak® Ret. Time Area Height Area% Height %
1 9625 34172 1391 17.522 21.397
2 10.929 88614 3171 45437 48.782
3 11.688 72241 1939 37.042 29.820
Total 195028 6301 100.000 100.000

48



