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RESUMO

BARBOSA, R. S. Otimizacao do pré-tratamento com acido diluido das ramas
de batata-doce (Ipomoea batatas Lam. (L)) 2016. P. 66. Dissertacao (Mestrado)
Agroenergia, Universidade Federal do Tocantins — UFT.

As tecnologias produtivas para etanol de segunda geracao apresentam um grande
potencial sustentavel, pois podem diminuir o impacto de biomassa que sao
descartadas como lixo no ambiente e ainda pode propiciar o melhor aproveitamento
de culturas destinadas a obtengéo de etanol de primeira geracdo. Para tornar viavel
a producédo de etanol de segunda geracao uma etapa crucial é o pré-tratamento,
este melhora a acessibilidade de enzimas na matriz de celulose, aumentando a
eficiéncia do processo, além de liberar acucares fermentesciveis diminuindo o uso
de enzimas. Portanto este trabalho teve como objetivo otimizar as condi¢cbes de
pré-tratamento com &cido diluido da rama da batata-doce. Para desenvolvimento
do experimento foi aplicado um planejamento composto central variando
temperatura (60° C a 120°C), tempo (30 a 90 minutos), carga de solidos (2 a 10%,)
e concentracdo de acido sulfarico (1 a 5%). As varidveis de resposta foram as
concentracbes de mondmeros (glicose, xilose e arabinose) e inibidores (HMF,
furfural) no hidrolisado. As condigcBes operacionais G6timas para 0 experimento
foram definidas como temperatura de 105° C, tempo de processo de 75 minutos,
carga de soélidos de 8%, e concentracdo de acido de 4%, nessas condicdes
teriamos 12,63g/l de glicose, 5,019/l de xilose, 3,63g/l de arabinose, 0,17g/l de
furfural e 0,299/l de HMF

Palavras-chave: Ipomoea batatas, superficie de resposta, fator de severidade,
etanol de segunda geracao.
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ABSTRACT

BARBOSA, R. S. Otimizagéo do pré-tratamento com acido diluido das ramas
de batata-doce (Ipomoea batatas Lam. (L)) 2016. P. 66. Dissertacao (Mestrado)
Agroenergia, Universidade Federal do Tocantins — UFT.

The production technologies for second-generation ethanol has great sustainable
potential because they can reduce the impact of biomass that are discarded as
waste in the environment and they can also provide the best use of first-generation
ethanol crops than the current one. To make second generation ethanol production
feasible the critical step is the pre-treatment, which improve enzymes accessibility
in cellulose matrix, thus increasing process efficiency, and free sugars, reducing the
enzymes loading. Therefore, this study aimed to optimize the conditions of dilute
acid pretreatment of sweet potato foliage. To develop the experiment was used a
central composite design with four factors: temperature (60 ° to 120 °), time (30 to
90 minutes), solids loading (2% to 10%) and acid concentration (1% to 5%). The
response variables were the concentrations of monomers (glucose, xylose and
arabinose) and inhibitors (HMF, furfural) in the hydrolysate. In more severe
conditions it was possible to obtain 100% yield to arabinose, 38.46% to glucose and
63% to xylose, with negligible formation of inhibitors. The optimum operating
conditions for the experiment were set to 105 ° C, 75 minutes process time, 8%
solids loading, and concentration of 4% acid sulfuric, these conditions result in a
release of 12,639/l of glucose, 5, 01 g/l of xylose, 3,63 g/l of arabinose, 0,17 g/l of
furfural and 0.29 g/l of HMF.

Keywords: Ipomoea batatas, response surface, severity factor, second generation
ethanol.
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1. INTRODUCAO

A sustentabilidade € um dos assuntos mais discutidos nas reunibes de
lideres globais nos ultimos anos. Na recente conferéncia mundial para o clima
(COP21) realizada em Paris, foi mais uma vez confirmada a necessidade de se
buscar formas de manter o crescimento econdmico sem esgotar 0S recursos
naturais existentes no planeta.

No que tange o setor energético o foco esté na substituicdo dos combustiveis
fésseis que hoje representam a principal fonte de energia em varios paises. O uso
destes combustiveis tem contribuido para o aumento do efeito estufa, além disso,
h& a ameaca de esgotamento das reservas existente em algumas décadas.

Dentre varias alternativas possiveis para substituicdo dos combustiveis
foésseis, o etanol tem recebido bastante atencdo nos udltimos anos. Esse
biocombustivel ja est4 consolidado como uma fonte renovavel em substituicdo a
gasolina e tem a capacidade de poluicdo menor em relagdo a esta.

No entanto a tecnologia de producédo de etanol mais utilizada atualmente
possui desvantagens a longo prazo, necessitando de mais terra para o plantio e
consideravel uso de irrigacdo e ainda pode possivelmente concorrer com culturas
voltadas para alimentacdo. Esses pontos negativos se agravam conforme aumenta
a demanda por esse biocombustivel. Com base nesse fato, nos ultimos anos varios
pesquisadores buscam desenvolver tecnologias para producdo de etanol de
segunda geracéo feito a partir de biomassa lignocelulésica.

O desenvolvimento de tecnologias para obtencédo de etanol de segunda
geragao apresenta um grande potencial, pois pode diminuir o impacto de biomassa
gue sdo descartadas como lixo no ambiente e ainda pode propiciar o melhor
aproveitamento de culturas destinadas a obtencao de etanol de primeira geracéao.

A producao de etanol de segunda geracao utiliza biomassa lignoceluldsica
gue corresponde uma boa parte do lixo que é descartado no ambiente como resto
de alimentos e poda de arvores, por exemplo. Industrias alimenticias geram
anualmente milhdes de toneladas de residuos que por muitas vezes sao

simplesmente descartados.
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Com o desenvolvimento de tecnologias para combustiveis de segunda
geracao sera possivel utilizar esses residuos agroindustriais para gerar energia
agregando valor ao processo e diminuindo o impacto ambiental dessas atividades.
A hidrolise acida foi um dos primeiros pré-tratamentos utilizados na converséo de
materiais lignocelulésicos em etanol, sua utilizacdo produz além de
monossacarideos fermentesciveis compostos como furfural e hidroximetilfurfural
(HMF) que séo inibidores do processo fermentativo, mas também podem ser
considerados subprodutos em uma abordagem voltada para biorefinarias.
Dessa forma, considerando o0s pontos destacados acima, nota-se a
importancia de pesquisas relacionadas ao aperfeicoamento de processos de

obteng&o de combustiveis de segunda geragéo.

14



15

. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Otimizar as condi¢cdes de pré-tratamento da rama da batata-doce com acido

diluido obtendo maior liberacdo de acucares e menor formacao de inibidores.

2.2.0Objetivos especificos

Verificar a relacdo entre o fator combinado de severidade e o rendimento de

acucares e a concentracao de inibidores;

Construir modelos empiricos para predicdo de valores das respostas dos

experimentos;

Definir por meio da técnica de desejabilidade os parametros 6timos para

conducéo do pré-tratamento com &cido diluido.

15
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Biocombustiveis

O termo biocombustivel refere-se aos combustiveis liquidos ou gasosos do
setor de transportes os quais sdo predominantemente produzidos da biomassa.
Dentre os principais combustiveis produzidos a partir destes recursos naturais
pode-se destacar o etanol, DMF, butanol e biodiesel(combustiveis liquidos), o
hidrogénio e o metano (combustiveis gasosos) (SILVA, 2009).

Biocombustiveis s&@o importantes porque podem substituir o petréleo
gerando uma série de beneficios ambientais e também econb6micos, como a
producdo para uso interno e exportacéo para outros paises. (BALAT; BALAT; OZ,
2008).

Os biocombustiveis apresentam as seguintes vantagens: (a) podem ser
facilmente obtidos a partir de fontes de biomassa abundantes e baratas; (b) seu
uso permite reduzir a emissao de carbono para a atmosfera (GARCIA, 2012); (c)
eles sdo biodegradaveis e contribuem para a sustentabilidade (PUPPAN, 2002;
HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

3.2.Bioetanol

Atualmente, o etanol (C2HsOH ou EtOH) é o biocombustivel mais utilizado
em veiculos, podendo ser usado diretamente como combustivel ou misturado a
gasolina, elevando seu contetdo de oxigénio e consequentemente permitindo uma
maior combustdo da mesma, além de diminuir a emissdo de gases poluentes
(WANG et al. 1999; DERMIBAS, 2005).
O etanol pode ser obtido por diversas rotas (Figura 1) conforme o tipo de
matérias-primas utilizadas que podem ser classificadas em (SANTOS, 2013):
e Diretamente fermentesciveis: Sao matérias-primas que contém em sua
composicdo substancias que ndo precisam de nenhuma transformacéo para
serem absorvidas e transformadas em etanol pelo microrganismo agente

(exemplos: cana-de-acUcar, beterraba, sorgo sacarino).
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Indiretamente fermentesciveis: A caracteristica destas matérias-primas é que

seus acucares devem ser desdobrados (hidrolisados) antes de serem

absorvidos pelo microrganismo agente da transformacao em etanol:

v' Amilaceas e feculentas: Para que ocorra a fermentacdo etandlica destas
matérias-primas, € necessaria a hidrolise prévia que transforma o amido ou
a fécula em acucares fermentesciveis, sdo exemplos o milho, batata-doce e
a mandioca. A hidrélise pode ser quimica ou enzimatica;

v' Celulésicas: Compostas por celuloses e hemiceluloses, essas matérias-
primas precisam de um pré-tratamento a fim de facilitar a hidrélise para
acucares fermentesciveis pelos microrganismos agentes da fermentacao

etandlica (folhas, casca de frutas, caules de plantas).

Biomassa Agucarada Biomassa Amilacea Biomassa Lignoceluldsica

¥ I L ]
Extracao por.esmNagamento Reducgdo de tamanho Redugdo de tamanho
ou difusdo
L ] »

Hidrdlise acida ou ,
.. Pré-tratamento
enzimatica

L
Hidrdlise acida ou
enzimatica

Solucdo agucarada fermentavel

Fermentacao

L4
Destilacao
L4

Etanol

Figura 1: Rotas de obtencédo do Etanol
Fonte: Adaptado de BNDES, 2008

3.2.1. Etanol de fontes diretamente fermentesciveis

Dentre as matérias-primas diretamente fermentesciveis tem destaque a

cana-de-agucar que € a principal fonte para a producéo de etanol no Brasil. A
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tecnologia de producéo de etanol usando cana-de-acucar esta consolidada, sendo
capaz de atingir balanco energético de 8,2 a 10 bem superior ao etanol de outras
fontes vegetais (GOLDEMBERG, 2008).

A beterraba sacarina também é usada com fonte para producéo de etanol
principalmente nos paises pertencentes a Unido Europeia ja que nesses o clima
nao é ideal para o cultivo de cana-de-acucar, o rendimento no entanto € bastante
inferior ao etanol de cana (FOTEINIS; KOULOUMPIS; TSOUTSOS, 2011;
SALAZAR-ORDONEZ; PEREZ-HERNANDEZ; MARTIN-LOZANO, 2013).

Uma matéria-prima para producdo de etanol que vem recebendo destaque
nos ultimos anos é o sorgo sacarino, por ser uma planta C4 o sorgo sacarino tem
uma fotossintese mais eficiente além de também produzir grdos que podem ser
usados na alimentagcdo animal. No entanto o sorgo sacarino ainda nao conseguiu
alcancar a mesma produtividade da cana-de-acucar (ALMODARES; HADI, 2009;
ROLZ et al., 2014).

3.2.2. Etanol de fontes amilaceas

O amido encontra-se na forma de granulos formados por dois polimeros de
glicose, a amilose, um polissacarideo essencialmente linear, e a amilopectina, um
polissacarideo altamente ramificado. Os granulos estdo distribuidos em regifes
cristalinas e amorfas, alternadas (CASTRO, 2009).

Para producao de etanol de amilaceas pode ser usada a hidrolise &cida que
diminui o tempo relativo a sacarificacdo do amido, porém apresenta uma série de
restricbes, tais como corrosdo de equipamentos, necessidade de correcdo do pH
da solucdo acucarada, destruicdo parcial dos acucares e formacdo de acucares
nao fermentesciveis (MARTINS, 2010).

A hidrdlise enzimatica atualmente € a mais utilizada, nesse processo o amido
€ hidrolisado em duas etapas a primeira € chamada de liqguefacao e libera dextrinas
e uma pequena quantidade de glicose a segunda etapa é feita com a enzima gluco-
amilase e completa a sacarificacdo do amido (SANCHEZ; CARDONA, 2008).

A hidrdlise enzimatica tem a vantagem de ser realizada em temperaturas
mais brandas que a acida além de nao gerar subprodutos indesejaveis (MARTINS,
2010).
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Vérias fontes de amido podem ser usadas como matérias-primas para
producdo de etanol como por exemplo o milho, utilizado em grande escala nos
Estados unidos, mandioca, arroz, trigo e a batata-doce (LEONEL; CEREDA, 2002).

3.2.2.1. Batata-doce

A Dbatata-doce é uma dicotiledonea da familia Convolvulaceae,
possivelmente originaria das Américas Central e do Sul, embora alguns autores
afirmem que essa hortalica tenha sua origem na Asia ou Africa (HACKENHAAR,
2012).

Atualmente os maiores produtores de batata-doce estdo na Asia e Africa
continentes que correspondem a 80% e 17% da producdo mundial
respectivamente. A China € o maior produtor, concentrado mais de 60% da
producdo mundial. Ainda que a Asia seja responsavel pela maior parte da
producédo, a cultura de batata-doce é cultivada em varias partes do globo sendo
plantada em 118 paises (FAO, 2014).

Se caracteriza por ser uma cultura tipica de areas geograficas de baixa
fertilidade, desenvolvendo-se bem em qualquer tipo de solo, desde os francos
arenosos até os mais argilosos. Entretanto, consideram-se como ideais 0s solos
mais leves, soltos, permeaveis, bem drenados e com boa aeracéo. E considerada
como tolerante a acidez do solo, podendo crescer e produzir bem em solos com pH
entre 4,4 a 7,7, sendo o intervalo ideal entre 5,6 e 6,2 (SILVEIRA et. al., 2008)

Excesso de umidade nos estagios iniciais de formacéo das raizes tuberosas
pode inibir o processo de tuberizacdo, e pode, em estagios mais avancados,
promover podriddes de raizes (MALUF, 2014).

Ainda pouco utilizada para esta finalidade, a batata-doce talvez seja uma das
espécies vegetais que podem apresentar os melhores resultados para a producéo
de etanol no Brasil, jA que tem mais alto rendimento de amido por terra cultivada
do que os graos (DUVERNAY et al., 2013; FERRARI; GUIGOU; LAREO, 2013;
GONGCALVES NETO et al., 2012).

Utilizando batata-doce industrial, experimentos feitos na Universidade
Federal do Tocantins chegaram a obter rendimentos de etanol variando entre
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17.354 e 20.007 litros por hectare. Valores significativos quando comparado aos
obtidos pela cana-de-acucar (PAVLAK et al., 2011).

Além disso, a batata-doce pode produzir &lcool com melhores propriedades
quimicas, produto de alto valor agregado, destinado a fabricacdo de cosmético,
tintas e remédios (CASTRO et al., 2008).

3.2.3. Etanol Lignocelulésico
Para que a producéo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos seja

possivel é necessaria uma etapa para ruptura da estrutura da matriz do material

fibroso (Figura 2) e liberagcdo dos acucares fermentesciveis (MILESSE, 2012).

AN
AN
Prétratamento /- (. ./

o~ Lignina
/

L~ Celulose
/

———— /\').
o

(rp.x \

S~ Hemicelulose

Figura 2: Efeito do pré-tratamento na estrutura lignocelulésica
Fonte: SILVA, 2009

Com a hidrdlise das estruturas de celulose e hemicelulose a aglcares mais
simples, pode entdo ser realizada a etapa de fermentacdo na qual pode se utilizar
uma grande variedade de microrganismos embora na literatura cientifica tenham
destacados espécies como Saccharomyces cerevisiae e Zymomonas mobilis para
a fermentacéo de glicose e Scheffersomyces (Pichia) stipitis e Candidas hehatae
para fermentacdo de xilose (LEMOS; STRADIOTTO, 2012; MILESSE, 2012,
FERREIRA, 2010; DUSSAN, 2013).

3.3. Materiais lignoceluldsicos
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Os materiais lignoceluldésicos compreendem os residuos agroindustriais e
florestais, tais como bagacos, palhas e cavacos de madeiras, e sua composi¢cao
varia de acordo com a espécie (MARTINIANO, 2013).

Séo fontes abundantes de compostos organicos, apresentam grande
potencial como matéria-prima em processos industriais para producdo de
alimentos, combustivel, insumos quimicos, enzimas e bens de consumo diversos
(LATIF; RAJOKA, 2001)

Seu néo aproveitamento, além de possuir impacto ambiental por ocasionar
problemas de poluicéo, representa perda de recursos, uma vez que poderiam ser
aproveitados na geracdo de produtos de interesse a sociedade (CANILHA et al.,
2009; CORTEZ, 2010).

Esta biomassa é constituida basicamente por celulose, hemicelulose, lignina
e em menores propor¢cdes o0s extrativos como as graxas, gomas, amidos,
alcaldides, resinas, 6leos essenciais e outros constituintes citoplasmaticos; e os
nao extrativos que incluem compostos como silica, carbonatos e oxalatos (LYND
et al., 2005).

3.3.1. Celulose

Celulose € um polimero composto de uma cadeia linear de centenas a
milhares de unidades de glicose (Figura 3) ligadas por ligacdes B (1—4). As cadeias
de celulose estédo associadas formando fibrilas. Essas fibrilas apresentam-se na
forma de cabos e séo insollveis em dgua e na maior parte dos solventes organicos.
(HAGHIGHI MOOD et al., 2013; MOHNEN; BAR-PELED; SOMERVILLE, 2009)

A biomassa das plantas contém de 40 a 50 % de molécula de celulose que
estdo rigidamente unidas por ligacdes de hidrogénio. Devido a essas ligacdes e ao
arranjo em fibrilas a celulose natural tem uma estrutura compacta denominada
cristalina, e também uma estrutura amorfa a qual pode ser mais facilmente
hidrolisada por enzimas (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014 ; ZHAO; ZHANG,; LIU,
2012).

Figura 3: Subunidade (glucose) e formula estrutural da cellulose
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Fonte: ROSA; GARCIA (2003)

3.3.2. Hemicelulose

A hemicelulose € um polimero heterogéneo que tem sua estrutura principal
formada por glucuronoxilanas e glucomananas (Figura 4). Ao contrario da celulose,
a composicdo da hemicelulose varia dependo do tecido celular e da espécie da
planta e se diferencia em relagdo ao tipo de ligacdo glicosidica, composicao da
cadeia lateral e grau de polimerizacdo (HAGHIGHI MOOD et al., 2013; ZHAO;
ZHANG,; LIU, 2012)

Figura 4: Arranjo de pentoses formando a estrutura molecular da hemicelulose
CO2H
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Fonte: ROSA; GARCIA (2003).

Em geral as biomassas folhosas sdo compostas principalmente por
heteroxilanas altamente acetiladas ja as madeiras de coniferas apresentam uma
elevada proporcdo de glucomananas e galactoglucomananas parcialmente
acetiladas (CARVALHO et al., 2010; RAMOS, 2003).

Arabinanas e arabino-galactana estdo presentes também na hemicelulose
embora elas nao compartihem a ligagdo B (1—4) da estrutura principal.
Normalmente biomassas vegetais contém de 25% a 35% de hemicelulose com

peso molecular médio menor que 30.000u. Esse baixo peso molecular associado a
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estrutura ramificada com cadeia curtas tornam a hemicelulose facilmente
hidrolisavel (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014; HAGHIGHI MOOQOD et al., 2013)

3.3.3. Lignina

Dentre os principais componentes das fibras vegetais a lignina € a mais
complexa e a que esta presente em menor quantidade. Caracteriza-se por ser um
polimero aromético sintetizado com base em fenilpropandides (Figura 5). A maioria
das unidades de fenilpropanos da lignina sao formadas por sinrigil, guaiacil e p-

hidroxi fendis unidos por um conjunto de ligacdes formando uma matriz complexa.

Figura 5: Estrutura molecular de uma subunidade da lignina.
CH2OH
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Fonte: ROSA; GARCIA (2003).

A lignina age com uma cola preenchendo os espacdes entre celulose e
hemicelulose (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014; HAGHIGHI MOOD et al., 2013).
As ligninas de madeiras de coniferas sdo compostas quase que exclusivamente
por unidades guaiacil, sendo denominadas de ligninas tipo G, as ligninas de
madeiras de folhosas sdo mais ricas em unidades siringil, sendo denominadas de
ligninas tipo GS (CARVALHO et al., 2009).

3.4. Pré-tratamentos
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Pré-tratamento € uma etapa muito importante no processo de producao de
biocombustiveis de segunda geracdo. O principal objetivo do pré-tratamento é
solubilizar ou separar um ou mais componentes da biomassa fazendo com que o
sélido resultante seja mais acessivel para um tratamento adicional quer seja esse
quimico ou biolégico (SARKAR et al., 2012).

Sem o pré-tratamento a hidrolise biolégica da celulose na sua forma natural
ndo s6 consumiria grande quantidade de enzimas como também diminuiria o
rendimento do processo (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

Os requisitos de um pré-tratamento ideal devem ter caracteristicas tais como
aumentar a fracao celulose amorfa que € mais sensivel ao ataque enzimatico, evitar
a formacédo de inibidores para a hidrolise enzimatica e a fermentacéo, ter baixa
demanda energética, ter baixo custo para producao de reatores de pré-tratamento,
produzir poucos residuos, usar poucos reagentes ou reagentes de baixo valor
(BALAT, 2011; GALBE; ZACCHI, 2012).

Em geral os pré-tratamentos séo classificados em fisico, quimicos, fisico-
guimicos e biologicos, os pré-tratamentos mais utilizados serdo expostos com mais
detalhes a seguir (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014).

3.4.1. Liquido iénico

Liquido ibnico consiste de sais fundidos a temperatura ambiente formado por
cations e anions organicos. Liquidos ibnicos possuem boa acado solvente, baixa
volatilidade, estabilidade quimica e baixo ponto de fusdo tornando-os aplicaveis a
diversos processos (XIAO et al., 2012).

Liquidos i6nicos tém mostrado grande potencial no pré-tratamento de
materiais lignocelulésicos sendo capazes de solubilizar celulose, ligninas e
hemicelulose (GALBE; ZACCHI, 2012; HAGHIGHI MOOQOD et al., 2013)

Embora tenha varias vantagens ainda ha pouca tecnologia no que tange a
recuperacdo dos liquidos ibnicos dos processos. Apesar de néo se ter evidéncias
que eles possam inibir a fermentacéo, o grande fator negativo € que liquidos ibnicos
ainda tém um custo alto (GALBE; ZACCHI, 2012).

3.4.2. Organosolv
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Pré-tratamento por solvente organico ou organosolv € o um método
alternativo para fazer a deslignificacdo de materiais lignocelulésicos (SARKAR et
al., 2012). O Organosolv se baseia na premissa que a lignina é soluvel em alguns
solventes organicos. Os solventes utilizados podem ser metanol, etanol, acetona
entre outros. O pré-tratamento pode ser aplicado com ou sem catalisador (em geral
um acido mineral) a fim de melhorar os resultados (GALBE; ZACCHI, 2012;
SARKAR et al., 2012).

O solvente age quebrando as ligagdes de lignina e hemicelulose, geralmente
liberando lignina com alto grau de pureza a qual pode ser utilizada em outras
aplicacfes. Além disso, com remocdao da lignina ha um aumento da area superficial
do material melhorando a hidrélise enzimatica (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

Entres as principais desvantagens desse processo estdo a volatilidade e
inflamabilidade dos solventes utilizados. Para que 0 processo seja viavel é
necessario a recuperacgao dos solventes, o0 que evita também a inibicdo nas etapas
posteriores de hidrolise e fermentacdo (GALBE; ZACCHI, 2012).

3.4.3. Alcalino

O pré-tratamento alcalino tem como principal caracteristica ser conduzido
em baixa temperatura e pressdo ao contrario da maior parte dos outros pré-
tratamentos, entretanto o tempo do processo pode ser de horas ou mesmo dias
(MOSIER et al., 2005).

O pré-tratamento alcalino causa diversas transformacdes na estrutura dos
materiais lignoceluldsicos, tais como quebra da barreira de lignina, descristalizacéo
da celulose e solvatacdo da hemicelulose, também hidrolisa varios acidos urbénicos
e estéres que sao prejudiciais a hidrolise enzimatica (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD,
2014; SARKAR et al., 2012).

As bases mais utilizadas sédo hidroxidos de sédio e hidréxido de potassio,
embora essas podem se combinar permanentemente com o0s materiais
lignoceluldsicos formandos sais aumentando o custo do processo. Uma alternativa
€ o hidréxido de célcio, este possui um custo relativamente menor que 0s outros e
ainda pode ser recuperado utilizando CO2 (BALAT, 2011).
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De acordo com suas caracteristicas o pré-tratamento alcalino tem sido
relatado como o mais eficiente a ser usado em residuos de agricultura e culturas
herbaceas, considerando que nesses o teor de lignina € menor, e por consequéncia
a acao na celulose é maior, melhorando a hidrélise enzimética (GALBE; ZACCHI,
2012).

3.4.4. Acido diluido

O pré-tratamento com acido é considerando uma das técnicas mais
importantes quando se deseja obter alto rendimento de acUcares de materiais
lignoceluldsicos. Esse pré-tratamento € geralmente realizado usando é&cidos
minerais diluidos com concentracbes que variam de 0,2 a 2,5% (m/m) em
temperaturas que variam de 130 a 210°C (SARKAR et al., 2012).

O 4&cido sulfarico é o mais empregado nesse tipo de pré-tratamento
hidrolisando polissacarideos a monossacarideos, aumentado a acessibilidade da
celulose para a hidrélise enzimatica (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

O tempo de reacdo pode variar de minutos a horas, nesse tempo o acido
age indiscriminadamente nas cadeias poliméricas de carboidratos. O resultado é
uma mistura complexa de varios compostos, dentre estes alguns tdxicos aos
microrganismos fermentadores (GALBE; ZACCHI, 2012).

Na aplicacdo do pré-tratamento com acido diluido um importante dado a se
considerar é o fator combinado de severidade (FCS). Este valor que combina dados
de temperatura, tempo e concentracédo de acido utilizados em um processo.

Assumindo que a reacéo de degradacdo de materiais lignocelulésicos € de
primeira ordem o fator de severidade foi definido por Overend and Chornet, (1987),

conforme equacéo a seguir:

Ro = t * expl(TH-TRY14,75] 1)

Onde t € o tempo de reagdo em minutos, TH é a temperatura de hidrolise em

° C, e Tr€ a temperatura de referéncia, a qual normalmente é 100°C.
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Esta equacao foi modificada por Chum et al. (1990) para incluir o efeito da
concentracdo de acido se transformando no atual fator combinado de severidade

que é descrito pela equagéo 2:

Log CS = logRo-pH (2

As desvantagens do pré-tratamento acido sdo: gastos com reatores
resistentes a corrosdo; necessidade de neutralizacdo do hidrolisado antes da
fermentacado; formacg&o de inibidores do processo fermentativo; necessidade de
descarte correto dos sais formados na neutralizacéo; etapa de reducdo de tamanho

das particulas da biomassa antes do pré-tratamento a ser aplicado (BALAT, 2011).

3.4.5. Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico usa alta pressédo para manter a agua liquida
em temperaturas que podem variar de 200° a 230° C. Esse tratamento pode
solubilizar de 40% a 60% da biomassa total, tem melhor efeito na hemicelulose que
pode ser completamente removida (MOSIER et al., 2005).

Esse pré-tratamento libera pequenas quantidades de compostos
indesejaveis como furfural e &cidos carboxilicos capazes de inibir o crescimento
microbiano prejudicando a fermentacdo (SARKAR et al., 2012).

Outra desvantagem do método é que os acguUcares liberados pela hidrélise da
hemicelulose ficam altamente diluidos no meio, o que pode diminuir a eficiéncia do
processo fermentativo, sendo necessaria a concentracéo destes (GALBE; ZACCHI,
2012).

O principal fator a favor da viabilidade econémica deste método é que ele
nao usa nenhum composto quimico téxico e gera poucos residuos (SARKAR et al.,
2012).

3.4.6. Exploséo de vapor

No pré-tratamento por explosdo de vapor a biomassa é aquecida em

temperaturas que variam de 160 a 290°C a pressdes que vao de 20 a 60 bar por
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alguns minutos, o processo finaliza com um rapida descompressao para pressao
ambiente (SARKAR et al., 2012).

A maior parte das modificacdes provocadas pelo método de explosao de
vapor pode ser atribuida a remocao quase que completa da hemicelulose. Dessa
forma hd um aumento da acessibilidade das enzimas a celulose, além da reducéo
de tamanho das particulas e aumento dos poros provocados pela descompressao
(MOSIER et al., 2005).

O método € as vezes chamado de auto hidrélise, pois provoca a
decomposicdo de hemicelulose podendo formar acidos como férmico, acético e
levulinico, os quais podem servir como catalisadores e ao mesmo tempo degradar
acucares a furfural e hidroxi-metil-furfufal (HMF) (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

Vale ressaltar que ao contrério do pré-tratamento hidrotérmico a explosao de
vapor ndo provoca a diluicdo excessiva dos acgUcares, além de ter as mesmas
caracteristicas de reducdo de tamanho das particulas (BALAT, 2011; MOSIER et
al., 2005).

3.4.7. Explosao de fibra com amdnia (AFEX) e Explosdo com CO2

O pré-tratamento AFEX ocorre aquecendo amdnia liquida junto ao material
lignocelulésico a temperaturas que variam de 60 a 100°C e sob alta pressao,
finalizando com rapida descompressdo, semelhante ao que ocorre no pré-
tratamento por explosao de vapor (BALAT, 2011).

Nesse processo a rapida expansdo da amonia provoca o rompimento das
ligagbes da lignina aumentando a digestibilidade da biomassa em relacdo ao
tratamento enzimatico (HAGHIGHI MOOD et al., 2013). O processo também nao
libera nenhum acucar fermentescivel diretamente, além de ser conduzido em
temperaturas moderadas o que contribui para ndo formagao de inibidores (BALAT,
2011; SARKAR et al., 2012).

Este pré-tratamento tem a desvantagem de ser menos eficiente em
biomassas com alto contetdo de lignina, além de causar a solubilizacdo apenas de

uma pequena por¢cao do material (SARKAR et al., 2012).

28



29

Outra desvantagem do método é que a amdnia tem muita toxidade e
necessita ser recuperada com boa eficiéncia para que 0 processo seja
economicamente viavel (GALBE; ZACCHI, 2012).

O pré-tratamento de explosdo com CO2tem acdo semelhante ao AFEX,
embora o CO2tenha como vantagem o custo bem menor em relagcdo, além da
recuperacao facil por despressurizacdo. Como desvantagem pode se destacar a
formacdo de &cido carbbnico durante o processo, capaz de corroer 0S
equipamentos (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

3.4.8. Oxidacao umida

Na oxidacdo, a biomassa € tratada com &gua mais ar ou oxigénio em
temperaturas superiores a 120°C. Esse tratamento libera mas n&o hidrolisa
completamente a hemicelulose, gerando carboidratos oligdmeros (SARKAR et al.,
2012).

Oxidag&o umida é preferencialmente aplicavel para biomassa com contetdo
baixo de lignina ja que no processo a lignina € solubilizada ndo podendo ser usada
como combustivel sélido (co-geracéo), prejudicando a producéo de etanol em larga
escala (GALBE; ZACCHI, 2012).

A oxidacdo Umida tem a grande vantagem de produzir poucos inibidores,
mas sua aplicacdo € seriamente comprometida devido aos custos dos

equipamentos pressurizados e do oxigénio (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

3.4.9. Ozondblise

A ozondlise emprega o gas ozo6nio para quebrar a lignina e a hemicelulose
e aumentar a degradabilidade da celulose. Esse pré-tratamento é geralmente
conduzido em temperatura ambiente, e € bastante eficiente na remocao da lignina
sem a formacao de compostos téxicos (BALAT, 2011) .

Por ser feito a temperatura ambiente o processo tem baixo gasto energético,
no entanto a principal desvantagem € a grande quantidade de ozonio utilizada o
gue eleva significativamente o custo final (HAGHIGHI MOOD et al., 2013).
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3.4.10. Biolégico

O pré-tratamento pode ser feito utilizando tanto enzimas como
microrganismos. O pré-tratamento usando microrganismos geralmente emprega
fungos da podriddo mole e branca entretanto fungos da podriddo marrom podem
ser usados (GALBE; ZACCHI, 2012; SARKAR et al., 2012).

Fungos da podriddo mole e branca degradam a lignina da biomassa
liberando dessa forma mais celulose melhorando a acdo das enzimas. Apesar do
baixo consumo energético do processo que € conduzido a temperatura ambiente e
do pouco investimento necessarios para os reatores, o pré-tratamento bioldgico
encontra dificuldade para aplicacdo em larga escala (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD,
2014).

Pré-tratamento por rota biolégica tem como desvantagem apresentar um
tempo de reagdo maior que os demais pré-tratamentos, além de exigir muito espaco
e monitoramento continuo do crescimento dos microrganismos (HAGHIGHI MOOD
et al., 2013).

Véarios métodos de pré-tratamentos tém sido propostos na literatura, todos
com o propésito de desagregar a estrutura associativa lignocelulésica para produzir
combustiveis renovaveis ou insumos quimicos a partir da biomassa lignocelulésica
(Gamez et al., 2006, Laser et al., 2002; Cunha et al., 2001). A Tabela 1 apresenta
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao da matéria-prima

Neste experimento foram utilizadas ramas de batata-doce industrial cultivar
Duda, catalogada como BDI-112. As ramas foram cedidas pelo Laboratério de
Sistemas de Producdo de Energia a partir de Fontes Renovaveis (LASPER),
localizado na Estacao Experimental/UFT.

O experimento foi realizado conforme descrito no fluxograma abaixo.

i
Rama batata-doce

l Secagem a 60° C

|
1 Material Seco

l Pre-fratamento com acido diluido

| Separacao
Hidrolisado

Fragao Solida / \Fracéo liquida

Secagem Analise de
determinagao de carboidratos e
rendimento inibidores

Figura 6: Fluxograma pré-tratamento ramas da batata-doce

4.2.Preparo da matéria-prima
Apoés a coleta, as ramas foram lavadas, em seguida procedeu-se com a

secagem das mesmas em estufa com circulagéo de ar a 60°C por 48 horas. Apos

a secagem, a matéria-prima foi triturada em moinho de facas com telas de 30 mesh,
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modelo Star FT 50, marca Fortinox, e armazenada em frascos de vidro

hermeticamente fechados até a realizacao do experimento.

4.3. Pré-tratamento com acido sulfarico diluido

As ramas foram submetidas ao pré-tratamento quimico com &acido sulfarico
diluido. Os ensaios foram realizados em frascos reagentes de 250 ml aquecidos
em estufa e autoclave, depois resfriados em banho gelado para encerrara reacéo.
Nesse experimento foram avaliados os efeitos dos fatores temperatura, tempo de

reacao, carga de solidos, e concentracao de acido sulfurico. Para isso foi utilizado

um delineamento composto central com duas repeticdes na parte fatorial e

quatro repeticbes no ponto central. O delineamento completo € mostrado na
Tabela 2.
As respostas usadas para o delineamento experimental foram a

concentracéo de glicose, xilose, arabinose, furfural e HMF no hidrolisado.

Tabela 1: Varidveis do planejamento composto central

Ensaio FCS Temperatura Tempo Cargade Concentracado
(°C) (Minutos)  Sélidos Acido
(%) (Y%om/m)
1 -0,383 75 45 4 4
2 -0,633 75 45 8 2
3 -0,411 75 75 4 2
4 -0,161 75 75 8 4
S -0,633 75 45 4 2
6 -0,383 75 45 8 4
7 -0,161 75 75 4 4
8 -0,411 75 75 8 2
9 -0,383 75 45 4 4
10 -0,633 75 45 8 2
11 -0,411 75 75 4 2
12 -0,161 75 75 8 4
13 -0,633 75 45 4 2
14 -0,383 75 45 8 4
15 -0,161 75 75 4 4
16 -0,411 75 75 8 2
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Tabela 2: Variaveis do planejamento composto central (continuacéo)

Ensaio FCS Temperatura Tempo  Cargade Concentracao
(°C) (Minutos)  Solidos Acido
(%) (Yom/m)
17 0,250 105 45 4 2
18 0,500 105 45 8 4
19 0,722 105 75 4 4
20 0,472 105 75 8 2
21 0,500 105 45 4 4
22 0,250 105 45 8 2
23 0,472 105 75 4 2
24 0,722 105 75 8 4
25 0,500 105 45 4 4
26 0,250 105 45 8 2
27 0,472 105 75 4 2
28 0,722 105 75 8 4
29 0,250 105 45 4 2
30 0,500 105 45 8 4
31 0,722 105 75 4 4
32 0,472 105 75 8 2
33 -0,800 60 60 6 3
34 0,967 120 60 6 3
35 -0,217 90 30 6 3
36 0,260 90 90 6 3
37 0,084 90 60 2 3
38 0,084 90 60 10 3
39 -0,366 90 60 6 1
40 0,284 90 60 6 5
41-44 0,084 90 60 6 3

As cargas de sélidos utilizadas neste experimento foram menores que 10%,
pois testes preliminares revelaram que devido as caracteristicas higroscopicas e a
densidade do material empregado carga de sdlidos superiores a este valor
dificultavam a extrac&o do licor do meio reacional.

As médias de ensaios com o0 mesmo fator combinado de severidade (FCS)
também foram utilizadas para calcular a eficiéncia do pré-tratamento baseado no
rendimento dos monémeros e concentragdo de inibidores em func¢éo do respectivo

fator combinado de severidade.

4.4. Separacao do hidrolisado
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Apos resfriado, o hidrolisado foi fracionado em peneiras com malha n°® 450,
a fracédo liquida (licor) foi armazenada em frascos ambar de 30 ml e refrigerada a
4°C até serem realizadas as andlises. A parte soélida foi neutralizada, adicionada
em béquer previamente pesado, posta para secagem em estufa a 105°C por 24
horas, apdés a secagem completa os béqueres foram pesados para analisar o

rendimento da reacéao.

4.5. Determinagdes analiticas

A determinacdo de cinzas, lignina solavel e insoltvel, acucares e inibidores,
na matéria-prima e no hidrolisado foram feitas em duplicata utilizando a

metodologia proposta por SLUITER et al. (2008).

4.5.1. Determinacédo de cinzas

A determinacdo de cinza foi feita pesando um grama da biomassa em
cadinhos de porcelana previamente calcinados e tarados. A amostra foi entdo
aguecida em forno mufla a 300°C por uma hora, posteriormente a temperatura foi
elevada para 550°C e permaneceu neste valor por 3 horas. Apds este periodo o
cadinho foi resfriado em dessecador, sendo em seguida realizado a pesagem e

posterior célculo do conteddo de cinzas na biomassa.

4.5.2. Caracterizacdo da matéria-prima

A caracterizacdo das ramas de batata-doce foi feita com uma hidrélise em
duas etapas, primeiramente foram pesados 0,3 gramas de ramas de batata-doce
em tubos de ensaio, depois adicionados a esta amostra 3 ml de &cido sulfarico com
concentracédo de 72%. Os tubos foram entdo aquecidos em banho-maria a 30°C
por 1 hora. Apés isto o contetddo do tubo de ensaio foi transferido para um frasco
reagente e aquecido em autoclave a 120°C por uma hora. Depois desta hidrolise o
conteudo do frasco foi filtrado em papel filtro qualitativo previamente tarado, uma
aliquota do filtrado foi retirada para andlise de carboidratos, inibidores e lignina
solivel. O residuo que permaneceu no filtro foi neutralizado com lavagens

sucessivas usando 3 litros agua deionizada, apés neutralizado o filtro foi seco em
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estufa a 105°C e posteriormente pesado. O conteudo de lignina insoltvel foi
calculado pela diferenca entre o peso do residuo insoluvel que permaneceu no

papel filtro e o contetido de cinzas da biomassa.

4.5.3. Caracterizacao do hidrolisado

Primeiramente foi medido o pH de todas amostra. Em seguida uma aliquota
de 5 ml de cada amostra foi pipetada em duplicata em tubos de ensaio
autoclavaveis. Nesses tubos, com base no pH previamente medido, foi adicionado
acido sulfurico com concentracdo de 72% com o objetivo de padronizar a
concentragéo de &cido sulfurico no hidrolisado para 4%.

As amostras foram autoclavadas a 121°C por uma hora, entédo resfriadas em
banho de gelo, em seguida as amostras foram filtradas em membrana Millipore® de
0,22 um e por meio desse filtrado foram feitas andlises de lignina sollvel,

carboidratos, HMF e furfural.

4.5.4. Lignina Solavel

Para se obter o teor de lignina soltvel foi recolhida uma amostra de 100 pl
do hidrolisado do licor e adicionada a um bal&do volumétrico de 50 ml completando
o volume com &gua deionizada, foi entdo feita a medida em um espectrofotdmetro
UV-visivel HACH modelo DR 5000 na absorbéancia de 280 nm. A porcentagem de
lignina foi calculada conforme a equacéo 3, 4, 5.

Clignina solivel = ((41,87 X (Ar - APD) -0, 3279) x 103 (3)

App = C1&1 + (5, (4)

; ; , C ligni < axXV e
%llgnlna Soluvel( lignina solivel flltradaXFD) x 100 (5)

M1

Onde:
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At & a absorbancia da solucdo de lignina junto com os produtos de
degradagdo a 280 nm; Aepp é a absorbancia, a 280 nm, dos produtos de
decomposicao dos acucares (furfural e HMF) calculado através da equacao 4, cujas
concentragdes Ci1 e C2foram determinadas via CLAE e €1 e €2 S840 as absortividades
de furfural e HMF (146,85 e 114 g/l); Ciigninasolavel € @ concentragéo de lignina soluvel
obtido atraves da equagéo 3 em g/lI; Viitrado € 0 volume do hidrolisado filtrado; FD é
o fator de diluicdo para leitura de absorbancia; M1 é a massa das ramas utilizadas
na caracterizagao descontando o teor de umidade.

455. Carboidratos e acido acético

A analise cromatogréfica dos carboidratos e do acido acético foi realizada
em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia marca Shimadzu (LC-10Series Avp;
desgaseificador: DGU-14A, integrador: CLASS LC-10), com eluicdo isocratica, pelo
bombeamento (LC-10AD) de uma fase mével composta de 5mM de acido sulfurico
em agua ultrapura (destilada e deionizada). O fluxo do eluente foi de 0,6 mL/min, a
30°C (forno de coluna CTO-10A), com corrida de tempo total de 20 minutos. A
deteccdo se deu em detector de indice de refracdo (Shimadzu, modeloRID-10A).
Uma aliquota de 20,0 pl da amostra foi injetada manualmente (injetor Rheodyne -
iL malha 20) e permeada por uma coluna Phenomenex Rezex ROA-OrganicAcid
H+ (300 x 7,8 mm) com conexao direta a Cartucho de seguranca Phenomenex
Carbo-H (4 x 3 mm) preenchida com material semelhante ao da coluna principal.
Padr6es mostrados na Tabela 3 utilizados para construcdo da curva de calibracéo,

gue forneceu uma equacéo, utilizada para calcular a concentragéo.

Tabela 2: Padrdes de carboidratos

Padrdes Fabricante Pureza
Arabinose Sigma-Aldrich > 99%
Celobiose Sigma-Aldrich > 98%
Glicose Sigma-Aldrich > 99%
Xilose Sigma-Aldrich = 99%
Acido acético Sigma-Aldrich > 87%
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45.6. HMF e Furfural

A determinagé&o dos HMF e furfural foi feita utilizando coluna Phenomenex
Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm) e pré-coluna Phenomenex C18 (4 x 3,0 mm)
preenchida com material semelhante a coluna principal. O fluxo do eluente foi de
1mL/min, a 30°C, com corrida de tempo total de 15 minutos. A eluicdo foi isocratica
com uma solucao de acetonitrila/dgua (1:8 com 1% de &cido acético) o detector foi
UV (SPD-10A) com comprimento de onda a 276 nm. As concentragfes destes
compostos foram calculadas a partir de curvas de calibracdo obtidas de solucdes

padrdo mostradas na Tabela 4.

Tabela 3: Padrdes de inibidores

Padroes Fabricante Pureza
HMF Sigma-Aldrich = 99%
Furfural Sigma-Aldrich > 98%

4.5.7. Calculo das fracBes de polissacarideos na rama de batata-doce

Para o calculo do conteido de polissacarideos na matéria-prima foram
utiizadas as concentragdes de monbémeros e inibidores provenientes da
determinacdo em CLAE e da determinacao de lignina soltvel e insolavel conforme

equacdes abaixo:

Ccelulose= 0,95*Ccelobioset0,90*Cglicoset1,29*CHmr (6)

Chemicelulose=0,88*Ciiloset0,88*Carabinoset1,38*Crurfurai+0, 70*CAcido Acético (7)

Clignina= Clignina soltvel + Clignina insolavel (8)

4.6. Metodologia para otimizagao do processo

Para otimizacdo do pré-tratamento da batata-doce foi utilizado o programa

Design Expert 10, e aplicado a técnica da funcdo desejabilidade, popularizada por
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Derringer e Suich (1980). Nessa técnica primeiramente se converte cada resposta

(yi) em valor individual di que varia conforme intervalo mostrado na equagao 9.
0<di<1 9)

Se a resposta (yi) for igual a valor alvo (T), entdo di sera igual a 1, caso a
resposta esteja fora do intervalo definido di seréa igual a 0. Dessa forma as variaveis
sdo escolhidas para maximizar a desejabilidade geral (D) conforme equacéo

abaixo, sendo n o numero de respostas:

D=(d xd x..4)% (10)

Como espera-se otimizar 0 processo para maior obtencao de glicose, xilose
e arabinose utilizou-se a fungéo de desejabilidade individual conforme equagéo 11

para estes acucares:

y_OLr y<L
d ={CHL<y<T (11)
_1L y>T

Esta funcdo tem como resultado 0 (y) se a resposta for menor que o valor
limite (L), e 1 se a resposta foi maior ou igual ao maior valor.
Para otimizar a concentracdo de inibidores, a qual se espera ter 0 menor

valor possivel, foi aplicada a equacao 12:

U_1 . y<T

d ={(_)HT<y<u (12)
U-T
0 y>U

Esta equacao funciona de forma oposta a equagao 11 tendo como resultado
0 quando a resposta ultrapassa o limite superior (U) e 1 quando a resposta € igual
ou menor ao limite inferior.

Para os fatores o céalculo usado € mostrado na equacédo 13, nessa equacgao

di € igual a 0 quando os valores do limite inferior e superior sao ultrapassados. O
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software Design Expert ndo considera o valor di dos componentes que aplicam

essa equacdao no calculo da desejabilidade geral.

0
(2Hm™ L%’;é T
d= T-L ,. (13)
(U_—y)z T<y<U
¢ U-T y>U
0
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo da matéria-prima

A Tabela 5 mostra o conteudo de polissacarideos das ramas de batata-doce

comparadas a outros tipos de biomassa.

Tabela 4: Resultado caracterizacdo ramas batata-doce

Rama Sorgo Bagaco de cana- Palha de
Batata- (AKANKS de-acucar milho
doce HA et al., (TIMUNG et al., (CHENG;
2014) 2015) TIMILSINA,
2010)
Celulose 46,48% 39,57% 40,15% 35% a 40%
Hemicelulose 19,28% 13,63% 22,78% 17% a 35%
Lignina 19,16% 20,63% 20,81% 7% a 18%
Cinzas 6,88% 26,30%

Extrativos/outros 8,22%

A Tabela 5 mostra que a rama de batata-doce em relagdo a sua composicao
apresenta bom potencial para producéo de etanol lignoceluldsico, ela tem conteddo
de celulose ligeiramente maior que outras biomassas, além de possuir também um
conteudo mais baixo de hemicelulose e lignina que representa uma boa
caracteristica para os materiais destinados a producdo de etanol de segunda
geracao, pois esses dois polissacarideos diminuem a digestibilidade da celulose

em relacao as celulases.
5.2.Impacto do fator combinado de severidade
A Tabela 6 mostra um resumo dos dados obtidos considerando o fator
combinado de severidade dos ensaios e 0s respectivos rendimentos de glicose,

xilose e arabinose e a concentracao de furfural e HMF da amostra e a formacao de

inibidores.
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Tabela 5: Efeitos do FCS no rendimento de carboidratos e inibidores.

Temperatura Tempo ggﬂjco ECS Glicose Xilose Arabinose  HMF  Furfural
) (min) (%) (%) (%) (%) C) C)
75 45 4 -0,38 20,21 39,75 84,32 0,09 0,084
75 45 2 -0,63 19,67 36,53 77,74 0,17 0,062
75 75 2 -0,41 19,80 40,93 83,36 0,23 0,067
75 75 4 -0,16 22,08 22,08 89,90 0,12 0,245
105 45 2 0,25 29,84 29,84 100,00 0,32 0,33
105 45 4 0,50 28,3 28,31 75,90 0,22 0,31
105 75 4 0,72 35,95 35,95 100,0 0,21 0,40
105 75 2 0,47 30,17 30,17 75,29 0,37 0,34
60 60 3 -0,80 17,44 33,12 74,01 0,10 0,08
120 60 3 0,97 38,46 63,00 100,0 0,47 0,18
90 30 3 -0,22 18,13 32,11 72,27 0,10 0,08
90 90 3 0,26 32,16 56,10 99,14 0,13 0,13
90 60 1 -0,37 20,03 35,49 75,93 0,31 0,06
90 60 5 0,28 30,57 56,53 96,91 0,17 0,13
90 60 3 0,08 29,83 53,03 93,75 0,11 0,12

Pela Tabela 6 observa-se que em relacdo ao maior FCS (0,97) os dados
mostraram-se simétricos apresentando também maiores valores de rendimento
para glicose (38,46%), xilose (63,0%) e arabinose (100,0%), isso mostra que
mesmo as condi¢cdes mais severas de pré-tratamento utilizadas nesse experimento
nao conseguiram diminuir o rendimento de monémeros. Outros trabalhos como o
feito por PAPPAS et al. (2014) obtiveram resultados diferentes encontrando valores
reduzidos em FCS maiores de 0,93, indicando a degradag&o.

E importante notar que os rendimentos de glicose obtidos foram altos
comparados, por exemplo, ao pré-tratamento com &cido sulfarico diluido do capim
zebra, palha de arroz e bagaco de cana-de-ac¢ucar, realizado por Guo et al., 2008,
que obteve rendimento maximo de glicose de aproximadamente 12% mesmo
utilizando valores de FCS de até 2,2.

No entanto vale ressaltar que no experimento realizado por Guo et al., 2008
foi encontrado maior rendimento de xilose, chegando a valores superiores a 80%
nas condicbes mais rigorosas de pré-tratamento para as trés biomassas, 0
resultado para o rendimento de arabinose foi semelhante ao encontrados neste

experimento.
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O rendimento de arabinose foi como esperado, jA que dada a menor
porcentagem de arabinanas presente na matéria-prima era esperado que houvesse
quase total solubilizacdo desta, mesmo em condi¢cdes moderadas (HERNANDEZ
et al., 2013).

Figura 7: Correlacao entre fator de severidade e rendimento de glicose xilose e

arabinose

120,00% -
© 100,00% - # Glicose
3] y = 0,1383x + 0,2841
E R? = 0,8865

0, .
S 80,00% M Xilose
S y =0,1877x + 0,4653
S 60,00% - R? = 0,8347
o Arabinose
[y
3] | y =0,1677x + 0,8708
£ 40,00% R2 = 0,6438
5
x 20,00% - *
0,00% . . . . .
-1,00 -0,50 0,00 0,50 1,00 1,50
Fator de severidade

A figura 7 mostra que ha uma correlacdo razoavel entre o rendimento de
glicose e xilose e o fator de severidade, ja a arabinose apresenta varios desvios,
possivelmente devido ao erro experimental.

Quantos aos inibidores devido as condi¢cdes brandas de severidade usadas
nesse experimento era esperado que os valores baixos para HMF e Furfural valores
semelhantes foram encontrados por Panagiotopoulos et al., 2012 que obteve
concentracbes maximas de 0,3 g/l e 0,1 g/ de HMF e furfural respectivamente.

Em relacdo ao pré-tratamento o valor mais alto do FCS também corresponde
a maior concentracdo de HMF (0,47). A maior concentracdo de furfural (0,40) no
hidrolisado correspondeu a segundo maior fator de severidade (0,72), isso pode
indicar uma possivel degradacdo desse inibidor nas condicbes mais severas

utilizadas nesse experimento.
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E reportado na literatura que a inibicdo total da atividade fermentativa é
provocada apenas por concentracfes superiores a 2 g/l, valores tdo altos sdo
encontrados com fatores de severidade maior que 2 (LARSSON et al., 1999; LEE;
LIM; LEE, 2015).

No entanto vale ressaltar que o furfural € levemente mais toxico que o HMF
provocando a inibicdo de 25% e 50% em concentracdes de 0,7g/l e 1,6g/l
respectivamente (PANAGIOTOPOULOS et al., 2012).

Alguns autores informam que concentracbes de HMF até 0,6 g/l sé@o
toleraveis por boa parte dos microrganismos fermentadores e concentracdes
maiores que 1,0 g/l de Furfural devem ser evitadas a fim de ndo afetar o rendimento
da fermentagéo.

Os hidrolisados com maiores concentragcbes de HMF e furfural deste
experimento poderiam ser fermentados sem sinais de inibicdo (na hipdtese da
inexisténcia de outros inibidores), pois essas concentracdes sao toleraveis para a

maioria dos microrganismos fermentadores.
5.3. Otimizacao da hidrélise &cida
A Tabela 7 mostra os valores obtidos no pré-tratamento das ramas da batata-
doce para os monossacarideos glicose, xilose, arabinose e para os inibidores HMF

e furfural.

Tabela 6: Resultados dos ensaios planejamento composto central para
monossacarideos e inibidores.

Ensaio Glicose Xilose Arabinose HMF Furfural

(9/) (9/1) (9/1) (9/1) (9/)
1 4,80 2,24 2,15 0,08 0,06
2 8,01 3,30 3,22 0,24 0,06
3 4,41 2,22 2,16 0,10 0,06
4 9,60 4,15 3,69 0,14 0,13
5 4,05 1,88 1,83 0,11 0,05
6 7,47 3,43 3,46 0,10 0,09
7 4,48 2,38 2,21 0,09 0,06
8 7,65 3,55 3,12 0,32 0,07
9 4,16 2,14 2,09 0,07 0,06
10 7,52 3,14 3,13 0,24 0,08
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Tabela 7: Resultados dos ensaios planejamento composto central para
monossacarideos e inibidores (Continuacao)

Ensaio Glicose Xilose Arabinose HMF Furfural

(9/) (9/1) (9/1) (9/l) (9/1)
11 3,96 2,18 2,09 0,09 0,07
12 8,34 3,84 3,34 0,14 0,15
13 4,15 1,93 1,91 0,09 0,06
14 7,40 3,12 3,06 0,12 0,13
15 4,46 2,40 2,28 0,10 0,07
16 7,73 3,39 3,22 0,40 0,07
17 5,44 2,42 2,19 0,17 0,06
18 13,31 5,19 3,80 0,30 0,17
19 7,01 3,51 2,53 0,16 0,12
20 13,42 5,08 2,22 0,47 0,13
21 6,45 2,79 2,52 0,13 0,10
22 11,83 4,17 3,41 0,41 0,09
23 6,74 3,05 2,26 0,25 0,08
24 12,09 5,66 3,81 0,25 0,17
25 6,14 2,55 2,27 0,13 0,09
26 8,17 3,49 3,13 0,49 0,09
27 7,27 2,97 2,08 0,23 0,10
28 11,75 4,61 3,79 0,24 0,12
29 6,18 2,42 2,15 0,22 0,07
30 12,62 4,68 3,17 0,31 0,20
31 8,16 3,21 2,58 0,17 0,09
32 11,70 4,55 3,58 0,51 0,18
33 5,31 2,39 2,47 0,10 0,08
34 11,70 4,55 3,62 0,47 0,18
35 5,52 2,32 2,41 0,10 0,08
36 9,79 4,05 3,31 0,13 0,13
37 3,21 2,45 1,42 0,05 0,07
38 8,77 3,67 3,57 0,20 0,10
39 6,09 2,56 2,53 0,31 0,06
40 9,30 4,08 3,23 0,17 0,13
41 9,44 3,83 3,13 0,11 0,12
42 9,25 3,89 3,28 0,12 0,15
43 8,17 3,38 3,35 0,12 0,17
44 9,43 3,89 3,00 0,13 0,21

5.3.1. Modelagem Glicose

O gréfico Pareto (figura 8) permite visualizar a influéncia dos termos do

modelo empirico na concentracdo de glicose no hidrolisado, neste tipo de gréfico o
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comprimento de cada barra é proporcional ao efeito padronizado, que é o efeito
estimado dividido pelo seu erro padrao.

Como pode ser observado por este grafico os termos que mais tiveram
influéncia nesta resposta foram a carga de sdlidos (linear), como ja era esperado,

e a temperatura (linear).

Figura 8: Grafico de Pareto para coeficientes da concentracéo de glicose
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p=,05

O efeito quadratico da carga de sélidos aparece como terceiro efeito mais
significativo, e dentre os efeitos significativos € o Unico com sinal negativo isto
indica que em certo ponto o aumento da carga de solidos pode levar a reducdo da
concentracdo de glicose no licor.

Timung et al., 2015 também encontraram este efeito negativo da carga de
sélidos para valores superiores a 10% usando pré-tratamento com &cido sulfarico
diluido no bagaco de cana e bambu, embora esses autores tenham usado agucares
redutores totais com resposta para 0 experimento a comparacao ainda € valida,
pois a glicose corresponde a maior parte deste tipo de acucar no hidrolisado.

A causa disso pode ser atribuida ao excesso de substrato disponivel no
meio reacional, o catalisador (acido sulfurico) perde sua efetividade com o0 aumento
da carga de solidos afetando negativamente o rendimento. Essa informacéo foi
confirmada por Kootstra et al., 2009 que também notaram a reducéo da efetividade
do pré-tratamento da palha de trigo quando a carga de solidos era aumentada de
10% para 20% e 30%.
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O tempo e a concentracdo de acido também aparecem como efeitos
significativos, no entanto sua influéncia na resposta se mostra menor do que a
temperatura e carga de sélidos.

Como ultimo efeito significativo tem-se a interacdo positiva entre a carga de
sélidos e a temperatura, essa interacdo indica que o aumento combinado desses
dois fatores age sinergicamente aumentando ainda mais a quantidade de glicose
obtida.

Era esperado que com o0 aumento da temperatura, tempo e concentracdo de
acido, houvesse a reducéo da concentracao de glicose, pois os altos niveis desses
fatores provocariam a degradacdo da glicose levando a formacdo de HMF
(TOFTGAARD et al., 2015).

Os efeitos lineares significativos encontrados neste experimento mostram
gue nas condi¢cdes empregadas a degradacéo da glicose néo foi suficiente a ponto
de influenciar negativamente seu rendimento final.

Embora nédo tenha sido verificada nas condi¢cdes usadas neste experimento
a existéncia de um efeito negativo da temperatura na concentracdo de glicose foi
constatado por Ruiz et al., 2013, eles analisaram o efeito do pré-tratamento acido
em caules de soja e utilizaram temperaturas entre 120 e 200°C, em razéo dessas
condigBes mais rigorosas a temperatura teve um efeito de ordem quadrética e
negativa confirmando a degradacédo deste monémero.

Com base no gréfico de Pareto, 0 modelo proposto para a resposta da

glicose neste experimento pode ser descrito pela equacao 14:

C.Glicose = 1,58TC + 0,49TP + 2,05SL + 0,407CA + 0,39TC x SL —
0,61SL2 + 8,34 (14)

Para este modelo o R? ajustado foi de 0,876. O R? ajustado é uma relacéo
gue demonstra o quanto o modelo € capaz de explicar o resultado encontrado na
resposta (glicose), neste caso o modelo da equacéao (14) é capaz de explicar 87,6%
dos valores de concentracdo de glicose obtidos no licor.

A Tabela 8 mostra a Analise de Variancia (ANOVA) (a=0,05) dos termos
propostos para a modelagem da resposta de glicose. Nessa analise foram

escolhidos apenas os termos significantes determinados pelo gréfico de Pareto.
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Como se pode verificar o modelo foi considerado muito significativo (p-valor
<0,001) podendo ser utilizado para representar os dados reais do experimento.
Além disso, a falta de ajuste n&o foi significativa o que é bom, pois simboliza que o

modelo se ajusta aos dados experimentais.

Tabela 7 : Anélise de Variancia (ANOVA) para superficie de resposta da Glicose
de modelo Quadratico.

Fonte Grau de  Quadrado FCalc. p-valor
liberdade Médio Prob>F
Modelo 6 49,84 51,74 < 0.0001*
TC 1 99,30 103,07 < 0.0001*
TP 1 9,74 10,11 0,0030*
SL 1 168,22 174,60 < 0.0001*
CA 1 6,63 6,88 0,0126*
TAXSL 1 4,81 5,00 0,0315*
SL? 1 10,36 10,76 0,0023*
Residuo 37 0,96
Falta de ajuste 18 1,30 2,04 0,0662
Erro puro 19 0,64

A ascendéncia do plano na figura 9a nas superficies de resposta abaixo
confirma a influéncia da interacdo entre os fatores temperatura e carga de soélidos.
Pelo gréfico fica claro que o uso maximo desses dois valores no experimento é

diretamente relacionado com a maxima concentracao de glicose.

Figura 9: Superficie de resposta glicose: a - carga de soélidos (SL) x temperatura
(TC); b - carga de sélidos (SL) x concentracao de acido (CA); carga de sélidos (SL)x
tempo (TP).

N

e

47



48

As superficies de resposta da figura 9b e 9¢c mostram que a influéncia dos
demais termos na concentracdo de glicose, embora seja estatisticamente
significante € bem menor que a carga de solidos, o proprio termo quadrético da
carga de solidos ndo é capaz de causar grande impacto na concentracdo de
glicose, ja que observando as superficies de respostas a degradacdo deste

mondmero nao € aparente.

5.3.2. Modelagem Xilose

Como se pode observar pelo grafico de Pareto, os efeitos lineares dos quatro
fatores séo os que mais influenciam a resposta de xilose. Assim como a glicose a
xilose tem sua concentracdo influenciada principalmente pelos fatores carga de
sélidos (SL) e temperatura (TC), mas ao contrario da glicose os fatores tempo e

concentracdo de acido foram mais relevantes na resposta de xilose.

Figura 10: Grafico de Pareto para coeficientes da concentracao de xilose
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@TP(L) [

WCAW 7777775777
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CA(Q) %/////////////// -1;35‘1565
1Lby2L ¢ 952652
1val ) 084332

3Lby4L ,894?8523
TC(Q) -;8188;?4

2Lby3L 13796373

2LbyaL f )-300708 |

3,935697

p=,05

Guo et al., 2008 também verificaram efeito semelhante na hidrélise de capim
zebra com acido sulfurico diluido notando que a mudanca da concentracao de acido
de 2% para 3% aumentava sensivelmente a concentragdo de xilose até 10 minutos

de reacgdo. No entanto 0 aumento na concentracéo de xilose foi menor a partir desse
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tempo. Nesse mesmo trabalho se concluiu que rendimento maximo de xilose era

obtido a partir dos 60 minutos de reacao.

Tabela 8: Coeficientes do modelo Xilose.

Termos Coeficientes p=
Intercepto 3,65395
TC 0,484912 < 0.0001a
TP 0,283729 < 0.0001a
SL 0,687822 < 0.0001a
CA 0,229214 0,0002a
TCxSL 0,124309 0,0553c
TP2 -0,11815 0,0983c
SL2 -0,14975 0,0383b

Como pode ser observado na Tabela 9 dos coeficientes além dos fatores

lineares outros fatores foram marginalmente significantes, no entanto optou-se por

utilizar no modelo da resposta de xilose somente os fatores lineares que sao muito

significantes a fim de melhorar a precisao deste modelo.

Assim como para glicose as condi¢cdes operacionais usadas no experimento

nao provocaram um efeito negativo quadratico nos fatores que afetaram

significativamente na concentragéo de xilose.

Tabela 9: Tabela de ANOVA para superficie de resposta Xilose modelo Linear

Fonte Grau de  Quadrado FCalc. p-valor
liberdade Médio Prob>F
Modelo 4 8,41 57,09 <0.0001
TC 1 9,41 63,83 < 0.0001
TP 1 3,22 21,85 < 0.0001
SL 1 18,92 128,42 < 0.0001
CA 1 2,10 14,26 0,0005
Residuo 39 0,15
Falta de ajuste 20 0,21 2,80 0,0145
Erro puro 19 0,077

Pela tabela de Andlise de Variancia (ANOVA) para a resposta de xilose

(Tabela 10) se conclui que a exclusao de efeitos pouco significantes deste modelo

ocasionou uma falta de ajuste significativo. Dessa forma o modelo escolhido

(equacéo 15), embora seja significativo, ndo se ajusta aos dados do experimento.
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C. Xilose 0,484912TC + 0,283729TP + 0, 687822SL + 0,229214CA +
3, 65395 (15)

A dificuldade de modelar a resposta da concentracdo de xilose pode ser
atribuida ao fato deste acucar ter sido consumido nas rea¢fes de degradacéo que

levam a formacéo de furfural.

Figura 11: Superficie de resposta glicose: a - carga de soélidos (SL) x temperatura

(TC); b - carga de sdlidos (SL) x concentracéo de acido (CA); carga de solidos
(SL) x tempo (TP).

As superficies de resposta na figura 11, sdo planos sem curvatura
caracteristicos de modelo lineares, € possivel observar que a combinacao de maior
carga de solida e maior temperatura € capaz de aumentar a producédo de xilose no
hidrolisado.

Como o apice da converséo da hemicelulose para xilose nédo foi alcangado
os fatores podem ser incrementados além dos valores usados neste experimento a

fim de aumentar ainda o rendimento de xilose no hidrolisado.

5.3.3. Modelagem Arabinose

Pela andlise dos efeitos dos fatores referentes a resposta de arabinose
temos um resultado relativamente diferente da xilose, embora estes dois

monossacarideos fagcam parte da composicdo da hemicelulose.
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Os resultados das analises de coeficientes demonstram que as ligacdes nas
arabinanas sdo mais suscetiveis ao ataque acido, dessa forma o coeficiente &

superior a temperatura.

Figura 12: Gréfico de Pareto para coeficientes da concentracdo de Arabinose.
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Ao contrario dos modelos obtidos para outros monossacarideos o tempo de
reacao dos ensaios nao teve efeito significativo na concentracao de arabinose no

hidrolisado.

Tabela 10: Coeficientes do modelo Arabinose

Termos Coeficientes p=
Intercepto 3,18955

TC 0,120888 0,0087
TP 0,081629 0,0672
SL 0,554739 < 0.0001
CA 0,161095 0,0008
TP2 -0,09346 0,0984
SL2 -0,18536 0,0021

Pela tabela dos coeficientes nota-se que embora ndo tenham sido
significantes com um intervalo de confiangca de 5% o termo linear e o termo

qguadratico do fator tempo para resposta de arabinose foram marginalmente
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significantes. O termo quadratico possui sinal negativo o que evidencia uma leve
taxa de degradacao da arabinose proximo ao tempo maximo de 60 minutos usado
neste trabalho.

O modelo da resposta de arabinose na equacgdo 16 teve R? ajustado de
0,806, valor levemente abaixo que a resposta de glicose, por exemplo, a razéo
disso pode ser atribuida a falta de termos quadraticos que indique a degradacao da
arabinose, que eventualmente aconteceria conforme os fatores fossem

aumentados.

C. Arabinose = 0,12TC + 0, 55SL + 0, 16CA — 0, 18SL2 + 3, 18955 (16)

A ANOVA do modelo (tabela 12) para resposta de arabinose comprova que
este é significativo, a falta de ajuste nao significativo confirma que o modelo se

ajusta aos dados.

Tabela 11: Andlise de Variancia (ANOVA) para superficie de resposta Arabinose

modelo Quadratico.

Fonte Grau de Quadrado FCalc. p-valor
liberdade Médio Prob>F
Modelo 8 1,89 26,63 <0.0001
TC 1 0,58 8,22 0,0070
TP 1 0,27 3,75 0,0610
SL 1 12,31 173,09 <0.0001
CA 1 1,04 14,60 0,0005
TP? 1 0,21 3,02 0,0909
SL? 1 0,85 11,89 0,0015
CA? 1 0,19 2,65 0,1126
Residuo 37 0,96
Falta de ajuste 16 0,066 0,87 0,6111
Erro puro 19 0,076

A superficie de resposta mostra que em relagéo a carga de sélidos (SL) a
concentracéo de arabinose atingiu seu valor maximo, sugerindo que valores de
carga de solidos acima de 11% podem ocasionar diminuicdo da concentracao

desse mondmero no hidrolisado.
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Figura 13: Superficie de resposta xilose: a - carga de sélidos (SL) x temperatura

(TC); b - carga de sdlidos (SL) x concentracdo de acido (CA).

Como foi constatado na analise do efeito do fator de severidade, em algumas
condicBes usadas neste experimento a arabinose ja € totalmente solubilizada,
portanto € necessario ter cuidado ao alterar certos parametros do experimento a
fim de melhorar o rendimento de outros agucares, pois isto eventualmente levara a

degradacdo deste monémero.

5.3.4. Modelagem Furfural

A Figura 14 mostra o grafico de Pareto para a modelagem da variavel
dependente Concentracéo de Furfural no hidrolisado.

O gréfico de Pareto mostra que o efeito significativo dos principais fatores na
resposta de furfural. Esta resposta apresentou todos os quatro termos quadraticos
negativos e significantes. Além deste, a interacdo entre os fatores carga de solidos
e concentracdo de acido também foi significativa.

O sinal negativo nos termos quadraticos para furfural estao relacionados a
degradacéao deste inibidor durante o experimento. A formacao de furfural n&o foi
suficiente para manter sua quantidade alta em algumas condi¢cbes usadas no

experimento.
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Figura 14: Gréfico de Pareto para coeficientes da concentracéo de Furfural
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Com base no gréafico de Pareto e na analise de variancia foi possivel definir

o modelo conforme equacado 17 considerando o coeficiente de confianca de 95%.

C. Furfural =0,039TC + 0, 015TP + 0, 041SL + 0, 032CA + 0, 018SLXCA —
0,019TC2 - 0,033TP2 — 0,039SL2 — 0, 036CAZ (17)

Com o uso da ANOVA (Tabela 13) confirmamos que o modelo escolhido é

significativo e se ajustar aos dados.

Tabela 12: Analise de Variancia (ANOVA) para superficie de resposta furfural

modelo Quadratico

Fonte Grau de  Quadrado FCalc. p-valor
liberdade Médio Prob>F
Modelo 9 0,029 13,35 < 0.0001
TC 1 0,061 28,54 < 0.0001
TP 1 9,299E-003 4,32 0,0452
SL 1 0,068 31,63 < 0.0001
CA 1 0,042 19,32 0,0001
SLXCA 1 0,010 4,82 0,0350
TC? 1 9,614E-003 4,47 0,0419
TP? 1 0,027 12,66 0,0011
SL? 1 0,039 17,94 0,0002
CA? 1 0,032 15,07 0,0005
Residuo 37 2,151E-003
Falta de ajuste 16 2,543E-003 1,38 0,2502
Erro puro 19 1,841E-003
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O R? ajustado para esta resposta foi de 0,72, o menor valor dentre os
modelos definidos, tal resultado era esperado, pois a resposta teve um resultado

incomum ocasionado pela degradacdo do composto.

Figura 15: Superficie de resposta furfural: a - carga de solidos (SL) x temperatura
(TC); b - carga de sdlidos (SL) x concentracéo de acido (CA); carga de solidos
(SL) x tempo (TP).
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A figura 15 mostra as superficies de resposta para modelagem da resposta
furfural. Dado as caracteristicas do modelo como esperado tem-se uma superficie
cbncava mostrando o apice da concentracdo de furfural nos pontos centrais deste
experimento. Conforme se aumenta os fatores a degradacéo toma lugar, todavia o
grafico de contorno na figura 16 mostra uma caracteristica interessante do modelo.
Considerando a magnitude dos efeitos quadraticos era esperado que a combinacgao
desses levasse a reducdo da concentracdo de furfural a valores menores que
0,019/l isso ndo acontece por causa do efeito sinérgico da interacdo entre a carga
de sdlidos e a concentracdo de acido.

A degradacdo de furfural encontrada neste trabalho é possivel porque
normalmente a energia de ativagdo necessaria para degradar esse inibidor é
58,85% menor que a energia necessaria para produzi-lo, considerando um modelo
cinético de primeira ordem (LAVARACK; GRIFFIN; RODMAN, 2002).
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Figura 16: Grafico de contorno modelo Furfural
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5.3.5. Modelagem HMF

O gréfico de Pareto da figura 17 mostra que para concentracdo de HMF tém-
se todos os termos lineares dos fatores como significantes, destes termos, a
concentracéo de acido mostrou-se negativa, significando que o aumento deste fator

leva a diminuicdo da concentracdo de HMF.

Figura 17: Gréfico de Pareto para coeficientes da concentracdo de HMF
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Ao contrario do efeito linear o efeito quadratico da concentracéo de acido foi

positivo, como também o efeito quadratico da temperatura.
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Como significativo também ha dois efeitos de interacdo, a interacdo entre a
concentracdo de acido e carga de solidos, que é negativa, portanto o aumento
desses dois fatores conjuntamente leva a redugédo da concentragdo de HMF no
hidrolisado. J& a interacdo entre temperatura e carga de solidos € positiva levando
a producdo de mais HMF quando valores maiores desses dois fatores sao
combinados.

O modelo baseado nos termos significantes conforme o grafico de Pareto é
mostrado na equacéao abaixo:

C. HMF = 0,070TC+0,013TP+0,069SL-0,052CA+0,017 TCxSL - 0,036SLXCA +
0,044 TC2+ 0,034CA2+ 0,13 (18)

A ANOVA (tabela 14) confirmou que o modelo definido foi significativo
apresentando boa parte dos termos significantes, a falta de ajuste foi significativa
indicando que o modelo ndo se ajusta aos dados experimentais. O R? ajustado para
o modelo foi de 0,899, um bom valor que indica que o modelo é capaz de explicar
89,9% das alteracdes na concentracdo de HMF que aconteceram no experimento

guando os fatores foram alterados.

Tabela 13: Analise de Variancia (ANOVA) para superficie de resposta furfural

modelo Quadratico

Fonte Grau de  Quadrado FCalc. p-valor
liberdade Médio Prob>F
Modelo 8 0,078 49,28 < 0.0001
TC 1 0,19 122,71 < 0.0001
TP 1 6,657E-003 4,21 0,0477
SL 1 0,19 122,16 < 0.0001
CA 1 0,11 67,91 < 0.0001
SLXCA 1 8,842E-003 5,59 0,0237
TCXSL 1 0,041 25,86 < 0.0001
TC? 1 0,053 33,30 < 0.0001
CA? 1 0,031 19,41 < 0.0001
Residuo 35 1,581E-003
Falta de ajuste 16 2,911E-003 6,31 0,0001
Erro puro 19 4,611E-004
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Analisando as superficies de resposta b e ¢ da figura 18, € possivel vermos
claramente como os efeitos das interacfes deste modelo atuam de forma diferente
na resposta, na figura 18a a reduc¢éo pela combinacao entre concentracéo de acido
e carga de sélidos diminuiram significativamente a concentracdo de HMF, ja pela
figura 18b percebe-se que a combinacao de temperatura e carga de solidos permite
atingir uma maior concentracao do inibidor em questao.

A figura 18c evidencia uma formacgao pequena de HMF em temperaturas
mais baixas seguida por degradacao desse inibidor e logo depois um aumento
significativo.

Figura 18: Superficie de resposta HMF: a - Concentracéo de &cido (CA) x Carga
de sélidos (SL); b - Carga de sélidos (SL) x Temperatura (TC); ¢ - Concentracdo

de &cido (CA) x temperatura (TP).
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Uma explicacdo provavel para o formato da superficie de resposta da figura

18c é que a concentracdo de HMF aumenta em temperaturas mais baixas devido

a degradacao de hexoses provenientes da hemicelulose (manose, glicose), com o

aumento da temperatura os valores da degradacao de HMF se tornam equivalentes

a sua taxa de producédo, fazendo com que concentracdo deste chegue a zero

nessas condi¢cdes, um novo aumento da temperatura a valores maximos do

experimento leva a disponibilidade de mais glicose no hidrolisado, esta por sua vez
permite que a concentracdo de HMF também aumente conjuntamente.

Percebe-se também que o principal responsavel pela degradacdo do HMF é

a concentracao de acido com valores de até 3%, acima deste valor a degradacao

tem menor influéncia, desde que ndo se aumente a carga de soélidos conforme foi

explicado na discusséo da figura 18a.
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5.4. Otimizacéo das respostas

Apds a modelagem de todas as respostas do experimento aplicou-se a
técnica de desejabilidade conforme ja descrito na metodologia, com o adendo de
que para as respostas de glicose, xilose e arabinose foram definidos como limite
inferior na funcdo de desejabilidade individual a média dos resultados a fim de
eliminar valores mais baixos na otimizacdo. Isso nédo foi aplicado para os inibidores
pois a concentracdo desses ja estava baixa em todas a condi¢des testadas, por
esta razdo também se optou por aplicar a equacao 13, para definicdo do valor de
desejabilidade individual destes.

A otimizagao realizada no programa Design expert forneceu 100 solugdes
baseadas nos critérios definidos para os fatores e respostas. A solucéo escolhida
foi a que forneceu melhor valor de desejabilidade geral (0,794). Na figura 19 é
possivel verificar que o resultado 6timo das respostas do experimento € obtido
usando os valores maximos do planejamento fatorial. Em relacdo aos inibidores o
valor para HMF estd na média dos encontrados no experimento, ja para furfural
temos um valor acima da média, no entanto como ja vimos previamente esse valor

nao é suficiente a ponto de provocar impacto na fermentacéo.
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Figura 19: Resultado otimizacdo das respostas do planejamento composto
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6. CONCLUSOES

Pelo que foi mostrado nos resultados conclui-se que nas mais severas
condigBes experimentais testadas €& possivel obter a total solubilizagdo das
arabinanas e rendimento de até 38,46% de glicose e 63% xilose, ressaltando que
nessas condi¢cdes ndo ha formacao excessiva de inibidores.

Conclui-se também que a carga de solidos é o fator que mais afeta a
solubilizagédo de acucares, embora em alguns casos esse fator provoque uma leve
diminuicao no rendimento do processo.

Os demais fatores influenciam em menor grau a resposta dos acucares, e
nas condigcbes usadas neste experimento nao foram capazes de provocar
degradacdo significativa destes aglcares durante 0s ensaios.

Para o furfural os efeitos dos fatores provocaram a degradac¢éo contribuindo
para manter baixa sua concentracdo em varias etapas do experimento.

O HMF também teve sua concentracdo reduzida por haver uma degradacao
em funcdo da concentracdo de acido nos ensaios. Assim uma concentracdo de
acido de 2% a 3,5% faz com que a taxa de degradacao seja maior que a producdo
desse inibidor.

Enfim, considerando a baixa concentracdo de inibidores foi possivel
demonstrar a maior solubilizacdo de acgUcares, portanto as condi¢cdes 6timas para
o experimento foram definidas temperatura de 105°C, tempo de processo de 75
minutos, carga de solidos de 8% e concentracdo de acido de 4%, nessas condicbes
teriamos 12,63g/l de glicose, 5,019/l de xilose, 3,63g/l de arabinose, 0,17g/l de

furfural e 0,299/l de HMF.
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APENDICE A - Cromatogramas de padrées e amostra (ensaio n° 22) de

carboidratos e acido acético.

Cromatogramas obtidos por CLAE, para os padrdes de carboidratos (a) e &cido
acético (b) e ensaio n° 22 (c). Coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H+

(300 x 7,8 mm), fase moével 5 mM de acido sulfarico em agua ultrapura (destilada e

deionizada); fluxo de 0,6 mL/min, a 30°C
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APENDICE B - Cromatogramas de padrdes e amostra (ensaio n° 22) de

Furfural e HMF

Cromatogramas obtidos por CLAE, para os padrdes de inibidores (a) e e ensaion®
22 (b). Coluna Phenomenex Luna C18 5u (2) (250 x 4,6 mm) e pré-coluna
Phenomenex C18 (4 x 3,0 mm), fluxo do eluente foi de 1mL/min, a 30°C,
comprimento de onda a 276 nm, fase mével agua/acetonitrila 1:8, 1% acido acético.
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