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RESUMO

MORI, N. R. Etanol celulésico a partir da palha e do bagaco de cana-de-aciicar: pré-
tratamentos e conversio biotecnolégica nao convencionais. 2015. 198p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo,
Lorena, 2015.

Devido as crises ocorridas no setor petroleiro, além do interesse em reduzir a emissao de
gds carbonico (CO,), varios paises buscam o desenvolvimento de novos combustiveis.
Atualmente, mais de 80% da frota de veiculos no Brasil rodam ou somente com etanol ou
com uma mistura de etanol e gasolina. Desta forma, o bioetanol € considerado um
combustivel renovavel alternativo com grande potencial para substituir os combustiveis
oriundos do petréleo. Para atender a crescente demanda de etanol, sem competir com areas
cultivdveis voltadas para producdo de alimentos, fontes de materiais lignoceluldsicos
podem ser utilizadas com o intuito de se aproveitar a fracdo celuldsica para obtengdo de
acucar fermentdvel para produgdo de bioetanol. Neste trabalho, o objetivo foi avaliar o
efeito de tecnologias de pré-tratamento (convencionais € ndo convencionais) dos
subprodutos sucroalcooleiros (bagaco e palha de cana), seguida ou ndo de uma etapa de
deslignificacdo, sobre a conversdo enzimadtica da celulose de cada biomassa vegetal, além
de testar e avaliar o efeito que a mistura das duas biomassas (antes do pré-tratamento), em
diferentes proporc¢des, pode causar na producdo de etanol 2G. Em uma primeira parte do
trabalho, a palha de cana foi submetida ao pré-tratamento hidrotérmico e ao pré-tratamento
por ultrassom, seguido de uma etapa de deslignificacdo alcalina. Para o pré-tratamento
hidrotérmico, foram testadas trés temperaturas (160, 170 e 180°C) nos tempos de 10, 20,
30, 40 e 50 min para cada temperatura. Para o teste com ultrassom, os experimentos foram
conduzidos em trés meios diferentes (4cido, alcalino e meio aquoso — controle) nos tempos
de 1 a 30 minutos para cada condi¢do. As amostras pré-tratadas por ultrassom e pelo
método hidrotérmico foram deslignificadas com solu¢do de NaOH 1%(m/v) por 1 hora.
Ap6s pré-tratamento e deslignificacdo, os ensaios de hidrdlise enzimatica foram realizados
empregando Celluclast 1.5L (15 FPU/g de amostra) e B-Glucosidase (12,5 Ul/g de
amostra). A condi¢do de pré-tratamento hidrotérmico mais promissora para a palha foram a
170°C por 10 min, mostrando que a palha nio necessita de tratamentos mais severos para
obter uma maior digestibilidade no processo de hidrolise enzimatica. J4 o método por
ultrassom provocou o aumento da recalcitrincia do material lignoceluldsico tanto para o
agente deslignificante como para as celulases. Em uma segunda parte do trabalho, palha e
bagaco de cana foram pré-tratados por explosdo a vapor catalisado por SO, nas seguintes
condi¢des para cada biomassa: 190, 195 e 200°C, por 5 min e 3% de SO, (m/m). Apds
encontrar a condi¢do ideal para ambas biomassas (190°C, 5 min, 3% SO,), tr€s propor¢des
diferentes de misturas de palha e bagaco foram testadas: 90% de palha / 10% de bagaco,
90% bagaco / 10% de palha e 50% de palha / 50% de bagaco e estas misturas foram pré-
tratadas na condi¢do otimizada. Em todas as etapas, a hidrdlise enzimatica foi realizada.
Observou-se que a recuperagdo mais elevada de agucar foi encontrada na amostra 50%
bagaco/50% palha. Curiosamente, quando comparado com uma biomassa tratada
isoladamente, todas as trés misturas apresentam uma maior recuperacao de acucar.

Palavras-chave: Pré-tratamento hidrotérmico. Ultrassom. Explosdo a vapor. Bagaco.
Palha. Misturas de biomassa.



ABSTRACT

MORI, N. R. Cellulosic ethanol from sugarcane straw and bagasse: non-conventional
pretreatments and biotechnological conversion. 2015. 198p. Thesis (Doctor of Science)
— Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2015.

Due to the crises in the oil sector, in addition to interest in reducing the emission of carbon
dioxide (CO,), many countries seek to develop new fuels. Currently, over 80% of the
vehicle fleet in Brazil only run on ethanol or a mixture of ethanol and gasoline. Thus,
bioethanol is considered an alternative renewable fuel with great potential to replace
petroleum derived fuels. To meet the growing ethanol demand, without competing with
cultivable areas focused on food production, lignocellulosic materials sources can be used
in order to take advantage of the cellulosic fraction to obtain fermentable sugar for
bioethanol production. In this study, the objective was to evaluate the effect of
pretreatment technologies (conventional and unconventional) of sugar and alcohol
byproducts (bagasse and straw) followed or not by a delignification step on the enzymatic
conversion of each biomass, besides test and evaluate the effect that mixing of the two
biomasses (before pretreatment), in different proportions, can cause in the production of
2G ethanol. In the first part of the study, sugarcane straw was submitted to the
hydrothermal pre-treatment and pre-treatment by ultrasound, followed by an alkaline
delignification step. For the hydrothermal pretreatment, three temperatures were tested
(160, 170 and 180°C) in the times of 10, 20, 30, 40 and 50 min for each temperature. For
the test with ultrasound, the experiments were conducted in three different enviroments
(acid, alkaline and aqueous medium - control) in the times of 1-30 minutes for each
condition. The pretreated by ultrasound and by hydrothermal method samples were
delignified with NaOH solution 1% (w/v) for 1 hour. After pre-treatment and
delignification, the enzymatic hydrolysis assays were performed using Celluclast 1.5L (15
FPU/g of substrate) and B-glucosidase (12.5 IU/g of substrate). The hydrothermal pre-
treatment condition most promising for the straw was at 170°C for 10 min, showing that
the straw doesn’t require more severe treatments to obtain a higher digestibility of the
enzymatic hydrolysis process. Yet the ultrasound method led to increased recalcitrance of
lignocellulosic material for both the delignificant agent as for cellulases. In a second part
of the study, straw, and bagasse were pre-treated by steam explosion catalyzed by SO,
under the following conditions for each biomass: 190, 195 and 200°C for 5 min and 3% of
SO, (m/m). After finding the optimal condition for both biomasses (190°C, 5 min, 3%
SOy,), three different ratios of mixtures of straw and bagasse were tested: 90% straw / 10%
bagasse, 90% bagasse / 10% straw and straw 50% / 50% bagasse and these mixtures were
pretreated in the optimized condition. At all stages, the enzymatic hydrolysis was carried
out. It was observed that the higher sugar recovery was found in the sample 50% bagasse /
50% straw. Interestingly, when compared with a treated biomass separately, all three
blends exhibit a greater sugar recovery.

Keywords: Hydrothermal pretreatment. Ultrasound. Steam explosion. Bagasse. Straw.
Mixture of biomass.
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1. INTRODUCAO

A demanda global por energia continua a aumentar e, por isso, espera-se que as
emissdes de gas carbdnico (CO,) atinjam novos recordes, chegando a, aproximadamente,
31 Gt em 2035 (IPCC, 2013). A necessidade de adaptacdo as alteracdes climaticas e as
crescentes preocupacdes com relacio a seguranca energética sao os principais
impulsionadores de muitos paises pertencentes a Organizacdo para Cooperacdo e
Desenvolvimento Economico (OCDE) que incentivam o crescimento da energia renovavel
(HO et al., 2014). Nesse cendrio atual, a energia renovavel contribui com cerca de 13% do
consumo da energia global, sendo que, aproximadamente, 10% corresponde a bioenergia
(HO et al., 2014).

O termo bioenergia refere-se a energia contida em solidos, liquidos ou produtos
gasosos derivados de matéria-prima bioldgica (biomassa) (IEA, 2010). Nesta categoria
estdo incluidos os biocombustiveis para transporte, produtos que geram eletricidade e calor
(como por exemplo, cavacos ou pellets de madeira), bem como o biogds produzido por
meio de processamento bioldgico dos residuos industriais (IEA, 2013).

Biocombustiveis para transporte representam a maior fracdo da produ¢do mundial
de bioenergia. O bioetanol é considerado um combustivel renovavel alternativo com amplo
potencial para substituir combustiveis derivados de petréleo e com virtuosa capacidade
para reducdo significativa de emissdo dos gases do efeito estufa (LEE; LAVOIE, 2013).

As tecnologias de primeira geragdo produzem etanol a partir de culturas de
alimentos com alto teor de actcar (cana) ou amido (milho). O bioetanol (ou etanol de
Segunda Geragdo) € produzido a partir de biomassa ndo alimentar, incluindo os residuos de
colheita de producdo florestal (arbustos, folhas secas, cavacos de madeira, etc) ou residuos
agroindustriais (palha de arroz, casca de café, palha de trigo, sorgo, bagaco de cana, etc)
(GUPTA et al.,, 2014; SIMS et al.,, 2010). Estes tultimos sdo os mais cotados para
desenvolver o papel principal dentro das biorrefinarias (STAR-COLIBRI, 2011).

Estima-se que somente os EUA t€m potencial para produzir mais de 1,3 bilhdes de
toneladas (base seca) de biomassa por ano (REDDY; YANG, 2005). Segundo Zhang
(2008), um bilhao de toneladas de biomassa seca produz entre 80-130 bilhdes de galdes de
etanol celuldsico. No Brasil, a cana-de-agicar é uma das maiores monoculturas agricolas,

fornecendo uma enorme quantidade de subprodutos, sendo os principais 0 bagago e a
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palha. Estima-se que durante o processamento da cana sdo gerados, anualmente,
aproximadamente 160 milhdes de toneladas de bagaco e palha, o que os tornam
interessantes, considerando o baixo custo de matéria-prima e o desenvolvimento
sustentavel (MAZIERO, 2013).

E sabido que grande parte do bagaco gerado é aproveitado como fonte de energia
dentro das prdprias usinas que, atualmente, ja se tornaram autossuficientes em geracdo de
vapor e energia elétrica através da combustdao do bagaco. Ainda assim, sabe-se que nem
todo bagaco nessas usinas € queimado e, também, existem usinas que ndo contém
cogeracdo de energia. Estas sdo minorias, porém um grande volume de bagaco pode ser
acumulado nos pétios das usinas, gerando problemas como a disposi¢do do material e o
risco de incéndio.

Ja a palha de cana apresenta grande potencial para geracao de calor, eletricidade e
producdo de etanol celuldsico. No estado de Sdo Paulo, maior produtor do pais, mais da
metade da drea plantada de cana-de-agucar € colhida mecanicamente (AGRO, 2011). E, em
médio prazo, praticamente 100 % dos canaviais terd a colheita mecanizada, pois em Sao
Paulo a legislacdo ambiental criou leis, definindo cronograma para que a queima da
colheita seja abolida definitivamente. Desta forma, a disponibilidade de palha e bagaco nas
usinas de agucar e dlcool tem impulsionado vérios grupos de pesquisa a desenvolver
tecnologias que visem ao seu aproveitamento mais racional.

A tecnologia de conversdo de biomassa lignoceluldsica em agucares fermentaveis
para a producdo de etanol vem sendo considerada como uma alternativa promissora para
atender a demanda mundial por combustiveis. As técnicas de pré-tratamento da biomassa
tém como objetivo desestruturar a parede celular liberando os polissacarideos com fonte de
acucares fermentesciveis de forma eficiente e economicamente vidvel. Os agucares
presentes na palha e no bagagco de cana-de-acicar encontram-se na forma de polimeros
(celulose e hemicelulose) e s@o recobertos por uma macromolécula (lignina), formando a
microfibrila celulésica.

Devido a sua interacdo intermolecular e completa auséncia de d4gua na estrutura da
microfibrila, a celulose apresenta estrutura bastante recalcitrante dificil de ser
desestruturada e convertida em monossacarideos fermentesciveis (FENGEL; WEGENER,
1989).

Sendo assim, a etapa de pré-tratamento ainda é considerada a etapa crucial para
desencadear a producdo de etanol a partir de biomassa. E a etapa determinante para

viabilizar a tecnologia de obten¢do de bioetanol a partir de materiais lignocelul6sicos, isto
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porque esta etapa define o rendimento e o custo o qual os carboidratos de celulose e
hemicelulose podem ser convertidos a etanol (BALAT; BALAT; CAHIDE, 2008).

Sabe-se que a viabilizacdo de obtencdo de etanol a partir de biomassa estd
diretamente relacionada em obter as condicdes otimizadas de processamento,
principalmente da etapa de desestruturacdo da fibra. Muitos estudos de variacdes de
parametros de processo vém sendo realizados, porém estudos relacionados a influéncia das
reacoes e condi¢des adotadas para modificacdo da biomassa ainda € pouco explorada.
Neste trabalho foram estudados trés tipos de pré-tratamentos (hidrotérmico, explosao a
vapor catalisado com SO; e ultrassom), com o intuito de compreender como cada pré-
tratamento e cada parametro avaliado interage com a biomassa, uma vez que a
compreensdo destas interacdes pode favorecer a escolha dos parametros ideais ou mais
adequados para o processamento.

Além disso, sabe-se que mesmo com tecnologias disponiveis para o processamento
da celulose, a maioria esbarra em dificuldades técnicas ou econdmicas (ZHENG et al.,
2009; SUN; CHENG, 2002; ZHAO et al., 2008). O rendimento liquido da conversdo da
celulose em glicose livre e, a seguir, em etanol ainda pode ser desfavoravel. Tornar os
rendimentos mais favoraveis possibilitard o melhor aproveitamento dessa rica matéria-
prima natural encontrada na palha e no bagago de cana-de-agucar, atualmente desperdicada
ou utilizada de forma menos nobre. Muitas vezes, mesmo otimizando os processos de pré-
tratamentos, o rendimento final ainda pode nao ser satisfatdrio.

Assim, com o intuito de investigar maneiras de melhorar a recuperacio de aguicares
no processo de obtencdo de etanol, além de avaliar a otimizacdo do processo de um dos
pré-tratamentos avaliados neste trabalho (explosdo a vapor catalisado por diéxido de
enxofre) para cada biomassa (palha e bagaco de cana) este trabalho avaliou a possibilidade
de misturar essas biomassas, em diferentes proporcdes, antes da etapa de pré-tratamento,
uma vez que sdo duas matérias-primas de composi¢cdes quimica diferentes, e que podem
atuar de forma sinérgica, segundo estudos preliminares, melhorando assim o rendimento

final em agucares fermentéveis.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Energia e Sustentabilidade

Com a globalizac¢do da crescente demanda por energia, a escassez de energia € um
problema comum em todo mundo. Prevé-se que o crescimento da produgdo de petréleo e
gds, hoje facilmente acessiveis, ndo ird coincidir com a taxa de demanda projetada para o
periodo compreendido entre 2040 e 2050, uma vez que o nivel de demanda por petréleo
aumentard de 85 Mb.dia! em 2008 para 105 Mb.dia™! em 2030 e, concomitantemente, o
nimero de veiculos aumentard para 1,3 milhdes em 2030 e para 2 bilhdes em 2050
(BRADSHAW, 2010; BALAT, 2011).

Além disso, a queima destes combustiveis € responsavel por 82% das emissdes de
diéxido de carbono (CO;), um dos principais gases relacionados com o efeito estufa
(WILDERER, 2009). Segundo dados da International Energy Agency (IEA — Key
Statistics, 2009), em 14 anos houve um aumento de aproximadamente 54% nas emissoes
de gases estufas relacionados com o uso de combustiveis fosseis, 0 que torna o uso destes
combustiveis cada vez mais insustentdvel. Além dos impactos negativos relacionados a
sustentabilidade, outro agravante no uso do petréleo e suas fragdes estdo relacionados com
a seguranga energética.

A seguranga energética € comumente definida como fornecimento confidvel e
adequado de energia a precos razodveis. Este fornecimento confidvel e adequado estd
relacionado com um fornecimento ininterrupto que satisfaca plenamente as necessidades
da economia global. Uma vez que estes saldos tendem ao negativo em questdo de anos,
devido a iminente escassez das reservas de petréleo, a instabilidade dos pregos, juntamente
com as preocupagdes da sociedade com a preservacdo ambiental, hd um grande interesse
em explorar e estudar outras fontes alternativas de energia (RABELO et al., 2011).

Entre as diversas fontes de energias renovdveis, a biomassa € vista como a mais
interessante por vdrias razdes. A principal delas € que a bioenergia pode contribuir para o
desenvolvimento sustentivel da regido que a utiliza, além de os recursos estarem
frequentemente disponiveis no proprio local e o investimento de capital para a conversao

em energia ser baixo (PANDEY et al., 2011). Além do mais, a energia proveniente de
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biomassa pode desempenhar uma funcao importante na reducdo das emissdes de gases do
efeito estufa, j4 que a biomassa é formada a partir de CO, e H,O, aproveitando a energia
solar. Assim, o Brasil e muitos outros paises reduziriam ainda mais as emissoes de didxido
de carbono, resultando em muitas vantagens em relacao ao Protocolo de Kyoto.

Biocombustiveis para transporte representam a maior fracdo da produg¢do mundial
de bioenergia. O bioetanol € considerado um combustivel renovavel alternativo com amplo
potencial para substituir combustiveis derivados de petréleo e com virtuosa capacidade
para reducdo significativa de emissao dos gases do efeito estufa (LEE; LAVOIE, 2013). O
etanol obtido do caldo de cana-de-agucar (etanol de primeira geracdo) é, até 0 momento, o
unico combustivel com capacidade de atender a crescente demanda mundial por energia
renovavel de baixo custo e de baixo poder poluente. Deve-se considerar que as emissoes
gasosas com a queima do etanol sdo da ordem de 60% menores se comparadas as emissoes
da queima da gasolina, sendo ainda que o do CO; emitido € reabsorvido pela prépria cana
(CHU, 2012).

Atualmente, o etanol é produzido praticamente a partir de matérias-primas
sacarinas ou amildceas, cana-de-agicar e milho, respectivamente (MENDU et al., 2012).
Porém, ha um grande esfor¢co da comunidade cientifica para o desenvolvimento de novos
processos economicamente vidveis para o aproveitamento dos componentes dos materiais
lignocelulésicos, caso dos residuos agricolas (palha e bagaco de cana-de-acucar, palha de
trigo e residuos de milho) e residuos florestais (pé e restos de madeira), assim como o
capim elefante para producdo de etanol combustivel (etanol de segunda geracdo) (CHU;
MENDU et al., 2012).

O mais abundante recurso biolégico renovdvel da terra é a biomassa
lignoceluldsica. Dependendo da localidade, hd variacdo da fonte lignocelulésica que sera
utilizada para a produgdo do bioetanol e outros produtos quimicos. Por exemplo, em 2007,
uma destilaria foi montada na India para producio de etanol de segunda geragio a partir do
sorgo doce, utilizando como matéria-prima lignocelulésica o sorgo doce (BALAT, 2012).
Em algumas partes da Europa, particularmente a Franca e Itdlia, uvas tornaram-se uma
matéria-prima para producdo de etanol combustivel a partir de residuos gerados na
producdo do vinho. No Japdo, tem sido proposto a utilizacdo da palha de arroz. O etanol
pode ser eficientemente produzido a partir de amidos, como a mandioca. Nigéria e Gana
estdo estabelecendo plantas de etanol a partir de mandioca. Primeira usina de etanol de
mandioca em grande escala do mundo foi construida em Guangxi (China) por COFCO em

2007, com uma produg¢do anual capacidade de 200.000 toneladas (LIU, 2010).
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No caso do Brasil, os residuos agroindustriais sdo os grandes destaques como fonte
lignoceluldsica para a produgdo de etanol 2G, sendo que dentre as opgdes existentes, a
palha e o bagaco de cana-de-acticar sdo os mais estudados e apontados como os mais

promissores.

2.2 Palha e bagaco de cana: residuos da industria sucroalcooleira

A cana de agicar € uma graminea pertencente ao género Saccharum, que se
estabeleceu ha cerca de 6.000 a.C. na Indonésia e Nova Guiné, espalhando-se para o
Pacifico Sul, India, China e vizinhancas, e que posteriormente disseminou-se para outras
regides do mundo, em especial regides tropicais e subtropicais (SILVA, 2009b). A cana-
de-agicar foi introduzida no Brasil em 1532 e sempre teve importancia destacada na
economia do pais (CONAB, 2015).

O pafs ndo é s6 o maior produtor da cultura, seguido por India e China, como
também o maior produtor de agticar e etanol de cana-de-agucar. Responsavel por mais de
50% do agucar comercializado no mundo, o pais deve ter redugdo na sua producao este ano
em 2,5% (CONAB, 2015). Apesar de pouco mais de 50% da producdo estar concentrada
em Sao Paulo, a cultura € cultivada em todas as regides do pais (UNICA, 2015).

A cana-de-agucar € semi perene e expressa um bom desenvolvimento em solos
onde ha boa aeragdo, boa drenagem, o que exige solos com profundidade superior a um
metro. O desenvolvimento da cana se deve em dois ciclos. O primeiro ciclo da cultura é
chamado de cana-planta, ou seja, quando a cultura ainda ndo teve o primeiro corte. O
periodo da cana-planta pode ser de 12 ou 18 meses, conforme a variedade.

Apbs o primeiro corte encerra-se o ciclo da cana-planta e se inicia o ciclo da cana-
soca. Neste ciclo o periodo passa a ser de 12 meses para todas as variedades. A cultura tem
como caracteristica ser semi perene porque permite varios cortes, sem a necessidade de
replantio, porém a cada safra é necessdria a aplicacdo de insumos agricolas de forma que a
cultura continue com patamares de produtividades vantajosos. Quanto maior o nimero de
corte, menor € a resposta da cultura a aplicacdo desses insumos, o que faz com que em

determinado momento seja necessdria a renovacdo desses canaviais (ALENCAR, 2012). A
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queda na produtividade agricola em funcdo de um maior nimero de cortes pode ser

observada na Figura 1 a seguir:

Figura 1: Produtividade agricola por idade de corte em toneladas/ha.
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Fonte: CONAB, 2015.

O Brasil deverd produzir até o final da safra 2014/2015, aproximadamente, 642,1
milhdes de toneladas de cana-de-agicar em pouco mais de 9 milhdes de hectares. A
estimativa é que sejam produzidos 36,36 milhdes de toneladas de agucar e 28,66 bilhdes de
litros de etanol (2,53% a mais do que os 27,96 bilhdes de litros da safra anterior
2013/2014), sendo que 11,80 bilhdes de litros serdo de dlcool anidro e 16,86 bilhdes de
litros serdo de alcool hidratado (CONAB, 2015).

Ao produzir dlcool e agucar, o processamento da cana gera varios residuos
agricolas, como a palha, o bagaco, a torta de filtro, a vinhaca e dguas residudrias. Para cada
tonelada de cana produzida sdo gerados 140 kg de bagaco e 140 kg de palha (LABAT;
GONCALVES, 2008; SAAD et al., 2008). Sendo assim, o esperado para esta safra é que
sejam gerados 89,9 milhdes de toneladas de cada residuo.

Grande parte desse bagaco € aproveitada como fonte energética dentro da prdpria
usina. Atualmente, elas ja sdo autossuficientes em vapor e energia elétrica através da
combustdo do bagago e algumas ja até possuem termoelétricas acopladas, gerando energia
adicional para as concessiondrias elétricas da regido. Quantidades de bagaco
remanescentes podem ser utilizadas em inimeros processos industriais pela separacdo da

fibra, que serve para a fabricacdo de papéis/mdveis, ainda que em pequena escala, e da
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medula que pode ser utilizada na alimentagcdo animal e na produ¢do de furfural; o bagaco
pode também ser utilizado em processos de compostagem (ALENCAR, 2012).

Outro residuo que vem anualmente aumentando no setor sucro-alcooleiro € a palha
de cana. O grande problema da palha de cana é a fuligem liberada no meio ambiente
durante a queima da palha no campo, na época da colheita, e pousa no chdo na forma de
finos blocos escuros. Mais de 70 produtos quimicos ja foram identificados na fumaca
resultante das 21 queimadas, sendo que muitos desses produtos sdo téxicos ou tém agao
cancerigena (MORIYA, 2007a). Devido a estes problemas gerados pela queimada, em 19
de setembro de 2002, o Estado de S@o Paulo criou a Lei n® 11.241, que dispde a eliminacao
gradativa da queima da cana. Em 11 de marco de 2003, ela foi regulamentada pelo decreto
n® 47.700, que apresenta, em seu artigo 2°, a tabela de eliminag¢do gradativa do atual
processo de cultivo, o qual deverd ser totalmente substituido por colheita mecanica até
2031 (SAO PAULO, 2011).

Além disso, o canavial é um reservatdrio de carbono, pois as plantas retiram CO,
do ar e o armazenam na forma de compostos organicos. Parte desse carbono encontra-se no
palhico (palha e pedacgos de caule seco) e é langcado novamente na atmosfera quando se faz
a queima do canavial como pratica de pré-colheita. Na medida em que a energia dessa
queima possa ser aproveitada em substitui¢do daquela proveniente de combustiveis fosseis,
haveria uma contribui¢do na reducao do CO, atmosférico, ou seja, seria criado um crédito
de carbono de acordo com o protocolo de Kyoto. A Lei de Queimadas no Estado de Sao
Paulo, desta forma, traz grande incentivo para o aproveitamento da palha na geracdo de
energia.

Entretanto, com a eliminacdo total da pratica de queima da palha, haverd um
excedente de biomassa, que em longo prazo provocaria problemas como a mudanga no
estoque de carbono do solo. Necessariamente, segundo Cerri (2009), parte da palha gerada
no processo de colheita deve permanecer sobre o solo como forma de prevenir a erosao,
mas 60 % da palha deve ser removida do campo para evitar a formacdo dos chamados
colchdes de palha, que a longo prazo pode causar a infertilidade do solo além do aumento
do estoque de carbono.

Considerando-se a necessidade de aumento de producdo para suprir a demanda
futura de etanol e a disponibilidade de bagaco e de palha nas usinas sucroalcooleiras,
diversos grupos de pesquisa trabalham no desenvolvimento de tecnologias que garantam
um aproveitamento racional dessas duas fontes de biomassa para a produgdo de etanol,

visando aumentar a produtividade do setor. Mas para um melhor entendimento dessa
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aplicacdo, € necessario um conhecimento mais detalhado sobre as caracteristicas quimicas

desses materiais lignoceluldsicos, as quais serdo vistas a seguir.

2.3 Caracteristicas estruturais dos materiais lignocelulésicos

A biomassa lignoceluldsica constitui a maior fonte de carboidratos naturais do
mundo. A dificuldade de converter a biomassa lignocelulésica em insumos quimicos é
atribuida as suas caracteristicas quimicas e morfoldgicas. Esses materiais lignoceluldsicos,
como a palha e bagaco de cana, sdo constituidos de fibras de celulose envolvidas em uma
matriz amorfa de polioses e lignina. Essa matriz amorfa age como uma barreira natural ao
ataque de micro-organismos e/ou enzimas e torna esses materiais estruturalmente rigidos e
pouco reativos (SARKAR et al, 2012). A composicdo quimica da biomassa
lignocelulésica, geralmente contém 35-50% de celulose, seguido de 20-35% de
hemicelulose, 10-25% de lignina e uma pequena quantidade de cinzas e extrativos. Esta

composi¢ao quimica varia em fun¢do do tipo de biomassa, conforme mostrado na Tabela

1.

Tabela 1: Composicido quimica de biomassas com potencial para producdo de etanol de segunda geracao.

Biomassa Vegetal % Celulose %0 Hemicelulose % Lignina
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algoddo 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

Fonte: ROCHA et al., 2011; SANTOS et al., 2012.
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Na parede celular, as fibrilas elementares estdao separadas umas das outras por uma
camada de hemiceluloses, formando as microfibrilas, que sdo envolvidas em uma matriz de
lignina, constituindo a parede celular (FENGEL; WEGENER, 1989).

A celulose, hemicelulose e lignina se organizam, na parede celular, formando
diferentes camadas denominadas parede primdria (P) e secundéria (S1, S2 e S3). As
diferentes células encontram-se separadas pela lamela média (LM), que é uma camada fina
que mantém as células coesas e é responsdvel pela integridade estrutural do tecido vegetal,

como pode ser visualizado na Figura 2 a seguir.

Figura 2: Estrutura morfolégica da parede celular vegetal.
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Fonte: adaptado (STICKLEN, 2008).

A parede primaria € a primeira camada a ser depositada durante o desenvolvimento
da célula, seguida da formacdo das paredes secunddrias S1, S2 e S3. Nestas regides as
microfibrilas de celulose possuem distintas orientacdes em relacdo ao eixo longitudinal da
célula. A parede mais espessa é a S2, na qual as microfibrilas de celulose estdo orientadas
de forma quase paralela ao eixo axial da célula. As fibrilas de celulose préximas ao limen
da célula correspondem a camada tercidria e estdo orientadas quase perpendicularmente ao
eixo da célula (FENGEL; WEGENER, 1989).

A deposic¢do da lignina ocorre apds a conclusdo da formacao dos polissacarideos na
matriz da camada S2, entdo, inicia-se a lignificacdo da parede secunddria. A maior parte da
lignina € depositada quando a celulose e a hemicelulose sdo depositadas na camada S3, e é

encontrada, em maior quantidade na camada S2, porém na lamela média ela se encontra
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em maior concentracdo (SAKA; GORING, 1985; BAUCHER et al., 1998; DONALDSON,
2001).

A matriz amorfa de hemicelulose e lignina, que envolve as fibras de celulose,
(Figura 3) agem como uma barreira natural ao ataque de microrganismos e/ou enzimas e

torna esses materiais estruturalmente rigidos e poucos reativos (FENGEL; WEGENER,

1989).

Figura 3: Estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulésica.
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Fonte: adaptado (KONDO, 1997).
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Desta forma, devido as caracteristicas recalcitrantes da biomassa vegetal, faz-se

necessdria as etapas de separa¢do dos constituintes do material lignoceluldsico.

2.3.1 Celulose

A celulose € o principal componente da parede celular vegetal, no entanto, existem
também vdarios outros tipos de organismos que produzem celulose como as ascidias
(tunicados), os oomicetos (“fungos protistas”) e alguns outros protistas e também bactérias
do género Acetobacter. Ela € um polimero linear formado exclusivamente por moléculas
de anidro-glicose, na forma de piranose, unidas por meio de ligacdes B-(1-4) glicosidicas
(EK; GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2009). O tamanho da cadeia molecular é
normalmente especificado como grau de polimerizacio (DP), ou seja, o nimero de
residuos de glicose que formam a cadeia, e a sua variagdo estd entre 7.000 e 15.000 para
celulose de origem vegetal (FENGEL; WEGENER, 1989).

Duas unidades de glicose adjacentes sao ligadas pela eliminagdo de uma molécula
de dgua entre seus grupos hidroxila no carbono 1 e 4. Como pode ser observado na Figura
4 a posi¢ao B da hidroxila no carbono 1 faz com que o residuo de glicose subsequente fique
de cabega para baixo em relagdo ao anterior, ou seja, a configuracdo B impdem uma
rotacdo de 180° em unidades de glicose alternadas. Sendo assim, a unidade que se repete
ao longo da cadeia de celulose € um residuo de celobiose ao invés do residuo de glicose
(EK; GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2009; FENGEL; WEGENER, 1989). Duas
ligacGes de hidrogénio entre residuos de glicose adjacentes — entre as hidroxilas dos
carbonos 6 e 2 e entre o oxigénio do carbono 5 e a hidroxila do carbono 3 (Figura 4) —
estabilizam a ligacdo glicosidica e tornam a estrutura rigida. Existem também ligacdes de
hidrogénio entre as cadeias de celulose. Estas liga¢des intermoleculares estdo localizadas
entre as hidroxilas dos carbonos 6 e 3 e sdo responsdveis pela formacdo de estruturas
supramoleculares, resultantes da agregacdo das cadeias em fibrilas cristalinas elementares

de 36 cadeias de celulose (EK; GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2009).
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Figura 4: Representacdo da estrutura linear da celulose.
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Fonte: adaptado (EK; GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2009).

2.3.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo carboidratos intimamente associados com a celulose na
parede celular. Diferentemente da celulose, elas podem ser formadas por cinco anidro-
aclcares neutros, as hexoses D-glicose, D-manose e D-galactose e as pentoses D-xilose e
L-arabinose, podendo ainda apresentar quantidades varidveis de grupos acetila, acidos
urdnicos e desoxi-hexoses em alguns tipos de madeira (Figura 5). Sendo assim, elas sdo
classificadas de acordo com o principal agicar da cadeia do polimero, como por exemplo:
xilana (xiloses ligadas por ligacdo B — (1,4) ou mananas (manoses ligadas também por
ligacdo B — (1,4) (FENGEL; WEGENER, 1989; JORGENSEN; KRISTENSEN, 2007).

As cadeias moleculares das hemiceluloses sdo muito mais curtas que as da celulose,
apresentando um DP variando de 100 até cerca de 200 unidades de agucares. Outra
diferenca é a presenca de grupos laterais e ramificacdes em alguns casos (FENGEL;
WEGENER, 1989). As hemiceluloses podem se apresentar tanto na forma de
homopolimeros (exemplo: xilana, formado por xilose) ou heteropolimeros (exemplo:
glucomanana, formado por glicose e manose). Seu teor varia de acordo com o tipo de
material lignocelulésico. As folhosas, por exemplo, contém mais hemicelulose que as

coniferas; entretanto, pode-se admitir um valor médio de cerca de 20% (FERRAZ, 2004).
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Figura 5: Representacdo da estrutura de um arabinometilglucuronoxilana.
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Fonte: adaptado (EK; GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2009).

2.3.3 Lignina

A incorporacdao da lignina na parede celular dos vegetais permitiu que estes
pudessem conquistar a superficie terrestre, ja que ela aumenta as propriedades mecanicas
de tal forma que plantas grandes como as arvores com alturas maiores do que 100 metros
podem permanecer na posicao vertical (FENGEL; WEGENER, 1989). Ela é o constituinte
nao-carboidrato mais abundante da madeira, que preenche os espacgos entre as microfibrilas
de celulose e as hemiceluloses (BERLIN et al.,, 2005; EK; GELLERSTEDT;
HENRIKSSON, 2009). Ela tem a fun¢do de conferir rigidez a parede celular, servir como
um cimento unindo células diferentes em um tecido (lamela média), atribuir um carater
hidrofébico a parede celular além de protegé-la contra a degradacdo enzimatica (EK;
GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2009).

A lignina € polimerizada a partir de trés mondmeros chamados monoligndis, sdo
eles: dlcool p-cumarilico, dlcool coniferilico e dlcool sinapilico. Eles sao derivados
fenilpropano, com diferencas no nimero de metoxilas ligadas ao anel. Os d&lcoois
coniferflico e sinapilico apresentam uma e duas metoxilas ligadas ao anel aromético,
respectivamente, enquanto que o dlcool p-cumarilico nenhuma, como islustrado na Figura

6 (EK; GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2009).
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Figura 6: Esquema estrutural dos precursores da lignina.
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Fonte: adaptado (PLANT, 2012).

A estrutura quimica da lignina é bastante complexa e ainda ndo conhecida
completamente. A proporc¢do dos precursores das ligninas varia entre as diferentes espécies
de plantas e a razdo entre eles tem sido usada com propdsitos taxondmicos. As ligninas de
folhosas, também chamadas de madeiras duras apresentam em sua composi¢cdo além de
grupos guaiacila, propor¢cdes mais elevadas de grupos siringila, enquanto as ligninas de
madeiras mole (coniferas) sdo mais ricas em grupos guaiacila. Como conseqiiéncia desta
diferenca quimica, as ligninas de folhosas sdo menos condensadas e mais susceptiveis a
conversao quimica e bioldgica que as ligninas de coniferas. As ligninas de gramineas, tais
como bagaco de cana e bambu, apresentam ainda grupos p-cumarilas (JORGENSEN;
KRISTENSEN; FELBY, 2007).

Além disso, a lignina é capaz de formar ligacdes covalentes com algumas
hemiceluloses, incluindo ligacdes éter ou éster entre a unidade de lignina e a hidroxila ou
grupo carboxilico do carboidrato ou seu derivado (Figura 7). Por exemplo, ligagdes benzil
éster com o grupo carboxila do dcido 4-O-metil-D-glucurénico na glucuronoxilana.
LigacOes éter mais estdveis, também conhecidas como complexos lignina carboidrato,
podem ser formadas entre a lignina e residuos de arabinose ou galactose presentes em
xilanas e mananas. Em geral, plantas herbaceas, como as gramineas, ttm um menor
contetido de lignina, enquanto que coniferas tém o maior conteido deste componente

(JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007; VARNALI; SIIKA-AHO; VIIKARI, 2010).
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Figura 7: Representacdo de uma macromolécula de lignina do tipo G (coniferas).
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Fonte: adaptado (EK; GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2009).

2.3.4 Outros Compostos

Os materiais lignocelulésicos contém também pequenas quantidades de compostos
fendlicos, proteinas, cinzas inorganicas, amido e dcidos graxos. Essas substancias possuem
um papel importante na prote¢do contra pragas e no metabolismo das plantas, mas ndo t€ém
uma contribui¢do positiva aos processos de conversdo de biomassa e sim um efeito

inibitério (FENGEL; WEGENER, 1989).

2.4 Producao de Etanol de 2° Geracao (2G)
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Bioetanol pode ser produzido a partir de uma grande variedade de carboidratos,
sejam mono, di ou polissacarideos. Monossacéridos (por exemplo, xilose, glucose, frutose)
consistem em acucares simples, representados pela férmula molecular geral (CH,O)n
Pentoses e hexoses sdo 0s monossacaridos mais comuns na natureza, considerando o fato,
por exemplo, que a glicose € a forma de agucar pertencente ao metabolismo de organismos
animais e vegetais. Muitas vezes, os agucares sdo transportados na forma de dissacarideos
em vegetais. Os polissacaridos sdo compostos por subunidades semelhantes (mondmeros),
como, por exemplo, o amido e a celulose, que sdo compostos por monomeros de glicose.
Os polissacarideos devem ser hidrolisados em dissacarideos e/ou monossacarideos antes do
processo fermentativo para producdo de etanol (BAEYENS et al., 2015).

Atualmente, grande parte da produgdo de etanol é proveniente da cana-de-aguicar
(Brasil) e do milho (Estados Unidos), porém, em médio prazo serd invidvel atender a
crescente demanda de etanol com as tecnologias correntes (CHENG; TIMILSINA, 2011).
A biomassa lignocelulésica pode ser considerada como matéria-prima para producdo de
etanol celulésico a médio e longo prazo, devido ao seu baixo custo e elevada
disponibilidade (LIMAYEM; RICKE, 2012). Mas, por outro lado, a obten¢ao de etanol a
partir de material lignoceluldsico ndao € tdo simples como aquele gerado a partir de
materiais ricos em agicar ou amido. Uma vez que o material de alimentagcdo é fornecido a
planta de etanol, ele precisa ser cuidadosamente armazenado e condicionado para evitar a
fermentagcdo devido a contaminagdo bacteriana (KITAMAKI et al., 2013). Além disso, a
conversao do material lignoceluldsico envolve outras etapas, como ilustra o a fluxograma a

seguir (Figura 8):

Figura 8: Fluxograma representativo das etapas para producdio de etanol de segunda geragdo utilizando
bagaco e palha como matéria-prima.
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Fonte: adaptado (DIAS et al, 2009).
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O fluxograma anterior ilustra simplificadamente as etapas requeridas para a
producio de etanol celuldsico, sendo que as principais para conversdao biotecnoldgica sdo:
pré-tratamento, hidrélise enzimadtica, fermentacao e destilacdo. A etapa de pré-tratamento
ainda € considerada a crucial para desencadear a producao de etanol a partir de biomassa.
Virios pesquisadores vém estudando sobre esta etapa para diversos tipos de residuos
lignoceluldsicos. Por exemplo, Taniguchi et al., (2010) e Chen et al., (2011) produziram
etanol a partir de palha de arroz, Han et al., (2010) e Ibrahim et al., (2011) a partir de palha
de trigo, Diaz et al., (2011) a partir de talos de girassol e, Martin et al., (2002) e Silva et al.,
(2011) a partir de bagaco de cana. Entretanto, o custo de alguns tipos de pré-tratamentos e
a baixa densidade do material lignoceluldsico ainda torna antiecondmico a produgdo de
etanol a partir da biomassa vegetal. Atualmente o custo de producdo de etanol
lignoceluldsico ainda € muito maior que o da gasolina e, significativamente maior que o
etanol de cana-de-acticar ou de milho (CHENG; TIMILSINA, 2011).

Para superar as barreiras (custos) de producdo de etanol lignocelulésico, mais
pesquisas necessitam serem desenvolvidas em diversas as dreas, entre elas (CHENG;
TIMILSINA, 2011; BAEYENS et al., 2015):

* Matérias-primas: os materiais lignoceluldsicos podem ser geneticamente
modificados para conterem um teor menor de lignina e maior de celulose e,
assim, reduzir a severidade do pré-tratamento acarretando na diminui¢do de
custos.

= Pré-tratamento: as tecnologias atuais de pré-tratamento empregam altas
temperaturas e pressoes, que resultam num elevado custo de operacdo. Pré-
tratamentos com baixa temperatura e custo estdo sendo desenvolvidos como
uma tecnologia mais promissora para producdo de etanol de segunda
geracao.

= (Custo das enzimas: embora o custo das celulases tem sido reduzido
significativamente nas tltimas décadas, ele ainda é considerado elevado em
comparacdo com as amilases. Microrganismos que tem elevada eficiéncia
de geracdo de enzimas celuloliticas precisam ser mais explorados para
viabilizar os processos de conversdo enzimdtica de celulose.

* Fermentagdo de glicose e xilose: a glicose € o principal produto da hidrélise
enzimatica da celulose, enquanto a xilose € o principal produto da hidrélise
da hemicelulose. A fermentagdo de glicose a etanol é uma tecnologia

consolidada, mas converter xilose em etanol ainda € bastante complicada.
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Existem alguns esforcos no desenvolvimento de microrgnaismos
geneticamente modificado (leveduras ou bactérias) que podem converter
eficientemente tanto a glicose como a xilose em etanol, porém ha
necessidade de mais pesquisas para consolidar essa tecnologia. A conversao
da celulose aproveita somente um terco da biomassa, enquanto com a
conversdo associada da hemicelulose permitiria empregar mais um ter¢co do
material lignocelulésico, tornando mais vidvel economicamente a produgao

de etanol de segunda geracao.

Além do etanol celulésico, pode-se ainda produzir outros bioprodutos de interesse
comercial, aproveitando cada fracdo da matéria-prima. Este é conceito de biorrefinaria:
integracdo dos processos de conversio de biomassa e equipamentos para produzir
combustiveis, energia e produtos quimicos a partir da biomassa. O conceito de
biorrefinaria € andlogo a de refinarias de petréleo, que produzem combustiveis multiplos e
produtos provenientes do petroleo (NREL, 2009).

Ao produzir multiplos produtos, uma biorrefinaria pode tirar vantagem dos
diferentes componentes da biomassa e produtos intermedidrios e maximizar o valor
derivado da matéria-prima da biomassa. A biorrefinaria pode, por exemplo, fornecer um ou
varios produtos de baixo volume, mas de alto valor agregado, produtos de baixo valor, mas
de alto volume como, por exemplo, combustivel liquido, geracdo de eletricidade e calor de
processo para seu proprio uso. Os produtos de alto valor contribuem para aumentar os
lucros, e os de baixo valor, como os combustiveis satisfazem as necessidades energéticas
nacionais, a producdo de energia e reduzem custos. Além disso, em termos de eco-
eficiéncia, a biorrefinaria demonstra melhor desempenho ambiental, principalmente no
potencial de aquecimento global, devido a fixacdo do CO, durante a fermentacdo 4cida.
(NREL, 2009).

A seguir, a Figura 9 representa um modelo esquemadtico de uma biorrefinaria da

cana-de-actcar.
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Figura 9: Modelo esquematico de uma biorrefinaria de cana-de-actcar.
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Fonte: MAZIERO, 2013.

2.5 Pré-tratamento de matérias lignocelulésicos: etapa crucial no processo de

producao de bioetanol

Independente do uso dessas fragdes € necessdrio um processamento preliminar para
separd-las, em particular a lignina, que pode ser considerada a principal barreira fisica que
torna as fibras desses materiais cimentadas entre si. A separagdo dos principais
componentes macromoleculares do bagaco e da palha, por exemplo, poderia levar parte
desse residuo para a producdo de compostos quimicos, como agucares, dlcoois, dcidos
organicos, furfural, fendis e outros compostos arométicos, de valor econdmico maior que o
da biomassa bruta, os quais poderiam ser obtidos através de processos quimicos,
bioquimicos, fisicos ou combinagdes entre estes (MOSIER et al., 2005a).

Desta forma, o pré-tratamento € a primeira etapa da bioconversio de
lignoceluldsicos a etanol, que tem por finalidade alterar e remover os componentes
responsaveis por dificultar o acesso da enzima, na etapa de hidrdlise, ao substrato, neste

caso a celulose, como mostra a Figura 10. Como consequéncia hd um aumento do

rendimento da hidrdlise enzimética e da quantidade de acticares fermentaveis.
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Figura 10: Esquema do efeito do pré-tramento em materiais lignocelulésicos.
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Estudos tém mostrado que o pré-tratamento € a etapa de maior significancia, e
determinante para viabilizar a tecnologia de obtencdo de bioetanol a partir de
lignocelulésicos, isto porque esta etapa define o rendimento e o custo o qual os
carboidratos de celulose e hemicelulose podem ser convertidos a etanol (BALAT;
BALAT; CAHIDE, 2008).

A hidrélise enzimatica de materiais lignocelulésicos sem nenhum pré-tratamento é
extremamente lenta e resulta em rendimentos inferiores a 20% do valor tedrico (CARA et
al., 2006; JIN; CHEN, 2006; LYND et al., 2002; MONIRUZZAMAN, 1996; SILVA et al.,
2011; TAHERZADEH; KARIMI, 2007a). O complexo lignocelulésio é composto por uma
matriz de celulose e lignina unidas pelas cadeias de hemicelulose. Sob o processo de pré-
tratamento, essa matriz com caracteristicas recalcitrantes é decomposta com o intuito de
diminuir a cristalinidade da celulose e, consequentemente, aumentar a fracdo de celulose
amorfa, que € a forma susceptivel ao ataque de reagentes quimicos e enzimaticos
(SANCHEZ; CADORNA, 2008). Essa desestruturacdo das fibras possibilita a hidrélise
rapida do material, com rendimentos mais elevados em acucares em sua forma

monomérica (fermentesciveis) (WYMAN; YANG, 2009).
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Além da cristalinidade, outros fatores interferem na digestibilidade (ou hidrélise) de
uma determinada biomassa lignoceluldsica: grau de polimerizacdo da celulose, porosidade
do material (area superficial acessivel), presenca da lignina, heterogeneidade da biomassa e
presenca de hemicelulose (GUPTA; VERMA, 2015).

Em teoria, o processo de pré-tratamento ideal devera proporcionar desagregacao da
estrutura do material lignoceluldsico, fornecendo um substrato mais facilmente hidrolisavel
pelas enzimas celuloliticas, além de evitar a formacdo de produtos de degradacdo de
acticares e compostos inibidores aos microrganismos da fermentacdo, ter um custo
operacional e de capital reduzido (MOSIER et al.,, 2005; SUN; CHENG, 2002;
TAHERZADEH; KARIMI, 2007a). Ele deverd ser efetivo para uma grande variedade de
materiais lignocelulésicos e permitir obter fracdes dos componentes da biomassa que
possam ser aproveitados como, por exemplo, a geracdo de lignina de alto valor agregado,
elevando a eficiéncia de utilizacdo integral da biomassa. Além disso, o impacto do pré-
tratamento no custo das etapas posteriores de recuperacdo de produto também deve ser
levado em consideracao (AGBOR et al., 2011; MOSIER et al., 2005).

Muitos métodos de pré-tratamento t€m sido estudados ou estdo ainda em fase de
desenvolvimento. E dificil avaliar e comparar as tecnologias de pré-tratamento devido aos
diversos custos de pré- e pds-processamento, o capital de investimento, a recuperagdo dos
reagentes quimicos e os sistemas de tratamento dos residuos (GUPTA; VERMA, 2015).
Entretanto, como parte integrante de um sistema industrial o biorefinaria, uma anélise de
balanco de massa pode ser usada para validar a eficiéncia de um processo para uma dada
matéria-prima (AGBOR et al., 2011).

Os tipos de pré-tratamento dependem do material utilizado e da finalidade proposta
de utilizacdo das fracdes lignoceluldsicas, podendo ser basicamente:

» Fisicos: os principais passos para a producdo de etanol a partir dos residuos
agroindustriais sdo as combinagdes de métodos como moer ou lascar. Estes
métodos reduzem a cristalinidade da celulose e melhoram e eficiéncia no momento
do downstream (SUN; CHENG, 2002). Moagem umida, moagem a seco, moagem
por compressdao ou no moinho de bolas vibratério sdo exemplos de pré-tratamentos
fisicos. A poténcia aplicada para a trituracdo/moagem mecanica da biomassa
depende do tamanho de particula inicial e final, do teor de umidade e da natureza
dos materiais lignocelulésicos escolhidos para a etapa subsequente. Smith et al.,
1991 e Weil et al., 1994 utilizaram métodos de moagem diferenciados (moagem

por compressdo, por atrito e utilizacdo de moinho criogénico) em diferentes
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biomassas como dlamo, palha de trigo e de aveia, antes de submeter cada material
ao tratamento por explosdo a vapor, com o intuito de avaliar qual método seria mais
eficiente com relacdo a custo-beneficio, eficiéncia na moagem, etc. Virias
tecnologias fisicas vém sendo desenvolvidas para a separagdo apenas do
componente ndo-celuldsico da matriz celuldsica (ou seja, a lignina) para tornar a
celulose mais acessivel a hidrélise enzimatica (MOSIER et al., 2005). Além da
moagem, outros pré-tratamentos fisicos vém sendo amplamente estudados como o
hidrotérmico, irradiacio por micro-ondas, irradiacdo por ultrassom, pirdlise e
extrusdo. Entretanto, os processos fisicos em geral, sdo muito caros € que exigem
mais insumos energéticos e, pensando em um processo em alta escala (produgdo
comercial), dificilmente seria empregado (GUPTA; VERMA, 2015).

Quimicos e fisico-quimicos: virias tecnologias estdo sendo desenvolvidas com
relacdo aos pré-tratamentos quimicos e fisico-quimicos. H4 varios tipos, porém os
mais estudados sdo geralmente os que envolvem a utilizacdo de reagentes como
hidréxido de sédio (para a remog¢ao majoritariamente de lignina), dcido perclérico,
acido peracético, 4cido sulfurico, fosférico e cloridrico (principalmente para
remog¢do de hemicelulose), além de solventes organicos (GUPTA; VERMA, 2015;
MARTINEZ et al., 2005). Porém, a maior resisténcia que existe em relacdo ao uso
destes reagentes quimicos € a preocupacdo com custo total da bioconversdo da
biomassa celulésica (GUPTA; VERMA, 2015). Shenoy et al., 2011 mostrou que
dentre os tratamentos quimicos, o pré-tratamento por acido sulftrico diluido é o
mais estudado e o mais popular. Porém, hé outros tipos que ganham destaque como
o tratamento por explosdo a vapor (catalisado ou ndo), AFEX (Ammonia Fiber
Explosion), Cadoxen, etc (PRASAD et al., 2007).

Biologicos: o processo de pré-tratamento bioldgico consiste na utilizagdo de
microrganismos como fungos de degrada¢do (ou podridao) branca, parda e branda
para a decomposicdo do complexo celuldsico, liberando a celulose para a etapa
subsequente de hidrélise enzimatica (SARKAR et al., 2012; SUN; CHENG, 2002;
PRASAD et al.,, 2007). Os fungos de degradacdao branca degradam todos os
componentes dos lignocelulésicos, e fungos causadores de podriddo parda
degradam principalmente os polissacarideos. Os fungos causadores de podridao
branca apresentam dois comportamentos distintos: alguns degradam todos os
componentes da parede celular vegetal simultaneamente, enquanto outros atacam

preferencialmente a lignina nos estagios iniciais de colonizagdao. Fungos causadores
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de podriddo branca e parda pertencem a classe dos basidiomicetos, sendo que os
ascomicetos e os deuteromicetos sdo classificados como fungos causadores de
podriddao branda, que também sdo capazes de degradar lignina e polissacarideos,
porém em velocidades muito inferiores aos basidiomicetos (PRASAD et al., 2007);
FENGEL; WEGENER, 1989). As vantagens deste tipo de tratamento sdo a nao
utilizacdo de reagentes quimicos e baixo consumo de energia uma vez que niao ha
necessidade de grandes suportes mecanicos (BALAT; BALAT, 2008). Como
desvantagens tém-se a baixa taxa de hidrélise e baixos rendimentos, o que impede,
de fato, a implementagdo (BALAT; BALAT, 2008). Zang et al., (2007) reportou
que fungos de degradagdo branca foram efetivos para pré-tratar colmos de bambo
em baixa temperatura (25°C). Este tipo de pré-tratamento possui baixos custos e é
um processo favordvel ao meio ambiente para liberar acticares da matriz celuldsica.
Singh et al., (2010) reportou que o fungo Aspergillus terreus removeu 92% de
lignina. Desta forma, comparado aos processos fisicos e quimicos que requerem
muita energia e reagentes quimicos para a remocao da lignina, o pré-tratamento

bioldgico seria uma boa alternativa.

Apesar de existir diversos tipos/métodos de pré-tratamento, nenhum deles ainda

atingiu um desenvolvimento suficiente para ser técnica-economicamente vidvel em escalas

comerciais. Em alguns casos, um método é utilizado para aumentar a eficiéncia do outro,

por exemplo, uma etapa de moagem pode ser empregada para melhorar o pré-tratamento

por explosdo a vapor em fun¢do da reducdo do tamanho do material lignocelulésico. Além

do mais, a selecio do método de pré-tratamento deverd ser compativel com o método de

hidrélise da celulose. Um pré-tratamento alcalino ndo € indicado caso a hidrélise do

lignoceluldsico seja feito por via dcida (TAHERZADEH; KARIMI, 2007a).

Neste trabalho, foram escolhidos 3 tipos/métodos de pré-tratamento para estudo:

explosdo a vapor catalisado por SO, hidrotérmico e ultrassom.

2.5.1 Explosao a vapor

O processo de explosdo a vapor foi primeiramente desenvolvido por Mason (1926)

e posteriormente por Babcock (1932), duas patentes pioneiras na area. Mason (1926)
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descreveu na sua patente um equipamento conhecido atualmente como “pistola de Mason”.
Este equipamento permite o contato de um vapor saturado com cavacos ou raspas de
madeira em um curto intervalo de tempo seguido de uma rapida descompressiao. Babcock
(1932) demonstrou que esse equipamento também pode ser utilizado para a extragdo de
acucares fermenteciveis.

Atualmente, o processo de explosdo a vapor tem sido considerado um processo
mais proximo do tecnicamente e economicamente vidvel para o pré-tratamento de
biomassa para a producdo de insumos quimicos, combustiveis, alimentos e polimeros
(BALLESTEROS et al., 2006). A explosdo a vapor permite a recuperacdo de grande parte
dos componentes dos materiais lignoceluldsicos, minimizando a sua degradagdo e, além
disso, a técnica provou ser efetiva para uma grande variedade de materiais
lignoceluldsicos, incluindo madeiras dura, mole e gramineas (SAAD, 2010).

A explosdo a vapor acontece da seguinte maneira: 0 vapor penetra no material
lignocelulésico e condensa, formando 4gua liquida a altas temperaturas dentro das fibras.
Apds a descompressdo, esta dgua que estd em equilibrio com o vapor a alta pressao, é
rapidamente evaporada gerando literalmente uma explosdao no interior das fibras. Esta
explosdo, por sua vez, proporciona a desestruturacio e desagregacdo das fibras, além disso,
nas regioes de alta densidade de celulose amorfa ocorre a ruptura da fibra (MASON, 1926;
BABCOCK, 1932).

Além do efeito de desestruturacdo das fibras, a técnica de explosao a vapor também
provoca a ruptura das ligacdes quimicas dos componentes da biomassa. Isto ocorre devido
a temperatura elevada do meio, superando a energia de ativagdo das reagdes. Dessa forma,
os efeitos da explosdo a vapor na estrutura dos materiais lignocelulésicos podem ser: a
clivagem das ligacdes do complexo lignina-carboidrato; a ruptura das ligacdes glicosidicas
dos polissacarideos, principalmente das hemiceluloses, uma vez que os grupos acetil
presentes na hemiceluloses sdo convertidos em dcido acético e atuam como catalisador na
degradacao dos polissacarideos; o amolecimento e a clivagem extensiva das liga¢gdes a-O-4
e B-O-4 da lignina, causando a fragmentacdo da mesma em subunidades de baixa massa
molecular e diminui¢do da cristalinidade e do grau de polimerizacdo da celulose
(OVEREND; CHORNET, 1987). A extensao de cada reacdo depende das condicdes de

tempo, temperatura e presenga e concentracdo de catalisadores.
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Durante a explosdo a vapor reagdes quase que simultaneas de despolimerizacdo e
repolimerizagdo ocorrem na lignina devido a acidez gerada durante o tratamento (LI;
HENRIKSSON; GELLERSTEDT, 2007). Os dois tipos de reacdo sao, em tese, originados
de um intermedidrio comum, um fon carbdnio (C*), conforme ilustrado na Figura 11 o qual

€ formado a partir da estrutura de alcool benzilico da lignina.

Figura 11: Esquema da reagdo mostrando a competigdo entre a despolimerizagdo das ligagcdes f-O-4 da lignina
e a repolimerizacdo envolvendo uma estrutura de lignina com um carbono aromético reativo.
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Fonte: LI; HENRIKSSON; GELLERSTEDT, 2007.

O intermedidrio pode reagir promovendo a clivagem das ligacdes nas ligagdes B-O-
4 clivando a lignina. No entanto, qualquer anel aromético adjacente com um carbono
eletricamente mais negativo pode competir pelo ion carbonio, formando ligacdes carbono-
carbono estdveis e acarretando na repolimerizacdo da lignina. Uma forma eficiente de
eliminar as reagdes de repolimerizacdo é por meio da adi¢cdo de um composto eliminador
do ion carbonio, como por exemplo, um fenol reativo como o 2-nafitol. A supressiao das
reacoes de repolimerizagdo da lignina pode acarretar em uma maior uniformidade e
facilidade de extracdo da lignina de baixo peso molecular (LI; HENRIKSSON;
GELLERSTEDT, 2007). Em condicdes elevadas de tempo, temperatura e presenca e
concentracdo de catalisadores os agucares como glicose e xilose gerados durante o

processo de pré-tratamento podem sofrer desidratacdo, gerando 5- hidroximetilfurfural
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(HMF) e furfural, respectivamente (Figura 12) Estes compostos sdo inibidores de
fermentagdo e devem ser removidos, a0 menos parcialmente, do hidrolisado para viabilizar

a fermentacao da xilose.

Figura 12: Formagao de 5-hidroximetilfurfural (HMF), dcido levulinico e férmico e produtos de condensacio
provenientes da degradacdo de hexoses. As pentoses sdo degradas a furfural o qual pode sofrer condensacéo
especialmente com os fragmentos de lignina solubilizados.
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Fonte: adaptado (FENGEL; WEGENER, 1989).

2.5.1.1 Explosao a vapor catalisado por SO,

O uso de catalisadores no pré-tratamento a vapor aumenta a seletividade das
reacoes de hidrélise dos polissacarideos, propicia a redu¢do da temperatura e do tempo de
pré-tratamento e conseqiientemente melhora o rendimento de sacarificacdo. A recuperagdo
dos acucares das hemiceluloses pode, portanto, ser parcialmente atribuido a maior
estabilidade das pentoses em solugdes dcidas, com estabilidade maxima na faixa de pH de
2,5 23,5 (PARAJO et al., 1995a).

Excoffier et al., (1991), conseguiu recuperar 70% das hemiceluloses de madeira de
alamo na forma de xilose, em pré-tratamentos a vapor catalisados com SO, a temperaturas
de 217°C por 2 min e, quando as condi¢des de pré-tratamento foram aumentadas para
225°C, foi possivel obter um rendimento de 70% em glucose apds 24h de hidrélise

enzimatica.
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O uso de catalisador dcido durante o pré-tratamento a vapor causa um substancial
decréscimo no grau de polimerizacdo (DP) da celulose (MILLER et al., 1989). Vdrios
autores (VIGNON et al., 1995; SAWADA et al., 1995; BURA et al., 2012; EWANICK;
BURA, 2012; EWANICK, 2011) tém postulado redug¢des no grau de polimerizacio
durante a hidrdlise dcida de materiais celuldsicos como, por exemplo, algoddo, madeiras
duras e moles, palha de trigo e bagaco de cana.

Uma grande variedade de catalisadores 4cidos encontra-se reportado na literatura,
como o 4cido sulftrico (H,SO4) (EXCOFFIER et al., 1991; BROWNELL; SADDLER,
1984; SAN MARTIN et al., 1995), o diéxido de enxofre (SO,) (LOMAX et al., 1994;
RAMOS et al., 1992a), o acido fosférico (H;PO4) (DESCHAMPS et al., 1996) e 4cido
nitrico (HNO3) (SADDLER et al., 1982). Entretanto, existem também alguns trabalhos que
utilizam a impregnacao alcalina, sendo o NaOH (FOX et al., 1989; SCHULTZ et al., 1984)
e NH; os principais reagentes (HOLZAPPLE et al., 1991).

Durante o pré-tratamento por explosdo a vapor sem catalisadores, a 4gua pode atuar
como um dcido catalitico (BAUGH et al., 1988; WEIL et al., 1997). Como explicado
anteriormente, os grupos acetil da hemicelulose sao clivados durante o processo e acido
acético € formado, favorecendo reagdes de auto hidrélise (RAMOS, 2003). Porém, o pH do
meio ndo € suficientemente baixo, fazendo com que essas reagdes sejam menos intensas €
lentas para a maioria das aplicagdes. Por este motivo, a adi¢do de catalisadores 4cidos é
necessdria para aumentar a eficicia do pré-tratamento (RAMOS, 2003; SCHUTT et al.,
2011; SCHUTT et al., 2013). A introducdo de diéxido de enxofre gasoso como catalisador
acido permite menores tempos de residéncia além de menores temperaturas de pré-
tratamento, reduzindo custos energéticos (BURA et al., 2012).

Nao obstante, hd vérias desvantagens a utilizacdo de SO, como catalisador no
processo de pré-tratamento. Algumas das desvantagens sio:

¢ SO, é poluente que causa forte impacto na saide do homem (EPA, 2010);

¢ Riscos na manipulacdo no momento da impregnagao do gas;

e O SO, ¢ rapidamente solubilizado em &dgua e facilmente forma &4cido
sulfuroso (H,SO3); o SO, também pode ser oxidado a acido sulfirico na
presenca de oxigénio ou convertido em enxofre elementar ou tiossulfato na
auséncia de oxigénio, formando um meio extremamente dcido. Sendo assim,
¢ inevitdvel a etapa de neutralizacdo deste meio antes das etapas de
fermentacao e hidrélise enzimética, aumentando custos (SWADDLE, 1990;

BROWNELL et al., 1988);
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e Compostos sulfurosos gerados a partir da introducdo de SO, no pré-
tratameto pode ter efeito sobre o pH e sobre a composicao do hidrolisado e
dos soOlidos pré-tratados, podendo influenciar negativamente o0s
microrganismos durante a fermentacido. Estes compostos incluem sulfitos,
que mostraram efeito inibidor sobre a crescimento de S. cerevisiae
(PILKINGTON et al., 1988; GARDNER et al.,, 1993). Além disso, o
sulfureto também pode ser toxico para muitos micrébios (CHEN et al.,
2008);

® (Corrosao do reator (WANG et al., 2009);

Mesmo com as desvantagens apresentadas, o método de pré-tratamento por
explosdo a vapor utilizando como catalisador o SO, € ainda muito estudado. Essas
desvantagens podem ser amenizadas ou ainda pode haver a combinacdo de pré-tratamentos
(por exemplo, refino seguido de explosdo a vapor) com o intuito de diminuir ou eliminar a
utilizacdo de SO,. Porém, muitos fatores devem ser levados em consideracdo, como, por
exemplo, o custo-beneficio, custo energético e rendimento total (WANG et al., 2009;
EWANICK; BURA, 2012). Além disso, segundo Brownell e Saddler (1987), dentre todos
os catalisadores dcidos que poderiam ser utilizados, o SO, foi o composto que apresentou
uma distribuicao uniforme no momento da impregnacdo da biomassa e o didéxido de
enxofre residual foi facilmente reciclado no processo. Portanto, o uso de SO, como

catalisador apresenta grande potencial para a producao de bioetanol.

2.5.1.2 Severidade

Virios parametros influenciam na qualidade do material processado e na formacao
de subprodutos. Os mais importantes sdo: temperatura (T), tempo de residéncia (t) e
acidez.

Outros fatores que provavelmente também influenciam sdo: design do reator,
pureza dos reagentes, umidade do material a ser processado e pressdo do sistema
(SENDELIUS, 2005). Com o objetivo de facilitar a comparagdo de diferentes condi¢des de

pré-tratamento, Overend; Chornet (1987) combinaram os parametros temperatura (T) e
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tempo (t) em uma Unica grandeza, chamada fator de severidade (definido como Ro), e
considerando que a cinética da reacdo seja de primeira ordem, desenvolveram a Equacao 1

a seguir:

(T-100)
14,75

log(R, )=1log| t-exp M

O emprego desta equagdo permite identificar o quio severo é o pré-tratamento e
como estas condi¢des podem alterar, por exemplo, a despolimerizacdo da celulose. Além
disso, Chum; Johnson; Black (1990) evidenciou a importancia da acidez do meio, sobre a
severidade do pré-tratamento, e adicionaram a varidvel pH a equacdo (1) e denominaram a
Equagao (2) de severidade combinada (CS - combined severity), conforme mostrado

abaixo:

CS = 1og(Ro )— pH )

A inserc¢do do termo pH a férmula da severidade possui um papel importante uma
vez que permite a comparacdo de diferentes pré-tratamentos com uma maior
representatividade. Por exemplo, utilizando mesmos pardmetros de temperatura e tempo de
processo, porém utilizando &4cido diluido, com pH aproximadamente 2, e outro apenas
agua, com pH em torno de 6, sabe-se que o resultado final entre ambos serd diferente, isso
porque devido a presenca de 4cido, primeiro caso, hd uma aceleracdo da clivagem de
actcares e também de formacdo de produtos de desidratacdo uma vez que a presenga de
acido catalisa estas reacdes. Considerando-se apenas a Equacdo 1, ambos os pré-
tratamentos apresentariam a mesma severidade, porém subtraindo o valor de pH observa-se
que o pré-tratamento 4cido € mais severo que o hidrotérmico, nas mesmas condi¢des de
tempo e temperatura

Tipicamente, um pré-tratamento conduzido em baixa severidade pode levar a um
fracionamento incompleto da biomassa vegetal, enquanto um de alta severidade pode
resultar em uma desconstrucdo mais completa da biomassa, com melhor solubilidade da
hemicelulose e maior fragmentagao da lignina. Entretanto, em alta severidade pode haver

formacdao de compostos indesejaveis (HMF, furfural, etc) em maior concentragdo, que
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serdo prejudiciais nas etapas subsequentes de hidrélise e fermentacdo, levando a baixos

rendimentos (SENDELIUS, 2005).

2.5.2 Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico de biomassa lignoceluldsica para a produgdo de
etanol de segunda geracdo e também para a producdo de biogds tem ganhado grande
destaque e importancia nos ultimos anos (CHANDRA et al., 2012). A dgua, sobre alta
pressdo e temperatura, pode penetrar na biomassa, hidratar a celulose e solubilizar a
hemicelulose, além de remover parte da lignina. As maiores vantagens deste tipo de
tratamento sdo a ndo utilizacdo de reagentes quimicos e o nio requerimento de materiais
resistentes a corrosao na construcao do reator para as reagdes de hidrélise no processo de
pré-tratamento hidrotérmico. Outras vantagens podem ser listadas como a nao necessidade
da diminuicdo prévia do tamanho da biomassa, além da baixa necessidade de quimicos
para a neutralizacdo do hidrolisado produzido e produzir baixas quantidades de residuos
para serem neutralizados, quando comparado com outros métodos de pré-tratamento
(ALVIRA et al., 2010; TAHERZADEH; KARIMI, 2007a; ZENG et al., 2007).

O principal objetivo do pré-tratamento hidrotérmico € solubilizar, principalmente,
as hemiceluloses, tornando a celulose mais acessivel para a hidrdlise enzimética.

Dos componentes macromoleculares dos materiais lignoceluldsicos, as
hemiceluloses apresentam maior sensibilidade quimica e térmica (LEVAN; ROSS;
WINANDY, 1990; WINANDY, 1995) e por isso a temperatura de 180°C ou superior em
condi¢des neutras, inicialmente, ocorre a solubilizacdo das hemiceluloses seguida de
pequenas fracdes de lignina (BOBLETER, 1994; GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO,
1999). O principio do pré-tratamento hidrotérmico estd relacionado a auto-ionizac¢do da
dgua causada pela alta temperatura. A formacdo de fons hidrogénio a partir da
autoioniza¢do da dgua promove a acidificacdo do meio e induz a solubilizacdo e hidrolise
dos grupos acetil da hemicelulose. O acido acético € um subproduto desta reacdo, e o qual
atua como catalisador da hidrolise (CYBULSKA; BRUDECKI; LEI, 2013). Durante a
reacdo exotérmica de solubilizacdo das hemiceluloses ocorre a formacao de édcidos, que

auto catalisam a rea¢@o de hidrélise das hemiceluloses. Caso ocorra a degradacao catalitica
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dos agucares (mondmeros) formados durante a hidrélise, uma série de reagdes de dificil
controle é desencadeada, formando produtos secundérios que possuem efeitos inibitorios
para as etapas subsequentes (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

Para minimizar a formacao destes produtos inibidores é necessario manter o pH da
reacdo de pré-tratamento entre 4 e 7, j4 que nesta faixa de pH a forma oligomérica é
mantida e entdo a formagdo dos acucares é minimizada (MOSIER et al., 2005b).

Assim como no método de pré-tratamento por explosao a vapor, a severidade é um
fator importante a ser avaliado no pré-tratamento hidrotérmico. Heitz et al., (1989)
demonstraram que a celulose resiste até uma severidade de log Ro = 3,8 e despolimeriza
rapidamente apds este valor, o que limita a severidade do pré-tratamento a valores
proximos de 3 para evitar a despolimerizacao da celulose, que € um fendomeno indesejavel,
pois diminui o rendimento final em etanol.

Durante o pré-tratamento hd despolimerizacio parcial da lignina, porém apenas o
pré-tratamento hidrotérmico ndo € capaz de remover a lignina da biomassa, pois ocorre
recondensacao dos componentes soliveis da lignina durante a reagdo (ALVIRA et al.,
2010). Como as fracdes de lignina degradada sdo os principais compostos inibidores da
hidrélise enzimdtica e da fermentacdo, uma etapa adicional de extracdo de lignina do
material pré-tratado pode ser requerida (RAHIKAINEN et al.,, 2011; MOSIER et al,,
2005b; HONGZHANG:; LIYING, 2007). Para isso, a extra¢do alcalina, a oxidacdo com
peréxido de hidrogénio, a extracdo com solventes e o uso de enzimas ligninoliticas podem
ser empregados.

A extragdo alcalina é o método convencional utilizado para remog¢do de ligninas de
materiais lignoceluldsicos; este método oferece um baixo custo de produg¢do quando
comparado a outros métodos de extragdo, por exemplo, extracio alcalina/solventes, ja que
oferece os mesmos rendimentos durante o processo.

Recentemente a combinacdo de pré-tratamento e deslignificagdo alcalina vem
sendo estudada por diversos autores. Rocha et al., (2012) avaliaram a reproducdo em escala
piloto da combinagdo de pré-tratamento por explosdo a vapor seguido de deslignificacdo
alcalina e obtiveram boa reprodutibilidade comparada a escala de laboratério. Rezende et
al., (2011) utilizaram uma combinacdo de pré-tratamento 4acido diluido e diferentes
concentracoes de NaOH na deslignificacdo alcalina e verificaram que acima de 1%(m/v)

NaOH, ha um aumento pouco significativo no rendimento da hidrolise enzimaética.
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2.5.3 Ultrassom

A sonoquimica estuda a aplicacdo de ondas sOnicas e ultrassdnicas em processos
quimicos. Essas ondas provocam o aumento da velocidade das reacdes quimicas e da
transferéncia de massa, reduzindo a quantidade de reagentes e tornando as condigcdes
reacionais menos drasticas (ADEWUYI, 2001). O tratamento ultrassonico de carboidratos
foi inicialmente sugerido por Flosdorf e Chambers (1933), apds alguns anos do estudo dos
efeitos quimicos do ultrassom, realizado por Richards e Loomis (1927). Atualmente, o
grande interesse dessa técnica estd no uso em remediacdo e prevengdo da poluicdo de
compostos recalcitrantes (ADEWUYI, 2001). Entretanto, alguns autores, aproveitando o
grande interesse mundial em buscar novas tecnologias de geracdo de biocombustiveis
renovaveis, t€ém avaliado o efeito da sonoquimica em etapas de pré-tratamento da biomassa
(HROMADKOVA; KOVACIKOVA; EBRINGEROVA, 1999; LIU; SUN; YE, 2006; MA
et al., 2009; SANGAVE; PANDIT, 2004; SCHUCHARDT; GONCALVES, 2002) e
também na etapa de hidrélise enzimatica da celulose (LI et al., 2004; LI et al., 2005; IMAI,
IKARI; SUZUKI, 2004).

O principio da sonoquimica é baseado no fendmeno da cavitagdo, isto €, a energia
transmitida pela onda sonora € absorvida pelo liquido formando micro cavidades que, num
pequeno intervalo de tempo, colapsam-se liberando enormes quantidades de energia ao
meio reacional. A temperatura e pressao dessas micro cavidades podem alcancar 5.000 K e
1.200 bar, respectivamente. Sob essas condi¢des extremas, as moléculas mais voldteis se
vaporizam e sofrem degradacdo pela temperatura gerando radicais livres (KARDOS;
LUCHE, 2001). A dgua sob radiacdo ultrassonica se desassocia a radicais hidroxilas e
atomos de hidrogénio. Além do efeito de lise das moléculas, o colapso das micro cavidades
formadas durante a radiacdo gera também forcas mecanicas, as quais sdo capazes de
romper, homoliticamente ou heteroliticamente, macromoléculas de forma nao-aleatéria. A
cavitacdo sofre grande influéncia pelas propriedades fisico-quimicas do solvente, soluto ou
gases (ADEWUYT, 2001). As cavidades sao mais rapidamente formadas em solventes com
alta press@o de vapor e de baixa viscosidade e tensdo superficial. Entretanto, a intensidade
da cavitacdo é favorecida em solventes com caracteristicas opostas (baixa pressdo de
vapor, alta viscosidade e tensdo superficial) (AVVARU et al., 2006), ja que as forcas
intermoleculares do liquido devem ser superadas para que as bolhas sejam formadas.

Entdo, em solventes com alta densidade, tensdao superficial e viscosidade geralmente as
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bolhas necessitam de grande quantidade de energia para serem formadas provocando assim
condig¢des severas de cavitacdo (YOUNG, 1989).

Muitos dos pré-tratamentos estudados hoje em dia, como o alcalino (ZHANG; CAl,
2008), explosdao a vapor (LI; HENRIKSSON; GELLERSTEDT, 2007), acido diluido
(HENDRICKS; ZEEMAN, 2009) entre outros, necessitam de melhorias devido as
desvantagens de se utilizar, muitas vezes, reagentes quimicos e altas temperaturas para
remogdo eficaz de lignina. Outro problema associado a estes métodos € a formacdo de
compostos inibitérios (furfural, HMF, acido acético, etc.) em concentragdo relativamente
elevadas que necessitariam da etapa de remocdo, antes da hidrélise enzimatica e
fermentacdo (LUCHE, 1998). A utilizagdo do método de ultrassom traria diversas
vantagens, sendo uma delas a diminui¢do do uso de reagentes quimicos no momento do
pré-tratamento, sem a necessidade de altas temperaturas além de haver baixa formacao de
compostos inibitérios (YOUNG, 1989).

Wang et al., (2008) avaliaram a influéncia do pré-tratamento com ultrassom sobre
celulose microcristalina. Os autores notaram que o pré-tratamento por ultrassom promove a
destruicao das pontes de hidrogénio entre as moléculas de celulose diminuindo o seu grau
de cristalinidade e elevando a drea superficial da mesma. Porém, apesar de alguns autores
investigarem a influéncia do ultrassom em derivados de celulose ou até mesmo em
celulose microcristalina, o efeito do pré-tratamento ultrassdnico em materiais
lignoceluldsicos ainda € pouco avaliado.

Existem somente alguns trabalhos de aplicacio de ultrassom em biomassas
vegetais. Sun e Tomkinson (2002) investigaram a aplicag¢do do ultrassom no isolamento de
hemiceluloses de palha de trigo. Com tempos de tratamentos superiores a 20 min, o
rendimento de extracdo da hemicelulose foi elevado em 1,5%. Rodrigues e Pinto (2007)
avaliaram a extragdo de compostos fendlicos de cascas de coco moidas. Os autores
notaram que o ultrassom favoreceu a remocao dos compostos fenélicos.

Sun et al., (2004) irradiaram ondas ultrassonoras sobre bagaco de cana-de-agucar
visando o isolamento da sua celulose. Os autores conseguiram obter vdrias fracdes de
celulose, removendo até 90% de hemicelulose e lignina do material. Velmurugan e
Muthukumar (2011) também estudaram a aplicagdo do ultrassom no pré-tratamento
alcalino de bagago de cana. Os autores concluiram que o pré-tratamento alcalino assistido
por ultrassom é uma técnica promissora para deslignificacdo do material lignocelulésico.
Mais de 70% da lignina foi removida empregando condi¢des menos severas de pré-

tratamento (NaOH 2% a 50°C por 20 min). Por fim, Subhedar e Gogate (2014) utilizou o
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pré-tratamento alcalino conjugado com o ultrassom, com o intuito de otimizar o processo e
avaliar a extensdo da deslignificacdo, tendo como matéria-prima folhas de jornal. Na
melhor condi¢do encontrada, foi possivel remover até 80% de lignina das amostras
submetidas ao tratamento alcalino conjugado com o ultrassom, contra 40,2% de remog¢ao

de lignina quando apenas utilizado o método de extracao alcalina sem ultrassom.

2.6 Etapa de deslignificacao

Existem vérios métodos de remocdo de lignina, entre eles estdo a polpacdo soda,
polpacdo soda-antraquinona, polpagdo sulfito, polpacdo kraft e polpacdo organosolv. Estas
técnicas sdo geralmente empregadas em materiais lignocelulésicos in natura, que
apresentam uma estrutura morfolégica bem rigida e recalcitrante, necessitando de
condi¢des de reacOes mais severas (concentracdo de dlcali acima de 10% e temperatura
maior que 150°C) nas insdustrias de polpa e papel. Por outro lado, quando o material
lignoceluldsico ja sofreu algum tipo de tratamento que torna a lignina mais exposta e
fragilizada, a técnica utilizada para remocao da lignina € a extracdo alcalina, que consiste
da mesma ideia da polpacdo soda, porém em condi¢cdes de reagdo mais brandas
(concentragdo de dlcali no maximo 4% e temperaturas na ordem de 70°C a 90C®).

Dessa forma, nos processos de conversido de biomassa vegetal a etanol, em que os
materiais lignocelulésicos pré-tratados geralmente possuem a lignina mais exposta, a
extracdo alcalina tem sido aplicada com grande efici€ncia na sua remocdo (ALVIRA et al.,
2010; RAMOS, 2003). Pan et al., (2005) mostraram que a extracdo alcalina da lignina
resulta num aumento significativo da hidrdlise enzimdtica da celulose de coniferas
(aproximadamente 30%).

O mecanismo de ac@o do hidréxido na estrutura do material lignocelulésico comeca
com as reagOes de solvatacdo e saponificacdo das ligacOes cruzadas intramoleculares
existentes entre a lignina e a hemicelulose. Com isso, essas ligacOes sdo rompidas,
tornando o material mais poroso e aumentando o acesso do dlcali a lignina e aos
polissacarideos (LEUSTEAN, 2009). Assim como ocorre no pré-tratamento acido, no pré-
tratamento alcalino os componentes da parede vegetal se comportam de forma diferente. O

pré-tratamento alcalino solubiliza apenas uma parte dos polissacarideos, sendo bem mais
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eficiente na remocdo da lignina (GfRIO et al., 2010). No caso da lignina, as reagdes em
meio alcalino geralmente tém inicio na desprotonacdo de um OH fendlico, dando origem a
uma metileno quinona, através da clivagem no carbono alfa ou a estruturas do tipo
estilbeno por eliminacio do carbono gama (FENGEL;WENEGER, 1989).

Em relacdo a celulose e hemicelulose, em meio alcalino elas sdo bem menos
removidas do que em meio dcido (CARVALHEIRO et al., 2008). A principal reagdo
desses compostos € a hidrélise alcalina, que promove a degradacdo de uma pequena parte
da cadeia polimérica do polissacarideo (BERGGREN et al., 2003), e no caso das
hemiceluloses, também ocorre a remog¢ao dos grupos acetil e dos 4cidos urdnicos presentes
como grupos pendentes na estrutura hemiceluldsica (YANG et al., 2012). Porém, se o
tratamento alcalino ocorrer em condi¢des severas (acima de 100°C), a perda de
polissacarideos aumenta. Nessas condi¢cdes ocorrem as reagdes de “peeling”, em que as
unidades de acucar com extremidades redutoras das cadeias de polissacarideos sao
removidas numa alta taxa de velocidade de reacdo, causando uma reducdo dréstica na
massa molar dos agucares.

A grande vantagem desse método € que numa aplicacdo industrial ele ndo requer
equipamentos especializados, ja que os hidréxidos nao sdo tdo corrosivos quanto os dcidos

e a uma reacdo eficaz pode ser realizada ndo requer altas pressdes (GAO et al., 2013).

2.7 Hidrdlise de materiais lignoceluldsicos

Duas técnicas tém sido amplamente empregadas para a obtencdo de agucares
fermentesciveis provenientes de materiais lignoceluldsicos. Sdo elas a hidrélise com acido
diluido ou concentrado (também denominado via quimica) e a hidrélise enzimatica.

Os dacidos concentrados sdo fortes agentes de hidrdlise da celulose, porém sdo
altamente corrosivos, toxicos e, portanto, necessitam de equipamentos especiais resistentes
a corrosdo. Além disso, para que o processo acido seja vidvel, € preciso recuperar o acido
ao fim do processo de hidrélise. Sabe-se que quando sao utilizados 4cidos para a hidrélise,
a fracdo de hemicelulose € hidrolisada rapidamente, primeiro que a celulose. Os

monossacarideos liberados pela hemicelulose ficam por muito tempo no meio reacional,

ocasionando a degradacgdo e perda dos agucares. Ja no uso de dcido diluido, devido a altas



61

temperaturas empregadas, uma quantidade considerdvel de acucares e lignina solivel é
degradada levando a uma inibi¢do durante o processo de fermentacdo (SUN; CHENG,
2002; TAHERZADEH; KARIMI, 2007a).

A hidrdlise enzimética € realizada sob condi¢cdes muitos mais brandas, sem
ocasionar corrosao do reator ou degradacdo de agicares. Com o uso de enzimas € possivel
obter rendimentos de hidrdlise de celulose proximos de 100% enquanto para via dcida isso
ja nao possivel. (TAHERZADEH; KARIMI, 2007a). Mas por outro lado, a hidrélise
enzimatica também tem as suas limitacdes comparada com a hidrélise com 4cido diluido.
O tempo de hidrélise enzimatica € de alguns dias enquanto para a via dcida poucos minutos
jé sdo suficientes. O preco das enzimas ainda € muito alto em relacdo ao do dcido sulfurico,
embora alguns obstdculos ja foram superados pela companhia Danish Novozyme na
reducdo do preco das enzimas (TAHERZADE; KARIMI, 2007a). Na hidrélise enzimaética,
o produto final da reacdo (glicose) provoca inibi¢do das enzimas celuloliticas enquanto no
processo quimico, ndo sofre nenhum efeito. Com o intuito de superar a inibicdo das
enzimas celuloliticas, o processo de sacarificacdo e fermentacdo simultinea (SSF) foi
desenvolvido, na qual o agucar liberado da hidrélise da celulose € diretamente consumido
pelo microrganismo presente. Entretanto, as temperaturas Otimas para a etapa de
fermentacdo e hidrélise sdo diferentes, gerando um novo desafio para obter etanol
bioquimicamente com eficiéncia. Em fun¢do disso, o processo com a etapa de hidrdlise
enzimatica e de fermentacdo separados (SHF) ainda € o mais utilizado (BALAT, 2011;
TAHERZADEH; KARIMI, 2007a).

A Tabela 2 a seguir resume as vantagens e as desvantagens entre O processo

quimico (hidrélise 4cida) e enzimético para a conversdo da celulose em glicose:
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Tabela 2: Comparag@o entre as hidrélises com dcido diluido e enzimatica.

Parametro Hidroélise com acido Hidrolise enzimatica
Condicao da hidrélise Severa Branda
Rendimento da hidrélise Baixo Elevado
Inibi¢do pelo produto durante o processo Nao Sim
Formacao de compostos inibidores Sim Nao

Custo do catalisador Baixo Alto

Tempo de hidrélise Baixo Elevado

Fonte: Adaptado (Taherzadeh; Karimi, 2007a).

2.7.1 Hidrélise Acida

O fundamento da hidrélise dcida consiste na quebra das moléculas de celulose,
presentes nas fibras do material lignocelulésico, por meio da adi¢do de dcido. Os processos
mais famosos sd@o o Bergius e o método Scholler (KITANI; HALL, 1989). O primeiro
consiste na hidrélise com acido cloridrico concentrado a baixa temperatura, enquanto o
outro, com dcido sulftrico diluido a alta temperatura. Os dois processos sao eficientes na
hidrélise do material lignocelulésico, porém apresentam baixos rendimentos devido a
degradacdo dos agucares monoméricos, formando furfural e hidroximetilfurfural
(DORAN; ALDRICH; INGRAN, 1994; KELLER, 1996). Assim, os hidrolisados obtidos
necessitam ser purificados para permitir a fermentacdo dos agucares e varias metodologias
podem ser utilizadas para esse fim.

Os processos de hidrdlise acida podem ser realizados a partir de dois tipos de
catalisadores: 4cido diluido, com concentragdes do 4cido menores que 5% (m/v), e acido
concentrado, com concentragdes do dcido maiores que 5% (m/v) (GURGEL, 2010).

Na formagdo de agucares, o fator concentracdo do dcido é de grande importancia,
pois quando esta concentracdo é elevada, a conversao de moléculas de celulose em hexoses
ocorre de maneira mais rdpida (NEUREITER et al., 2002). Além disso, o tratamento com
solucdes 4cidas necessita de quantidades adequadas de 4gua para que sua eficiéncia seja

elevada. Isto porque, o 4cido em meio aquoso dissocia-se formando o fon hidroxonio, o
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qual é transportado para o interior da biomassa a fim de promover a quebra das ligacdes
glicosidicas (GURGEL, 2010).

A temperatura também se apresenta como fator importante, porém, o impacto esta
relacionado a degradacdo dos acucares formados pela hidrélise da celulose, logo, o
controle da mesma deve ser minucioso. Quando a temperatura do meio reacional € muito
alta, a producdo de agucares € mais rapida, bem como a degradacdo dos mesmos. Isto
ocorre porque com o aumento da temperatura, a reagdo chega mais rapidamente a taxa
maxima de agucares, entretanto, a degradacdo também ocorre de forma mais rapida
(NEUREITER et al., 2002).

A hemicelulose normalmente é muito mais suscetivel a hidrélise dcida do que a
celulose. Quantidades superiores a 85% de glicose podem ser obtidas da hemicelulose em
condi¢des de reacdo relativamente amenas, com apenas uma pequena parte da celulose
sendo convertida a glicose. Condi¢gdes mais severas sdo necessdrias para atingir niveis altos
de glicose a partir da celulose, no entanto, elas levam a degradacdo do agucar liberado da
hemicelulose, que se encontra no meio reacional, resultando em produtos secunddrios
indesejados, fortes inibidores da fermentacio (BRETHAUER, 2010).

Atualmente, h4 um maior interesse na utilizacdo das solucdes dcidas diluidas
devido ao beneficio econdmico proporcionado, uma vez que o baixo consumo de acido
diminui os custos com matéria-prima e equipamentos, devido a uma menor corrosividade
dos reatores utilizados no processo (GURGEL, 2010). Entretanto, o uso de acidos diluidos
nio proporciona um inchamento adequado da regido cristalina da celulose, o que leva a
uma baixa taxa de conversdo celulose em glicose. Para se alcancar taxas aceitdveis de
conversdo da celulose a glicose, em tempos razoavelmente curtos € com o uso de 4cidos
diluidos, € necessdrio um incremento na pressdo e na temperatura, devido a
inacessibilidade aos cristalitos de celulose, o que provoca a degrada¢do de uma quantidade
considerdvel de acucares e lignina solivel, levando a um baixo rendimento da hidrdlise e
da fermentacao (SAEMAN, 1981; XIANG, 2002).

A hidrdlise com acidos concentrados, ao contrario da realizada com acidos diluidos,
ocasiona um intumescimento da celulose com consequente ruptura da mesma e
insignificante destruicdo da glicose. Por este motivo, este processo apresenta maiores
rendimentos, mesmo em baixas temperaturas. Nao obstante, o custo € relativamente alto, o
que faz com que seja imprescindivel recuperag¢ao do dcido, que € um processo lento e de

dificil desenvolvimento (ABASAEED, 1987).
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Embora o principio de clivagem de liga¢gdes glicosidicas pela reacdo catalisada com
acido seja conhecido, os dados cinéticos e o curso geral da degradacdo sdo influenciados
tanto pelo meio 4cido aplicado quanto pelas caracteristicas da celulose (FENGEL;
WEGENER, 1989). Também influenciam na taxa geral de hidrdlise das ligacdes
glicosidicas a atividade hidrolitica, expressa pelo valor de pH, e a forca 4cida, expressa
pela funcdo de acidez de Hammett (Ho), quando se trata de reacOes catalisadas com dcidos
em concentracdes muito altas. Os parametros adicionais, temperatura e pressao, também

devem ser verificados (VINK, 1966).

2.7.2 Hidroélise Enzimatica

A hidrélise enzimatica da celulose é realizada pela acdo das enzimas denominadas
celulases, as quais sdo altamente especificas em relacio ao substrato, reduzindo/eliminando
a formacdo de subprodutos indesejdveis obtidos durante a reacdo, consequentemente
levando a uma diminuicdo dos custos no processo de separacdo dos produtos (BALAT,
2011). Essa especificidade da enzima evita que ocorra a degradacdo da glicose, o que
ocorre na via quimica de hidrélise (via dcida) (SANTOS, 2009). Além disso, as condi¢des
de opera¢do da hidrdlise enzimadtica sdo mais brandas do que os processos quimicos, tanto
para pressdo como para temperatura € pH. Em contrapartida, as enzimas possuem um alto
custo e sdo extremamente sensiveis, tornando necessdrio o controle rigoroso de diversos
pardmetros (CARVALHO, 2011; CASTRO, 2010; PIETROBON, 2008).

As celulases s@o enzimas capazes de hidrolisar materiais lignoceluldsicos liberando
acucares fermentesciveis, como a glicose (CASTRO, 2010). A maioria delas constituida
por um dominio catalitico ligado a partir de uma sequéncia glicosidica a um dominio
denominado “Core Binding Domain”, (CBD), responsdvel por promover ligacdo entre a
enzima e o substrato (PIETROBON, 2008). A Figura 13 representa o esquema de uma
enzima celulase (BANSAL et al., 2009; CARVALHO, 2011).
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Figura 13: Representacdo esquematica da celulase.
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Fonte: adaptado (BANSAL et al., 2009).

As celulases de fungos aerdbios receberam mais estudos do que qualquer outro
grupo fisiologico, e atualmente dominam as aplicacOes industriais das celulases. Em
particular, o sistema da celulase de Trichoderma reesei foi o foco de pesquisa por 50 anos.
T. reesei produz, pelo menos, duas exoglucanases (celobiohidrolases CBHI e CBHII), seis
endoglucanases (EGI, EGII, EGIII, EGIV, EGV e EGVI) e duas B-glicosidases, que sao
produzidas em menor quantidade quando comparadas com as outras enzimas (BGLI e
BGLII). O fungo A. niger também é muito estudado para a produgdo e celulases e se
mostrou um eficiente produtor de B-glicosidase (MAEDA et al., 2011).

A necessidade de duas exoglucanases € atribuida as suas preferéncias particulares
por finais de cadeia redutoras (CBHI) e ndo redutoras (CBHII) da celulose cristalina. A
atividade da celobiohidrolase € essencial para hidrolise da celulose microcristalina. CBHI e
CBHII sao os principais componentes do sistema de celulase do 7. reesei, representando
60 e 20%, respectivamente, do total de proteinas da celulase produzida por fungos
(MAEDA et al., 2011).

Tendo em vista que a preparac@o enzimatica utilizada para a hidrélise deve possuir
quantidades adequadas de cada tipo de celulase, e que o uso de apenas um fungo produtor
pode gerar uma atividade enzimatica inadequada, se faz necessdrio a suplementagdo com
enzimas provenientes de diferentes fungos. Isso porque uma quantidade excessiva de
determinada celulase tende a gerar um acimulo de inibidores de outra celulase, reduzindo

a eficiéncia da hidrdlise. Por este motivo os dois fungos mais utilizados sao o 7. reesei, que
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fornece quantidades adequadas de endo e exoglucanases, juntamente com o A. niger, que
fornece um suplemento de - glicosidase. O incremento desta carga enzimdtica pode ser
realizado até determinada concentracdo limite, a partir da qual a adicdo de enzima seria indtil,
visto que todos os sitios do substrato ja estariam saturados. Com isso haveria um aumento
considerdvel no custo das enzimas que ndo resultariam em um aumento no rendimento da
hidrélise (MAEDA et al., 2011).

Além da concentracio de B-glicosidase, vem sendo estudado o incremento da enzima
xilanase ao meio reacional, suplementada, por exemplo, pelo fungo Thermomyces lanuginosus,
a fim de promover uma melhor eficiéncia da hidrélise. Estes estudos se baseiam no fato de que
os xilooligdbmeros tém se mostrado fortes inibidores da hidrélise enzimdtica, mesmo a baixas
concentracdes. A xilanase teria a funcdo de converter esses compostos em xilose, que sdo
inibidores muito mais fracos da hidrélise (MAEDA et al., 2011).

Outra forma de maximizar a acdo das enzimas consiste na utilizacio de aditivos, como
algumas proteinas e surfactantes. O aditivo age ligando-se irreversivelmente a lignina, o que
promove uma blindagem desta e impede que a enzima celulase realize uma adsor¢do nao
produtiva a lignina. Desta forma, o aditivo compete, juntamente com a enzima, pelo sitio
ligante da lignina, o que promove um aumento da disponibilidade de enzimas livres no meio

reacional e uma maior adsor¢éo destas a celulose (CASTRO, 2010; MAEDA et al., 2011).

2.7.3 Sinergismo: mecanismo de atuacao das enzimas celuloliticas

A hidrdlise da celulose requer ag¢des de sinergismo de vdrias celulases em um sistema
de reacdo heterogénea, e esse fato determina que o mecanismo dessa reacdo seja altamente
complexo, dificultando até mesmo a modelagem matemdtica. Sinergismo ¢é geralmente
definido como o aumento da atividade exibido por uma mistura de enzimas comparada com a
soma das atividades das enzimas individuais (MENDES, 2010).

Sabe-se que a celulose é composta por fracdes cristalinas e amorfas. A parte amorfa,
devido a sua maior drea superficial é mais suscetivel a hidrdlise enzimdtica do que a forma
ordenada ou cristalina da celulose. Esta tltima por ser uma regido muito organizada,
apresentando grandes quantidades de ligagdes de hidrogénio, dificulta bastante o processo de
hidrdlise. Cada tipo de celulase acaba atacando preferencialmente uma regido especifica da

celulose (SANTOS, 2009).
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Estudos com celulose pura mostram que as regides amorfas apresentaram degradacgdo
por enzimas flngicas 5 a 10 vezes mais rdpidas do que a celulose altamente cristalina,
sugerindo que altas velocidades iniciais de degrada¢do do substrato celuldsico sdo devidas a
hidrélise preferencial das regides amorfas, e essa velocidade diminui assim que essas enzimas
encontram regides cristalinas mais recalcitrantes (SANTOS, 2009).

A Figura 14 mostra uma representacdo esquematica da hidrdlise da celulose e a acdo

das endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases de 7. reesei.

Figura 14: Representagdo esquemdtica da hidrélise da celulose e da acdo das celulases: endoglucanases
(endos), exoglucanases de terminais redutores (exosR), exoglucanases de terminais ndo redutores (exosNR) e

B-glucosidases.
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Fonte: adaptado (BANSAL et al, 2009).

As endoglucanases sdo responsaveis pelo inicio da hidrélise e realizam uma clivagem
randomica das ligacdes glicosidicas internas da fibra lignoceluloldsica, tornando-as mais
expostas. Por este motivo elas sdo responsdveis por reduzir o grau de polimerizacdo da fibra,
gerando regides amorfas e liberando oligossacarideos com diferentes graus de polimerizacdo,
além de terminais redutores e ndo redutores. Essas regides amorfas permitem uma melhor acdo
das enzimas por ndo possuirem ligacdes intermoleculares de hidrogénio tao fortes quanto as
regides cristalinas (MENDES, 2010). J4 as celulases responsdveis por atuar na regido externa
da celulose sd@o as exoglucanases, divididas em celobiohidrolases tipo I e Il (CBHI e CBHII), e

as glucano hidrolases. A celobiohidrolase tipo I hidrolisa os terminais redutores e a tipo II
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hidrolisa os terminais ndo-redutores da celulose, ambas rompendo as ligacdes P-(1-4)-
glicosidicas. Essas sdo responsdveis pela ruptura fisica do substrato, promovendo uma
desestratificacdo das fibras e um aumento considerdvel das regides amorfas. O produto
liberado a partir da ac@o das celobiohidrolases € a celobiose, um dimero de glicose, sendo este
também um inibidor da acdo dessas enzimas. As glucano hidrolases também agem nas
extremidades dos oligossacarideos, porém sdo capazes de liberar glicose diretamente deste
polimero (PIETROBON, 2008). As celobiases ou B-glicosidases completam a hidrélise
catalisando a hidrélise da celobiose a glicose. Portanto, as celobiases hidrolisam a celobiose e
as celodextrinas soliveis em dgua a glicose (CARVALHO, 2011; CASTRO, 2010).

Este complexo celulolitico atua em sinergia, ou seja, apresenta um melhor rendimento
a partir da mistura de enzimas. Trés formas de sinergia sdo conhecidas, sendo estas a sinergia
EnG-ExG (endoglucanase/exoglucanase), sinergia ExG-ExG (exoglucanases) e sinergia ExG-
BG e EnG-BG (exoglucanase/p-glucosidase e endoglucanase/p-glucosidase), o que torna o
mecanismo altamente complexo e instidvel (CARVALHO, 2010; CASTRO, 2010).

A atividade das enzimas celobiase e endo/exoglucanases € inibida a medida que as
concentracdes de glicose e celobiose aumentam no meio reacional, respectivamente, ou seja,
estas enzimas sdo inibidas por seus respectivos produtos (PIETROBON, 2008; SANTOS,
2009).

Além das interacOes entre as enzimas e possiveis causas de inibi¢do, outros fatores
merecem atencdo. Algumas caracteristicas estruturais da celulose devem ser levadas em
considera¢do a fim de evitar interferéncias na a¢do do complexo enzimdtico, tais como a
cristalinidade, o grau de polimerizacdo e a acessibilidade. A quantificacdo da cristalinidade
fornece uma estimativa da reatividade do substrato, visto que a hidrélise enzimatica é de 3 a 30
vezes mais rdpida em celulose amorfa do que em celulose cristalina. Portanto, quanto menor
for a cristalinidade da celulose, mais ripida serd a hidrélise enzimética (CARVALHO, 2011;
MAEDA et al., 2011).

O grau de polimerizacdo da celulose determina a quantidade relativa de pontes [-
glicosidicas entre as moléculas, e, consequentemente, o grau de solubilizacdo da celulose.
Desta forma, quanto maior for o grau de polimerizagdo do substrato, menor serd sua
solubilidade. Este fator estrutural da celulose pode variar de acordo com a origem e a
preparacdo do substrato, e também com a propor¢cdo de exo-endoglucanase, visto que uma
maior concentracdo de exoglucanases confere uma despolimerizagdo realizada a partir das
por¢des finais da celulose (modo mais lento) e, uma maior concentracdo de endoglucanase
confere uma despolimerizagdo a partir das por¢des internas da celulose (modo mais répido)

(PIETROBON, 2008).
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A acessibilidade das celulases as microfibrilas da celulose é de fundamental
importancia, visto que a enzima necessita ligar-se a superficie da celulose para ter acesso as
pontes B-glicosidicas e iniciar a hidrélise. Com isso o pré-tratamento do substrato promove um
aumento da acessibilidade e da adsor¢do das enzimas a celulose, resultando em um aumento
significante da taxa de glicose proveniente da hidrdlise enzimética (MAEDA et al., 2011;
PIETROBON, 2008).

E importante observar, também, os diversos fatores processuais, a fim de se obter
rendimentos méaximos da hidrdlise, como o tipo do pré-tratamento realizado no substrato; a
presenca de hemicelulose e lignina no meio reacional, prejudicando o acesso a celulose e sua
despolimerizacdo (MAEDA et al., 2011); a termoestabilidade das enzimas e o pH do meio; a
concentracdo do substrato; a velocidade de agitacdo, dentre outros fatores (CARVALHO,
2011; PIETROBON, 2008).

A termoestabilidade das enzimas requer um controle rigoroso da temperatura do
processo. O aumento da temperatura, até certo ponto, promove um aumento da atividade
enzimdtica e, consequentemente, da eficiéncia da hidrdlise. Porém, ao se ultrapassar a
temperatura limite de acdo das enzimas, ocorrerd uma reducdo gradativa da atividade
enzimatica até que se alcance a desnaturacdo dessas. O mesmo controle rigoroso deve ser
realizado com o pH, visto que um meio muito dcido provoca a desnaturacdo das enzimas
(CARVALHO, 2011).

A velocidade de agitacio do sistema influencia em trés etapas diferentes do processo: a
velocidade de difusdo da enzima no filme liquido ao redor da celulose, a velocidade de
adsorcdo da enzima a superficie da celulose e a velocidade intrinseca da reacdo de catélise da
celulase. Deve-se observar que, quanto maior for a velocidade do fluido, menor serd a
espessura do filme estagnado e maior serd a velocidade de difusdo da enzima. No entanto, uma
agitacdo exagerada do sistema poderd levar a desativagdo das enzimas devido a forca de
cisalhamento gerada pelo agitador, provocando uma redug@o no rendimento da hidrélise. Desta
forma, um estudo cinético da hidrélise deve ser realizado para determinacio da velocidade de
agitacdo ideal para aquele sistema, a fim de evitar que a velocidade de uma etapa seja limitante
das etapas subsequentes (CARVALHO, 2011).

Diante da fragilidade do processo envolvendo enzimas, pode-se notar que mesmo
atuando em condi¢des favordveis, a hidrdlise enzimdtica pode ser limitada por diversos fatores.
A Figura 15 representa esquematicamente alguns destes fatores, que devem ser observados a

fim de se conseguir um maior rendimento possivel da hidrdlise enzimatica (WOLF, 2011).
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Figura 15: Representacio esquematica de alguns fatores limitantes da hidrdlise enzimatica da celulose. (1)
Inibicdo das enzimas exoglucanases e [-glucosidases por seus produtos (celobiose e glicose,
respectivamente); (2) Impedimento estérico das celulases a celulose pela presenga de hemicelulose; (3)

Impedimento estérico das celulases a celulose pela presenca de lignina; (4) Adsorcdo ndo produtiva da
enzima a lignina; (5) desativacdo das enzimas por desnaturag¢do térmica e/ou por cisalhamento por agitacdo

excessiva.

“gmpe <&

. @ Hemicelulose

Celulose

i

I !
el 50
Celobiose L v
u
|
[ |
@ Ghicose

Legenda:

SR,
= ¥ s
Celobichidrolase  Endoglucanase f-glucosidase
Fonte: adaptado (WOLF, 2011).



71

3. OBJETIVOS

3.1 Gerais

O objetivo principal do trabalho foi investigar tecnologias de pré-tratamento dos
subprodutos sucroalcooleiros (bagaco e palha de cana) com intuito de dar um destino mais
adequado e elevar a producdo de etanol sem necessidade de aumentar a drea cultivavel das
Usinas de Actcar e Alcool, e também caracterizar o bagaco e a palha de cana-de-agiicar
apos os pré-tratamentos efetivados. Além de avaliar cada método de tratamento escolhido,
foi testado também a possibilidade de misturar as biomassas em diferentes proporcdes com

o objetivo de elevar o rendimento (recuperacao total de acticares) para produgao bioetanol.

3.2 Especificos

» Estudar pré-tratamento hidrotérmico e pré-tratamento por ultrassom da palha de
cana em diferentes condicdes;

» Realizar deslignificacdo alcalina dos materiais pré-tratados pelo método
hidrotérmico e ultrassonico;

» Estudar o pré-tratamento por explosdo a vapor catalisado por SO, tanto para palha
quanto para bagaco de cana, em diferentes condicoes;

» Misturar as biomassas em diferentes propor¢cdes e submeter as misturas ao pré-
tratamento por explosdao a vapor catalisado por SO,, em condicdo previamente
otimizada (item anterior);

» Realizar hidrdlise enzimatica tanto dos materiais somente pré-tratados como dos
materiais que foram deslignificados;

» Caracterizar quimicamente cada uma das biomassas vegetais em sua forma “in
natura”, bem como caracterizar as fracdes obtidas apés cada processo de pré-
tratamento e deslignificacgao;

» Caracterizar os materiais lignocelulésicos “in natura”, obtidos apds pré-tratamento

e deslignificacdo por difracdo de raios-X e MEV.
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4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado de acordo com os fluxogramas gerais da tese mostrado nas

figuras 16 e 17.

Figura 16: Fluxograma operacional dos processos de pré-tratamento realizado para a palha de cana.
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Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 17: Fluxograma operacional do processo de pré-tratamento realizado para a palha e bagaco de cana.

Palha e bagaco de cana T -

l Palha & bazaco Pré-tratamento por| 190, 195 e 200 °C;
#+—— explosdo a vapor

e catalizado por 50, 3 mun: 3%(m/m) 50;
e Hidrolisados

1
Melhor condigdo de pré-tratamento tanto para palha quanto para bagaco:
190°C, 5 mim, 3% (m/m) SO

*

Misturas de palha e bagago: 3 proporgdes

.

%P/ 10%EB 50% P/S0%B 10% P/ 90" B
Pre-tratamento por
4+——  axplosio avapor | —* Hidrohsados
catalisado por 50: 1
i JEiC
slEi

Fonte: Arquivo Pessoal.

O bagaco e palha utilizados em cada pré-tratamento foram previamente moidos em
um Moinho de Martelo (peneiras de 20 mesh), presente no Departamento de

Biotecnologia.
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A palha de cana, utilizada neste trabalho, foi coletada diretamente durante o periodo
de safra em 2011 na Usina da Pedra em Serrana-SP, e o bagaco foi coletado na Usina Olho

d’Agua em Pernambuco.

4.1 Pré-tratamento hidrotérmico

Os pré-tratamentos foram realizados em colaboracio com o Laboratério de
Processos Biotecnoldgicos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O reator
utilizado foi do tipo autoclave eletronica REG MED modelo AU/E-20 com capacidade de
20 L, conforme Figura 18.

Figura 18: Reator REG MED modelo AU/E 20.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Foram realizadas 15 reacdes em diferentes condi¢cdes de tempo e temperatura,

conforme a Tabela 3.
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Tabela 3: Condigdes de pré-tratamento hidrotérmico de palha de cana-de-actcar.

Amostras de Palha Temperatura (°C) Tempo (min)
R1 160 10
R2 160 20
R3 160 30
R4 160 40
RS 160 50
R6 170 10
R7 170 20
RS8 170 30
R9 170 40

R10 170 50
R11 180 10
R12 180 20
R13 180 30
R14 180 40
R15 180 50

Fonte: Arquivo Pessoal.

Para todas as condi¢des acima descritas foi utilizada uma relacao sélido/liquido de
1:10 (m/v), sendo o reator carregado com 1 kg de palha de cana-de-agiicar juntamente com
10 L de 4gua destilada. Em seguida o reator foi hermeticamente fechado, e a camisa de
aquecimento foi ligada e a temperatura e o tempo de reacdo foram monitorados. Com estes
dados foi possivel obter as rampas de aquecimento e de resfriamento de cada reacdo,
conforme Figuras 19 e 20. Os patamares em cada grafico representam o tempo de

residéncia do bagacgo e da palha na temperatura de reagao.
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Figura 19: Rampas de aquecimento e resfriamento para as diferentes condi¢cdes de reacdo de pré-tratamento
hidrotérmico da palha de cana-de-actcar.
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Figura 20: Rampas de aquecimento e resfriamento para as diferentes condi¢cdes de reacdo de pré-tratamento
hidrotérmico da palha de cana-de-agucar.
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Ao término da reacdo, o vapor gerado foi liberado gradualmente até a reacdo atingir
a temperatura de 100°C. Em seguida, o reator foi descarregado e foi feita a separagdo do
material sélido (celulose e lignina) do material liquido (hidrolisado hemicelulésico). A
palha de cana pré-tratada foi lavada com aproximadamente 80L de dgua a 70°C, até atingir
pH neutro; este procedimento foi adotado para remocdo de quantidades residuais do
hidrolisado hemicelul6sico. Para verificar se a quantidade de dgua utilizada na lavagem foi
suficiente para remocao do hidrolisado residual, foi feita coleta de aliquotas de 20 em 20L
destas 4dguas de lavagem para as reagdes, com bagaco de cana, R3, R8 e R13. Para as
demais condi¢bes de reacdo, foi obtida uma aliquota apds lavagem com 80L de &4gua.
Posteriormente essas dguas de lavagem e o hidrolisado foram caracterizados por

cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme itens 4.7.2 e 4.7.6.

4.2 Pré-tratamento por ultrassom

Um banho de ultrassom modelo USC 2800 da UNIQUE (Figura 21) com uma
frequéncia de 40 kHz foi utilizado para os testes de pré-tratamento com ultrassom. As
amostras de 30,0000 g (base seca) foram suspensas em uma solucdo alcalina (1% m/v de
NaOH) ou 4cida (1% m/v de H,SO,), relagdo material/solvente 1:10 (m/v). A temperatura
do banho foi mantida constante (27 °C). O tempo de exposicao do material sob irradiacao
ultrassonica foi variado de 1 a 30 mim (como ilustra a Tabela 4 a seguir) e, apds isso, o
material pré-tratado foi filtrado e lavado com 3 volumes de 4gua e reservado para posterior
caracterizacdo. O hidrolisado obtido foi analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para determinagdo de acicares, HMF e furfural.

Para acompanhar o efeito do pré-tratamento por ultrassom, foram feitas amostras
controle, ou seja, a biomassa foi suspensa somente em dgua destilada, mantidas as
condig¢des solido/liquido e a temperatura do banho e variando apenas o tempo, como foi

realizado para as amostras suspensas em solu¢do 4cida e alcalina.



Figura 21: Banho de ultrassom modelo USC 2800 da UNIQUE utilizado para o pré-tratamento.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 4: Condigdes adotadas para a realizagdo do pré-tratamento por ultrassom.
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PRE-TRATAMENTO POR ULTRASSOM

MEIO ALCALINO MEIO ACIDO CONTROLE

30 min (OH1) 30 min (H1) 30 min (C1)
25 min (OH 2) 25 min (H2) 25 min (C2)
20 min (OH 3) 20 min (H3) 20 min (C3)
15 min (OH 4) 15 min (H4) 15 min (C4)
10 min (OH 5) 10 min (H5) 10 min (C5)
5 min (OH 6) 5 min (H6) 5 min (C6)

1 min (OH 7) 1 min (H7) 1 mim (C7)

Fonte: Arquivo Pessoal.

4.3 Pré-tratamento por Explosao a vapor catalisado por SO,

Para a realizacdo do pré-tratamento, amostras de 150 g (base seca) de palha e

bagaco e, posteriormente, todas as misturas avaliadas foram impregnadas por SO, anidro

por 15 horas, em atmosfera sob pressdo de sacos plasticos especialmente vedados. Para que
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a impregnagdo ocorresse, primeiramente, a biomassa foi umidecida por 24 horas e, em
seguida, apds remog¢do do excesso de dgua presente na biomassa (utilizagdo de centrifuga),
foi determinada a umidade. A impregna¢do com SO, ocorreu quando a biomassa atingiu o
teor de umidade entre 60 — 62 %. A quantidade de didxido de enxofre adicionado em cada
saco correspondeu a 3% da massa seca da amostra utilizada. O pré-tratamento foi realizado
em reator batelada de 2.7 L (Aurora Technical, Savona, BC, Canada), como ilustrado na

Figura 22 a seguir.

Figura 22: Reator de explosdo a vapor.

Alimentacao

Fonte: Arquivo Pessoal.
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As amostras (tanto palha quanto bagaco) foram sucessivamente aquecidas a
temperaturas que variaram de 190 a 200°C, por 5 minutos. Apds o processo de otimizacao,
o pré-tratamento foi conduzido em temperatura 6tima de 190°C por 5 minutos.

Apoés a explosdo a vapor, as amostras pré-tratadas foram filtradas para separar a
fracdo soluvel em dgua (licor hemiceluldsico) da fragdo insoldvel (celulignina), usando o
processo de filtracdo a vacuo. Para remover agucares residuais, a celulignina foi lavada
com um volume de dgua destilada e deionizada equivalente a 20 vezes o peso seco de cada
amostra. O licor hemicelulésico foi analisado por HPLC, para quantificacdo de acucares e
inibidores, segundo o item 4.7.7.1 ; também foi analisado para determinacao de fendlicos e

lignina soluvel. A celulignina foi reservada para posterior caracterizacdo quimica.

4.4 Deslignificacao Alcalina

O processo de deslignificacdo alcalina do material in natura e obtido apds pré-
tratamento hidrotérmico e ultrassonico em diferentes condi¢des, foi realizado em baldo de
vidro de 3 bocas, utilizando-se uma relag¢ao sélido:liquido 1:10 (m/v), NaOH 1% (m/v) e
temperatura de 100°C por 1h sob agitacdo de 50 rpm. Ao término da reacdo o residuo
s6lido do processo de deslignificacdo foi filtrado a vdcuo, recolhendo-se o licor
concentrado de lignina.

A fracdo sélida foi lavada com &4gua destilada a 70°C para remog¢do da lignina
residual contida na polpa bruta, até pH neutro. Apds este procedimento, a polpa bruta foi
seca a temperatura ambiente, até uma umidade de aproximadamente 10% e posteriormente
mensurada quanto ao rendimento do processo (Equac@o 3). Uma fracdo de cada material
deslignificado foi utilizada para caracterizacdo quimica e andlises microscépicas enquanto

a outra fracdo foi submetida a ensaio de conversao enzimaética.

4.5 Rendimento de reacao e perdas de componentes macromoleculares
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A massa pré-tratada e deslignificada obtida foi mensurada para calcular o
rendimento do pré-tratamento e deslignificacdo, respectivamente, conforme equacgdo a
seguir:

m final

R= » 100 3)

massa inicial

Onde:
R: rendimento madssico da etapa (em %).
m inicial: massa inicial seca de material lignocelulésico (g);

m final: massa final seca de material lignocelul6sico (g);

Ja as perdas dos componentes macromoleculares (celulose, hemicelulose e lignina)

foram calculadas pela seguinte equagao:

P =100 x (1— (R/100) x;—’:) &)

Onde:
P: perda do componente macromolecular (em %);
yi: teor do componente macromolecular no material lignoceluldsico “in natura”;

yf: teor do componente macromolecular no material lignocelulésico pré-tratado;

4.6 Hidrolise Enzimatica

Para as amostras pré-tratadas por ultrassom e pelo método hidrotérmico e as
polpas obtidas: a hidrélise enzimatica foi realizada empregando a celulase comercial
Celluclast 1.5 L, suplementada pela [-glicosidase (Novozym 188), ambas doadas
gentilmente pela Novozymes (Bagsvaerd, Dinamarca) ao laboratério. As condi¢des de
reacdo foram: tampdo citrato de sédio 0,05 mol.L"! pH 4.8 relacdo solido:liquido 1:10,
agitagdo orbital a 100 rpm, 45°C por 72 h. As cargas enzimdticas foram de 15 FPU/g de

material seco (Celluclast 1.5 L) e 12,5 Ul/g de material seco (B-glicosidase), baseadas nos
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valores comumente encontrados na literatura (BALLESTEROS et al., 2004; CARA et al.,
2006; WYMAN, 1999). Ap6s o término, os hidrolisados foram fervidos por 5 min,
filtrados em papel de filtro Whatmann n.° 1 e analisados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), conforme descrito abaixo. Os residuos da hidrdlise foram
separados para posterior quantificacio de massa residual. A conversdo enzimdtica de

celulose foi calculada pela equacdo a seguir:

myglicoss Xfh

CcC = X 100 (5)

minicial Xyi

Onde:

CC: conversiao enzimatica da celulose;

mglicose: massa de glicose presente no hidrolisado (g);

minicial: massa seca de material lignoceluldsico, antes da etapa de hidrdlise enzimética
(8);

yi: teor de celulose no material lignocelulésico;

Jh: fator de hidrdlise da celulose (correspondente a 0,9).

A atividade celulolitica total foi determinada utilizando-se a metodologia padrao de
Mandels et al., (1976). Em um tubo de ensaio foi adicionado 0,3 mL de extrato enzimaético,
1,2 mL de tampdo citrato de sédio 0,05 mol.L", pH 4,8 ¢ 50 mg de papel de filtro
Whatmann nimero 1 como substrato. O meio foi incubado num banho-maria a 45°C
durante 1 h. A glicose liberada foi determinada pelo método do 4cido 3,5- dinitrossalicilico
(DNS) descrito por Miller (1956). A reagao foi interrompida pela adicdo de 3 mL de DNS,
e o meio foi fervido por 5 min. Apds o resfriamento, a absorbancia em 540 nm foi lida em
um espectrofotdmetro UV-visivel Perkin Elmer modelo Lambda 25.

A atividade de B-glicosidase foi determinada utilizando a metodologia descrita por
Mongkolthanaruk e Dharmsthiti (2002). Em um tudo de ensaio foi adicionado 0,1 mL de
extrato enzimatico e 0,4 mL de solu¢do 0,1 % (m/v) de p-NPG (paranitrofenol B-1->4
glucosideo). O meio foi incubado em banho-maria a 45°C por 30 min. A reagdo foi
interrompida pela adicdo de 1 mL de solucio 10 % (m/v) de bicarbonato de sddio
(NaHCO:s3). A quantidade de glicose liberada foi mensurada através da equivaléncia molar
do p-NP (para-Nitrofenol) na clivagem do p-NPG (1 p- NPG - 1 glicose + 1 p-NP) e
usando a absortividade molar do p-NP (€410nm = 15.000 L.mol'l.cm'l).
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Para as amostras submetidas ao pré-tratamento por explosao a vapor
catalisado por SO;: A etapa de conversido enzimdtica foi conduzida com 5% (m/v) de
consisténcia, com um volume total de 50 ml, em erlenmeyers de 125 mL. Solu¢ao tampao
de acido citrico 0,050 mol.L"! foi utilizado para manter o pH no valor de 4,8. Os frascos
foram incubados a 50°C, sob agitacdo orbital em shaker (New Brunswick) de 175 rpm.
Foram utilizados 5 FPU/g de celulose de Celulase (Celluclast 1.5L. da Novozym) e 10
CBU/g de celulose de B-glucosidase (Novozym 188) em cada frasco. Em intervalos
determinados, 1 mL de cada frasco foi removido até o fim de 96 horas, fervido por 10
minutos para desnaturar as enzimas e estocado em freezer a — 20 °C para anélise posterior
em HPLC. A atividade das enzimas foi mensurada da mesma maneira citada

anteriormente.

4.7 Analises quimicas

4.7.1 Composicio quimica dos materiais lignocelulésicos pré-tratados por via

hidrotérmica e por ultrassom e das respectivas polpas

Foi feita a caracterizagdo quimica dos materiais “in natura” e obtidos nas etapas de
pré-tratamento hidrotérmico e por ultrassom e deslignificacdo alcalina, conforme
metodologia analitica desenvolvida por Rocha et al., (1997) e validada por Gouveia et al.,
(2009).

Para as amostras “in natura” primeiramente foi feita a remocao alcodlica de
extrativos utilizando o aparato de Soxhlet, por 1 ciclo de 8 horas. Apds a extracdo o
material sélido foi seco em estufa até peso constante; e pela diferenga do peso inicial foi
feita a quantificacdo destes extrativos. Em seguida a amostra in natura, sem extrativos, foi
submetida ao mesmo procedimento de caracteriza¢do quimica das demais amostras.

Amostras de 2g de material lignocelulésico (moido a 30 mesh), pesados com
precisdao de 0,1 mg, foram transferidos para um béquer de 100 mL e tratados com 10 mL
de H,SO4 72% (m/m), sob rigorosa agitacdo, em um banho termostatizado a 45,0 + 0,5°C

por 7 min. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de 50 mL de dgua destilada, sendo a
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amostra transferida quantitativamente para um frasco erlenmeyer de 500 mL, elevando-se
o volume final a 275 mL de 4gua, e consequente dilui¢cao do 4cido para aproximadamente
4% (m/v) .

Para uma hidrélise completa dos oligdmeros restantes, o erlenmeyer foi fechado
com papel aluminio e autoclavado por 30 min a uma pressao de 1,05 bar, acima da pressao
atmosférica, a 121°C.

Apés a descompressdo da autoclave, o erlenmeyer foi retirado, resfriado a
temperatura ambiente, sendo a mistura reacional filtrada e transferida para um baldo
volumétrico de 500 mL utilizando-se a 4gua de lavagem do material retido no filtro. O
baldo volumétrico que contém o hidrolisado foi submetido a analise de carboidratos, adcido
acético, féormico e glucordnico, furfural, hidroximetilfurfural e lignina solivel. Enquanto o

material sélido retido no filtro foi submetido a anélise de lignina insoldvel e teor de cinzas.

4.7.2 Determinacao de carboidratos e acidos organicos por CLAE

Os hidrolisados e as 4dguas de lavagem obtidas do pré-tratamento hidrotérmico e
ultrasson, bem como os hidrolisados da metodologia de caracterizacdo do material
lignocelulésico e da hidrdlise enzimatica foram analisados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), utilizando uma coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad
Laboratories Ltd) em um cromatégrafo Shimadzu LC-10AD, utilizando como fase movel
H2S04 0,005 mol.L' com fluxo de 0,6 mL.min'l, a 45°C. Os compostos foram
monitorados com um detector de indice de refragdo Shimadzu RID-6 A.

Previamente a injecdo das amostras na coluna, o pH das amostras de hidrolisado foi
ajustado para a faixa de 1 a 3 e os compostos fendlicos presentes nas amostras foram
removidos por cartuchos de extracdo s6lida Sep-Pak C18 (Waters).

Os cromatogramas das amostras foram comparados com os padrdes dos actcares e
acidos organicos a serem analisados, sendo a quantificacao feita por curvas de calibracdo

de cada composto.
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4.7.3 Determinacao de lignina insolivel em acido

O material insolivel retido no papel de filtro obtido no item 4.7.1 foi lavado com
aproximadamente 1,5 L de 4gua destilada, para remog¢ao de dcido residual (até pH préximo
de 7) e seco em estufa a 105°C até massa constante. A percentagem de lignina insolivel
em meio 4cido foi calculada em relacdo a massa de material lignocelulésico seco; e a
massa real de lignina insoldivel foi calculada pela diferenca entre a massa obtida nesta

etapa e a massa obtida da determinacao de cinzas.

4.7.4 Determinacao do teor de cinzas presentes na lignina insolivel

Os materiais resultantes do item 4.7.1 foram colocados em cadinhos de porcelana
previamente calcinados e tarados. Esses materiais foram inicialmente pré-calcinados a
temperatura de 400°C, por aproximadamente 1 h, com os cadinhos tampados, e em
seguida, removeu-se a tampa e calcinou-se o material por 2 h a 800°C. Apds a calcinagao,

o cadinho foi resfriado em dessecador e a massa de cinzas determinada.

4.7.5 Determinacao de lignina solivel

A quantidade de lignina solivel foi determinada pela medida de absorbancia a 280
nm em um espectrofotometro UV-visivel Perkin Elmer modelo Lambda 25. Foram
colocados 5 mL dos hidrolisados e dguas de lavagem em um baldo volumétrico de 100 mL,
juntamente com 50 mL de dgua destilada e 2 mL de NaOH 6,5 M.

Apdés agitacdo, a mistura resultante, foi analisada em espectrofotémetro. A equagao

6 abaixo foi utilizada para determinar a concentracio de lignina solivel no hidrolisado.
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(Azsonm —Eumr * Counr = €rup  Crug — 0,045650)
Elig

C

Lig —

onde:

Cii,: Concentracdo de lignina soldvel no hidrolisado (g/L);
Assonm: Absorbancia do hidrolisado em 280 nm;

enmr: Absortividade do hidroximetilfurfural (114 L. g'l);

Erurfurar: Absortividade do furfural (146,85 L.g™);

Cuur: Concentracao de hidroximetilfurfural no hidrolisado (g/L);
Crurfurai: Concentrac@o de furfural no hidrolisado (g/L);

E);;: absortividade da lignina (L/g) Determinado por ROCHA et al., (1997).

4.7.6 Determinacio de furfural de hidrometilfurfural

Furfural e hidroximetilfurfural foram determinados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), em uma coluna LiChrospher 100 RP-18 (5 pm) de 125 x 4 mm
(Hewlett-Packard), utilizando-se acetonitrila/dgua 1:8 (v/v) com 1% de 4cido acético como
fase moével, a uma vazao de 0,8 mL.min'l, a temperatura de 25 °C.

Os hidrolisados e 4guas de lavagem do item 4.1, bem como hidrolisados foram
filtrados em membrana de diametro de poro de 0,47 um (Milipore), para total remogao de
particulas sélidas das amostras. As amostras foram injetadas com uma véalvula Rheodyne
equipada com al¢a de injecao de 20 pL. Os compostos foram detectados em 276 nm por
um detector UV-visivel Shimadzu SPD-10. As concentragdes de furfural e
hidroximetilfurfural foram determinadas a partir das curvas de calibracdo obtidas a partir

dos compostos puros.

4.7.7 Composicao quimica dos materiais lignoceluldsicos pré-tratados por explosio a

vapor catalisada por SO,
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O método modificado de Tappi T-222 om-98 (TAPPI, 1998) foi utilizado para
determinar a composicdo quimica tanto de cada biomassa “in natura” como apds pré-
tratamento. Amostras de 0,2 g (base seca) foi hidrolisada com 3 ml de H,SO,4 72% (m/m)
por 120 minutos a temperatura ambiente (por volta de 20°C). Apds o tempo transcorrido,
as amostras foram diluidas em 120 mL de volume total e autoclavadas a 121°C por 60
minutos. Apods resfriamento, o material foi filtrado em filtros de placa porosa n° 3 (Schott-
Duran) devidamente tarados e a lignina insolivel foi determinada por gravimetria. A
lignina solivel foi medida em espectrofotometro a 205 nm. Andlise de carboidratos e
inibidores presentes no filtrado foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), que serd descrita no item 4.7.7.1 a seguir.

Para as amostras ““ in natura” foi realizado a remocao de extrativos em dois ciclos: o
primeiro com dgua destilada apenas, durante 24 horas, e o segundo com etanol puro por 24
horas, utilizando o aparato de Soxhlet. Apds a extragdo o material s6lido foi seco em estufa
até peso constante; e pela diferenca do peso inicial foi feita a quantificacdo destes
extrativos. Em seguida a amostra “in natura”, sem extrativos, foi submetida ao mesmo

procedimento de caracterizacdo quimica das demais amostras.

4.7.77.1 Determinacdo de carboidratos, acidos organicos, furfural e

hidroximetilfurfural

A concentracdo de acucares foi medida utilizando o cromatégrafo Dionex
(Sunnyvale, CA) HPLC (ICS-3000). O sistema é equipado com auto injetor AS, detector
eletroquimico ED, bombas duplas e colunas de troca idnica (Dionex CarboPac PA1). Agua
filtrada e deionizada foi utilizada como eluente, em um fluxo de 1,0 ml.min’. Solucdo de
NaOH 0,2 mol.L" em um fluxo de 0.5 ml.min™ foi utilizado para garantir a otimizagdo da
andlise e estabilidade a linha base e do detector. Apds cada andlise, a coluna foi
recondicionada com solu¢do de NaOH 0,25 mol.L!. Vinte microlitros de cada amostra
foram injetados apds a passagem por filtro com 0,22 um de diametro de poro (Restek
Corp., Bellefonte, PA, U.S.). Fucose (0,2 g.L'l) foi adicionada em cada amostra e padrdes,

como padrdo interno.
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Para a andlise dos inibidores (4cido acético, furfural e HMF), o equipamento
utilizado foi o cromatdgrado da marca Shimadzu Prominence LC com detector de indice
de refracio e coluna de troca idnica (REZEX RHMMono saccharide H™ (8%),
Phenomenex, Inc., Torrance, CA, U.S.). O eluente utilizado foi H,SO4 0,005 mol.L”! em
um fluxo de 0,6 ml.min™. A temperature da analise foi mantida constante a 63 °C. Vinte
microlitros de cada amostra foram injetados apds a passagem por filtro com 0,22 pm de
diametro de poro (Restek Corp., Bellefonte, PA, U.S.). Padrdes foram preparados e usados

para quantificar cada componente.

4.7.7.2 Determinacio de cinzas

As cinzas foram determinadas para o material ndo extraido, com rampa de
aquecimento em forno mufla até atingir 575°C, seguido de manutencdo do material nesta

temperatura por 2 h. Depois de resfriado, foi determinado o peso seco.

4.7.7.3 Determinacao de fendlicos totais

A quantificacdo de compostos fendlicos pelo método Folin-Ciocalteu (F-C) foi
utilizado como forma de determinar de forma aproximada a concentracdo de fendlicos
totais presentes no licor hemiceluldsico, utilizando 4cido gédlico como padrdo
(AINSWORTH & GILLESPIE, 2007). O reagente de Folin Ciocalteu e o acido gélico
foram adquiridos da Sigma. As amostras foram analisadas pela a determinagdo da
absorbancia de cada solugdo a 765 nm contra a solu¢do branco e um gréafico que relaciona

absorbancia com concentragdo foi plotado para a quantificagdo de fendlicos.

4.8 Caracterizacao fisica dos materiais lignocelulésicos
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4.8.1 Difracao de Raios-X

Com o proposito de se avaliar a reducdo de cristalinidade dos materiais
lignoceluldsicos apds as etapas de pré-tratamento, os materiais pré-tratados (moidos a 40
mesh e devidamente secos em temperatura ambiente — matérias em torno de 10% de
umidade) foram preparados para a andlise de difracdo de raios-X, utilizando um
difratdmetro de raios X da marca Rigaku com um anodo rotatério de cobre (A = 1,5418 A),
filamento de tungsténio e monocromador de grafite no intervalo angular de 5° a 80°
(angulo de Bragg — 20), passo angular de 0,05° e tempo de exposicdo de 1s por angulo
(equipamento disponivel no Departamento de Engenharia de Materiais — DEMAR da
Escola de Engenharia de Lorena (EEL/USP).

O indice de cristalinidade dos materiais lignocelulésicos foi calculado pela equagdo

6 abaixo, segundo CAO; TAN, 2002:

— (1002 _Iam) XlOO
i 1002 ©

Il

onde:
1.: Indice de cristalinidade (%),
Io: Intensidade do pico no plano cristalino 002 (20 = 22,6°);

Lm: Intensidade do pico na fase amorfa (20 = 19,0°).

4.8.1.1 Interpretacao dos resultados de Difracao de Raios - X

Durante o pré-tratamento ocorre a remog¢ao de hemicelulose e lignina (materiais
amorfos) que promove um aumento da cristalinidade devido a maior quantidade de
celulose presente na fibra. Além disso, o pré-tratamento contribui para remog¢ado de celulose

amorfa. As medidas de cristalinidade sdo importantes para se determinar quanto da
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celulose cristalina torna-se amorfa apds o pré-tratamento. Espera-se um indice de
cristalinidade menor devido a reducdo da recalcitrancia do material lignoceluldsico, ja que
a cada etapa de tratamento ha um rompimento da estrutura rigida da biomassa vegetal
diminuindo a barreira fisica ao transporte de massa (HIMMEL et al., 2007).

Para determinar se o pré-tratamento promove a diminuicdo de cristalinidade,
algumas consideragdes devem ser abordadas.

Considerando que uma amostra de Avicel (100% celulose) possui uma
cristalinidade de 83% (RAMOS, 2005) e que o bagaco in natura possui 42% de celulose
com uma cristalinidade de 55,6%, pode-se dizer que o bagaco in natura possui 67% de
cristalinidade em relacdio a Avicel. Utilizando esta informacdo pode-se obter a
cristalinidade, relativa, esperada das amostras de bagaco apds o pré-tratamento e
deslignificacdo. A mesma relacdo pode ser utilizada para palha, porém utilizando-se os
dados de composicdo quimica e indice de cristalinidade deste material.

Utilizando-se os dados obtidos da composicao quimica de celulose no bagaco em
cada etapa de processamento, pode-se determinar a cristalinidade esperada. A diferenca
entre o valor esperado e o valor obtido experimentalmente nos fornece a porcentagem de

diminui¢do da cristalinidade da celulose, conforme indicado nas Equacdes 7 e 8:

Ice = CQcelulose * ——— (7

CQ cel.ea

De=lIce —Ic, . ai4a ®)

Onde:

Ice: Indice de cristalinidade esperada;

CQcelulose: composi¢ido quimica da celulose de bagaco ou de palha;

CQcel.ea: Composicdo quimica da celulose da etapa anterior (ex: para matérias pré-tratado
a etapa anterior é a composicdo quimica do material in natura, para amostras
deslignificadas a etapa anterior é a composi¢do quimica do material pré-tratado);

Dc: diminuicao da cristalinidade;

Icmedida: Indice de cristalinidade calculado a partir dos dados experimentais.
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4.8.2 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Os materiais lignoceluldsicos foram presos em um suporte com auxilio de fita de
carbono e submetidos ao recobrimento metalico com ouro, espessura de 7 um com uma
voltagem de 40 mA sob atmosfera de argdnio. As amostras metalizadas foram submetidas
a andlise em microscopio eletronico de varredura 1450 V (equipamento disponivel no
Departamento de Engenharia de Materiais da Escola de Engenharia de Lorena — EEL/USP)

operando a 20 kW e utilizando detector de elétrons secundarios.

As amostras foram dispostas de forma que seja possivel observar as modificagcdes
superficiais das fibras da palha depois dos pré-tratamentos e também apds a

deslignificacao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-acicar

5.1.1 Analise dos hidrolisados hemiceluldsicos

Conforme descrito na literatura, o pré-tratamento hidrotérmico baseia-se na
utilizacdo de 4gua, como agente de fracionamento, para extrair uma mistura rica em
oligdbmeros, mondmeros, agucares e dcidos organicos (CAPARROS; LOPEZ; DIAS,
2007). O fracionamento dos carboidratos em oligdmeros € bastante expressivo neste tipo
de pré-tratamento, e devido a dificuldade de padrdes destes oligdmeros para uma andlise
completa, uma pds-hidrélise do licor nos fornece resultados mais significativos e facilita a
compreensdo de quais componentes possuem maior susceptibilidade a solubilizacdo neste
tipo de pré-tratamento.

Desta forma, a Tabela 5 mostra a composicdo do hidrolisado obtido apds o pré-
tratamento hidrotérmico nas diferentes condi¢des estudadas, apds o processo de pds-
hidrdlise para quantificacao total dos agucares.

Em todas as condi¢des de reacdo, os hidrolisados apresentaram concentragdes
relativamente baixas de furfural e hidroximetilfurfural, corroborando com os dados obtidos
da literatura, jd que neste tipo de pré-tratamento € gerado uma quantidade significativa
destes compostos, no entanto em uma baixa concentracdo devido a quantidade de dgua

utilizada para conduzir as reacoes (BOBLETER et al., 1994).
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Tabela 5: Composicdo dos hidrolisados hemiceluldsicos. A quantidade e cada componente estd expressa em
-1
g.L” (+0,01).

Celobiose Ac. Glicose Xilose Arabinose Ac. Ac. HMF Furfural
Glucur. Foérmico Acético

R1 0,15 0,03 1,78 1,78 0,75 ND ND 0,08 0,015
R2 0,14 0,04 0,27 1,09 0,86 ND 0,59 0,06 0,038
R3 0,14 0,03 0,19 1,39 0,59 ND 0,60 0,02 0,012
R4 0,16 0,13 0,22 1,89 0,78 ND 0,67 0,02 0,068
RS 0,16 0,13 0,18 1,60 0,64 ND 0,66 0,02 0,175
R6 0,16 ND 0,14 1,45 0,87 ND 0,64 0,04 0,018
R7 0,18 ND 0,15 1,65 0,88 ND 0,64 0,04 0,023
RS 0,17 ND 0,20 1,67 0,96 ND 0,76 0,05 0,041
R9 0,20 ND 0,36 1,78 0,96 ND 0,75 0,08 0,043
R10 0,22 ND 0,45 2,18 0,98 ND 0,83 0,10 0,042
R11 0,15 0,25 0,21 2,43 0,76 0,03 0,96 0,03 0,590
R12 0,99 0,37 0,20 2,31 0,70 0,04 1,11 0,02 0,703
R13 1,25 0,55 0,20 3,83 0,84 0,03 1,12 0,03 1,01

R14 1,26 0,70 2,01 4,76 0,89 0,03 1,13 0,02 1,01

R15 1,27 0,89 2,21 4,85 0,89 0,05 1,13 0,04 1,08

*ND — ndo detectado
Fonte: Arquivo Pessoal.

Foi possivel observar também a degradacdo da celulose devido a formagdo de
hidroximetilfurfural, celobiose, glicose e dcido férmico. Destes compostos, o furfural
apresentou concentracao significativa nos hidrolisados obtidos na condi¢ao mais dréstica (a
180°C), quando comparado a outros compostos. Pode-se notar que quanto maior o tempo

de reacdo, maior é a concentracdo destes compostos no meio, devido a degradacdo dos
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acucares que foram solubilizados, que pode ser considerado o pardmetro expressivo na
degradacao destes agucares.

Além disso, a andlise do hidrolisado revela a maior solubilizacdo da xilose em
relacdo aos demais componentes, evidenciando que o pré-tratamento atua
preferencialmente na solubilizacdo da hemicelulose. Observa-se um aumento de até 2
vezes na quantidade de xilose solubilizada quando considerado os mesmos tempos de
reacdo em temperaturas diferentes, corroborando-se com LASER et al.,, (2002) que
descreve a maior propensao a degradacao térmica da hemicelulose em relacao a celulose e
lignina.

As aguas de lavagem obtidas nas condi¢des intermedidrias para cada temperatura
(R3, R8 e R12) foram analisadas e ndo foi detectado a presenca de nenhum destes
compostos, mostrando que apds a lavagem com 60 L de 4gua nao hd mais resquicio destes
componentes no material pré-tratado.

Nas Tabelas 6 e 7 estdao mostrados os resultados da caracteriza¢do do hidrolisados
em fung¢do da massa dos agucares gerados e, por consequéncia, das perdas reais de massa
de hemicelulose e celulose, uma vez que se considera que toda a massa perdida esteja
principalmente solubilizada no hidrolisado.

Para gerar os resultados em massa, multiplicou-se o volume do hidrolisado (em
litros) pela concentracdo de cada agucar, que se encontram na Tabela 5 (ja na concentracao
em g/L).

Para calcular a perda real de hemicelulose, somaram-se as massas de dacido
glucurdnico, xilose, arabinose, dcido acético e furfural. E para a perda real de celulose,
somaram-se as massas de celobiose, glicose, dcido férmico e hidroximetilfurfural. A perda
tedrica de hemicelulose e de celulose foi calculada levando-se em considercdo a perda de
componente (Tabela 9), os valores de composi¢cao do material (Tabela 8) e massa inicial e

final do pré-tratamento.
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Tabela 6: Andlise da perda de massa de celulose em funcdo das massas dos agticares solubilizados nos
hidrolisados.

Ac. Perda Real
Celobiose  Glicose HMF Perda Teorica
Amostras Formico de Celulose
(® (® (g) de Celulose (g)
(& (®
R1 0,97 11,39 ND 0,52 12,88 24,29
R2 0,79 1,46 ND 0,33 2,57 30,85
R3 0,88 1,15 ND 0,16 2,19 39,03
R4 0,94 1,33 ND 0,14 2,41 19,60
RS 0,90 1,05 ND 0,13 2,08 17,97
R6 1,17 1,03 ND 0,29 2,50 33,07
R7 1,40 1,17 ND 0,31 2,89 35,35
RS 1,25 1,47 ND 0,37 3,09 31,62
R9 1,52 2,74 ND 0,61 4,86 37,09
R10 1,41 2,88 ND 0,64 4,93 31,52
R11 0,77 1,13 0,17 0,13 2,19 25,32
R12 6,20 1,22 0,24 0,12 7,79 32,98
R13 8,06 1,30 0,17 0,15 9,68 43,80
R14 7,96 12,77 0,20 0,14 21,07 49,96
R15 7,66 13,40 0,30 0,22 21,59 62,77

*ND — Nao detectado.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Tabela 7: Anélise da perda de massa de hemicelulose em funcdo das massas dos acticares solubilizados nos

hidrolisados.
ic. Ac. Perda Real
Xilose  Arabinose Furf. de Perda Tedrica de
Amostra  Gluc. Acético .
(2) (2) (g)  Hemicelulose Hemicelulose (g)
(g (g (
g)
R1 0,19 11,39 4,73 ND 0,09 16,40 58,67
R2 0,22 5,90 4,63 3,21 0,20 14,17 66,73
R3 0,20 8,55 3,61 3,70 0,08 16,14 86,93
R4 0,76 11,55 4,77 4,06 0,42 21,56 79,05
RS 0,76 9,26 3,70 3,79 1,01 18,53 79,50
R6 ND 10,64 6,39 4,70 0,29 22,02 77,30
R7 ND 12,87 6,87 4,99 0,31 25,04 85,29
RS ND 12,29 7,07 5,59 0,37 25,32 85,97
R9 ND 13,53 7,30 5,70 0,61 27,13 99,73
R10 ND 13,95 6,27 5,31 0,64 26,18 116,04
R11 1,36 12,99 4,08 5,11 3,15 26,68 145,66
R12 2,32 14,51 4,40 6,98 4,41 32,62 177,69
R13 3,51 24,59 5,39 7,22 6,45 47,16 204,87
R14 4,43 30,21 5,62 7,10 6,38 53,80 239,47
R15 5,38 29,37 5,40 6,83 6,57 53,54 246,73

*ND — Nao detectado.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Os resultados das Tabelas 6 e 7 mostram que a perda real, tanto de celulose quanto

de hemicelulose, foi muito menor que a perda tedrica determinada. Uma das hipéteses para

o ocorrido seria o fato dos compostos mais volateis terem se vaporizado durante o pré-
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tratamento, tanto que ndo é possivel estabelecer uma correlagdo entre a formacdo de
produtos de desidratacdo de agucares com a severidade do processo, j4 que houve uma
despressurizacdo manual do reator e o condensado ndo pode ser recuperado para posterior

andlise e fechamento total do balangco de massa.

5.1.2 Composicao quimica da palha submetida ao pré-tratamento hidrotérmico

O material pré-tratado (celulignina) (Figura 23) apresentou um escurecimento da
cor em relacdo ao material “in natura”, analogamente ao encontrado por Curreli et al.,
(2002) que relataram o escurecimento da palha de trigo pré-tratada com 4cido sulfurico.
Este fendmeno pode estar associado a catdlise 4cida das ligacdes do complexo lignina-

carboidrato, bem como pela formag¢ao de produtos da degradacdo de carboidratos.

Figura 23: Palha de cana in natura e amostras pré-tratadas hidrotermicamente.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Os rendimentos dos pré-tratamentos, bem como a composi¢ao quimica do material

obtido estao expostos na Tabela 8.



Tabela 8: Composic¢do quimica do material pré-tratado hidrotermicamente e da palha in natura e valores dos rendimentos de cada reag@o.

Amostra Rendimento (%) Hemicelulose (%) Celulose (%) Lignina (%) Cinzas (%) EXt(r;t:VOS Total (%)
)
IN 100,00 29,57 £0,10 38,82 +£0,10 28,55+0,15 3,35+0,10 4,58 +0,11 104,87
R1 82,89 28,58 + 0,20 37,85 +0,10 29,79 + 0,20 3,96 £0,10 - 100,18
R2 78,91 29,02 + 0,20 38,96 +£ 0,26 29,60 + 0,10 3,40 £0,15 - 100,98
R3 76,92 27,14 +£0,12 38,89 +£0,22 30,60 £ 0,12 3,95+0,15 - 100,58
R4 75,62 28,65 + 0,30 42,12 £ 0,20 25,37 +0,11 3,46 £0,10 - 99,60
RS 76,92 28,10+ 0,30 41,63 £ 0,30 26,54 + 0,10 3,25 +£0,20 - 99,52
R6 77,21 28,29 + 0,15 39,52 £ 0,09 29,33+ 0,17 3,18 £0,15 - 100,32
R7 75,94 27,71 £0,21 39,88 £ 0,25 29,12 £ 0,06 3,24+0,13 - 99,95
RS 74,83 28,03 £0,14 40,97 £ 0,20 28,70 £ 0,10 3,47 £0,07 - 101,17
R9 71,66 27,35 +£0,05 42,02 £ 0,13 28,90 £ 0,15 3,81+0,10 - 102,08
R10 69,97 25,68 £ 0,26 43,83 £ 0,10 28,46 £0,16 3,73+0,22 - 101,70
R11 69,3 21,65+0,33 45,14 £ 0,32 29,25+ 0,20 3,76 £ 0,20 - 99,80
R12 60,86 19,38 £ 0,20 50,14 £0, 21 27,64 £0,22 392+0,15 - 101,08
R13 58,55 15,51 £0,11 50,27 £0, 21 28,51 £0,10 4,85+0,15 - 99,14
R14 57,27 9,82 +0,21 50,32 +0, 20 30,63 £ 0,10 5,94 +£0,15 - 96,71
R15 55,05 8,90 £ 0,20 50,02 +0, 23 33,90 +0,10 5,37+0,25 - 98,19

Fonte: Arquivo Pessoal.

66
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Observou-se uma diminui¢do do rendimento em fun¢do do aumento da temperatura
e tempo de reacdo, indicando que hd uma maior solubilizacdo dos componentes
lignoceluldsicos com o aumento destas duas varidveis. Porém, para as reacdes realizadas a
160°C, os valores de rendimento ndo sofreram grande varia¢do independente do tempo,
ficando em torno de 76 %.

E possivel, também, correlacionar as severidades do pré-tratamento com o0s

rendimentos de reag¢do, como ilustra a Figura 24 a seguir:

Figura 24: Correlagado entre rendimento e fator de severidade (Log de (Ro)).
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Nota-se que para as trés temperaturas avaliadas de pré-tratamento, quanto maior for
a severidade, menor € o rendimento da reacdo, indicando que, além da temperatura, o
tempo de pré-tratamento influencia na solubilizagdo dos componentes. Ao se linearizar o
efeito combinado da temperatura e tempo através do célculo da severidade (Equagdo 1),
nota-se um efeito linear para as condicdes estudadas, obtendo-se bons coeficientes de
correlacio (R?), com mostra a figura acima.

A Tabela 9 a seguir mostram as fracdes macromoleculares solubilizadas corrigidas
pelo rendimento. A Tabela 10 mostra a seletividade entre hemicelulose/celulose (H/C) e
lignina/hemicelulose (L/H) para cada reacdo. Seletividade é a razdo entre a
solubilizacdo/perda de dois componentes.

Pode-se verificar na tabela a seguir uma alta solubilizacdo das hemiceluloses. Isso
ocorre devido as hemiceluloses apresentarem cardter amorfo, grande polidispersidade e
grau de polimerizacdo bastante inferior ao da celulose nativa (geralmente ndo

ultrapassando o valor médio de 200 unidades de anidroagucar). Todas essas caracteristicas
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fazem com que esta fragdo seja muito mais susceptivel ao pré-tratamento do que a fracao
celuldsica (FENGEL, 1989).

Quando se compara a solubilizacdo da hemicelulose para os mesmos tempos de
reacdo em diferentes temperaturas, nota-se um aumento da solubilizacdo com o aumento
da temperatura, confirmando os resultados da caracterizacdo do hidrolisado obtido apds o
pré-tratamento, descrito anteriormente. O tempo também influencia na taxa de

solubilizacao.

Tabela 9: Perda/Solubilizacdo de cada componente para cada reagdo.

Amostra  Hemicelulose (%) Celulose (%) Lignina (%)
R1 19,87 19,17 13,52
R2 22,55 20,82 18,20
R3 29,39 22,94 17,57
R4 26,75 17,96 32,83
R5 26,89 17,52 28,52
R6 26,13 21,40 20,68
R7 28,84 21,99 22,54
R8 29,07 21,06 24,78
R9 33,72 22,43 27,46
R10 39,23 21,00 30,25
R11 49,26 19,42 29,01
R12 60,09 21,39 41,09
R13 69,28 24,18 41,55
R14 80,98 25,76 38,58
R15 83,44 29,07 34,65

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Tabela 10: Seletividade entre hemicelulose/celulose e lignina/hemicelulose.

Amostra Seletividade H/C Seletividade L/H

R1 1,04 0,68
R2 1,06 0,81
R3 1,28 0,60
R4 1,48 1,22
RS 1,49 1,06
R6 1,22 0,79
R7 1,31 0,78
R8 1,38 0,85
R9 1,50 0,81
R10 1,86 0,77
R11 2,54 0,59
R12 2,81 0,68
R13 2,87 0,60
R14 3,14 0,48
R15 2,87 0,42

Fonte: Arquivo Pessoal.

Com relag@o a celulose, pode-se afirmar que tanto o tempo quanto a temperatura
influenciam na solubiliza¢ido da celulose. Para um mesmo tempo de reacdo considerando
um aumento da temperatura observa-se um aumento na solubilizacdo da celulose, enquanto
que mantendo-se a temperatura constante e considerando o aumento do tempo de reacdo,
observa-se um aumento da solubilizacdo deste componente.

Avaliando o efeito de solubiliza¢do na temperatura de 160°C variando-se o tempo
de 10 para 20 min, observa-se um aumento de 8% na solubilizacdo da celulose, e
considerando esta mesma variagdo de tempo para a temperatura de 180°C, solubilizacao
de 9,21 % da celulose, o que nos permite afirmar que o efeito de solubilizacdo da celulose
com o tempo de reagdo € ainda potencializada quando esta variacdo ocorre em
temperaturas elevadas, ou seja, um aumento do tempo e da temperatura de reagdo
promovem uma solubiliza¢do ainda maior da celulose. Porém, os valores encontrados para
solubilizacdo de celulose sdo inferiores quando comparados aos da hemicelulose, uma vez

que a celulose possui duas regides estruturais com reatividades diferentes: cristalina e
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amorfa. A regido de celulose cristalina, em que as microfibrilas estdo altamente
organizadas, possui uma elevada resisténcia a hidrolise quimica e/ou enzimética, enquanto,
a regido de celulose amorfa, em que as microfibrilas estdo desordenadas, as taxas de
hidrélise sao bem maiores (FENGEL; WEGENER, 1989). Portanto, a perda de celulose
(que no caso mais severo chegou a 29%) provocada pelo pré-tratamento hidrotérmico deve
corresponder a degradacdo da regido de celulose amorfa.

Ja para lignina foi possivel observar uma solubilizacdo relativamente baixa nas
reacOes realizadas a 160 e 170 °C. Para as reagdes conduzidas a 180 °C, houve um
aumento significativo na solubilizacdo da lignina, porém nos maiores tempos de reacdo (40
e 50 minutos) a perda foi menor. A seletividade hemicelulose/lignina (L/H) das palhas
pré-tratadas reduziu com o aumento da temperatura (severidade) do pré-tratamento (Tabela
10). Consequentemente, observou-se que a diminuicdo para a seletividade H/L refletiu o
aumento de solubilizacdo da hemicelulose (note que a solubilizagdo de hemicelulose se
elevou com o aumento da temperatura do pré-tratamento — Tabela 10). Isto,
provavelmente, aconteceu pelo fato de a lignina sofrer reacdes de
despolimerizagcao/repolimerizacdo e reacdes de condensacdo que limitam sua remogao
(KUMAR et al., 2009a). Desta forma, uma etapa de deslignificacdo apds o pré-tratamento
da palha de cana se faz necesséria.

E possivel estabelecer correlagdes entre as perdas de cada componente com a
severidade do pré-tratamento. A utilizagdo desta correlagdo nos permite comparar,
quantitativamente, diferentes métodos de pré-tratamento, por meio do valor de coeficiente
angular da reta ou curva encontrada, e predizer comparativamente a eficiéncia de um pré-
tratamento em relacdo a outros.

A correlagdo entre solubilizacdo de componentes lignoceluldsicos com a severidade
do pré-tratamento revela que para a hemicelulose hd um comportamento polinomial destas
varidveis evidenciando que a partir de certo valor de severidade, maior serd a solubilizacdo

deste componente (Figura 25).
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Figura 25: Correlagdo entre fracdo hemiceluldsica solubilizada e o fator de severidade do pré-tratamento
hidrotérmico.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Nota-se que € possivel obter uma correlacdo aceitdvel entre severidade e a
solubilizacdo de hemicelulose. Esta correlacdo indica que a quantidade de hemicelulose
removida no pré-tratamento hidrotérmico estd intrinsicamente relacionada com a
severidade. Para a hemicelulose, em valores de severidades acima de 3,1, hd uma perda
significativa deste componente, que pode quadruplicar em relacdo a condi¢des de mais
baixa severidade. Ou seja, tempo e temperatura influenciam diretamente na solubilizagao
deste componente.

Assim como para a hemicelulose, pode-se dizer também que para a celulose o
tempo e a temperatura de reacdo influenciam diretamente em sua solubilizagdo. Uma baixa
perda de celulose € encontrada para as condi¢cdes R1 e R2, devido principalmente a baixa
severidade do processo quando comparada as demais condi¢des de pré-tratamento
Resultados semelhantes, com baixa perda de celulose, para o pré-tratamento hidrotérmico
em diferentes condi¢des de temperatura e tempo de reacdo foram reportados na literatura
por Allen et al., (1996); Pérez et al., (2007); Cara et al., (2007).

Pelos resultados obtidos e correlacionados na Figura 26, observa-se que em
severidades abaixo de 3,2 (como no caso das reacdoes R1, R2 e R6) a despolimerizacio e
consequente perda de celulose € baixa, ao passo que em severidades acima deste valor

verifica-se uma perda significativa deste componente.
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Figura 26: Correlagdo entre fracdo celuldsica solubilizada e o fator de severidade do pré-tratamento
hidrotérmico.
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Fonte Arquivo Pessoal.

Ja para a lignina observa-se uma solubilizacdo relativamente baixa, indicando que a
palha pré-tratada contém uma alta quantidade deste componente, sendo necessdria a
insercdo de uma etapa de deslignificacdo do material previamente a etapa de hidrolise
enzimatica, para minimizar o efeito de inibi¢do da enzima pela lignina. Similarmente a
hemicelulose e celulose, observa-se um comportamento polinomial entre a solubilizagdo

deste componente e a severidade do processo conforme mostrado na Figura 27:

Figura 27: Correlagdo entre fracdo de lignina solubilizada e o fator de severidade do pré-tratamento
hidrotérmico.
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Fonte: Arquivo Pessoal.



106

Verifica-se que contrariamente ao que ocorre com a celulose e com a hemicelulose,
em severidades maiores que 3,8 ha uma menor solubilizacio da lignina.
E ainda possivel estabelecer uma correlagdo entre a lignina insoldvel/solivel em

func¢do da severidade do pré-tratamento, conforme mostrado na Figura 28:

Figura 28: Razio de lignina soldvel/insolivel em funcio da severidade do pré-tratamento.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

O grafico evidencia que o aumento da severidade dificulta a remogdo de lignina, ja
que € observado que em altas severidades tem-se uma maior quantidade de lignina
insolivel. Em severidades mais baixa, apesar de o material pré-tratado ainda apresentar
lignina insolivel em maior quantidade na sua composicao, nota-se que ha a diminuicao da

formacdo da lignina insolivel e um aumento da lignina soluvel, que € constituida de

pequenas fracdes ou ligacdes mais facilmente clivaveis.

5.1.3 Analises Fisicas

5.1.3.1 Difracao de Raios-X da palha apés pré-tratamento hidrotérmico
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Muitos estudos mostram que o 1indice de cristalinidade dos materiais
lignoceluldsicos aumenta apds as etapas de pré-tratamento, justificado pela remog¢do da
hemicelulose e lignina, as quais sdo estruturas amorfas (CAO; TAN, 2002). Estudos de
difracdo de raios-X foram realizados, e os resultados sdo mostrados no difratograma da

Figura 29.

Figura 29: Difratograma da palha pré-tratada hidrotermicamente em todas as condi¢des.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Com os dados extraidos do difratograma e utilizando as Equacdes 6, 7 e 8
apresentadas nos itens 4.8.1 e 4.8.1.1 da metodologia, foi possivel montar a Tabela 11 a
seguir, com dos dados de cristalinidade medida (Ic), cristalinidade espererada (Ice) e

diminui¢do da cristalinidade (Dc).
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Tabela 11: Diferencas entre indice de cristalinidade medido e o esperado, para obten¢do do pardmetro de
diminui¢do da cristalinidade da celulose.

Amostras Cristalinidade Cristalinidade esperada Diminuicio da cristalinidade
medida (Ic) (Ice) (Dc) (%)

R1 45,41 65,33 19,92
R2 43,09 67,24 24,15
R3 43,38 67,12 23,74
R4 40,99 72,7 31,71
RS 47,18 71,04 23,86
R6 43,16 68,21 25,05
R7 42,34 68,83 26,49
RS 44,62 70,71 26,09
RY 42,79 72,53 29,74
R10 46,29 75,64 29,35
R11 48,94 77,91 28,97
R12 48,18 86,54 38,36
R13 49,21 86,76 37,55
R14 51,54 86,84 353

R15 50,22 86,33 36,11

Fonte: Arquivo Pessoal.

Pode-se observar que para todas as condi¢des de pré-tratamento adotadas ocorreu
uma diminui¢do de pelo menos 20% da cristalinidade da celulose, exceto para a condicao
R1 (160°C, 10 min) porém chegou a um valor préximo. Para as reacdes a 170°C verifica-
se uma acentuada diminuicao de até 29,74% da cristalinidade. J4 para as reacdes a 180°C
observa-se uma diminui¢do significativa da cristalinidade, chegando a 38,4% na condicao
R 12 (180°C, 20 min). E possivel observar também pelos dados da tabela que existe uma
faixa de severidade do processo onde é possivel se obter uma maxima diminuicdo da
cristalinidade, e o aumento da severidade pode ocasionar em baixa transformagdo de

celulose cristalina a amorfa. Observa-se uma diminuicdo maxima da cristalinidade de
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celulose em severidade de 3,7 (condi¢dao R12), e assim como para a lignina e celulose, esta
mostra-se como uma severidade critica, ja que a celulose remanescente no material € mais

cristalina e consequentemente mais dificilmente hidrolisada.

5.1.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura das amostras pré-tratadas

hidrotermicamente

As microscopias da Figura 30, 31 e 32 mostram as diferencas morfoldgicas
apresentadas pela palha de cana apds o processo de pré-tratamento. Observa-se que a palha
in natura (INP) apresenta uma superficie lisa e compacta evidenciando a recalcitrancia do
material e pouca acessibilidade de reagentes e enzimas a matriz lignocelulésica. Para os
materiais pré-tratados a temperatura de 160°C nota-se pouca modificacdo da estrutura
morfoldgica. Para a reacdo R1 observam-se apenas fraturas na superficie da palha que pode
estar mais associada ao processo de moagem do que ao pré-tratamento. J& para a condi¢do
R2 observa-se uma modificagdo maior da superficie com a exposi¢do de poucas células
parenquimaticas e poucas fibras isoladas. Similarmente ocorre para a condicdo R3 onde é
possivel observar tanto fibras quanto células de parénquima, além de fraturas causadas
pelo processo de moagem, porém com uma superficie ainda pouco modificada. A condicao
R4 apresenta um isolamento das fibras e exposicdo de alguns feixes vasculares (F) e
células de parénquima (P). A condicdo RS apresenta uma exposi¢ao maior do parénquima
e superficie mais modificada que as demais condigdes.

As amostras tratadas a 170°C apresentam caracteristicas semelhantes as tratadas a
160°C, porém, quando comparadas, as amostras a 170°C apresentaram uma maior
desestruturacdo das fibras, sendo a R10 a amostra que apresentou as maiores modificacdes

nas fibras.
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Figura 30: Microscopias da palha in natura e pré-tratada hidrotermicamente a 160°C nos tempos de 10, 20,
30, 40 e 50 min (aumento de 200x).

Palha In Natura

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 31: Microscopias da palha in natura e pré-tratada hidrotermicamente a 170°C nos tempos de 10, 20,
30 40 e 50 min (aumento de 200x).
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Figura 32: Microscopias da palha in natura e pré-tratada hidrotermicamente a 180°C nos tempos de 10, 20,
30 40 e 50 min (aumento de 200x).

Falha In natura

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Com excecdo da amostra R11, as microscopias obtidas para as condi¢des a 180°C
apresentaram uma modificacdo morfolégica da palha de cana, evidenciando que o aumento
da severidade promove uma exposicdo das fibras devido a remo¢dao dos componentes
lignoceluldsicos, principalmente hemicelulose e lignina. Além disso, observam-se apenas
feixes vasculares evidenciando a fragilidade das células de parénquima ao processo de pré-
tratamento. Observa-se que a condi¢do R13 apresentou uma maior abertura dos feixes de
fibras, que pode contribuir para as etapas subsequentes de deslignificacio e aumentar a
susceptibilidade das enzimas a celulose na hidrélise enzimatica.

Em suma, a palha pré-tratada mostrou uma estrutura mais fragmentada e com
aglomeracoes de vérias fibras de celulose, de certa forma, ordenadas nas condi¢des menos
severas. Quando o material lignocelulésico é pré-tratado somente por 4gua quente, a
maioria das modificagdes no material ocorre na sua estrutura quimica provocada pela ac¢ao
dos acidos organicos liberados em altas temperaturas. No entanto, a micrografia da palha
pré-tratada mostrou claramente que o pré-tratamento hidrotérmico também provoca

alteracdes na estrutura morfoldgica do lignoceluldsico.

5.1.4 Deslignificacao Alcalina da palha pré-tratada hidrotermicamente

5.1.4.1 Caracterizaciao quimica das amostras deslignificadas

A Tabela 12 mostra a composi¢ao quimica da palha de cana in natura e pré-tratadas
submetidas a deslignificacdo alcalina. Os resultados mostram a influéncia direta do
processo de pré-tratamento sobre a etapa de deslignificacdo. Apesar do processo de
deslignificacdo ter sido realizado em uma condi¢do fixa, nota-se que o aumento da
temperatura e tempo de pré-tratamento promoveu um pequeno aumento do rendimento
madssico. Comparando-se os materiais pré-tratados com o material in natura apenas
submetido a deslignificacdo (IND) observa-se uma diminui¢do significativa de celulose e

lignina.



Tabela 12: Composi¢@o quimica das palhas pré-tratadas hidrotermicamente apés a deslignificagao.

Amostras Rendimento (%) Hemicelulose (%) Celulose (%) Lignina (%) Cinzas (%) Total (%)
R1D 65,01 25,63 £0,10 58,50 £ 0,10 11,34 £ 0,15 3,96 £0,10 99,43
R2D 66,03 24,35 +£0,10 58,26 £ 0,15 13,50 £ 0,15 3,40+£0,10 99,51
R3D 64,61 25,23 £0,15 54,25 £ 0,13 17,99 £ 0,18 395+0,15 101,42
R4D 62,92 22,09 £0,22 53,21 £0,11 17,54 £ 0,20 3,46 £ 0,15 96,30
R5D 65,26 20,13 £ 0,20 53,60 £ 0,10 21,38 £ 0,10 3,25 +0,20 98,36
R6D 66,49 24,98 £ 0,10 56,89 £ 0,12 12,75+ 0,17 3,78 £0,21 98,40
R7D 66,11 25,12 £0,15 56,01 £ 0,06 13,90 £ 0,15 3,70 £ 0,14 98,73
R8D 65,43 23,81 £0,09 54,34 £ 0,15 16,71 £ 0,27 3,52+0,15 98,38
R9D 64,09 22,47 +£0,12 52,27 £0,24 19,55 +0,11 3,39 +£0,10 97,68
R10D 62,92 20,69 + 0,08 51,80 £ 0,17 20,63 £ 0,15 3,40 + 0,08 96,52
R11D 65,31 12,86 £ 0,20 53,89 £ 0,20 27,57 £0,10 3,75+0,20 98,07
R12D 67,37 10,18 £ 0,15 67,31 £0,15 16,90 £ 0,14 2,05+0,15 96,44
R13D 68,24 7,72 £0,10 69,03 + 0,15 15,97 £ 0,12 4,85+ 0,13 97,57
R14D 68,27 4,78 £ 0,13 69,85 + 0,23 20,24 £ 0,12 5,94 +0,15 100,81
R15D 68,78 4,27 + 0,15 68,30 £ 0,21 18,22 £ 0,13 5,37 +£0,20 96,16
IND* 57,34 29,79 £ 0,15 60,62 + 0,30 10,93 + 0,20 0,76 £ 0,20 102,10

Fonte: Arquivo Pessoal.

Y1t
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Para fins comparativos, a Tabela 13 apresenta os resultados de solubilizacdo dos

componentes macromoleculares.

Tabela 13: Solubilizagdo dos componentes da palha de cana pré-tratada ap6s deslignificacdo (%).

Amostras Hemicelulose (%) Celulose (%) Lignina (%)
RI1D 41,72 (53,29) - (18,75) 75,25 (78,59)"
R2D 44,58 (57,08)" 1,24 (21,80)" 69,88 (75,36)"
R3D 39,94 (57,59)" 9,86 (30,54)" 61,53 (68,70)"
R4D 51,47 (64,45)" 20,51 (34,78)" 56,49 (70,77)"
R5D 52,54 (65,82)" 15,96 (30,69)’ 47,41 (62,41)"
R6D 41,29 (56,63)" 4,29 (24,77)" 71,10 (77,07)"
R7D 40,09 (57,35)" 7,15 (27,57) 68,44 (75,56)"
RSD 45,98 (61,62)" 13,22 (31,46)’ 61,90 (71,34)"
R9D 47,35 (65,10)" 20,28 (38,16)" 56,65 (68,55)"
R10D 49,31 (69,20)" 25,64 (41,25)" 54,39 (68,19)"
R11D 61,22 (80,32) 22,02 (37,16)" 38,43 (56,30)"
R12D 64,62 (82,32)" 9,55 (28,91)' 58,79 (75,73)"
R13D 66,01 (89,56)" 6,29 (28,95)" 61,76 (77,64)"
R14D 66,77 (93,98)" 5,24 (29,65)" 54,88 (72,64)
R15D 67,01 (94,53)" 6,09 (33,39)" 63,02 (75,83)"

' Valores em parénteses representam as perdas/solubilizagdes totais associadas ao pré-tratamento
hidrotérmico e a etapa de deslignificacao.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Além da lignina, os polissacarideos também sofreram degradacdo durante a
deslignificacdo. Considerando as solubiliza¢des totais, para a condicdo mais severa (180
°C, 50 min), aproximadamente 95% das hemiceluloses foram removidas, restando apenas
4,5% na polpa. Ja celulose apresentou um contetido de 68% na polpa, porém 33% da
celulose foram degradadas, o que ndo € favordvel para conversdo de palha de cana-de-

acucar a etanol.
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Notou-se, também, a influéncia do pré-tratamento na etapa de deslignificacdo
(Tabela 13). Para as palhas pré-tratadas a 160 e a 170°C, a solubilizacdo de hemicelulose e
celulose foram aumentando com o tempo de pré-tratamento, ou seja, quanto maior foi o
tempo de reacdo de pré-tratamento, maior foi a solubilizacdo dos acticares na etapa de
deslignificacdo, mostrando que a etapa de pré-tratamento causou mudangas na estrutura do
material, facilitando a acdo do agente deslignificante. O mesmo aconteceu para as palhas
pré-tratadas a 180 °C em relagdo as hemiceluloses. J& com relacio a celulose, a
solubilizacdo se manteve praticamente constante, exceto para as condicdes das amostras
R3D, R4D e R5D. Esta alta remog¢do de hemicelulose ¢ um fator importante quando se
pretende obter etanol celuldsico, visto que, além do teor de lignina, outro componente que
interfere de forma negativa na acdo das celulases é a presenca de hemicelulose. Esse
componente forma uma barreira fisica sobre a celulose impedindo o acesso das enzimas
celuloliticas. Assim, devido a alta solubilizacdo deste componente, espera-se que o efeito
da hemicelulose sobre as enzimas seja, praticamente, insignificante.

Outro fator importante observado foi solubilizagdo da celulose na deslignificacdo
da palha pré-tratada. Esta perda pode estar associada ao fato de o material ter um tipo de
estrutura morfolégica diferente das madeiras folhosas e coniferas. Oliveira (2012)
identificou células de parénquima ao redor da superficie das fibras de celulose de palha de
cana. Estas células também possuem celulose em sua composi¢dao quimica, porém € mais
susceptivel aos agentes quimicos e/ou enzimaticos do que a celulose presente numa fibra.
Desta forma, acredita-se que estas células tenham sido degradadas, ocasionando perdas
significativas de celulose.

Com relacdo a lignina, foi possivel observar uma alta solubiliza¢do. Para a condi¢do
mais severa (180 °C, 50 min), foi removido aproximadamente 63 % de lignina (Tabela 13).
Porém a condi¢do em que houve uma maior remocao foi a R1 (160 °C, 10 min). Para todas
as amostras deslignificadas, o teor de lignina encontrado foi inferior ao determinado para
palha de cana in natura, de 28,56 % (Tabela 8).

Analisando as composi¢des quimicas das palhas pré-tratada hidrotermicamente e
deslignificadas, notou-se que todas elas apresentaram um conteido de lignina residual na
faixa de aproximadamente 17 - 20% (Tabela 12), com excec¢des das condi¢des menos
severas R1D e R2D. Porém, é possivel destacar que o agente de deslignificacdo (NaOH)
atingiu o seu limite de solubilizacdo de fragmentos de lignina susceptiveis aos dlcalis,
evento comum em etapas de branqueamento de polpas celuldsicas, as quais os agentes de

deslignificacdo sdo alternados para conseguir reduzir cada vez mais o conteddo de lignina
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residual na polpa a ser branqueada (FENGEL; WEGENER, 1989). A avaliacdo das
solubilizacdes totais de lignina (soma da solubilizacdo associada a etapa de pré-tratamento
com a da extracdo alcalina) revela esse efeito, pois as palhas de pré-tratada deslignificadas
apresentaram solubiliza¢des totais de lignina em torno de no méximo 78% (R1D — 160 °C,
10 min), e depois numa condi¢do uma pouco mais severa o0 maximo de solubilizacdo foi de
58 % (R11D — 180°C, 10 min). Se a avaliacdo da etapa de deslignificacdo for feita apenas
em relacdo a temperatura do pré-tratamento, por exemplo, nota-se que para cada

temperatura houve um tempo em que ocorreu maxima remocao de lignina.

5.1.5Analises fisicas

5.1.5.1 Difracao de Raios-X das palhas pré-tratadas deslignificadas

A Figura 33 apresenta os difratogramas obtidos para as amostras delignificadas de

palha.

Figura 33: Difratograma das polpas pré-tratadas hidrotermicamente.
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Fonte: Arquivo Pessoal.
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Utilizando os dados do difratograma e as equagdes dos itens 4.8.1 e 4.8.1.1, foi

construida a Tabela 14, com os dados a seguir:

Tabela 14: Diminui¢do da cristalinidade de polpa de palha de cana pré-tratada hidrotermicamente.

Amostras Cristalinidade Cristalinidade esperada Diminuicio da cristalinidade
medida (Ic) (Ice) (Dc) (%)
R1D 60,43 103,55 43,12
R2D 54,97 100,20 45,22
R3D 58,07 93,46 35,39
R4D 53,34 84,64 31,30
RSD 56,79 86,62 29,83
R6D 57,73 96,45 38,72
R7D 59,46 94,10 34,64
R8D 61,37 88,87 27,50
RI9D 62,58 83,34 20,76
R10D 60,92 79,18 18,26
R11D 59,91 79,99 20,08
R12D 51,2 89,94 38,74
R13D 54,93 92,00 37,07
R14D 55,28 93,00 37,72
R15D 59,18 91,49 32,31

Fonte: Arquivo Pessoal.

Pode-se observar que a deslignificacdo promoveu uma diminuic¢ao da cristalinidade
de celulose de palha. Para a amostra apenas deslignificada observa-se uma pequena
diminui¢do da cristalinidade (Dcnp = 8,03) evidenciando que apesar de uma grande
solubilizacdo da celulose, grande parte desta celulose solubilizada era amorfa restando no
material majoritariamente celulose cristalina, que € mais dificilmente hidrolisada pelas
enzimas na hidrdlise enzimdética. Além disso, pode-se afirmar que o pré-tratamento

promove uma modificacdo significativa que influencia nas etapas posteriores de tratamento
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da biomassa, como a deslignificagdo. Observa-se que pela mudanga morfolégica causada
pelo pré-tratamento foi possivel obter uma expressiva diminui¢do da cristalinidade da
celulose apds a deslignificacdo, que ndao é observada quando a biomassa ndo sofre
nenhuma modifica¢do anterior a deslignificagdo, como no caso da amostra IND (palha in
natura deslignificada).

Comparando-se a diminui¢do da cristalinidade em fung¢do dos tratamentos
realizados pode-se afirmar que apds a deslignificagdo a celulose remanescente é menos
cristalina quando comparada a celulose submetida ao processo de pré-tratamento ou a
biomassa in natura, evidenciando que a combinacdo de tratamentos pode contribuir de
forma positiva para minimizagdo de componentes inibidores e também para aumentar a

susceptibilidade do material a hidrolise enzimatica.

5.1.5.2 Microscopia eletronica de varredura das palhas pré-tratadas

hidrotermicamente e deslignificadas

As Figuras 34, 35 e 36 mostram as modificagdes estruturais ocorridas nas palhas
pré-tratadas apds deslignificacdo alcalina e também na palha in natura deslignificada. Apds
o pré-tratamento seguido de deslignificacao, as fibras se encontram bastante fragmentadas
e com poucas aglomeracdes. Ja para a palha que apenas passou pela etapa de remogdo de
lignina (IND), as fibras se encontram bem modificadas, revelando uma exposi¢do das
fibras decorrente apenas do processo de deslignificacdo evidenciando a influéncia deste
tratamento sobre a biomassa. No entanto, ainda pode-se perceber um certo grau de
agrupamento (organizacdo) das fibras.

Quando a palha de cana é submetida ao processo de pré-tratamento, ocorre a quebra
da estrutura lignocelulésica, e uma grande fracao das hemiceluloses € removida,
aumentando a acessibilidade as fibras de celulose. Apds a etapa de deslignificacdo alcalina
€ possivel observar grandes quantidades de fibras celuldsicas livres, mostrando que a etapa
de pré-tratamento seguida da deslignificacdo pode proporcionar uma melhor
disponibilidade das fibras celuldsicas para processos subsequentes, como por exemplo, a

etapa de sacarificacdo, visto que houve um aumento da drea superficial do material.
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Figura 34: Microscopias das polpas de palha in natura e pré-tratadas hidrotermicamente a 160°C nos tempos
de 10, 20, 30, 40 e 50 min (aumento de 200x).
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Figura 35: Microscopias das polpas palha in natura e pré-tratada hidrotermicamente a 170°C nos tempos de
10, 20, 30 40 e 50 min (aumento de 200x).
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Figura 36: Microscopias das polpas palha in natura e pré-tratada hidrotermicamente a 180°C nos tempos de
10, 20, 30 40 € 50 min (aumento de 200x).

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as diferentes amostras
deslignificadas submetidas previamente ao pré-tratamento, sendo que para todas as
condicdes observa-se, majoritariamente a presenca de feixes vasculares e fibras bastante
expostas. Assim como no pré-tratamento em condi¢des mais severas, pode-se afirmar que
o parénquima apresenta uma fragilidade em funcdo do processo de deslignificacao
perdendo totalmente suas caracteristicas estruturais. Portanto o material deslignificado,

submetido a hidrélise enzimatica € proveniente, em grande maioria, de feixes vasculares.

5.1.6 Digestibilidade enzimatica da palha pré-tratada e apés deslignificacao

A conversdo de celulose a glicose foi avaliada apds a hidrélise enzimética dos
materiais in natura, somente pré-tratado e materiais submetidos a pré-tratamento seguido
de deslignificagao.

As condigdes do pré-tratamento hidrotérmico podem tanto influenciar a etapa de
deslignificacdo como também a etapa de sacarificacdo enzimatica da celulose. Mas, para
isso, a etapa de deslignificacdo deve ser realizada na mesma condi¢do para normalizar o
efeito da extracdo de lignina sobre a hidrélise enzimatica da celulose e possibilitar a
investigacdo de qual a melhor condigdo de pré-tratamento para se obter elevados
rendimentos de hidrélise enzimética. Os dados da conversdao enzimética de celulose das
palhas pré-tratadas hidrotermicamente e das polpas obtidas apds a extracdo alcalina. As
condicdes do pré-tratamento hidrotérmico podem tanto influenciar a etapa de
deslignificacdo como também a etapa de sacarificacdo enzimadtica da celulose. Mas, para
isso, a etapa de deslignificacdo deve ser realizada na mesma condi¢do para normalizar o
efeito da extracdo de lignina sobre a hidrélise enzimatica da celulose e possibilitar a
investigacdo de qual a melhor condi¢do de pré-tratamento para se obter elevados
rendimentos de hidrélise enzimética. Os dados da conversdao enzimética de celulose das
palhas pré-tratadas hidrotermicamente e das polpas obtidas apds a extragdo alcalina se
encontram na Tabela 15.

Para cada temperatura estudada no pré-tratamento hidrotérmico, foi avaliado a
influéncia dos tempos de reacdo na etapa de sacarificagdo. Para a temperatura de 160 °C, a

menor conversdo enzimatica foi obtida para a palha pré-tratada por 10 minutos (26,16 %) e
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a maior conversdo encontrada foi para a palha pré-tratada por 50 minutos (28,89 %). O
mesmo fato aconteceu na palha pré-tratada a temperatura de 170°C com a menor
conversao encontrada para o tempo de 10 minutos (30,18%) e a maior para o tempo de 50
minutos (42,81%), e também para as amostras pré-tratadas a 180 °C, sendo a menor
conversdao encontrada no tempo de 10 minutos (44,04 %) e a maior conversdo se deu
tempo de 50 minutos (67,49 %). Portanto, fica evidente que o tempo de reac@o influéncia
na conversiao enzimatica, pois quanto maior o tempo de reacdo, maior foi a conversao da
celulose. Também € possivel notar que a temperatura do pré-tratamento exerce influéncia
na etapa de sacarificacdo, pois para o mesmo tempo de reacdo, apenas variando a
temperatura, a conversao da celulose foi maior na palha pré-tratada a 180 °C.

A Figura 37 a seguir mostra o efeito da severidade (Log (Ro)) do pré-tratamento

hidrotérmico na conversao enzimética da celulose da palha de cana:

Figura 37: Efeito da severidade do pré-tratamento hidrotérmico na conversdo enzimatica.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

E possivel observar ao se linearizar o efeito de temperatura e tempo através do
célculo de severidade (Equagdo 1), um efeito linear. Deste modo, fica claro o efeito do pré-

tratamento na conversao enzimdtica do material. Quanto maior a severidade do pré-
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tratamento, maior a conversdo enzimatica encontrada. O aumento da temperatura e do
tempo de pré-tratamento pode proporcionar cada vez mais alteragdes da estrutura
supramolecular dos lignocelulésicos (CUNHA, 1999; OLIVEIRA, 2010; SENDELIUS,
2005; SILVA, 2009). Na condicao mais branda avaliada, a temperatura do pré-tratamento
hidrotérmico pode ter sido baixa para provocar alteracdes na estrutura supramolecular do
lignoceluldsico que facilitam o acesso das enzimas celuloliticas. Enquanto nas condigdes
mais severas, a remocdo de parte da hemicelulose e lignina tornou o material mais
acessivel as enzimas celuloliticas, facilitando a conversao da celulose.

Na Tabela 15 encontram-se também os dados da conversdo enzimdtica da palha

submetida ao pré-tratamento e também das polpas obtidas.

Tabela 15: Sacarificacio enzimdtica da celulose das palhas pré-tratadas hidrotermicamente e das respectivas
amostras pré-tratadas deslignificadas obtidas.

Palha Pré- Conversao da Polpa de palha Conversao da
tratada celulose (%) pré-tratada celulose (%)
IN 19,24 + 0,30 (19,24)° IND 55,74 + 0,34 (35,24)°
R1 26,16 + 0,37 (21,16) RI1D 71,45 + 0,36 (58,05)
R2 27,36 +0,32 (21,66)° R2D 78,99 + 0,30 (61,77)°
R3 28,31 + 0,24 (21,82)> R3D 82,90 + 0,25 (57,58)*
R4 27,53 + 0,25 (22,59) R4D 88,30 + 0,27 (57,59)
R5 28,89 + 0,30 (23,83) R5D 89,55 + 0,30 (62,07)
R6 30,18 + 0,22 (23,72)? R6D 86,39 + 0,25 (65,00
R7 34,66 + 0,31 (27,04)* R7D 88,57 + 0,38 (64,15)
RS 37,50 % 0,18 (29,60) RSD 91,30 + 0,40 (62,58)
R9 40,03 + 0,26 (31,05) R9D 94,30 + 0,25 (58,32)
R10 42,81 0,19 (33,82)° R10D 95,10 + 0,30 (55,87)
R11 44,04 + 0,12 (35,49)° R11D 98,47 + 0,15 (61,88)°
R12 50,21 0,20 (39,47)> R12D 86,74 + 0,20 (61,66)
R13 54,96 +0,21 (41,67)° R13D 84,26 + 0,22 (59,87)>
R14 64,89 + 0,23 (48,17)* R14D 82,69 + 0,30 (58,17)
R15 67,49 + 0,33 (47,86)> R15D 81,56 + 0,32 (54,33)

? Conversio corrigida pelas perdas de celulose durante o processo.

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Para as amostras deslignificadas de palha pré-tratadas na temperatura de 160 e
170°C, observa-se que a conversao da celulose se torna maior a medida que se aumenta o
tempo do pré-tratamento, chegando a uma conversdo médxima de 89,55 % para a amostra
R5D e 95,10% para a amostra R10D. Quando comparado a conversao da palha in natura
(IN), in natura deslignificada (IND) e pré-tratada, confirma-se a importancia da etapa de
pré-tratamento e deslignificac@o, pois para as amostras in natura e in natura deslignificada,
a conversao encontrada foi de 19,24 % e 55,74 %, respectivamente. Apds o pré-tratamento,
a conversdo enzimdtica aumenta, chegando a, aproximadamente, 28,9 % para a condi¢ao
mais severa, na temperatura de 160 °C (amostra R5). Apds a deslignificacdo, a conversao
chega a quase 90 % (amostra R5SD), mostrando que a remog¢do da lignina € um ponto muito
importante no momento da hidrélise enzimatica, uma vez que a remocdo dessa torna a
celulose mais acessivel as enzimas celuloliticas (GREGG; SADDLER, 1996).

Ja para as amostras deslignificadas e pré-tratadas na temperatura de 180 °C,
observou-se o contrério ocorrido para as polpas de palha pré-tratada a 160 °C. A medida
que se aumenta o tempo do pré-tratamento, hd uma queda na conversao de celulose. Para a
condi¢do da amostra R11D a conversdo encontrada foi de 98,5 %, enquanto que para a
condi¢do da amostra R15D a conversdo foi de 81,6 %. Outro fato interessante foi que a
amostra R11D possui o maior teor de lignina residual quando comparado com as outras
condicOes das polpas pré-tratadas a 180 °C (vide Tabela 12). Ou seja, nesta condi¢cdo a
presenca da lignina nao influenciou negativamente a conversao enzimadtica. Desta forma,
um ponto importante a ser considerado é em que lugar esta lignina se encontra na fibra da
palha da cana. Por isso, é de extrema importancia estudar a morfologia deste material a
cada etapa do processo de obtencao do etanol de segunda geragdo. A andlise dos licores de
pré-tratamentos ou de deslignificagao da palha de cana poderia dar mais informagdes sobre
o efeito dessa lignina em relacdo as celulases. Entretanto, este ndo é o objetivo maior do
trabalho.

Outro ponto importante € o cdlculo da conversdo enzimética corrigido pelas perdas
de celulose ap6s o processo de pré-tratamento e apds a deslignificacdo. Para todas as
condi¢des avaliadas observa-se que a conversdo enzimdtica do material pré-tratado é
inferior a obtida para os mesmos materiais apds o processo de deslignificacdo. A
combinacdo de tratamentos pode melhorar a conversdo enzimdtica em até 65%; e, em
casos menos significativos este aumento chega a 35%, evidenciando a eficicia dos pré-
tratamentos, devido principalmente a remocao de lignina e hemicelulose, obtendo-se um

material remanescente com maior porcentagem massica de celulose quando comparado ao
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material apenas pré-tratado. Portanto pode-se afirmar que a remocdo de lignina e
hemicelulose pelas etapas de pré-tratamento e deslignificagdo provocam uma extensa
mudanca na estrutura morfolégica da biomassa tornando-a mais acessivel as enzimas
celuloliticas e proporcionando, portanto, um aumento da digestibilidade enzimética nos
processos de conversdao em glicose e consequentemente em etanol.

Os resultados revelam que a condi¢do R6 (170°C, 10 min) apresenta maior
conversdo de celulose a glicose, mostrando-se como promissora para o processamento do
bagaco a etanol, porém, ao pensar em economia energética e levando em consideracao
valores proximos de conversdo enzimadtica, a condi¢cdo R2 (160°C, 20min) também pode

ser considerada promissora para obten¢do de etanol 2G.

5.2 Pré-tratamento por ultrassom

5.2.1 Analise do hidrolisado hemicelulésico

Os ensaios de pré-tratamento por ultrassom foram efetuados seguindo a
metodologia descrita no item 4.2. Foram avaliados 3 meios de reacdo diferentes: meio
alcalino (NaOH 1% (m/v)), meio acido (H,SO4 1% (m/v)) e o meio controle (com apenas
agua destilada). Para cada meio foi variado o tempo de reacao (1 a 30 minutos) e mantida
constante a consisténcia de 10% (m/v).

As tabelas 16, 17 e 18 fornecem a composi¢ao dos hidrolisados obtidos apds o pré-

tratamento por ultrassom, em cada condi¢do estudada no presente trabalho.
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Tabela 16: Composi¢do dos hidrolisados apds pré-tratamento por ultrassom em meio ALCALINO. A
quantidade de cada componente estd expressa em g/L (+ 0,01).

Glicose Xilose Arabinose Ac. Acético
OH 1 0,0159 0,0256 0,0089 0,0097
OH 2 0,0198 0,0266 0,0094 0,0099
OH3 0,0141 0,0248 0,0085 0,0083
OH 4 0,0147 0,0302 0,0076 0,0095
OH 5 0,0186 0,0452 ND ND
OH 6 0,0109 0,0234 ND ND
OH 7 0,01028 0,0209 ND ND

*ND — ndo detectado;
Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 17: Composicdo dos hidrolisados apés pré-tratamento por ultrassom em meio ACIDO. A quantidade
de cada componente estd expressa em g/L (£ 0,01).

Glicose Xilose Arabinose Ac. Acético

H1 0,0244 0,0253 0,0107 0,0101
H?2 0,0173 0,0421 0,0099 0,0142
H3 0,0109 0,0398 0,0104 0,0119
H4 0,0122 0,0211 0,0122 0,0113
HS5 0,0115 0,0245 ND 0,0098
H6 0,0037 0,0194 ND ND

H7 0,0048 0,0187 ND ND

*ND — ndo detectado;
Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 18: Composicdo dos hidrolisados ap6s pré-tratamento por ultrassom (CONTROLE). A quantidade de
cada componente estd expressa em g/L (£ 0,01).

Glicose Xilose Arabinose Ac. Acético
C1 0,0162 0,0155 0,0021 0,0077
C2 0,0179 0,0169 0,0010 0,0092
C3 0,0166 0,0129 0,0022 0,0099
C4 0,0171 0,0135 ND ND
C5 0,0117 0,0133 ND ND
Co 0,0104 0,0149 ND ND
Cc7 0,0109 0,0144 ND ND

*ND — ndo detectado;
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Em todas as condi¢des de reagdo, os hidrolisados ndo apresentaram HMF e furfural,
evidenciando que, o tratamento por ultrassom realizado nas condicdes descritas
anteriormente, ndo foram severas a ponto de degradar os acucares liberados no pré-
tratamento, corroborando com dados obtidos da literatura (KUNAVER et al., 2012).
Observou-se, também, que independente do meio de reagcdo (alcalino, dcido ou 4gua),
houve uma solubilizagdo preferencial de hemicelulose. Isso ocorre devido as hemiceluloses
apresentarem carater amorfo, grande polidispersidade e grau de polimeriza¢do bastante
inferior ao da celulose nativa. Todas estas caracteristicas fazem com que esta fracdo seja
muito mais susceptivel ao pré-tratamento do que a fracdo celuldsica.

A p6s-hidroélise de todos os hidrolisados obtidos foi realizada, porém ndo se notou
uma alteragao significativa na concentra¢io de cada componente, como € possivel observar

nas tabelas 19, 20 e 21 a seguir:

Tabela 19: Composicdo dos hidrolisados apds pré-tratamento por ultrassom e pds-hidrélise (MEIO
ALCALINO). A quantidade de cada componente estd expressa em g/L (+ 0,01).

Glicose Xilose Arabinose
OH 1 0,0162 0,0212 0,0077
OH 2 0,0188 0,0255 0,0069
OH3 0,0133 0,0210 0,0072
OH 4 0,0112 0,0322 ND
OH 5 0,0156 0,0408 ND
OH 6 0,0110 0,0229 ND
OH7 0,0029 0,0194 ND

*ND — ndo detectado;
Fonte: Arquivo Pessoal
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Tabela 20: Composicio dos hidrolisados apés pré-tratamento por ultrassom e pés-hidrélise (MEIO ACIDO).
A quantidade de cada componente estd expressa em g/L (+ 0,01).

Glicose Xilose Arabinose
H1 0,0212 0,0222 0,0093
H?2 0,0169 0,0394 0,0087
H3 0,0110 0,0311 0,0095
H4 0,0115 0,0197 ND
HS 0,0109 0,0216 ND
Ho6 0,0074 0,0113 ND
H7 0,0055 0,0161 ND

*ND — ndo detectado;
Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 21: Composicdo dos hidrolisados apds pré-tratamento por ultrassom e pds-hidrélise (MEIO
CONTROLE). A quantidade de cada componente estd expressa em g/L (+ 0,01).

Glicose Xilose Arabinose
C1 0,0151 0,0148 0,0033
C2 0,0144 0,0157 0,0015
C3 0,0147 0,0120 0,0029
C4 0,0129 0,0130 ND
C5 0,0107 0,0117 ND
Co 0,0110 0,0115 ND
C7 0,0097 0,0125 ND

*ND — ndo detectado;
Fonte: Arquivo Pessoal.

Nas tabelas de 22 a 27 estdo mostrados os resultados da caracterizagdo do
hidrolisados em fun¢do da massa dos agucares gerados e, por consequéncia, das perdas
reais de massa de hemicelulose e celulose, uma vez que se considera que toda a massa
perdida esteja principalmente solubilizada no hidrolisado.

Para gerar os resultados em massa, multiplicou-se o volume do hidrolisado (em
litros) pela concentragdo de cada acicar, que se encontram nas tabelas 17, 18 e 19 (ja na

concentracdo em g/L).



131

Para calcular a perda real de hemicelulose, somaram-se as massas de xilose,
arabinose e 4cido acético. E para a perda real de celulose, somaram-se as massas de
glicose. A perda tedrica de hemicelulose e de celulose foi calculada levando-se em
consideragdo a perda (solubilizacao) de componente (Tabela 29), os valores de composicao

do material (Tabela 28) e massa inicial e final do pré-tratamento.

Tabela 22: Andlise da perda de massa de celulose em funcdo das massas dos acucares solubilizados nos
hidrolisados obtidos apds pré-tratamento com ultrassom meio ALCALINO.

Perda real de Perda Tedrica de
Amostras Glicose (g)
celulose (g) celulose (g)
OH 1 0,0041 0,0041 1,2835
OH 2 0,0052 0,0052 1,1238
OH3 0,0033 0,0033 1,8278
OH 4 0,0036 0,0036 1,6526
OH S 0,0048 0,0048 1,7693
OH 6 0,0027 0,0027 1,7974
OH7 0,0027 0,0027 2,0008

Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 23: Andlise da perda de massa de hemicelulose em funcdo das massas dos actcares solubilizados nos
hidrolisados obtidos apds pré-tratamento com ultrassom meio ALCALINO.

Arabinose Ac. Acético Perda Real de Perda Teérica de
Amostras Xilose (g)

() () Hemic. (g) Hemicelulose (g)
OH1 0,0066 0,0023 0,0025 0,0113 1,6302
OH 2 0,0070 0,0025 0,0026 0,0121 1,8372
OH3 0,0058 0,0020 0,0020 0,0098 1,5274
OH 4 0,0075 0,0019 0,0024 0,0120 1,5100
OH 5 0,0117 ND ND 0,0118 1,8579
OH 6 0,0057 ND ND 0,0058 1,4449
OH 7 0,0055 ND ND 0,0055 1,6104

*ND — Nao detectado.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Tabela 24: Andlise da perda de massa de celulose em funcdo das massas dos acticares solubilizados nos
hidrolisados obtidos apds pré-tratamento com ultrassom meio ACIDO.

Perda real de

Perda Teorica de

Amostras Glicose (g)
celulose (g) celulose (g)
H1 0,0053 0,0053 2,7689
H?2 0,0046 0,0046 2,2976
H3 0,0029 0,00294 0,9817
H4 0,0032 0,0032 1,0068
HS 0,0029 0,0029 1,3150
He6 0,0010 0,0010 0,5712
H7 0,0012 0,0012 0,6810

*ND — Nao detectado.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 25: Andlise da perda de massa de hemicelulose em funcdo das massas dos agucares solubilizados nos
hidrolisados obtidos apds pré-tratamento com ultrassom meio ACIDO.

Ac.
Arabinose Perda Real de  Perda Tedrica de
Amostras  Xilose (g) Acético
() Hemicel. (g) Hemicelulse (g)

(g)
H1 0,0054 0,0001 0,0022 0,0077 1,5291
H2 0,01115 0,0002 0,0038 0,01506 2,2835
H3 0,0108 0,0001 0,0032 0,0141 2,5496
H4 0,0056 0,0001 0,0030 0,0087 1,4698
HS5 0,0063 ND 0,0025 0,0088 1,6646
He6 0,0054 ND ND 0,0054 1,2716
H7 0,0049 ND ND 0,0049 1,1470

*ND — Nao detectado.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Tabela 26: Andlise da perda de massa de celulose em funcdo das massas dos acticares solubilizados nos
hidrolisados obtidos apds pré-tratamento com ultrassom meio CONTROLE.

Perda real de

Perda Teorica de

Amostras Glicose (g)
celulose (g) celulose (g)
C1 0,0043 0,0043 1,1756
C2 0,0047 0,0047 1,3074
C3 0,0049 0,0049 1,2838
C4 0,0039 0,0039 1,0413
Cs 0,0032 0,0032 1,0694
Co 0,0027 0,0027 1,0562
C7 0,0029 0,0029 1,2439

*ND — Nao detectado.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 27: Andlise da perda de massa de hemicelulose em fun¢@o das massas dos acticares solubilizados nos
hidrolisados obtidos apds pré-tratamento com ultrassom meio CONTROLE.

Ac.
Arabinose Perda Real de Perda Teorica de
Amostras Xilose (g) Acético
() Hemicel. (g) Hemicel. (g)

(g)
C1 0,0041 0,0006 0,0020 0,0067 1,2092
C2 0,0045 0,0003 0,0024 0,0072 1,5485
C3 0,0039 0,0007 0,0030 0,0075 1,2041
C4 0,0032 ND ND 0,0031 1,3308
Cs5 0,0036 ND ND 0,0036 1,1309
Cé6 0,0039 ND ND 0,0039 0,9929
C7 0,0038 ND ND 0,0038 1,4775

*ND — Nio detectado.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Os resultados das tabelas acima mostram que a perda real, tanto de celulose quanto

de hemicelulose, foi muito menor que a perda tedrica determinada. Uma das hipdteses para

o ocorrido € que na degradacdo da celulose ocorreu a formacao de oligbmeros, e ndo de

monomeros (glicose) ou dimeros (celobiose), sendo que o mesmo aconteceu para a

hemicelulose. Todavia, apds a pds-hidrdlise ndo foi verificado o aumento da concentragio
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de mondmeros. Desta forma, outra hipdtese vdlida para justificar este resultado seria o fato
dos compostos mais voldteis terem se vaporizado durante o pré-tratamento, o que

explicaria a grande diferenca entre a perda real e tedrica.

5.2.2 Composicao quimica das amostras pré-tratadas por ultrassom

Na Figura 38 se encontra material pré-tratado (celulignina) em todas as condi¢Ges
avaliadas. Nota-se que o pré-tratamento por ultrassom ndo provocou alteracdes
macroscopicas significativas na palha de cana, pois tanto o material pré-tratado como o in
natura apresentaram o mesmo aspecto visual. Zhang et al., (2008) também notaram que a
irradiacdo de ondas ultrassonoras ndo provocou mudancas morfolégicas no material
lignoceluldsico (no caso, corn stover). Os autores explicaram que a energia da vibragdo
ultrassOnica é muito baixa para gerar mudancgas na estrutura do material lignoceluldsico.
Em funcdo disso, acredita-se que os efeitos do pré-tratamento por ultrassom ocorreram em
escala microscOpica, como, por exemplo, erosdo da superficie das fibras de celulose
(AIMIN et al., 2005) ou clivagem das ligacdes da lignina e hemicelulose (KADIMALIEV
et al., 2003; YU et al., 2009).

Figura 38: Fotos da palha de cana

in natura e pré-tratada por ultrassom.

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Na Tabela 28 a seguir, encontram-se os valores de rendimentos bem como a
caracterizacdo quimica da palha in natura e apds o pré-tratamento por ultrassom nas
diferentes condi¢des avaliadas.

As anélises do rendimento da etapa de pré-tratamento corroboraram com o efeito do
ultrassom sobre a morfologia do material lignocelulésico. Somente uma fragdo
consideravelmente pequena do material in natura foi solubilizada, apresentando
rendimentos de reacdo superiores a 80%. A solubilizacdo dos componentes
macromoleculares em outros tipos de pré-tratamento atinge valores superiores a 30%
(WYMAN et al., 2005).

E possivel observar também que, independentemente do meio em que o pré-
tratamento foi realizado (meio &4cido, alcalino ou com 4gua apenas), os rendimentos
ficaram préximos, em torno de 86%. Notou-se também que quanto maior foi o tempo de
reacdo, menores foram os rendimentos. Desta forma, o tempo de exposicdo a radiagcdo
ultrassOnica deve ser considerado um fator importante.

Pela andlise composicional também é possivel observar que, independente dos
meios reacionais e do tempo de reacdo, a por centagem de celulose, hemicelulose e lignina
sdo valores muito proximos uns dos outros. A exce¢do estd nas amostras tratadas em meio
acido para o percentual de lignina, em que os valores sdo ligeiramente superiores, quando

comparado com outras amostras, em meio alcalino e em meio aquoso.



Tabela 28: Composi¢cdo quimica da palha in natura e da palha pré-tratada por ultrassom em todas as condi¢des estudadas.

Amostra Rendimento Hemicelulose (%) Celulose (%) Lignina (%) Cinzas (%) Extrativos Total (%)
(%) (%)

IN 100,00 29,57 £ 0,10 38,82 £0,10 28,55 £ 0,15 3,35+£0,10 4,58 £0,10 104,87
OH1 80,28 28,69 0,12 41,98 + 0,15 28,29 + 0,20 3,16 £0,15 - 102,12
OH 2 82,13 27,04 £ 0,15 41,81 £0,25 27,89 £ 0,15 3,42 +£0,10 - 100,16
OH3 82,22 28,52 +0,13 38,34 £ 0,12 29,28 £ 0,15 3,85+0,15 - 99,99
OH 4 82,54 28,49 £ 0,19 39,04 £0,18 29,32 £0,10 3,33+£0,21 - 100,18
OH S5 81,72 27,07 £0,15 38,86 £ 0,15 28,81 £0,15 3,38 +£0,16 - 98,12
OH 6 81,12 29,31 £0,15 39,16 £ 0,20 27,62 £0,10 441 +0,11 - 100,50
OH 7 78,86 29,32 +0,20 39,10 £ 0,21 29,10 £ 0,25 4,25 +0,20 - 101,77

H1 86,04 27,24 £ 0,25 32,26 £ 0,22 34,76 + 0,20 3,16 £ 0,20 - 97,42

H?2 85,25 23,95 +0,15 34,77 £ 0,25 37,99 + 0,20 3,42 +£0,16 - 100,18

H3 85,80 22,56 £ 0,15 40,69 £0,13 36,57 £ 0,15 3,81 £0,15 - 103,63

H4 86,63 27,33 £ 0,10 40,18 £0,15 38,83 +0,15 2,34 £0,25 - 108,68

HS 85,72 26,71 £ 0,15 39,17 £ 0,25 39,41 +£0,22 2,18 +0,29 - 107,47

H6 89,90 26,22 +£0,25 39,66 £ 0,15 35,63 £0,25 3,43 +0,10 - 104,88

H7 91,45 27,30 £ 0,15 39,49 £ 0,10 34,61 £0,12 3,26 £ 0,21 - 104,66

C1 86,14 28,70 £ 0,20 39,63 £0,15 29,22 +£0,10 3,16 £0,15 - 100,71

C2 86,41 27,04 £ 0,18 38,89 £ 0,15 29,45 £ 0,15 3,42 +0,13 - 98,80

C3 86,73 28,52 +£0,15 38,86 £ 0,10 26,81 £0,13 3,86 £0,10 - 98,05

C4 85,05 28,49 + 0,12 40,76 £ 0,15 28,70 £ 0,11 3,13+0,21 - 101,08

C5 87,10 28,74 £ 0,13 39,68 £ 0,20 29,20 £0,11 3,38+0,13 - 101,00

Cé6 87,29 29,31 £ 0,20 39,65 £ 0,15 29,42 £ 0,15 3,31 £0,12 - 101,69

C7 85,49 27,66 £ 0,10 39,61 £0,12 29,02 £ 0,17 3,16 £ 0,10 - 99,45

Fonte: Arquivo Pessoal.

9¢€T
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A Tabela 29 a seguir mostra as fracdes macromoleculares solubilizadas corrigidas

pelo rendimento.

Tabela 29: Solubilizagdo dos componentes apds tratamento por ultrassom.

Amostra  Hemicelulose (%) Celulose (%) Lignina (%)
OH1 22,09 13,17 20,47
OH 2 24,89 11,53 19,79
OH 3 20,70 18,78 15,68
OH 4 20,46 16,98 15,23
OH 5 25,17 18,18 17,53
OH6 19,58 18,47 21,54
OH7 21,82 20,57 19,64

H1 20,72 28,48 _
H2 30,92 23,62 _
H3 34,52 10,06 _
H4 19,92 10,32 _
HS5 22,55 13,50 _
H6 17,24 5,84 _
H7 15,55 6,97 _
C1 16,39 12,06 11,84
C2 20,98 13,42 10,87
C3 16,32 13,18 18,55
C4 18,04 10,68 14,50
CSs5 15,33 10,97 10,93
Ceo 13,47 10,83 10,04
C7 20,02 12,77 13,10

Fonte: Arquivo Pessoal.

No tratamento realizado em meio alcalino, houve uma boa solubiliza¢ao de lignina,
chegando a quase 22 % de solubilizacdo (OH 6). Isso acontece devido ao fato de o NaOH
atacar a lignina, rompendo essa macromolécula em unidades de baixa massa molecular que
sdo soldveis no licor. As rea¢des de lignina no meio alcalino, geralmente t€m inicio na
desprotonacdo de um OH fendlico, dando origem a uma metileno quinona, através da
clivagem no carbono alfa ou a estruturas do tipo estilbeno por eliminacdo do carbono gama
(FENGEL; WEGENER, 1989). Houve também uma satisfatéria solubilizacdo de
hemiceluloses e celulose.

No pré-tratamento por ultrassom, a energia transmitida pela onda sonora ¢é
absorvida pelo liquido formando microcavidades que, num pequeno intervalo de tempo,

colapsam-se liberando enormes quantidades de energia ao meio reacional. A temperatura e
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pressdo dessas microcavidades podem alcancar 5.000 K e 1.200 atm, respectivamente
(KARDOS; LUCHE, 2001). Sendo assim, foi observado que ao final do tratamento nos
tempos de 20, 25 e 30 minutos, a temperatura chegou a 45 °C, 49 °C e 58 °C,
respectivamente. E nos demais tempos, a temperatura ao término da reacdo ficou por volta
de 30 a 36°C. Desta forma, além do efeito da radiacdo ultrassonica, o aumento da
temperatura também influencia na solubilizacdo dos componentes.

No tratamento em meio acido foi onde se observou uma maior solubilizagdao de
hemicelulose, quando comparada aos outros tratamentos (em meio alcalino e controle).
Devido ao cardter amorfo e do baixo grau de polimeriza¢do, a hemicelulose € mais
susceptivel ao ataque de reagentes quimicos. Em meio 4cido, em condi¢des brandas, ocorre
a hidrdlise dos polissacarideos. Entretanto, ndao ha um ataque da fracdo celuldsica em
aprecidvel extensao.

Em meio 4cido, a degradacdo da lignina € produzida por reagdes de substituicao e
quebra de ligacOes, geralmente acompanhadas por reacdes de condensagdo que acabam
fazendo com que ndo ocorra a dissolu¢do da lignina e, consequentemente, que ela seja
eliminada em pequenas propor¢des. Com isso, o produto final obtido de um tratamento
acido é rico em celulose e lignina (FENGEL; WEGENER, 1989). Sendo assim, foi
possivel notar que ndo houve solubilizacdo de lignina (Tabela 29) e de todas as amostras
obtidas, as que apresentaram maior teor de lignina foram as realizadas em meio dcido (vide
Tabela 28).

Ja para as reacdes realizadas em meio apenas com &agua (controle), foi possivel
notar baixa solubilizacdo, tanto de celulose como de hemicelulose e lignina, quando
comparada as outras condi¢Oes avaliadas. Desta forma, € notério que o tratamento por
ultrassom provoca mudancgas na estrutura lignocelulésica, auxiliando na solubiliza¢do dos
componentes do material. E necessdrio também levar em conta o aumento de temperatura
durante o pré-tratamento. Foi observado que ao final do tratamento nos tempos de 20, 25 e
30 minutos, a temperatura chegou a 47 °C, 51 °C e 56 °C, respectivamente. E nos demais
tempos, a temperatura ao término da reacdo ficou por volta de 34 °C. Este acréscimo de
temperatura, portanto, provavelmente, pode também ter influenciado a solubilizacdo dos

componentes do material lignoceluldsico.
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5.2.2 Analises Fisicas

5.2.2.1 Difracao de Raios X das amostras pré-tratadas

A Figura 39 mostra o difratograma das amostras pré-tratadas por ultrassom em

todas as condi¢des avaliadas.

Figura 39: Difratograma das amostras pré-tratadas por ultrassom e da palha in natura.
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1.2 ——I(OH6) —— I[OH7) —— I(H1) ——1(H2) ——1I{H3) ——I(H4)
I(H5) I(H6) I(H7) Ic1) ——1(C2) I(C3)
——I(C4) ——I(C5) ——1(C6) ——I(C7)
0,8
B
]
§ 06
=
0,4
0,2
0
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2 © (graus)

Fonte: Arquivo Pessoal.

Com os dados obtidos pela anélise foi possivel construir a Tabela 30 a seguir, com
os dados de Cristalinidade Medida (Ic), Cristalinidade esperada (Ice) e Diminuicdo da
Cristalinidade (Dc).

Observou-se que a diminuicdo da cristalinidade apds o pré-tratamento ndo chegou a
faixa de 20%. Para a palha pré-tratada em meio dcido e em meio com apenas agua

(controle) a diminui¢do da cristalinidade foi menos pronunciada do que aquelas tratadas
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em meio alcalino, corroborando com os dados da Tabela 30, com excecdo para as amostras

H1 e H2.

Tabela 30: Diminui¢do da cristalinidade das palhas pré-tratadas por ultrassom.

Amostras Cristalinidade Cristalinidade esperada Diminuicdo da cristalinidade
medida (Ic) (Ice) (Dc) (%)
OH1 52,38 72,45 19,77
OH2 53,18 72,16 18,98
OH3 47,60 66,17 18,57
OH4 49,27 67,38 18,11
OHS5 48,44 67,10 18,63
OH6 47,73 67,59 19,86
OH7 50,36 67,48 17,12
H1 44,81 55,69 10,87
H2 46,83 60,01 13,18
H3 56,62 70,69 14,07
H4 57,87 69,35 11,47
H5 55,28 67,60 12,32
H6 59,75 68,45 8,70
H7 57,61 68,16 9,55
C1 57,37 68,40 11,03
C2 54,16 67,12 12,96
C3 55,80 67,07 11,27
C4 59,76 70,35 10,59
Cs 58,38 68,48 10,10
Co 59,77 68,43 8,67
Cc7 57,29 68,36 11,07

Fonte: Arquivo Pessoal.



141

As amostras controle confirmam que o tratamento com ultrassom surte efeito na
biomassa, pois neste caso, como as amostras estdo apenas imersas em dgua, o efeito se
deve as ondas ultrassonicas. O aumento da temperatura causado pelo tratamento também
deve ser um fator a ser considerado.

Além disso, a utilizacdo de acido e édlcali no meio reacional potencializou o efeito
do ultrassom, contribuindo para a solubilizacdo dos componentes e influenciando na
cristalinidade do material. Os tempos de exposicdo a radiacdo ultrassdnica também
contribuiram para a diminuicdo da cristalinidade no material. As amostras que ficaram
expostas em maiores tempos (como OHI, HI e C1 — 30 min) apresentaram uma maior

diminui¢do da cristalinidade, quando comparado a outros tempos.

5.2.2.2 Microscopia eletronica de Varredura das amostras pré-tratadas por ultrassom

As Figuras 40 e 41 mostram as micrografias das palhas tratadas por ultrassom. Para
cada meio reacional avaliado (4acido, alcalino e o controle), foram analisadas as
micrografias nos tempos de 30 e 15 minutos.

E possivel verificar que, diferentemente do que acontece em outros tipos de pré-
tratamento, como no caso do hidrotérmico em que hé abertura das fibras e maior exposi¢cao
da celulose para a etapa de hidrdlise enzimatica, no caso do tratamento com ultrassom nao
ocorre a abertura das fibras, nota-se apenas mudancas leves na superficie delas, o que
explica a ndo modificacdo visual entre a palha in natura e a palha apds o pré-tratamento,
corroborando, assim, com os dados encontrados na literatura (Vide Figura 38) (ZHANG et
al., 2008).

A palha sem tratamento possui a superficie das fibras sem qualquer tipo de
modificacdo, lisa e bem compactada. Nas amostras pré-tratadas ha a modificacdo nas
superficies das fibras, porém estas continuam aglomeradas em seus feixes, ndo havendo
alteracoes significantes na morfologia do material, o que explica os resultados obtidos até o
momento, em que houve baixa solubilizacdo dos componentes e baixos valores de
diminui¢do da cristalinidade. As amostras controles (tratadas em meio com 4dgua) foram as
que apresentaram menos modifica¢des, entretanto mostra que a radiacdo do ultrassom

atingiu e modificou a amostra, pois as superficies se encontram modificadas.
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Figura 40: Microscopias das palhas in natura e pré-tratadas em meio alcalino e 4cido (aumento de 200x).

Palha In Matura

EEL - ISP H D93 e300 500um EEL-USP Crnlt oD S0
oH-15 H-2

EEL - USP H D099 200 S00um
M5

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 41: Microscopias das palhas in natura e pré-tratadas em meio controle (aumento de 200x).

Palha In Natura

Fonte: Arquivo Pessoal.

5.2.3 Deslignificacao Alcalina

5.2.3.1 Composicao quimica das palhas pré-tratadas por ultrassom e deslignificadas

ApO6s o pré-tratamento por ultrassom, a palha de cana foi submetida a uma etapa de
deslignificacdo alcalina nas mesmas condi¢cdes de deslignificacdo da palha pré-tratada
hidrotermicamente (NaOH 1% (m/v) a 100°C por 1h — em reator de vidro, como descrito

no item 4.4). Para comparar os efeitos do ultrassom sobre a etapa de deslignificacdo,
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ensaios brancos foram realizados utilizando a palha de cana sem pré-tratar por ultrassom
(material lignocelulésico in natura). Os dados de caracterizacdo quimica das polpas obtidas
a partir dos materiais pré-tratados por ultrassom e dos ensaios brancos se encontram na
Tabela 31.

Os rendimentos da etapa de extragdo alcalina para biomassa pré-tratada por
ultrassom foram superiores aos valores obtidos para a palha deslignificada sem pré-
tratamento prévio (Tabela 31). A palha de cana pré-tratada por ultrassom, o rendimento foi
em torno de 60 a 68%, ao passo que para o ensaio branco 57,3%. Esses dados mostram
claramente que os materiais pré-tratados por ultrassom sofreram uma menor degradacao
em relacdo aos seus componentes macromoleculares. Os rendimentos méssicos de ambos
os materiais foram superiores ao ensaio branco.

Notou-se também que para as reagOes realizadas com a biomassa tratada na
condi¢do controle, os rendimentos foram levemente superiores, quando comparadas as

outras amostras, além de apresentarem maior teor de celulose e hemicelulose.



Tabela 31: Composi¢do Quimica da palha in natura e das palhas pré-tratadas por ultrassom submetidas a deslignificacdo.

Amostra Rendimento Hemicelulose (%) Celulose (%) Lignina (%) Cinzas (%) Total
(%) (%)
IND 57,34 29,79 + 0,15 60,62 + 0,30 10,93 £ 0,20 0,76 £ 0,20 102,10
OH 1D 60,07 21,70 £ 0,07 54,33 +0,15 19,41 £0,22 3,10+0,18 98,54
OH 2D 62,13 20,15 +0,11 54,78 £ 0,20 19,08 + 0,25 2,41 £0,20 96,42
OH 3D 61,42 21,07 £0,20 55,02 £0,15 20,23 £ 0,36 3,01 £0,12 99,33
OH 4D 65,60 19,52 £ 0,13 56,31 £0,27 20,94 + 0,29 3,26 + 0,30 100,03
OH 5D 65,98 19,69 £ 0,10 56,19 + 0,23 19,57 £ 0,30 3,30+£0,13 98,75
OH 6D 66,51 20,49 + 0,25 55,47 +0,11 21,66 + 0,16 3,22 +0,19 100,84
OH 7D 66,24 20,38 + 0,30 56,54 + 0,12 21,87 £ 0,20 4,12 +0,22 101,91
H 1D 62,33 19,61 +£0,20 55,19 £0,21 20,84 + 0,23 3, 40+0,21 99,04
H 2D 61,50 20,19 £0,11 55,08 £0,20 19,56 £0,10 3,36 £ 0,17 98,19
H 3D 64,75 20,98 £ 0,15 55,89 +0,13 19,12 £ 0,15 3,18 £0,15 99,17
H 4D 64,70 21,37 £0,07 56,31 £0,14 20,46 +0,19 3,29 +0,22 101,43
H 5D 66,10 19,81 £0,15 56,40 £ 0,05 21,38 £0,28 3,09 £0,29 100,68
H 6D 64,44 22,03 £0,26 55,58 +£0,32 20,55 £ 0,25 3,14 +0,14 101,30
H 7D 64,53 21,77 £0,15 56,20 £ 0,11 19,90 + 0,10 3,28 +0,21 101,15
C1D 62,88 22,89 £0,15 58,08 £0,12 29,22 +£0,10 3,55+0,10 100,12
C2D 62,95 24,42 + 0,16 58,96 + 0,12 29,45+ 0,19 3,46 £0,33 101,97
C3D 65,38 24,38 £0,10 59,47 £ 0,06 26,81 +£0,26 3,54 +0,20 102,74
C4D 67,80 25,18 £0,12 58,33 £ 0,10 28,70 £ 0,28 3,24 £0,22 102,79
C5D 67,25 24,76 £ 0,13 57,67 +£0,24 29,20 £ 0,34 3,25 +0,07 101,80
CceéD 68,14 25,26 + 0,23 58,03 £0,15 29,42 +£0,25 3,40 +0,17 102,01
C7D 68,68 24,69 + 0,15 59,89 + 0,16 29,02 £ 0,29 3,09 £0,18 102,97

Fonte: Arquivo Pessoal.

Sl
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A Tabela 32 a seguir mostra as fracdes macromoleculares solubilizadas corrigidas

pelo rendimento.

Tabela 32: Solubilizagdo por componente apds pré-tratamento e etapa de deslignificagdo.

Amostra Hemicelulose (%) Celulose (%) Lignina (%)
IND 42,23 10,44 78,05
OH 1D 54,11 (64,26)° 21,48 (31,84)° 58,37 (66,89)°
OH 2D 53,70 (62,23)° 18,60 (24,00)° 57,50 (65,90)°
OH 3D 54,62 (54,02)° 11,86 (28.,43)° 57,56 (64,22)°
OH 4D 55,05 (64,26)° 5,38 (21,46)° 53,15 (60,28)°
OH 5D 52,01 (64,10)° 4,60 (21,96) 55,18 (63,04)°
OH 6D 53,50 (62,61)° 5,79 (22,91)° 47,84 59,07)°
OH 7D 53,96 (63,99)° 4,21 (23,92) 50,21 (59,99)°
H 1D 55,13 (64,43)° - (23,76)° 62,63 (60,85)°
H 2D 48,16 (64,20)° 2,58 (25,61)° 68,34 (64,08)°
H 3D 39,78 (60,58)° 11,06 (20,02)° 66,15 (62,79)°
H 4D 49,41 (59,49)° 9,33 (18,70)° 65,91 (59,83)°
H 5D 50,98 (62,04) 4,82 (17,68) 64,14 (57,57)°
H 6D 45,86 (56,84) 9,69 (17,06)° 62,83 (58,30)°
H 7D 48,54 (56,55) 8,16 (14,57)° 62,90 (58,87)°
C1D 49,85 (58,07) 7,85 (18,96)° 66,43 (70,40)°
C2D 43,15 (55,08) 4,56 (17,38)° 67,66 (71,17)°
C3D 44,11 (53,25) - (13,13)° 62,57 (69,51)
C4D 40,08 (50,90)° 2,97 (13,36)° 62,11 (67,60)°
C5D 42,02 (50,95) 2,26 (12,98)° 62,90 (66,94)
C 6D 41,28 (49,19)° 0,27 (11,09) 64,52 (68,08)’
C7D 38,69 (50,98)° -(9,42)° 63,79 (68,53)°

3 A ——— - - —
Valores em parénteses representam as perdas/solubilizagdes totais associadas ao pré-tratamento por
ultrassom e a etapa de deslignificacao.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Na andlise de solubilizacdo de lignina verificou-se que, a palha apenas submetida a
etapa de deslignificacdo sem etapa prévia de pré-tratamento por ultrassom, a extracdo de
lignina foi ligeiramente maior em comparagdo aos valores obtidos para materiais pré-
tratados por ultrassom, sendo de 78,05% para palha in natura deslignificada (IND) e
67,66% para amostra pré-tratada e deslignificada (C2D). Considerando a solubilizagao
total de lignina (soma da solubilizacdo de lignina da etapa de pré-tratamento com a da

extracdo alcalina), as polpas dos materiais pré-tratados por ultrassom ainda tiveram uma
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extracdo menor de lignina do que para os ensaios branco. Essas evidéncias sugerem que a
radiacao ultrassOnica sobre a palha de cana dificultou, de alguma forma, a degradag¢do da
lignina pela soda cdustica. No entanto, trabalhos na literatura mostram claramente o
contrario, como o trabalho de Kadimaliev et al., (2003), os quais observaram que a
radiacao ultrassOnica em serragem de pinheiro e de bétula favoreceu o consumo de lignina
pelo fungo Panus (Lentinus) tigrinus, e de Rodrigues e Pinto (2007) que avaliaram a
extracdo de compostos fendlicos de cascas de coco moidas e notaram que o ultrassom
também melhorou a remog¢ao de compostos fendlicos. Mas, por outro lado, Li et al., (2005)
verificaram que altas intensidades de radiacdo ultrassonica (acima de 60 W por 48h), em
papéis com impurezas de lignina, provocam o amolecimento dessa estrutura permitindo
difundir-se extensivamente sobre as microfibrilas de celulose, formando redes de fibra de
celulose rigidas e fechadas, muito mais recalcitrantes aos agentes quimicos € enzimas
celuloliticas. Analisando as condi¢des do pré-tratamento com ultrassom adotadas neste
trabalho, nota-se que intensidade da radiacdo empregada no pré-tratamento foi de 120 W
(padrao do equipamento — ndo era possivel modificar), valor superior ao especificado por
Li et al., (2005), entretanto por tempos muito menores do que o utilizado pelo autor.
Comparando as condi¢des empregadas neste trabalho (120 W/30 minutos como sendo
tempo médximo de radiacdo estudado nesta tese) com a dos autores (60 W/48 h), hd uma
grande diferenca da quantidade de energia ultrassonica fornecida nos experimentos.
Entretanto, o efeito de amolecimento da lignina notado pelos autores pode ter ocorrido
num determinado momento ao atingir um valor limite de energia fornecida, e apds isso,
mantém a sua estrutura mesmo com adi¢do de energia ao experimento. Nos nossos dados
de remocao de lignina para os materiais pré-tratados por ultrassom observaram-se que de
alguma forma a irradiacdo de ondas ultrassonoras dificultou a solubiliza¢do da lignina pela
soda cdustica. Apesar do tempo reduzido do pré-tratamento, o mesmo pode ter sido
suficiente para provocar o amolecimento da lignina e permeacdo sobre algumas
microfibrilas de celulose, uma vez que o pré-tratamento ultrassonico foi realizado sob uma
intensidade duas vezes maior ao valor em que os autores notaram o efeito de amolecimento
da lignina.

Para os carboidratos, os valores de solubilizacdo de celulose das amostras pré-
tratadas foram inferiores ao encontrado para a palha apenas deslignificada (fato que
confirmaria a hipétese do amolecimento da lignina sobre a fibra, impedindo a remocao dos
componentes), porém para a hemicelulose ocorreu o inverso (com excec¢do de algumas

amostras controle — meio aquoso). Uma hipétese seria o efeito combinado das solugdes de
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NaOH e H,SO4, o aumento da temperatura do meio reacional com o pré-tratamento e a
radiacdo ultrassonica sobre as fibras promover preferencialmente a solubilizacdo da
hemicelulose, antes do efeito do amolecimento da lignina acontecer. Porém, na literatura
nao foi encontrado situacdo semelhante, portanto, seria necessaria uma investigacdo mais
aprofundada, com outros tipos de andlises ou outras condi¢cdes de tratamento para a

confirmacdo da hipdtese levantada.

5.2.4 Analises fisicas

5.2.4.1 Difracao de Raios — X das palhas pré-tratadas por ultrassom e deslignificadas

A Figura 42 mostra o difratograma das amostras obtidas apds o pré-tratamento e

deslignificacao:

Figura 42: Difratograma das polpas pré-tratadas por ultrassom.
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Fonte: Arquivo Pessoal.
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Com os dados obtidos pela andlise, obteve-se os resultados da Tabela 33 a seguir:

Tabela 33: Diminui¢do da cristalinidade das polpas obtidas.

Amostras Cristalinidade Cristalinidade esperada Diminuicio da cristalinidade
medida (Ic) (Ice) (Dce) (%)
OH1D 62,21 86,71 24,50
OH2D 63,84 87,78 23,94
OH3D 64,39 96,15 31,76
OH4D 64,86 96,64 31,78
OHSD 68,82 96,88 28,67
OH6D 64,77 94,91 30,14
OH7D 65,59 96,88 31,29
H1D 66,43 114,62 48,19
H2D 65,92 106,14 40,22
H3D 63,18 91,42 28,24
H4D 62,54 93,90 31,35
H5D 60,31 96,47 36,17
H6D 63,17 93,89 30,72
H7D 66,19 95,35 29,16
C1D 66,38 98,19 31,81
C2D 66,79 101,58 34,79
C3D 67,23 102,53 35,30
C4D 66,88 95,88 29,00
C5D 65,92 97,38 31,46
C6D 66,51 98,06 31,55
C7D 67,76 101,30 33,54

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Pode-se observar que a deslignificacdo promoveu uma diminuic¢ao da cristalinidade
de celulose de palha. Para a amostra apenas deslignificada a diminui¢io da cristalinidade
foi de 8,03%. Além disso, pode-se afirmar que o pré-tratamento promove uma modificacao
significativa que influencia nas etapas posteriores de tratamento da biomassa, como a
deslignificacdo. Observa-se que pela mudanca morfoldgica causada pelo pré-tratamento foi
possivel obter uma expressiva diminuicdo da cristalinidade da celulose apds a
deslignificacdo, que nao € observada quando a biomassa nao sofre nenhuma modificacao
anterior a deslignificacdo, como no caso da amostra IND (palha in natura deslignificada).

Comparando-se a diminuicdo da cristalinidade em fung¢do dos tratamentos
realizados pode-se afirmar que apds a deslignificacdo a celulose remanescente é menos
cristalina quando comparada a celulose submetida ao processo de pré-tratamento,
evidenciando que a combinacdo de tratamentos pode contribuir de forma positiva para

aumentar a susceptibilidade do material a hidrolise enzimatica.

5.2.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura das amostras pré-tratadas por

ultrassom e deslignificadas

As Figuras 43 e 44 a seguir mostram as micrografias das amostras de palhas
tratadas por ultrassom e de palha in natura apds deslignificacdo. Para cada meio reacional
avaliado (4cido, alcalino e o controle), foram analisadas as micrografias nos tempos de 30
e 15 minutos.

Verifica-se que para todas as amostras, a deslignificacio alcalina das amostras pré-
tratadas promoveu uma maior modificacdo das fibras, ocasionando uma “leve” abertura
dos feixes fibrosos, diferentemente do que ocorreu com as amostras somente pré-tratadas,
em que houve apenas mudangas superficiais. Porém, ao comparar com as polpas obtidas
apos tratamento hidrotérmico, nota-se que estas sofreram maior abertura dos feixes do que
as polpas previamente tratadas por ultrassom.

Para a palha que apenas passou pela etapa de remog¢ao de lignina (IND), as fibras se
encontram bem modificadas, revelando uma exposi¢do das fibras decorrente apenas do
processo de deslignificacdo evidenciando a influéncia deste tratamento sobre a biomassa.

No entanto, ainda pode-se perceber um certo grau de agrupamento (organizagdo) das
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fibras. O mesmo grau de organizacdo das fibras também € encontrado nas amostras pré-

tratadas por ultrassom seguidas pela etapa de deslignificagdo.

Figura 43: Micrografias de polpa de palha in natura e pré-tratada por ultrassom (aumento de 200x).
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Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 44: Micrografias de polpa de palha in natura e pré-tratada por ultrassom (aumento de 200x).
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Nao foram observadas diferencas significativas entre as diferentes polpas
submetidas previamente ao pré-tratamento, sendo que para todas as condigdes observa-se,
majoritariamente a presenga de feixes vasculares e fibras levemente expostas.

Em suma, o pré-tratamento por ultrassom melhora a acdo do agente deslignificante,

porém € uma melhora discreta quando comparado a outros tipos de pré-tratamento.

5.2.5 Digestibilidade Enzimatica das amostras pré-tratadas por ultrassom e

deslignificadas
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A hidrélise enzimatica de materiais lignocelulésicos sem nenhum pré-tratamento é
extremamente lenta e pode resultar em rendimentos inferiores a 20% do valor tedrico
(SILVA et al., 2011). A cristalinidade, o grau de polimerizacdo da celulose, a porosidade, o
teor de lignina, as caracteristicas heterogéneas das particulas da biomassa e revestimento
da celulose pela hemicelulose sdo fatores que influenciam radicalmente a etapa de
sacarificacdo (AGBOR et al., 2011; MOSIER et al., 2005).

A Tabela 34 a seguir mostra os resultados de conversdo enzimaética tanto da palha
in natura como de todas as condicdes estudadas para o pré-tratamento por ultrassom e das

suas respectivas amostras deslignificadas.

Tabela 34: Sacarificacdo enzimitica da celulose das palhas pré-tratadas por ultrassom e das respectivas
polpas obtidas.

Amostras Conversao Enzimatica  Amostras Conversao Enzimatica
(%) (%)

IN 19,24 £ 0,33 IND 55,74 + 0,34 (49,92)
OH1 34,30 £ 0,15 (29,78) OH 1D 60,23 £ 0,45 (41,05)
OH 2 32,69 + 0,24 (28,92) OH 2D 58,64 + 0,29 (44,57)
OH 3 38,40 £ 0,32 (31,19) OH 3D 59,76 £ 0,36 (42,77)
OH 4 36,92 + 0,18 (30,65) OH 4D 58,57 £ 0,28 (46,00)
OH S5 34,73 £0,21 (28,41) OH 5D 57,92 + 0,40 (45,20)
OH 6 32,65 0,36 (26,62) OH 6D 58,18 £ 0,25 (44,85)
OH7 29,00 £ 0,30 (23,03) OH 7D 59,35 £ 0,20 (45,15)

H1 30,86 £ 0,26 (22,07) H 1D 57,61 £0,28 (43,92)

H2 29,12 + 0,40 (22,24) H 2D 57,84 £ 0,41 (43,03)

H3 27,64 £ 0,20 (24,85) H 3D 58,29 + 0,24 (46,62)

H4 27,03 £0,31 (24,24) H 4D 57,08 £ 0,33 (46,41)

HS 24,37 £ 0,11 (21,08) H 5D 56,84 + 0,14 (46,79)

He6 25,18 £ 0,21 (23,71) H 6D 56,79 + 0,25 (47,10)

H7 23,10 £ 0,20 (21,49) H 7D 56,06 + 0,29 (47,89)

C1 16,57 + 0,23 (14,57) C1D 55,88 £ 0,35 (45,29)

C2 16,13 £ 0,22 (13,97) C2D 54,72 + 0,25 (45,21)

C3 15,89 £ 0,35 (13,80) C3D 55,89 £ 0,30 (48,55)

C4 16,43 + 0,24 (14,66) C4D 55,44 +£0,39 (48,03)

CSs 15,49 £ 0,38 (13,79) C5D 55,50 + 0,34 (48,29)

(OF ) 15,20 £ 0,45 (13,55) CceD 55,26 +£ 0,46 (49,13)

C7 15,33 £ 0,35 (13,37) C7D 55,38 £ 0,39 (49,16)

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Os valores entre parénteses presentes na tabela correspondem a conversdao
enzimatica corrigida pelas perdas de celulose que amostras sofreram com os processos de
pré-tratamento e deslignificagdo.

Verifica-se que para as amostras pré-tratadas, a conversido enzimadtica foi superior
ao da palha in natura, evidenciando que a alteracdo superficial das fibras (vide figuras 40 e
41) foi importante para a hidrélise enzimadtica, entretanto ndo foi suficientemente eficaz,
pois a amostra que apresentou melhore valor de conversdao (considerando as perdas do
processo) teve uma melhora de apenas 11,9% (OH 3), quando comparado com a palha in
natura. A excec¢do estd com as amostras pré-tratadas em meio aquoso (controle), em que
todas as condi¢Oes avaliadas apresentaram valores de conversdo inferior a2 amostra in
natura. Neste caso, talvez, o efeito do amolecimento da lignina seja o fator determinante
para os baixos valores encontrados. Nas amostras em que o tratamento foi realizado na
presenca de alcali ou 4cido, os valores foram levemente melhores. Isto sugere, novamente,
a hipétese da acdo combinada dos reagentes, o aumento da temperatura do meio reacional
com o pré-tratamento e a radiacdo ultrassonica, o qual pode ter amenizado o efeito do
amolecimento da lignina sobre as fibras, melhorando os valores da conversdo enzimatica.

Para as amostras deslignificadas, os valores de conversdao foram superiores aos
encontrados para as pré-tratadas e para a palha in natura deslignificada. Comparando os
valores de conversdo da palha in natura (IN), da palha in natura deslignificada (IND) com
os valores encontrados para a palha pré-tratada e em seguida deslignificada, pode-se
afirmar que o pré-tratamento melhorou a acdo do agente deslignificante. Porém, quando
analisados os valores de conversdo considerando todas as perdas durante o processo, as
amostras que sofreram pré-tratamento prévio apresentaram valores abaixo ao da palha in
natura deslignificada, evidenciando novamente o efeito do amolecimento da lignina sobre
as fibras. Nao obstante, para confirmar as hipdteses, seria necessdrio a utilizacdo de
andlises diferenciadas (como, por exemplo, andlise de imagens) ou outras condi¢des de
tratamento, variando poténcia do equipamento, tempos de exposi¢cao maiores, etc.

Portanto, a escolha do melhor processo para a conversao de biomassa nao se deve
focar somente em resultados de uma Unica etapa e sim pela andlise do efeito combinado de
todas as etapas envolvidas nesse processo. Desta forma, pensando nos valores encontrados
em para conversao global de celulose em glicose (conversdo considerando as perdas pelos
processos — valores entre parénteses da Tabela 34) e levando em consideragdo a economia
energética (reducdo de tempo de tratamento), pode-se dizer que a melhor condicdo para

tratamento foi a OH 3 / OH 3D (NaOH 1%(m/v), 20min, 10% (m/v) consisténcia). As
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amostras controle (meio aquoso) também podem ser uma alternativa, ja que apresentaram
melhores valores de conversdo. Todavia, seria necessario um melhor estudo sobre este tipo
de pré-tratamento, pois os valores de sacarificacdo enzimdtica foram inferiores a 50%.
Quando se pensa na produgdo do etanol de segunda geragdo, espera-se que estes valores
sejam superiores a 90%, chegando préximo a 100% de conversdo. O ultrassom, neste caso,
deixou a desejar. Outras condicdes de tratamento, outros reagentes no meio reacional e até
mesmo outro tipo de equipamento (como ultrassom por sonda ao invés do banho utilizado
neste trabalho) devem ser testados com o intuito de averiguar mais afundo os efeitos do
ultrassom na biomassa e, consequentemente, tornar os valores de conversdao enzimdtica

mais atrativos para a producao de etanol 2G.

5.3 Pré-tratamento por explosao a vapor catalisada por SO,

5.3.1 Otimizacao das condicoes de pré-tratamento para palha e bagaco de cana

5.3.1.1 Composiciao quimica do licor hemicelulésico e da celulignina

Como etapa inicial deste trabalho, palha e bagaco, separadamente, foram
submetidos ao pré-tratamento por explosdo a vapor em trés diferentes condi¢des ja citados
no item 4.3. Trés temperaturas diferentes (190, 195 e 200°C), foram testadas, mantendo-se
constante o tempo de reacdo e porcentagem de SO, impregnada na biomassa (5 min, 3%
SO, (m/m)).

O material pré-tratado (celulignina) (Figura 45) apresentou um escurecimento da
cor em relacdo ao material “in natura”, analogamente ao encontrado por Curreli et al.,
(2002) que relataram o escurecimento da palha de trigo pré-tratada com &4cido sulftrico.
Este fendmeno pode estar associado a catdlise dcida das ligagdes do complexo lignina-
carboidrato, bem como pela formacdo de produtos da degradacdo de carboidratos

(caramelizacdo de agucares).
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Figura 45: Amostras pré-tratadas de palha e bagaco de cana: (A) bagago tratado a 190 °C; (B) bagaco tratado
a 195 °C; (C) bagago tratado a 200 °C; (D) palha tratada a 190 °C; (E) palha tratada a 195 °C; (F) palha
tratada a 200 °C.

Fonte: Arquivo Pessoal.

A Tabela 35 mostra a composicao do licor hemiceluldsico (agtcares) obtidos apos a
etapa de pré-tratamento. Nota-se que a remoc¢do de hemicelulose € bem pronunciada, tanto
para bagaco quanto para a palha de cana, sendo que o bagaco apresenta concentracdes
maiores de hemicelulose (xilose) em comparacdo a palha de cana.

Vale ressaltar que, como descrito na literatura, o pré-tratamento por explosdo a
vapor € baseado no uso de vapor superaquecido como o agente de desestruturagao da fibra
(YANG, 2008). O fracionamento dos carboidratos em oligdmeros € bastante expressivo
neste tipo de pré-tratamento, e devido a dificuldade de padrdes destes oligbmeros para uma
andlise completa, uma pdés-hidrélise do licor nos forneceu resultados mais significativos e
facilitando a compreensdo de quais componentes possuem maior susceptibilidade a

solubilizacdo neste tipo de pré-tratamento.



Tabela 35: Composi¢do quimica do licor hemicelulésico obtido apds pré-tratamento da palha e do bagaco.

Concentracio total de acacares (g/L)

Arabinose

Galactose

Glicose

Xilose

Manose

Bagaco 190 /5
Bagaco 195/5
Bagaco 200/ 5
Palha 190/ 5
Palha 195/5
Palha 200/ 5

1,49+0,01
1,44+0,01
1,41+0,02
1,84+0,01
1,57+0,00
1,54+0,01

0,65+0,01
0,54+0,01
0,47+0,01
0,54+0,05
0,45+0,22
0,49+0,10

3,06+0,02
5,02+0,05
4,30+0,78
2,63+0,75
3,53+0,58
4,21+0,33

13,35+0,01
13,85+0,01
12,39+1,11
10,75+0,94
11,79+0,48
12,26+0,03

ND
0,41+0,01
0,39+0,03

ND
0,39+0,05
0,38+0,00

Concentracio de monomeros (g/L)

Arabinose

Galactose

Glicose

Xilose

Manose

Bagaco 190 /5
Bagaco 195/5
Bagaco 200/ 5
Palha 190/ 5
Palha 195/5
Palha 200/ 5

1,34+0,02
1,25+0,09
1,16+0,01
1,75+0,15
1,55+0,00
1,46x0,15

0,48+0,01
0,49+0,03
0,44+0,01
0,39+0,05
0,43+0,01
0,45+0,07

2,97+0,09
4,73+0,24
2,84+0,01
1,26+0,07
1,69+0,05
2,08+0,16

16,74+0,35
15,24+0,57
14,41+0,16
7,24+0,36
8,74+0,04
9,70+0,54

0,17+0,03
0,09+0,07
0,08+0,06
0,12+0,01
0,11+0,10
0,23+0,04

Concentracio de oligomeros (g/L.)
Arabinose Galactose Glicose Xilose
0,15 0,17 0,09 ND
0,19 0,04 0,29 ND
0,25 0,03 1,45 ND
0,09 0,15 1,38 3,51
0,02 0,02 1,84 3,04
0,07 0,04 2,13 2,56

Manose
ND
0,31
0,3
0,12
0,28
0,15

Bagaco 190 /5
Bagaco 195/5
Bagaco 200/ 5
Palha 190/ 5
Palha 195/5
Palha 200/ 5

*ND — Nao Detectado
Fonte: Arquivo Pessoal.

Na Tabela 36 se encontram as concentracdes de furfural, HMF, &4cido acético,

lignina soldvel e fendlicos totais presentes no hidrolisado:

Tabela 36: Concentragdo de furfural, HMF, dcido acético, lignina solivel e fendlicos contidos no hidrolisado
hemiceluldsico.

Amostras Fufural HMF Acido IS‘:)%:::? Fenolicos
(g/L) (g/L) Acético (g/L) (/L) totais (g/L)
Bagaco
190/5 0.67 1.81 1.78 2,07 2,02
Bagaco
195/5 0.70 1.85 1.81 2,84 2,54
Bagaco
200/5 0.74 1.90 1.83 2,25 2,99
Palha 190/5 0.62 1.73 1.52 3,30 2,42
Palhal95/5 0.63 1.72 1.57 3,55 2,77
Palha 200/5 0.69 1.79 1.61 3,64 2,85

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Pelos resultados apresentados, observou-se que, além da alta solubilizacdo de
hemicelulose (xilose), houve degradacdo da celulose pela presenca de HMF e glicose na
fracdo liquida (Tabela 35 e 36). Notou-se que em temperaturas maiores de reagdo, a
concentracdo desses compostos nos hidrolisados aumentaram devido a degradacdo dos
acticares que sdo solubilizados. Desta forma, o parametro temperatura é considerado
significante para a degradacao dos agucares. Porém, furfural e hidroximetilfurfural (HMF),
que sdo produtos de degradagdo de pentoses e hexoses respectivamente, estdo presentes em
baixas concentragdes. A baixa formagdo desses furanos € resultado da minima degradacao
de acucar durante o pré-tratamento. Minimizando a formac¢do desses compostos no licor
hemicelulésico haverd, consequentemente, a melhora do rendimento e do potencial de
producdo de etanol, uma vez que os inibidores dos microrganismos estardo em
concentracdes reduzidas no processo de fermentacdo. Assim, nota-se que condigdes
escolhidas foram suficientemente severas para produzir um substrato s6lido que pode ser
de hidrodlise rdpida e completa, mas ndo severo o bastante para que os aguicares presentes
fossem totalmente degradados.

Ja com relacdo a lignina solivel e fendlicos totais, foi observado que o bagaco
possui concentracdes inferiores quando comparado com a palha (Tabela 36). Além disso,
com o aumento da severidade, hd o aumento da concentracdo desses compostos nos
hidrolisados.

Lignina é uma macromolécula aromadtica sintetizada pelos precursores de
fenilpropandides (DONALDSON, 2001). E os compostos fendlicos sdo derivados da
degradacao da lignina durante o pré-tratamento.

Compostos fendlicos exercem efeito inibitério quando presentes no hidrolisado no
momento da fermentacdo. Sabe-se que estes compostos em concentragdes iguais ou
superiores a 3 gL sdo prejudiciais para a fermentacdo. Entretanto, o mecanismo de
inibicdo ndo foi completamente elucidado (PALMQVIST; HAHN-HAAGERDAL, 1999).
A Tabela 37 mostra a composi¢do quimica da palha e do bagaco de cana-de-acticar antes

apos cada condicdo de pré-tratamento estudada neste trabalho:



Tabela 37: Composi¢do quimica da palha e bagago in natura e do material pré-tratado por E.V.

Lig. Insolivel  Lig. Solavel Cinzas Total
Celulose (%) Hemicelulose (%) Extrativos (%)
(%) (%) (%) (%)
Bagaco in
40,13+0,08 25,9540,25 21,65+0,26 4,02+0,13 3,95 2,31 98,70
natura

Palha in natura 37,80+0,21 27,82+0,28 21,38+0,42 5,65+0,28 4,5 3,35 100,50
Bagaco 190 /5 49,18+0,15 1,88+0,15 31,02+1,00 4,7240,31 9,05 _ 95,85
Bagaco 195/5 50,35+0,10 2,32+0,35 31,95+0,60 4,63+0,41 9,22 _ 98,50
Bagaco 200 /5 49,77+0,53 2,1240,41 32,08+0,91 4,72+0,20 9,34 _ 98,03
Palha 190 /5 48,45+0,99 6,89+0,40 32,4440,94 3,62+0,06 9,15 _ 100,55
Palha 195/5 48,88+0,21 6,15+1,15 32,52+0,97 3,40£0,29 9,13 _ 100,08
Palha 200 /5 49,97+0,01 3,89+0,01 32,84+1,41 3,43£1,08 9,18 _ 99,31

Fonte: Arquivo Pessoal.

6GT
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A Tabela 38 traz os rendimentos de reacdo de cada condi¢do estudada e o

respectivo fator de severidade combinada (CS), calculado utilizando a Equagdo 2:

Tabela 38: Determinac¢do do rendimento e fator de severidade para cada condicdo.

Fator de Severidade

Amostra Rendimento (%)

(CS)*

Bagaco 190/5 66.32 1,40
Bagaco 195/5 63.41 1,63
Bagaco 200/5 62.38 1,66
Palha 190/5 69.92 0,85
Palha 195/5 63.48 1,12
Palha 200/5 63.18 1,16

*CS — € o fator de severidade levando em conta o pH do meio.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Diferentes condi¢des de pré-tratamentos foram avaliadas para bagaco e palha com o
propdsito de obter uma polpa com boa degradabilidade das fibras remanescentes (boa
conversao enzimdtica) para a préxima etapa deste trabalho. A temperatura foi variada e o
tempo de reacdo foi mantido constante.

Nota-se pela tabela de composi¢do quimica que o pré-tratamento foi eficaz na
remog¢ao de hemicelulose, além de a razdao Lignina Insolivel/Lignina Soldvel ser maior
para as amostras pré-tratadas que para as amostras in natura, mostrando que a proporg¢ao de
lignina soltivel nos materiais pré-tratados diminui, ou seja, um indicio que parte da lignina
presente no material in natura pode ter sofrido reticulacdo, em fun¢do da severidade do
pré-tratamento. J4 na Tabela 38, observou-se que os valores de severidade combinada (CS)
encontrados para as reacdes conduzidas com bagago foram maiores que as reacgdes
conduzidas com palha. Provavelmente, isto se deve ao fato do bagaco apresentar um teor
de 4cido acético levemente superior a palha, intensificando as reacdes de hidrdlise dos
componentes. Ao observar a Tabela 36, nota-se que o teor de dcido acético encontrado no
hidrolisado de bagaco é superior ao encontrado no hidrolisado de palha de cana.

Foi observada também uma significante diminui¢io do rendimento devido a
temperatura de reagcdo. Portanto, a temperatura é um fator importante para ser analisado.

Com essa finalidade, é possivel correlacionar o fator de severidade com o

rendimento de reacdo, como mostra a Figura 46 a seguir:
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Figura 46: Correlagdo entre rendimento e fator de severidade para cada reag@o e para cada biomassa.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Observa-se que severidade e rendimento possuem boa correlagdo para ambas
biomassas, evidenciando que temperatura e efeito de pH combinado influenciam no
rendimento massico na etapa de pré-tratamento. Para obter uma melhor visualizagao dos
efeitos das condi¢des adotadas para realizacdo do tratamento em cada biomassa, a Tabela

39 mostra a solubiliza¢do/perda de cada componente.

Tabela 39: Solubilizagdo/perda por componente apds pré-tratamento por explosdo a vapor catalisado por SO,.

Amostra Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Bagaco 190/5 19,09 95,32 7,66
Bagaco 195/5 20,80 94,33 9,64
Bagaco 200/5 22,98 94,90 10,57

Palha 190/5 10,38 82,68 6,72
Palha 195/5 18,58 85,97 15,64
Palha 200/5 16,48 91,17 15,22

Fonte: Arquivo Pessoal.

E possivel observar que cada biomassa se comporta de maneira diferente para a
mesma condi¢do estudada. Por exemplo, para o bagaco, com o aumento da severidade ha o
aumento da solubilizacdo da hemicelulose e lignina, enquanto hd uma leve redugdo na
solubilizacio de hemicelulose. Para a palha hd um aumento na solubilizacio de
hemicelulose e uma menor perda de celulose e lignina. As Figuras 47 e 48 ilustra bem o

efeito da severidade na solubilizacdo dos componentes da biomassa.
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Figura 47: Relacao entre severidade e solubilizagdo dos componentes do bagaco pré-tratado.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 48: Relacdo entre severidade e solubilizagdo dos componentes da palha pré-tratada.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

5.3.1.2 Conversao enzimatica e recuperacao total de aciicares

ApOs a etapa de pré-tratamento, todas as 6 amostras foram submetidas a hidrdlise
enzimatica, utilizando 5% (m/v) de consisténcia e 10 FPU/g de celulose de enzima celulase

(Figura 48). Esta condicao de hidrélise € diferente da condicdo utilizada para as amostras
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submetidas ao tratamento hidrotérmico e por ultrassom e suas respectivas polpas. No caso
deste estudo, optou-se em utilizar as condi¢des otimizadas para o bagaco de cana obtidos
no laboratério da Dr®. Bura, para ser possivel futuras comparagdes com outros trabalhos
relacionados que seguem em andamento.

Houve diferencas de digestibilidade entre palha e bagaco, porém ndo foram
extremamente significativas. Dentre todas as amostras, o maximo de conversado de celulose
foi apds 48 horas, chegando a alcancar valores entre 60 e 63%, conforme os dados

expressos na Figura 49.

Figura 49: Perfil da conversdo enzimadtica das amostras pré-tratadas por explosio a vapor.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

E possivel observar que ndo hd diferenca significativa nos valores de conversdo
enzimadtica entre as amostras estudadas. Entretanto, notou-se que o bagaco apresenta
valores de conversdo superiores quando comparado com palha. Esse aumento pode estar
relacionado com reducdo da quantidade de xilana presente nas amostras. Quando o teor de
xilana aumenta, a conversdo enzimdtica diminui. Sabe-se que a remocdo de xilana
(hemicelulose) melhora a digestibilidade da celulose (BURA et al., 2009). Além disso,
outros fatores influenciam no sucesso da conversdo, como a quantidade de lignina,
tamanho da particula, cristalinidade da celulose, etc. Com tantas varidveis, torna-se
complicado determinar o papel que a xilana exerce (MANSFIELD et al., 1999). A xilana

presente na parede celular € susceptivel a hidrélise dcida e € solubilizada pela a¢dao do SO,
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e outros dcidos que sdo formados durante o pré-tratamento, melhorando a etapa
subsequente de sacarificacdo (BURA et al., 2009).

De posse destes dados, € possivel determinar a recuperacgao total de agticares antes e
apo6s a hidrélise enzimatica, como ilustra a Figura 50 a seguir. A recuperacdo de aguicares
apds o pré-tratamento determina o quanto de acucares presentes na matéria-prima foram
recuperados no licor hemiceluldsico e no substrato sélido. A recuperaciao de agicares pos
hidrdlise enzimatica define o quanto de acticar da matéria-prima foi recuperado no licor
hemicelulésico apds o pré-tratamento e do substrato sélido apds a conversao enzimaética
(em relacdo a massa inicial utilizada para o tratamento). Estes dados foram corrigidos pelas

perdas dos processos de pré-tratamento.

Figura 50: Recuperacio total de acicares antes e apds a etapa de conversdo enzimdtica.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Notou-se que os melhores resultados de recuperacao de acticares foram encontrados
para as amostras de bagaco quando comparado com a palha de cana, provavelmente devido
as diferencas estruturais e quimicas entre o bagacgo e a palha.

A recuperacao total de aguicares (p6s hidrdlise enzimatica) foi baixa devido a pobre
digestibilidade da fracdo sélida, resultado do fracionamento nao eficiente da biomassa apds
o pré-tratamento, mesmo utilizando o SO, como catalisador. A baixa severidade pode levar
ao incompleto fracionamento e, consequentemente, a baixos rendimentos de hidrélise e
baixos valores de recuperacdo de agucares. Valores elevados de severidade resultam em
uma desestruturacdo mais eficiente do material, com valores de conversao enzimética

superiores, o que € altamente desejado. Porém, hd o efeito inevitdvel e pouco desejado: a
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formacdo de varios produtos de degradacdo de acucares que atuam de forma negativa no
momento da fermentagdo, por exemplo, e que podem levar aos mesmos resultados de
baixo rendimento e baixa conversao (OLSSON et al., 1996).

Dentre todas as condi¢Oes avaliadas, a amostra de bagaco tratada a 190°C, 5 min e
3% de SO, e a amostra de palha tratada a 190°C, 5 min e 3% de SO, foram as que tiveram
os melhores resultados de recuperacdo de agucares e, assim sendo, esta condi¢do foi

utilizada na segunda parte deste trabalho, nos experimentos de mistura de biomassa.

5.3 Misturas de bagaco e palha de cana-de-acgticar

5.3.1 Composicao quimica do licor hemicelulésico e do substrato sélido apos pré-

tratamento

Bagaco e palha de cana sdo duas fontes de celulose altamente abundante e que estao
presentes em diferentes quantidades em diferentes momentos durante o ano. A ideia de
misturéd-las dentro de uma biorrefinaria seria uma alternativa eficiente para a utilizacdo da
biomassa. A primeira parte deste trabalho teve como objetivo avaliar a melhor condi¢do de
pré-tratamento para ambas biomassas com o intuito de obter um substrato com elevados
valores de digestibilidade e recuperacdo de agucares. Agora, a segunda parte do trabalho
deseja avaliar a influéncia que existe em misturar palha e bagaco nos resultados de
recuperacdo totais de agucares ao final de processo.

A temperatura 6tima de tratamento de 190°C foi a escolhida para conduzir os
experimentos com as misturas propostas de bagaco e palha. Para esse propésito, trés
diferentes propor¢des foram testadas: 90 % palha / 10 % bagaco, 90 % bagaco / 10 %
Palha e 50 % bagaco / 50 % palha.

Visualmente, todas as misturas estudadas apresentaram colora¢do mais escura apos
o pré-tratamento em relacio ao material “in natura” (Figura 51). Esta mudanca de
coloragdo estd associada com a quebra quimica da lignina e extrativos durante o processo

de pré-tratamento, além da degradacdo de acgticares (CURRELLI, 2002).
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Figura 51: Amostras pré-tratadas por explosio a vapor: (A) 100% palha; (B) 100% bagaco; (C) mistura
90% palha / 10% bagaco; (D) mistura 90% bagaco / 10% palha; (E) mistura 50% palha / 50% bagaco.

Fonte: Arquivo Pessoal.

A Tabela 40 mostra a composi¢@o do hidrolisado hemicelul6sico obtido apés o pré-
tratamento para todas as misturas e para apenas palha e bagaco separadamente, e em
seguida, se encontram as concentracdes de furfural, HMF, 4cido acético, lignina soltivel e

fendlicos totais na Tabela 41.
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Tabela 40: Composi¢do quimica do licor hemicelulésico obtido apds pré-tratamento da palha, do bagaco e
misturas.

Concentracao total de acacares (g/L)
Arabinose Galactose Glicose Xilose Manose
100 % Palha | 2,65+0,21 0,96+0,11 2,66+0,39 20,87+0,89 0,56+0,07
100% Bagaco | 1,49+0,18 0,57+£0,20 4,74+0,20 22,74+0,40 0,44+0,08
90% P/10% B | 2,87+0,19 1,04+0,15 2,53+0,03 22,10+0,38 0,51+0,10
50% B/50% P | 2,36+0,05 0,85+0,22 3,28+0,11 24,13+£0,55 0,52+0,07
90%B /10% P | 1,74+0,03 0,84+0,05 4,70+0,04 23,39+0,37 ND
Concentracio de monomeros (g/L)
Arabinose Galactose Glicose Xilose Manose
100 % Palha | 1,89+0,12 0,48+0,22 0,62+0,10 11,33+0,52 0,07+0,15
100% Bagaco | 0,96+0,04 0,42+0,27 3,09+0,09 18,57£0,18 0,24+0,06
90% P/10% B | 1,79+0,07 0,51+£0,30 0,82+0,47 15,50+0,74 0,11+0,20
50% B/50% P | 1,75+0,10 0,49+0,02 1,78+0,14 21,41+£0,31 0,14+0,10
90%B/10% P | 1,01+0,15 0,46+£0,21 2,91+0,13 20,02+0,21 0,25+0,19
Concentracio de oligomeros (g/L.)

Arabinose Galactose Glicose Xilose Manose
100 % Palha 0,77 0,48 2,04 9,59 0,49
100% Bagaco 0,52 0,14 1,65 4,17 0,20
90% P/10% B 0,99 0,53 1,71 6,60 0,40
50% B/50% P 0,95 0,37 1,50 2,72 0,38
90%B / 10% P 0,73 0,39 1,79 3,37 ND

*ND — Nao Detectado.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 41: Concentragdo de furfural, HMF, dcido acético, lignina solivel e fendlicos contidos no hidrolisado
hemiceluldsico.

Acido Lignina Fendlicos

Amostras Fufural HMF(g/L) Acético solivel totais
s (g/L) (g/L) (g/L)

100% Palha 1,05 2,95 1,92 3,17 3,27
100% Bag. 1,13 3,01 1,84 3,03 3,47
90%P/10%B 1,04 2,93 1,86 3,11 3,10
50%P/50%B 1,09 2,98 1,91 3,13 3,19
90%B/10%P 1,10 3,00 1,93 3,07 3,32

Fonte: Arquivo Pessoal.

Observou-se para todas as amostras a degradacdo de celulose devido a formacao de

HMF e glicose na fragdo liquida. Houve também uma alta solubilizacdo de xilose quando
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comparado com os outros agucares constituintes da biomassa. Mais uma vez, nota-se que o
bagaco ¢ um material mais susceptivel ao pré-tratamento pois apresentou concentracao de
acucares superiores em seu hidrolisado, especialmente xilose. Este fato é corroborado mais
uma vez, quando nas misturas a concentracio de xilose € maior nos hidrolisados em que a
propor¢do de bagaco é maior.

Também foi possivel notar que os hidrolisados de palha possuem concentragdes
superiores de lignina soldvel e os hidrolisados de bagago apresentam valores superiores de
fenolicos totais. Para todas as misturas testadas, os valores encontrados foram
intermedidrios. Quando hd o aumento do teor de palha nas misturas, hd o aumento da
concentragdo de lignina solivel no hidrolisado. O mesmo acontece com 0s compostos
fendlicos quando hé o aumento do teor de bagaco nas misturas.

Como previamente mencionado, a lignina € uma macromolécula aromética formada
pelos precursores de fenilpropandides e os compostos fendlicos sdo derivados da
degradacdo da lignina durante a etapa de pré-tratamento. E sabido que fendlicos, HMF e
furfural sdo prejudiciais no momento da fermentagao.

Aparentemente, a mistura de biomassa (palha e bagaco) possue certo efeito
sinergistico, que poderd ser evidenciado nos proximos resultados.

A Tabela 42 mostra a composi¢ao quimica de palha, de bagaco e das misturas antes
do pré-tratamento, e a Tabela 43 informa a composi¢do quimica da palha, do bagaco e das
misturas apds a etapa de pré-tratamento. Analisando a composi¢do quimica da palha e do
bagaco sem pré-tratamento (Tabela 42), observa-se que o bagaco possuir um maior teor de
celulose que a palha. J4 a palha possui maiores valores de extrativos e lignina. Os niveis de
hemicelulose encontrados para ambas biomassas sdo semelhantes. Com relagc@o as misturas
avaliadas, os valores de celulose encontrados sdo intermedidrios e, quanto maior o teor de
bagaco na mistura, maior € a porcentagem de celulose. O mesmo é valido para os outros

componentes (hemicelulose, lignina, extrativos).



Tabela 42: Composi¢@o quimica das biomassas sem pré-tratamento.

Lig. Insoliavel  Lig. Solavel Cinzas
Celulose (%)  Hemicelulose (%) Extrativos (%) Total (%)
(%) (%) (%)

100% Bag. 42,35+0,24 28,19+0,20 20,46+0,19 2,9240,12 3,56 3,09 100,57
100% Palha 37,8240,11 27,82+0,23 21,38+0,22 5,65+0,27 3,45 4,67 100,79
90%P/10%B 38,85+0,15 28,24+0,21 22,98+0,21 3,2240,14 4,58 4,28 102,15
50%P/50%B 40,46+0,22 27,77+0,48 22,60+0,20 3,05+0,22 4,10 4,56 102,54
90%B/10%P 41,59+40,14 27,60£0,15 22,87+0,15 3,19+0,17 4,02 4,14 103,41

Fonte: Arquivo Pessoal.
Tabela 43: Composi¢@o quimica das biomassas apds pré-tratamento.
Lig. Insolivel Lig. Solivel Cinzas Extrativos
Celulose (%) Hemicelulose (%) Total (%)
(%) (%) (%) (%)
100% Palha 47,06+0,13 6,78+0,18 28,72+0,62 3,33+0,10 7,02 _ 92,91
100% Bag. 50,12+0,20 7,00£0,20 28,04+0,69 3,27+0,12 6,45 _ 94,88

90%P/10%B 52,15+0,58 6,98+0,40 24,94+0,83 3,19+0,31 7,95 _ 95,21

50%P/50%B 58,45+0,33 3,86+0,35 23,8240,15 3,34+0,20 7,05 _ 96,52

90%B/10% P 55,64+0,82 1,08+0,26 24,77+0,28 3,40+0,11 7,17 92,06

Fonte: Arquivo Pessoal.

691
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Para as amostras pré-tratadas (Tabela 43), observou-se que o pré-tratamento foi
efetivo, pois houve significativa solubilizacdo de hemicelulose e completa remoc¢do dos
grupos acetil (dcido acético). Com relacdo ao teor de lignina total, ndo houve alteracao
significante, uma  vez que a lignina  pode sofrer  reagdes de
despolimerizacdo/repolimerizacdo e condensagdo, limitando a sua remocdo (KUMAR,
2009).

Para palha e bagaco tratados separadamente, notou-se que a palha possui menor
teor de celulose quando comparado ao bagaco. Para todas as misturas estudadas neste
trabalho, o teor de celulose encontrado foi maior do que teor encontrado apenas par palha e
bagaco separadamente. As misturas com maiores proporcoes de bagaco apresentaram
teores altos de celulose, sendo que a proporcao 50% palha / 50% bagago foi o maior valor
encontrado para celulose (58,45%).

Com o intuito de obter uma melhor visualizacio do efeito do pré-tratamento, a
Tabela 44 informa a solubilizacdo por componente (corrigidos pelo rendimento de cada

reacao):

Tabela 44: Solubilizagdo por componentes e rendimentos de cada reacao.

Amostras Ren((ltiyl;;ento Celulose (%) Hemicelulose (%) Li(g(lyz i)n a
100% palha 60,28 33,98 87,08 37,12
100% bagaco 62,74 39,62 87,33 31,68
90% P/10 % B 56,48 32,61 87,56 46,10
50% P/50% B 58,12 25,30 92,81 45,25
10% P/90% B 58,94 28,59 97,91 42,30

Fonte: Arquivo Pessoal.

Verifica-se que em todas as misturas avaliadas, houve baixa solubilizacdo de
celulose e alta solubilizacdo de lignina e hemicelulose, quando comparados com palha e
bagaco tratados separadamente. Desta forma, fica mais evidente o efeito sinergistico entre
as biomassas, uma vez que a celulose € preservada e os outros componentes sofrem
maiores solubilizacdes. Além disso, fica evidente que o bagaco sofre mais com o pré-
tratamento, porém ao adicionar a palha, ocorre a preservacdo da celulose, pois ha a
diminui¢do dos valores de solubilizagdo quando comparado as biomassas tratadas

1soladamente.



171

5.3.2 Conversao Enzimatica e Recuperacao total de aclcares para as misturas de

biomassa

Apés o pré-tratamento, todas as 5 amostras foram submetidas a hidrélise
enzimatica, utilizando as mesmas condicdes descritas anteriormente (Figura 52). Houve
diferencas de digestibilidade entre palha, bagaco e as misturas. Dentre todas as amostras, o
méximo de conversdo de celulose foi apds 72 horas, chegando a alcancar valores entre 67 e

71%.

Figura 52: Conversdo enzimitica para a palha, bagaco e todas as misturas apds pré-tratamento.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

E possivel observar que ndo hé diferenca significativa nos valores de conversdo
enzimdtica entre as amostras estudadas. As amostras, praticamente, apresentaram 0 mesmo
comportamento, sofrendo pequenas variagdes nos intervalos de tempos avaliados.
Entretanto, percebeu-se que todas as misturas apresentaram melhores valores de conversao
de celulose em glicose, quando comparado com a biomassa tratada separadamente. A
mistura 50% palha / 50% bagaco apresentou o melhor valor de conversao (71%).

Os teores de lignina e hemicelulose podem estar relacionados aos melhores
resultados de digestibilidade para todas as misturas avaliadas, visto que estas amostras

foram as que apresentaram baixos teores desses componentes. Porém, é importante analisar
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outros parametros que influenciam a hidrélise do material, como o tamanho de particula e
cristalinidade da celulose.
De posse destes dados, € possivel determinar a recuperacgao total de agticares antes e

apos a hidrdlise enzimética, como ilustra a Figura 53 a seguir.

Figura 53: Recuperacio total de agicar antes e apds a etapa de conversdo enzimadtica.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Dentre todas as condi¢des analisadas, as amostras 90% bagaco / 10% palha e 50%
bagaco / 50% palha foram as que obtiveram os maiores valores de recuperacdo de acucares
antes da etapa de hidrolise enzimatica. Todas as misturas apresentaram valores de
recuperagao superiores quando comparados com as biomassas tratadas isoladamente. Nao
obstante, dentre todas as misturas estudadas, as amostras que apresentaram baixa
recupera¢do de agucares foram aquelas com maior propor¢ao de palha.

Apds a etapa de conversdo enzimdtica, verificou-se que a recuperacdo total de
acucares, para todas as misturas de biomassa, obteve valores superiores com relagdo a
palha e bagaco tratados separadamente, e que a mistura 50% bagaco / 50% palha foi a que
apresentou melhores nimeros de recuperacdo de glicose e xilose, principalmente. Porém,
ainda assim, a recuperagdo de agticar pos hidrolise enzimatica ainda € baixa devida a baixa
digestibilidade da fracdo so6lida. Faz-se necessario estudar outras condi¢des de tratamento e
também outras propor¢des para a mistura de biomassa.

Ficou evidente o efeito sinergistico existente entre palha e bagaco e, portanto, as

misturas de biomassa podem ser uma alternativa eficaz para o desenvolvimento e melhoria
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na produgdo de etanol celuldsico, uma vez que € possivel aumentar consideravelmente a

recuperagdo de acucares fermentesciveis.

5.3.3 Analise Fisica

5.3.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura das misturas de biomassa

As figuras 54 e 55 a seguir, tratam-se das micrografias da palha e do bagaco pré-
tratados separadamente na condicdo otimizada (190°C, 5 min, 3%SO,) e de todas as
misturas avaliadas neste trabalho, respectivamente. Percebe-se que a palha apresenta uma

estrutura mais fibrosa, enquanto o bagaco apresenta fibras e certas aglomeracoes.

Figura 54: Microscopias da palha e do bagaco pre-tradado (aumento de 200x).
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Figura 55: Microscopias das misturas de biomassas pré-tratadas (aumento de 200x).
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Para as microscopias da Figura 54, nota-se que palha e bagaco realmente se
encontram bem misturadas. Na mistura em que hd 90% de palha, percebe-se que hd uma
maior quantidade de fibras que sofreram a acdo do pré-tratamento, porém ainda sim
possuem certo grau de organizagdo, semelhante a amostra de 100% palha. Na amostra em
ha 90% de bagaco, a aparéncia € de fibras aglomeradas, semelhante a amostra de 100%
bagaco, apenas com poucas fibras, “supostamente”, de palha. E a amostra em que hd 50%
de cada biomassa aparenta um equilibrio entre fibras e formas aglomeradas. Estas
micrografias também evidenciam que o bagaco € mais suscetivel ao pré-tratamento, o que
explicaria os maiores valores de solubilizagdo de hemicelulose e conversdo enzimatica nas
amostras com maiores propor¢des de bagaco. No entanto, ainda seria preciso analisar

melhor as imagens (com técnicas adequadas) e estudar mais a fundo os efeitos que a
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combinacdo de biomassas pode trazer para a producdo de etanol 2G. H4 o sinergismo entre
estas biomassas, uma vez que todas as combinagdes/misturas avaliadas apresentaram
valores de recuperacdo de agucares superiores ao da biomassa sozinha. Nao se pode
afirmar que este sinergismo acontece para todas as biomassas, porém, para a palha e o
bagaco, os resultados iniciais foram favordveis e este pode ser o caminho para melhorar a

producado futura do etanol celuldsico.
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6. CONCLUSAO

Constatou-se que € possivel converter os subprodutos sucroalcooleiros (bagaco e
palha de cana) em actcares fermentédveis, podendo ser aproveitados para elevar a produgdo
de etanol sem a necessidade de aumentar a area cultivavel do setor. Entretanto, os dados
obtidos mostraram que ainda € necessario aperfeicoar as etapas da conversao da biomassa
a fim de reduzir ao maximo as perdas de celulose presente nos materiais lignocelulésicos
estudados.

Das trés técnicas de pré-tratamento avaliadas (explosdo a vapor catalisada por SO,,
hidrotérmico e ultrassom), somente os métodos baseados em vapor/calor foram eficientes
na desagregacdo dos constituintes dos subprodutos sucroalcooleiros. Esses métodos foram
capazes de remover grande parte da hemicelulose e uma parte da lignina, elevando a
digestibilidade da celulose pelas enzimas celuloliticas. O método de pré-tratamento com
ultrassom provocou o aumento da recalcitrancia dos materiais lignoceluldsicos tanto para o
agente deslignificante (soda cdustica) como para as celulases, sendo, portanto, um método
nao indicado, dentro da faixa das condi¢Oes avaliadas, para um processo de conversao dos
subprodutos sucroalcooleiros em acucares fermentdveis. Ficaria como sugestdo para
trabalhos futuros avaliar outras condi¢des para efetuar este tipo de pré-tratamento, com
andlises mais elaboradas (como andlise de imagem) a fim de obter resultados mais
promissores com a técnica.

A severidade do pré-tratamento é um importante fator a ser avaliado, assim como a
o grau de cristalinidade da celulose apds o pré-tratamento e deslignificacdo. Este dltimo é
um fator de extrema relevancia para a escolha de um pré-tratamento e deslignificacdo que
preferencialmente diminua consideravelmente a cristalinidade deixando assim a celulose
mais susceptivel a etapa seguinte de hidrolise enzimdtica. Em todas as condigdes
(hidrotérmico e ultrassom), houve uma diminuicao da cristalinidade da celulose, uma vez
que grande parte da fragdo amorfa foi removida.

A etapa de deslignificagdo com soda cdustica foi essencial para elevar a
digestibilidade do bagaco pré-tratado pelo método hidrotérmico e por ultrassom. Para os
materiais lignoceluldsicos pré-tratados com ultrassom, principalmente, essa etapa foi

fundamental para aumentar a conversao de celulose.
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As andlises por microscopia eletronica de varredura (MEV) foram importantes para
averiguacdo do aconteceu com o material antes e apds as etapas de pré-tratamento e
deslignificacdo. Foi possivel confirmar algumas hip6teses por meio das imagens, como no
caso das amostras pré-tratadas por ultrassom, em que foi possivel visualizar apenas as
mudangas superficiais das fibras, diferentemente do que ocorre com as amostras
submetidas ao tratamento hidrotérmico ou por explosdo a vapor, em que ocorre a nitida
desconstrugao da estrutura lignoceluldsica, principalmente apds a deslignificacdo alcalina.

Para o tratamento hidrotérmico, a melhor condi¢do foi R6 (170°C, 10 min),
apresentando conversdo global de celulose em glicose de 65% (considerando todas as
perdas das etapas de pré-tratamento e deslignificacdo). Para o ultrassom, os melhores
resultados obtidos foram paras as polpas previamente pré-tratadas em meio aquoso. Ainda
ha a necessidade de se estudar melhor o efeito de cada técnica de tratamento na palha de

cana.

- Para as misturas de biomassa:

O tratamento por explosdao a vapor € um dos mais efetivos métodos de pré-
tratamentos do material lignocelulésico. A adi¢do de SO, como um catalisador acido
aumenta a efici€éncia do pré-tratamento, pois provoca a diminui¢ao do tempo de residéncia
e o0 uso de menores temperaturas. Nesse estudo, palha e bagaco de cana foram pré-tratados
pelo método citado acima, utilizado trés diferentes condi¢cdes (para cada biomassa). A
temperatura variou de 190 a 200°C, e o tempo de residéncia foi fixado em 5 minutos. Apds
encontrar a condi¢do 6tima para cada biomassa (190°C, 5 min, 3% SO,), a segunda parte
deste trabalho foi realizada com o objetivo de testar 3 diferentes propor¢des de misturas de
palha e bagaco e observar e o efeito sinergistico entre as biomassas, além de verificar a

recuperacao total de agucares ao final do processo.
Baseado nos resultados encontrados, € possivel concluir que:

v O pré-tratamento por explosdo a vapor catalisado por SO, pode
simultaneamente processar matéria-prima mista (neste caso, mistura de
palha e bagaco). Este € um fato muito importante, visto que sdo fontes
celulésicas altamente abundantes, presentes em quantidades diferentes em
distintas épocas do ano e mistura-las pode melhorar a producdo global de

etanol;
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Misturar palha e bagaco de cana afeta positivamente o processo de
bioconversdao. Todas as misturas apresentaram resultados de recuperacio de
acucares superiores quando comparados com as biomassas tratadas
isoladamente, sendo que a melhor propor¢do, ou seja, a que apresentou 0s
mehores valores de recuperacdo de acticares, foi a amostra 50% Palha / 50%
Bagaco;

H4 potencial para o uso das misturas destas biomassas para a producao nao
s de etanol celuldsico, mas também para produgdo de outros quimicos e
bioprodutos dentro do conceito de biorrefinaria;

Este trabalho pode mudar o pensamento negativo sobre o impacto que a
heterogeneidade dessas biomassas pode causar durante o bioprocessamento;
Em geral, hd um efeito sinergistico entre palha e bagaco. Mesmo sendo dois
matérias de caracteristicas heterogéneas, as misturas se mostram mais
eficientes. Este efeito deve ser estudado cuidadosamente para que haja o
entendimento de como o processo funciona e como pode melhorar mais a
producdo de bioetanol e outros produtos derivados da biorrefinaria. O MEV
das amostras deu pistas para o entendimento do sinergismo, porém sao
apenas especulacdes. Serd necessdrio avaliar novas proporc¢des e utilizar

técnicas diferencias de analise.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, poderiam ser avaliados/feitos:

Condicdes diferentes de pré-tratamento por ultrassom, onde se possa variar a
poténcia do equipamento;

Andlise de imagem para investigar melhor o efeito dos pré-tratamentos na fibra
lignocelulésica;

Trabalhar com modelagem e simulacao;

Andlise do ciclo de vida e andlise econdmica do processo;

Avaliar a fermentabilidade dos hidrolisados ricos em glicose;

Estudar novas propor¢des de misturas de palha e bagaco e também fazer o teste

com outros pré—tratamentos.
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