UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ZOOTECNIA E ENGENHARIA DE ALIMENTOS

JULIO DELPHINO SALLES

Pré-tratamento Organosolve de palha de soja visando a producéo de etanol de segunda

geracao

‘ .
Pirassununga
2022



JULIO DELPHINO SALLES

Pré-tratamento Organosolve de palha de soja visando a producéo de etanol de segunda
geracao

(Versao corrigida)

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Zootecnia
e Engenharia de Alimentos da Universidade de
Sdo Paulo, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Engenharia e
Ciéncias dos Materiais.

Area de Concentracdo: Desenvolvimento,
caracterizacdo e aplicacdo de materiais voltados a
agroindustria.

Orientador: Prof. Dr. Fernando Gustavo Tonin

‘ .
Pirassununga
2022



Ficha catalografica elaborada pelo
Servi¢o de Biblioteca e Informacgéo, FZEA/USP,com
os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Delphino Salles, Julio

D168e Pré-tratamento organosolve da palha de soja
visando a producdo de etanol de segunda geragéo
/ Julio Delphino Salles ; orientador Prof. Dr.

FernandoGustavo Tonin. -- Pirassununga, 2022.

108 f.

Dissertacdo (Mestrado - Programa de Pds-Graduacéo
em Engenharia e Ciéncia de Materiais) -- Faculdade

de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de S&o Paulo.

1. Pré-tratamento Organosolve. 2. Palha de soja.
3. Biorrefinaria. 4. Etanol 2G. 5. Celulose. I.
Gustavo Tonin, Prof. Dr. Fernando, orient. II.
Titulo.

Permitida a cdpia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte - o autor




Dedico esse trabalho a minha familia, que sempre
me apoiou e esteve a0 meu lado nas minhas
maiores dificuldades e também ao meu orientador
e professor, Dr. Fernando Gustavo Tonin, que me

capacitou e tornou possivel gerar esse trabalho.



AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais que me deram forcas, conselhos e estrutura para enfrentar as diversidades
da vida e a Deus por estar sempre comigo nessa caminhada.

A minha esposa e filha que estdo ao meu lado, me motivando a buscar meus objetivos.

Ao meu orientador, professor Dr. Fernando Gustavo Tonin, gque me passou
conhecimento, me auxiliou nas manipulacdes experimentais e possibilitou o término deste
trabalho diante das limitagdes da pandemia que se passaram no momento do desenvolvimento
deste trabalho.

A técnica do Laboratério de Biocombustiveis e Quimica Aplicada da Faculdade de
Engenharia de Alimentos e Zootecnia (FZEA), Dra. Josiane Goncalves Borges, que me auxiliou
nos experimentos no laboratério.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, pelo
auxilio financeiro.

Agradeco de forma geral a todos que estiveram comigo para o desenvolvimento e
término deste trabalho.



RESUMO

SALLES, J. D. Pré-tratamento organosolve de palha de soja visando a producéo de etanol
de segunda geracdo. 2022. 107 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e

Engenharia de Alimentos, Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga, 2022.

Os biocombustiveis constituem alternativa promissora aos combustiveis fosseis quando se tem
como objetivo o desenvolvimento sustentavel e a independéncia com relacdo as fontes finitas
de petrdleo, colocando o desenvolvimento e viabilizacdo comercial do etanol de segunda
geracdo (2G) em local de destaque. Para tal, se faz necessario a busca por matérias-primas
alternativas de baixo custo e abundantes, além de processos otimizados, onde todos o0s
componentes da biomassa possam ser aproveitados, dentro do conceito moderno de
biorrefinaria. Para obtencdo do etanol 2G, é necessario a execu¢do de uma etapa de pré-
tratamento da biomassa, cujo objetivo € romper a alta recalcitrancia dos materiais
lignocelulésicos e expor os polissacarideos a uma etapa posterior de hidrélise. Os materiais
lignocelulésicos possuem diferentes composigdes e estruturas, o que implica na necessidade de
otimizacdo de condigdes de pré-tratamento para cada fonte de matéria-prima e processo. Dentro
deste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar condi¢Ges operacionais do pré-tratamento
Organosolve (utilizando etanol) aplicado a palha de soja, visando a maxima sacarificacdo da
biomassa pré-tratada apos hidrolise enzimatica, além de caracterizar preliminarmente a lignina
recuperada a partir dos licores de pré-tratamento obtidos nas melhores condi¢fes encontradas.
Inicialmente, estudou-se por metodologia de superficie de resposta as principais variaveis
ligadas ao processo de pré-tratamento Organosolve: temperatura, tempo de reacdo e
porcentagem de etanol. A partir dos resultados obtidos, otimizou-se sequencialmente a
porcentagem de etanol, e posteriormente a concentragao de um catalisador alcalino (NaOH). A
influéncia da adicdo de &cido borico (HsBO3), reconhecido agente complexante de substancias
fenodlicas, ao meio Organosolve alcalino também foi estudado, vislumbrando possiveis efeitos
na estrutura da lignina recuperada dos licores de pré-tratamento. Nas trés melhores condi¢fes
encontradas, o meio teve composic¢ao (m/v) de 3,20% de NaOH (auséncia de H3BO3), 4,5% de
NaOH com 1,0% de &cido borico e 4,5% de NaOH com 2,0% de &cido bdrico, sendo que em
todas as condicdes, a porcentagem de etanol foi de 20% (v/v), temperatura de 170°C e tempo

de pré-tratamento de 50 minutos. Nas trés condigbes a recuperacdo de glicose foi de



aproximadamente 73% (m/m) com relacdo as glicanas presentes na biomassa bruta, o que
demonstra a alta eficiéncia dos processos. As ligninas recuperadas nos processos apresentaram
diferengas marcantes: na auséncia de HsBOs a massa molar numérica média foi de 2318 g/mol
e a polidispersidade de 4,43, enquanto que na condic¢ao onde se tem 1,0% de H3BOs3 presente a
massa molar numérica média foi de 1826 g/mol e a polidispersidade de 3,17. No pré-tratamento
onde se tem 2,0% de H3BO3 obteve-se um resultado intermediario, com a lignina apresentando
massa molar numérica média foi de 2188 g/mol e polidispersidade de 3,67. A hipdtese proposta
é que o H3BO3z forma complexos com os fragmentos de lignina solubilizados durante o
processo, impedindo sua repolimerizacdo e nova deposicéo na biomassa sélida. Os resultados
sugerem ainda que na condig@o onde se tem H3BOz presente, a deslignificacdo e remocéo de
hemicelulose é mais acentuada, restando mais hemicelulose e lignina na biomassa pré-tratada
somente com NaOH, o que justifica recuperacfes de glicose similares em todas as condicdes.
Anélises morfoldgicas e estruturais comparativas realizadas pelas técnicas de MEV, FTIR,
DRX e TG/DTG déo suporte as hipdteses acima formuladas.

Palavras-chave: Deslignificacdo. Lignocelulose. Biocombustiveis. Lignina. Biorrefinaria.
Organosolve. Palha de soja.



ABSTRACT

SALLES, J. D. Organosolve pretreatment of soybean straw aiming at the production of
second generation ethanol. 2022. 107 p. Dissertation (Master) — Faculdade de Zootecnia e

Engenharia de Alimentos, Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga, 2022.

Biofuels are a promising alternative to fossil fuels when the objective is sustainable
development and independence from finite oil sources, placing the development and
commercial viability of second generation ethanol (2G) in a prominent position. To this end, it
IS necessary to search for low-cost and abundant alternative raw materials, in addition to
optimized processes, where all the components of the biomass can be used within the modern
concept of biorefinery. To obtain 2G ethanol, it is necessary to perform a biomass pretreatment
step, whose objective is to break the high recalcitrance of the lignocellulosic materials and
expose the polysaccharides to a subsequent hydrolysis step. Lignocellulosic materials have
different compositions and structures, which implies the need to optimize the pretreatment
conditions for each source of raw material and process. In this context, the objective of this
work was to study the operational conditions of Organosolv pretreatment (using ethanol)
applied to soybean straw, with the aim of achieving maximum saccharification of the pretreated
biomass after enzymatic hydrolysis, in addition to preliminarily characterization of the lignin
recovered from pretreatment liqueurs obtained under the best conditions. Initially, the main
variables related to the Organosolv process were studied using response surface methodology:
temperature, time, and percentage of ethanol. From the results obtained, the percentage of
ethanol and the concentration of an alkaline catalyst (NaOH) were sequentially optimized. The
influence of the addition of boric acid (H3BOz), a recognized complexing agent of phenolic
substances, to the alkaline Organosolv medium was also studied, assuming possible effects on
the structure of the lignin recovered from the pretreatment liquors. In the three best conditions
found, the medium had a composition (w/v) of 3.20% NaOH (absence of HsBO3), 4.5% NaOH
with 1.0% boric acid and 4.5% NaOH with 2.0% boric acid, and under all conditions the
percentage of ethanol was 20% (v/v), temperature 170 ° C and pretreatment time of 50 minutes.
In all three conditions, glucose recovery was approximately 73% (w/w) in relation to the
glycans present in the raw biomass, demonstrating the high efficiency of the processes. The

recovered lignins in the processes showed marked differences: In the absence of H3BOs, the



number average molecular weight was 2318 g/mol and the polydispersity was 4.43, while in
the condition where 1.0% HsBOs was present, the number average molecular weight was
1826 g/mol and the polydispersity was 3.17. In the pretreatment where there was 2.0% H3BOs,
an intermediate result was obtained, with lignin presenting a number average molecular weight
of 2188 g/mol and a polydispersity of 3.67. The proposed hypothesis is that H3BOs forms
complexes with solubilized lignin fragments during the process, preventing its repolymerization
and new deposition in solid biomass. The results also suggest that in the condition where HzBO3
is present, the delignification and removal of hemicellulose is more pronounced, leaving more
hemicellulose and lignin in the pretreated biomass in the absence of HzBOs, which justifies
similar glucose recoveries under both conditions. Comparative morphological and structural
analyzes performed using SEM, FTIR, XRD, and TG/DTG techniques support the hypotheses

formulated above.

Keywords: Delignification. Lignocellulose. Biofuels. Lignin. Biorefinery. Organosolv.
Soybean straw.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Tipos de biocombustiveis € suas fONtES...........cccevveiiiiiiicie e 19
Figura 2 - Estrutura da biomassa lignoCelulOsiCa............ccocvveiiiii i 22
Figura 3 — EStrutura da CeIUIOSE .........cveiiiieiiece et 24
Figura 4 - Intera¢des intermoleculares do material CElUIOSICO .........coviririiiiiniiiicee 25
Figura 5 - Representacdo estrutural da hemicelulose ... 26
Figura 6 - Principais monoligndis precursores da estrutura da lignina ...........cc.cceeevvereniene 27
Figura 7- Possiveis produtos gerados a partir de uma biorrefinaria de segunda geracao......... 30
Figura 8 — Fluxograma resumido de uma biorrefinaria de biomassa lignocelulésica.............. 31
Figura 9 - Pré-tratamento em materiais lignocelulOSICOS ...........cccevveiiiiciieieec e 32
Figura 10 - Mecanismos de clivagem das ligaces (0-O-4) .......ccccvveveiieiieieiie e 40
Figura 11 - Proposta de mecanismos de clivagem das ligagdes (0-O-4) catalisada por base ..41
Figura 12 - Proposta de clivagem das ligagdes (B-O-4) catalisada por 4cido ..........ccccevvrennns 41
Figura 13 - Proposta de clivagem de liga¢Ges (B-O-4) catalisada por acido com liberagao de
L0110 =TT o TS 42
Figura 14 - Proposta de clivagem de ligagdes (-O-4) por catalise basica ...........ccccevvrirnnnnns 42
Figura 15 - Etapas iniciais deste trabalno ... 46
Figura 16 — Estudo das condicdes do pré-tratamento organosolVe ............ccccceevevvevieiiiccnenne 46
Figura 17 — Caracterizacdo da biomassa pré-tratada e da lignina recuperada a partir do licor de
PIE-TrALAMENTO. ... eeteeeie ettt et e e e s te et e e seesbeeteeneeste e beeneesreesteannesreeneens 47
Figura 18 - Fluxograma da caracterizacdo da palha de soja segundo a NREL ........................ 48
Figura 19 - Andlises gréficas do planejamento de superficie de resposta - (continua) ............ 65
Figura 20 - Gréafico de contorno obtido para o rendimento em glicose — (a) tempo fixo em 50
minutos; (b) temperatura fiXxa em L170°C. ....ccoiiiiiiiieeee e 66
Figura 21 - Espectro de FTIR da biomassa bruta (sem pré-tratamento) ..........c.cccceevverevrienns 77
Figura 22 - Espectros de FTIR das biomassas bruta e pré-tratada com de NaOH ................... 78

Figura 23 - Espectros de FTIR das biomassas bruta e pré-tratadas com NaOH e HzBOs........ 79
Figura 24 - Espectros de FTIR das biomassas bruta e pré-tratadas com NaOH e NaOH/H3BO3

.................................................................................................................................................. 80
Figura 25 - Micrografia da biomassa sem pré-tratamento............cocooeerereenieneneese e 84
Figura 26 - Micrografia da biomassa pré-tratada com 3,20% de NaOH ..........c.ccccecvierernnennn. 85

Figura 27 - Micrografia da biomassa pré-tratada com 4,5% de NaOH e 1,0% de H3BOs....... 85
Figura 28 - Micrografia da biomassa pré-tratada com 4,5% de NaOH e 2,0% de H3BOs....... 86
Figura 29 — Espectros de FTIR de ligninas brutas precipitadas a partir dos licores de pré-

LU L 100 1<] 0 (0 T TSRO TR UPT PR UPTO 90
Figura 30 —Cromatogramas de exclusdo por tamanho de ligninas obtidas a partir dos licores
0E PrE-trAtAMENTO ...c.eivicceiccie ettt et e e e s be e ae e e e s beebeeneesreereenee e 91



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Matriz de experimentos utilizada nos estudos preliminares segundo metodologia de

SUPEITICIE U8 FESPOSTA. .. .e.vieeeeeieiieesie ettt sttt et e e e et e e re e s beebeaneesreenneenee e 52
Tabela 2 — Pré-tratamentos com variacGes da concentracdo de etanol em condicdes de
temperatura € tEMPO TIXOS ....ovoiviiiiiiiee et 54
Tabela 3 - Pré-tratamentos com vériacdes da concentracdo de base (NaOH)...........ccccceveneene. 55
Tabela 4 - Preé-tratamentos com vériages da concentragdo de base (NaOH) e acido (H3sBOs3)
.................................................................................................................................................. 56
Tabela 5 - Composi¢do quimica da palha de soja com base na biomassa seca........................ 60
Tabela 6 - Caracterizacdo de biomassa estudadas para a producéo de etanol 2G.................... 61

Tabela 7 — Resultados de rendimento obtidos no planejamento de superficie de resposta......62
Tabela 8 — Resumo dos melhores valores de rendimento e recuperacdo de glicose apos pré-
tratamento e hidrolise enzimética obtidos no presente trabalho.............cocevviiiiiieiciceen, 72
Tabela 9 - indice de cristalinidade das amostras pré-tratadas € bruta..............ccccceevevueveevennne. 88
Tabela 10 - Valores de massas molares e polidispersidade das ligninas obtidas a partir dos
[iCOres de Pré-tratamento .........ccoiueieiiiieee e et 92



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Concentracéo de celulose, hemicelulose e lignina em diferentes biomassas

o g ToTot=] [U] 01 [0 LSS USTRSSSSN 22
Quadro 2 - Participacdo de monolignois ha composicao de ligninas de diferentes tipos
(V=T 11 e L ST TSSO TP TP UR TP PRPROR 27
Quadro 3 — Tipos de Lignina em fungdo do processo de obtengao..........ccccvevveeereeneninseenee 28
Quadro 4 - Tipos de Pré-tratameNtoS...........coeiirieirireieiere e 33
Quadro 5 - Processo organosolve em diferentes tipos de biomassa e em diferentes condic¢des
.................................................................................................................................................. 35
Quadro 6 - Comparacdo da caracterizacao da palha de SOja ..........ccccevvvevevieivcce i 60
Quadro 7 — Resultados estatisticos obtidos para os coeficientes do modelo de superficie de
FESPOSTA AJUSTATO .....vevieeieiee ettt et et e et e st e et e e se e s te e e e neenreenreeneenreere s 63
Quadro 8 - Resultados obtidos para a estimativa dos coeficientes de regressdo para 0 modelo
dE SUPEITICIE 0B FESPOSLA. ... .euetieieeiieie ettt bttt ettt 63

Quadro 9 - Resultados obtidos e analise estatistica do efeito da porcentagem de etanol no
rendimento de glicose — letras iguais no teste de Tukey significam resultados estatisticamente
iguais ao nivel de 95% de CONFIANGA .......ccveviirieiie e 68
Quadro 10 - Resultados obtidos e analise estatistica do efeito da adicdo de NaOH ao meio
Organosolve — letras iguais no teste de Tukey significam resultados estatisticamente iguais ao
Nivel de 95% de CONFIANGA..........ciiiie i re e 69
Quadro 11 — Resultados obtidos e analise estatistica do efeito da adicdo de acido borico ao
meio Organosolve alcalino — letras iguais no teste de Tukey significam resultados

estatisticamente iguais ao nivel de 95% de confianCa..........cccooeierriiiiieisii e 71
Quadro 12 — Valores de recuperacédo de glicose contida na palha de soja apds pré-tratamento e
hidrélise enzimatica descritos Na [ITEratura ..........cccvcveeeieieiercce e 73
Quadro 13 — Atribuicdo de bandas de absorcdo em espectros de FTIR de biomassa

o gToTt=] [V] 0] [ox TSP USPSUUSON 75

Quadro 14 — Atribuicdo de bandas de absorcdo em espectros de FTIR de lignina.................. 89



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 — Série historica de producdo de soja no Brasil (mil toneladas) ..........ccccccevvrvennne. 44
Gréfico 2 - Valores de rendimento obtidos em funcao da variacdo da concentracdo de etanol —
intervalos de confianca a0 NIVEl A& 95%0 ......ccuviveiiiii e 68
Gréfico 3 - Valores de rendimentos obtidos em fungédo da porcentagem de NaOH — intervalo
de confianca a0 NIVEL 08 950 .......ccuiiiiiie et enee e 70
Gréfico 4 - Valores de rendimentos de glicose em funcdo da concentracdo de NaOH e H3BO3
- intervalos de confianga a0 NIVEL de 95%0........ccoiiiiiiiiie s 71
Grafico 5 - Termograma obtido para a palha de soja bruta...........ccoceovveieininencincceec 81
Gréfico 6 - Analise termogravimétrica derivada da amostra ndo tratada.............cccccceevrvrnnnne. 82
Gréfico 7 - Comparacdo dos perfis de DTG entre amostras tratadas e ndo tratada................. 83

Gréfico 8 - Difratogramas de Raios X caracteristicos das amostras bruta e pré-tratadas ........ 87


file:///C:/Users/Usuario/Documents/Julio/Dissertação/Finais_biblioteca/Final_4b_Tonin.docx%23_Toc118615654

LISTA DE SIGLAS

BTU — Unidade térmica britanica

1G — Primeira Geracao

2G — Segunda Geracao

3G - Terceira Geragéo

4G — Quarta Geragdo

MEV - Microscopia eletronica de varredura

DRX — Difragéo de raios X

FTIR — Espectroscopia na regido do infravermelho
TG/DTG - Termogravimetria

C6 — monossacarideo contendo 6 carbonos

C5 - monossacarideo contendo 5 carbonos



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt 16
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....oovieieeeeeeceets et eees s teses s enes s asnessneanens 18
2.1 BIOCOMBUSTIVEIS ...ttt sttt 18
2.2 BIOMASSA ..ottt Rttt aen et r et r et ne s 21
2.2.1 Biomassa lIgNOCEIUIOSICA ..........ccveiuieieiieie et 21
2.3 BIORREFINARIA ..ottt 29
2.3. 1 Pre-TratameNTO .....ccveeuieieie ittt sttt bbbttt b reenes 31
2.4 SOJA bbb bbbttt 43
3 OBUIETIVOS ...ttt bbbt bbbttt b e 45
3.1 OBJETIVO GERAL ..ottt et 45
3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS........coiieieieteieeeteeeeeeese et 45
4 MATERIAIS E METODOS ..ottt 46
4.1 OBTENCAO E PREPARO DA PALHA DE SOJA .....coooviiieieeceeeeeve e 47
4.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DA PALHA DE SOJA.......ccoovieeeeeeereeeee e 47
4.2.1 UMidade € eXEratiVEIS. .......eiveieeieieese ettt 48
4.2.2 Determinacdo da lignina soltvel, lignina insollvel, glicanas, xilanas e cinzas.............. 49
4.3 AVALIACAO DOS PRINCIAIS PARAMETROS RELACIONADOS AO PRE-

TRATAMENTO ORGANOSOLVE — ESTUDOS PRELIMINARES .........cccooooiiniiniines 51
4.3.1 Procedimento de execucao do Pré-tratamento ..........ccooeerereererereie e 53
4.3.2 Procedimento de conducdo da hidrolise enzimatica ............ccccvevevevverieierese e 53
4.3.3 Determinagdo da concentragdo de gHCOSE .......cviveierierieieieriere s 54
4.4 ESTUDO DA INFLUENCIA DA PORCENTAGEM DE ETANOL .....c.coovvvvvvrireae. 54
4.5 ESTUDO DA INFLUENCIA DE CATALISADOR/ADITIVO......ccooovvieiriresiernines 55
4.5.1 Porcentagem de hidroXido de SOTI0 .......ccoiiiiiiiiiiice s 55
4.5.2 Porcentagem de ACIAO DOTICO ........ooviiiiiiiiiieiiiee s 55
46 OBTENCAO DE LIGNINA BRUTA A PARTIR DE LICORES ORGANOSOLVE ..56
4.7 CARACTERIZACAO ESTRUTURAI E MORFOLOGICA.......cocovieeiiesinesern, 57
4.7.1 Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).......cccccoviiiiiiiiiniee e 57
4.7.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ..ot 57
4.7.3 Termogravimetria (TG/DTG) ....occuiiiieiie ettt ae e 57

4.7.4 Difrac8o de RAIOS-X (DRX)...ccuiiieiiiiiiiieniesie ettt ettt 58



4.7.5 Cromatografia liquida por exclusdo de tamanho (SEC) ..........cccocveveiievieeve e 58

4.8 ANALISE ESTATISTICA E CONFECCAO DE GRAFICOS ......coovevviieieesereee 59
5  RESULTADOS E DISCUSSOES ....oo oo e en e 60
5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DA BIOMASSA ......cooviieveieeereeeeeeserssn s, 60

5.2 ESTUDO PRELIMINAR — PRINCIPAIS VARIAVEIS QUE AFETAM O PROCESSO
ORGANOSOLVE - ANALISE DO PLANEJAMENTO DE SUPERFICIE DE RESPOSTAG61

5.3 OTIMIZACAO DA PORCENTAGEM DE ETANOL E PRESENCA DE ADITIVOS

NO MEIO REACIONAL ..ottt ettt sttt sttt e enesne e 67
5.3.1 Efeito da concentracdo de etanol no meio reacional.............c.ccccvevevieiiece e s 67
5.3.2 Estudo da presenca de aditivos N0 pré-tratamento...........cccccveeeeveeriecieseese e 69
5.3.3 Anélise comparativa da recuperacdo de glicose com dados da literatura....................... 72
54 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E MORFOLOGICA DA BIOMASSA PRE-
TRATADA .ottt s b bt R e b bRt R e bt Re et e Rt bt n et e 74
5.4.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (FTIR) ........c.cccevvneee. 75
5.4.2 Anélise termogravimetrica (TG/DSC) .......couiiriiririirieise et 80
5.4.3 Anélise de microscopia de varredura (MEV)........cccooiriiniiinninenene e 84
5.4.4 ANALISE U8 DRX ....oiiieiiie ettt ettt re e neenes 87
5.5 ANALISE DAS LIGNINAS RECUPERADAS DOS LICORES DE PRE-
TRATAMENTO . ...t et e e et e e st e e snte e e anbeeesnteeenneeeenes 88
5.5.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (FTIR) .........ccooovvvnnnnne. 89
5.5.2 Cromatografia por Exclusédo de Tamanho (SEC).........cccovriiiiininiiiieec e 91
B CONCLUSOES ....oooiiiirieieie ettt 94

REFERENCIAS ..o oo ettt e e et e et et e e et e e e et e e s e e e e et e s e e e e es e s ae e e s anans 96



16

1 INTRODUCAO

Os combustiveis tem sido foco de varios estudos atualmente, ndo so pela busca de uma
fonte de producdo de energia mais eficiente, mas também, por matérias-primas capazes de
atenuar a dependéncia do petroleo. Os precos instaveis e 0s impactos ambientais, como aumento
de gases do efeito estufa, tem levado a busca de novas alternativas para a producdo de uma
energia verde. A biomassa € alvo para essa producdo de energia limpa, pois através dessa fonte
de matéria-prima pode-se obter intermediarios da industria quimica, além de combustiveis
(HOWARD et al., 2018).

A biomassa, sendo fonte de energia renovavel de origem vegetal ou animal gerada pelo
agronegocio, florestas ou residuos, pode ser utilizada para a combustdo na sua forma in natura,
(exemplo: queima de lenha), ou processada para depois ser utilizada para geracdo de energia,
como o caso dos biocombustiveis (exemplos: etanol, biodiesel, butanol, metanol) (LI,
SAKURAGI; MAKINO, 2019).

Os biocombustiveis sdo gerados dentro do conceito de biorrefinaria, que € um paralelo
a refinaria de petrdleo, onde a matéria prima € processada de forma a obter varios produtos de
interesse econdmico, minimizando a geracdo de residuos no processo. Os biocombustiveis,
podendo ser classificados em primeira geragdo (1G), segunda geracdo (2G), terceira geracao
(3G) e quarta geragédo (4G) sdo alvos de diversos estudos atualmente para obter uma cadeia
produtiva ja existente na producdo de biocombustiveis com um valor agregado, minimizando
as perdas e os impactos ambientais e maximizando os lucros (KHOO; CHEW,; YEW, 2020).

No Brasil, a producdo de biocombustiveis 1G comecou a partir da década de 70, com as
instalagdes de plantas de producdo de etanol a partir da biomassa cana de aglcar. Essas plantas
promovem a fermentacdo do caldo da cana obtendo o biocombustivel de primeira geracao
(CORREA; BEYER; FARGIONE, 2019).

Os biocombustiveis 2G séo produzidos por meio de uma biomassa lignocleul6sica, fonte
de materia prima rica em celulose, hemicelulose e lignina. Dentro do conceito da producdo de
biocombustiveis 2G, o foco estad na conversdo de celulose e hemicelulose em agUcares
fermentesciveis, porém para ter acesso a essas biomoléculas de forma satisfatoria faz-se
necessario a implementacdo de processos suplementares com relagdo ao processo 1G. O
principal processo suplementar é o pré-tratamento, que promove o acesso a hemicelulose e
celulose antes de se submeter a biomassa a hidrolise enzimatica. Essa etapa constitui um dos

pricipais gargalos do desenvolvimento dos combustiveis 2G e por isso tem sido foco de um
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grande numero de estudos (SHAH et al., 2016; S SRIVASTANA; KHARWAR; MISHRA,
2019; TANG et al., 2020).

Atualmente, a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo (2G) possui grandes
obstaculos, pois ndo se tém um processo otimizado com eficiéncia para o acesso aos agucares
da biomassa lignocelulésica que podem dar originar aos biocombustiveis (SHAH et al., 2016;
SRIVASTANA; KHARWAR; MISHRA, 2019; TANG et al., 2020).

Dessa forma, a busca por um pré-tratamento otimizado que tenha uma maxima
recuperacdo dos agucares da biomassa lignoceluldsica proporciona uma maior viabilidade para
a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo (CORREA; BEYER; FARGIONE, 2019).

Além da celulose e hemicelulose, a lignina possui grande interesse comercial, pois em
sua forma pura, possui um alto valor agregado no mercado. Nas industrias de papel e celulose
esse material é obtido de forma impura no licor negro, sendo pratica comum sua queima para
geracdo de energia, o que de certa forma limita suas potencialidades em aplicacGes onde se tem
maior valor agregado (MAHMOQOD et al, 2016; VISTHAL; KRASLAWSKI, 2011). Uma das
diversas possibilidades de reutilizacdo e valorizagdo da lignina é seu emprego como matéria-
prima renovavel para a producdo de polimeros parcialmente verdes (DOHERTY;
MOUSAVIOUN; FELLOWS, 2011). Sua estrutura bastante complexa, composta por anéis
aromaticos e funcionalidades como metdxi, carbonila, carboxila e hidroxila favorece essa
aplicacdo, uma vez que esses sitios reativos, em especial os grupos hidroxilas, oferecem
diversas possibilidades de utilizacdo da lignina como mondmeros para obtencao de polimeros,
como poliuretanos (PUs) (DOHERTY; MOUSAVIOUN; FELLOWS, 2011).

Diante de um fracionamento eficiente na estrutura da biomassa lignocelulésica, a fim
de aproveitar a celulose e hemicelulose na producéo de biocombustiveis e segregar a lignina
vislumbrando-se futuras aplicacbes na area de polimeros, neste trabalho estudou-se o pré-
tratamento quimico Organosolve de palha de soja. Para tal, foram selecionadas como variaveis
do processo a temperatura, tempo de pré-tratamento, relacdo etanol/agua e concentracdo de
hidroxido de sodio e &cido borico como catalisadores. Ao final do estudo, buscou-se condi¢bes
operacionais de pré-tratamento onde se pode obter a maxima concentracdo de glicose apos
hidrélise enzimatica da biomassa pré-tratada, bem como avaliou-se o efeito das condi¢des

operacionais na massa molecular da lignina recuperada do licor de pre-tratamento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com a crescente preocupacao do aumento do consumo de petréleo pela reducao de suas
reservas, a fragilidade nas relacdes internacionais envolvendo principais paises produtores de
petroleo, pelo aumento e volatilidade de precos, pelas mudancas climaticas do planeta
provocada pelo efeito estufa que tem como consequéncia o aquecimento global, tem-se buscado
alternativas satisfatdrias do ponto de vista ambiental, econémico e social para resolver essas
questdes (LI; SAKURAGI; MAKIBO, 2019).

Caso a dependéncia de combustiveis fosseis se mantenha no mundo todo a curto prazo,
a concentracdo de gases geradores de efeito estufa ird aumentar consecutivamente, promovendo
0 aumento de temperatura média global, levando a derretimento de geleiras, aumento do nivel
do mar e alagamento de areas costeiras, atingindo grande contingente de pessoas e animais
silvestres (CORREA; BEYER; FARGIONE, 2019).

Para controlar uma economia global prospera e um ambiente sustentavel é preciso
buscar por fontes de energias renovaveis para deixar a dependéncia a curto prazo de
combustiveis fosseis (CORREA; BEYER; FARGIONE, 2019).

Uma das alternativas que surge para resolver estas questdes é a utilizacdo de
biocombustiveis, tendo como foco o etanol que vem sendo utilizado e estudado no Brasil desde
a década de 70, quando em 14 de dezembro de 1975, por meio do Decreto de lei 76.593
instituiu-se o Programa Nacional do Alcool (Proalcool). Este programa governamental tinha
como objetivo garantir o suprimento de etanol no processo de substituicdo da gasolina,
reduzindo a dependéncia do petréleo importado, devido aos sucessiveis aumentos no preco do
combustivel féssil (JAWAID et al., 2017).

O etanol, biocombustivel de fonte renovavel, tem diversas vantagens por ser produzido
a partir de diversas fonte vegetais, além de ser eficiente como combustivel e favoravel

ambientalmente e economicamente (JAWAID et al., 2017).
2.1 BIOCOMBUSTIVEIS

Os biocombustiveis sdo produzidos a patir de fontes biologicas renovaveis que podem
ser de origem vegetal (Ex.: milho, soja, mamona, cana de agucar, palma, algodao, lenha, bagaco
da cana-de-agucar, palha de soja, palha de arroz, entre outros) ou animal, como as gorduras
(Ex.: sebo bovino, sebo suino, entre outros). Os biocombustiveis sdo originados de fontes
renovaveis e ndo alteram o balango térmico do planeta Terra, pois essas fontes de energia se

regeneram de uma forma ciclica em uma escala de tempo reduzida (BHARGAVI;
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NAGESWARA; RENGANATHAN, 2018). Além das questdes ambientais e de ser uma fonte
de energia renovavel, o avanco do uso de biocombustiveis traz outra vantagem, a dependéncia
por combustiveis fosseis passa a ser menor.

O Brasil possui alto potencial para os biocombustiveis em relacdo ao mundo, pelas altas
taxas de luminosidade e pelas grandes dimensdes territoriais, além disso, ja existem estudos
avancados no pais para producdo de biocombustiveis por meio da biomassa (ALALWAN HA
etal., 2019).

Os biocombustiveis séo classificados de acordo com a matéria-prima utilizada em seu
processo de producéo (Figura 1) (ALALWAN; ALMINSHID; ALJAAFARI, 2019;).

Figura 1- Tipos de biocombustiveis e suas fontes

‘ Biecombustivels
Lenha, madeira, |
residuos animais, | |
florestais @ de Primarios | Secundarios |
colheita, gas de |
aterro
12 geracdo (1G) | 22 geracdo (2G) | 32 geracdo (3G) | 4% geraclo (4G)
. Substrato:
Substrato: Substrato: Subetrato:
biomassa animal e Biomassa Agte e
lignoceluldsica Algas microorganismos
vegetal
| geneticamente
mudi’qmas
Bioetanal Bioetanol Bicetanol Bioetanal
Butanol Butanol Biodiesel Blodiesel
Biodiesel Metanal Hidrogénio Biogas
Biomeatana

Fonte: Adaptado de ALALWAN, H. A.; ALMINSHID, A. H.; ALJAAFARI, H. A. S. Evolugdo promissora das geracdes de
biocombustiveis. Revisdo do assunto. Foco em Energias Renovaveis, [s.1.], v. 28, p 127-139, 2019.

Os biocombustiveis quando utilizam a matéria-prima in natura como lenha, residuos
animais, vegetais entre outros, sdo considerados biocombustiveis primarios. Quando as
matérias primas (biomassa) passam por algum processo para depois serem utilizadas como
fonte de energia tem-se 0s biocombustiveis secundarios (exemplos: etanol, biodiesel, butanol e
metanol) (ALALWAN; ALMINSHID; ALJAAFARI, 2019).
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Os biocombustiveis secundérios, podendo ser classificados em primeira geragédo (1G),
segunda geracdo (2G), terceira geragdo (3G) e quarta geracdo (4G) sédo alvos de diversos
estudos atualmente. Esses estudos estdo voltados para obter uma cadeia eficiente na producéo
de biocombustiveis com um valor agregado maior, minimizando as perdas, os impactos
ambientais e maximizando os lucros (ALALWAN; ALMINSHID; ALJAAFARI, 2019).

O etanol de primeira geracdo (1G) pode ser produzido a partir de dois tipos de matérias-
primas, classificadas com base no contetdo de amido ou agucar diretamente fermentescivel.
Como exemplos de matérias-primas amilaceas tem-se a batata, cevada, milho e trigo, e como
principais exemplos de matérias-primas onde o aglcar pode ser diretamente fermentado. ap6s
extracdo do caldo, tem-se a cana-de-acucar e beterraba. (ALALWAN; ALMINSHID;
ALJAAFARI, 2019).

Os biocombustiveis de segunda geracdo (2G) sdo produzidos a partir de materiais
lignocelul6sicos, que séo derivados de produtos secos de residuos agricolas, residuos industriais
e florestais. A geracdo anual de biomassa lignoceluldsica oriunda da agricultura e florestas é
estimada em torno de 5 a 8 trilhdes de tonelada/ano. Focando na perspectiva sustentavel da
producdo de produtos quimicos e biocombustiveis, a biomassa lignocelulésica tem potencial
para tal feito, além de, reduzir a emissao de gases do efeito estufa (GEES), o que traz beneficios
aeconomia e auxilia na seguranca energética (PERLACK, 2005; RAHIM et al., 2019; STARK,
2011).

Segundo Shah et al (2016), os biocombustiveis de terceira geracdo (3G) sdo produzidos
a partir da biomassa de algas, como microalgas e macroalgas. As algas tém alta produtividade
de lipideos e altas taxas de crescimento, podendo ser colhidas em apenas 5 a 6 dias de cultivo
e com baixo custo de cultivo, pois podem ser cultivas em uma area marginal Umida ou em aguas
residudrias. Existem trés tipos de microalgas, as autotréficas (consomem carbono inorganico),
heterotroficas (consomem carbono organico) e mixotroficas (consomem carbono inorganico e
organico). Os lipideos sdo importantes biomoléculas utilizadas para a producdo de
biocombustiveis (EX.: biodiesel, bio-6leo, entre outros), podendo ser convertidos por meio de
processos puramente quimicos ou bioquimicos (SRIVASTANA; KHARWAR; MISHRA,
2019; TANG et al., 2020).

De acordo com Ahmad et al (2015), os biocombustiveis de quarta geracdo (4G) séo
produzidos por microalgas geneticamente modificadas, esses micro-organismos s&o
geneticamente modificados para aumentar a absor¢do de CO- para a fotossintese, criando um
sumidouro artificial de carbono a fim de aumentar a producdo de biocombustiveis. Os

biocombustiveis de quarta geracdo ainda estdo em fase inicial de desenvolvimento, mas
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algumas linhagens de algas geneticamente modificadas estdo sendo estudadas, como por
exemplo a Chlamydomonas reinhardtii sp., Phaeodactylum tricornutum sp. e Thalassiosira
pseudonana sp. Esses micro-organismos foram modificados para aumentar a taxa de
crescimento e adaptabilidade para crescer em ambientes pobres em nutrientes. A produtividade
lipidica e a fixacdo de carbono das microalgas geneticamente modificadas foram relatadas em
alguns estudos, como na microalga Chlamydomonas reinhardtii sp. que gerou um aumento de
1,5 vezes no teor de lipideos e aumentou em 20% dos triglicerideos (DENG et al., 2014), nas
microalgas Phaeodactylum tricornutum sp. houve 35% de aumento no teor de lipidios e cerca
de 1,1 vezes aumento no teor de triglicerideos (NIU et al., 2013; YANG et al., 2016).

2.2 BIOMASSA

A biomassa pode ser definida como uma espécie de material organico biodegradavel,
ndo fossilizado, podendo ter sua origem por meio de residuos vegetais ou residuos animais, a
qual pode ser utilizada para produzir energia, como a lenha, o carvéo, bagaco de cana de acUcar,
esterco de animais, residuos agricolas, entre outros. (JAWAID et al., 2017).

Dentre a ampla variedade de biomassas disponiveis, a que apresenta maior destaque € a
composta de material lignoceluldsico, sendo cada vez mais estudada por exibir elevado
potencial energético, baixo custo, baixo grau de toxicidade e facil acessibilidade (ADEKUNLE;
OKOLIE, 2015; JAWAID et al., 2017).

2.2.1 Biomassa lignocelul6sica

A biomassa lignocelulésica € um recurso organico abundante, como no caso dos
residuos agricolas e culturas energéticas (palha e bagaco da cana-de-agucar, palha de soja, casca
de arroz, palha de trigo, entre outros). O material lignoceluldsico tem em sua composicdo
macromolecular trés tipos de polimeros principais: lignina, hemicelulose e celulose e suas
proporcOes estruturais variam de acordo com a biomassa. Os carboidratos (celulose e
hemicelulose) sdo fermentaveis apos a hidrélise, o que torna a biomassa lignocelulésica uma
matéria prima adequada para a producdo de biocombustivel (MA et al., 2018). A Figura 2
mostra de uma forma simplificada a estrutura de uma biomassa lignoceluldsica e sua

Composigéo.
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Figura 2 - Estrutura da biomassa lignocelulésica
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Fonte: Adaptado de KONDO, T.; The relationship between intramolecular hydrogen bonds and certain physical properties
of regioselectively substituted cellulose derivatives. Journal of Polymer Science Part B: Polymer Physics. v 35, p. 717-
723, 1997. p.720.

A estrutura recalcitrante da Figura 2, mostra celulose, um polissacarideo cristalino
envolvido por hemicelulose (uma estrutura amorfa que faz ligagOes entre a celulose e a lignina).
Essas trés estruturas compdem entre 97-99% da matéria seca dos materiais lignocelulésicos,
gerando caracteristicas nesses materiais como flexibilidade e alta resisténcia a agentes quimicos
(HIGUCHI; SANTOS; JARDIM, 1982).

A lignina apresenta uma matriz fenilpropénica que atua como sustentacdo estrutural
molecular para o material lignoceluldsico, a hemicelulose atua na interface unindo a celulose a
lignina por meio de ligacBes de hidrogénio. Cada material lignocelul6sico tem a sua

concentracdo de celulose, hemicelulose, lignina e outros, essa variacdo pode ser mais detalhada
na tabela seguinte (SAWATDEENARUNAT et al., 2015).

Quadro 1 - Concentracéo de celulose, hemicelulose e lignina em diferentes biomassas
lignocelulosicas

(Continua)
Biomassa Celulose Hemicelulose | Lignina Referéncias
(%) (%) (%)

Bagaco de cana de agucar 40-45 30-35 20-30 Cardona et al., 2010
Bagaco de sorgo doce 45 27 21 Kim e Day, 2011

Palha de trigo 33-40 20-25 15-20 Talebina et al., 2010
Palha de arroz 38 32 12 Lu e Hsieh, 2012
Casca de arroz 37,1 29,4 24,1 Kalita et al., 2015
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Quadro 1 - Concentracéo de celulose, hemicelulose e lignina em diferentes biomassas
lignocelul6sicas
(Concluséo)

Biomassa Celulose Hemicelulose | Lignina Referéncias
(%) (%) (%)
Palha de soja 34 16 22 Wan et al., 2011
Palha de milho 38 23 20 Wan e Li, 2010
Espiga de milho 41 31 12 Chenetal., 2010
Alamo 44 20 29 Kim et al., 2009
Pinho 42 21 30 Sannigrahi et al., 2010
Pé de serra de gmelina 23 - 23,3 Kalita et al., 2015
arborea
P6 de serra de salvadora 24 - 21,8 Kalita et al., 2015
oleoides
Grama bermuda costeira 30 29 23 Lee et al., 2009
Capim Napier 47 31 22 Reddy et al., 2018
Capim Elefante 36 24 28 Scholl et al., 2015
Bamboo 45 24 20 Lietal, 2015
Residuos de papéis 65 13 1 Chen et al., 2004
Palha de cevada 38 35 16 Sun et al., 2005

Fonte: Adaptado de BARUAH, J.; NATH B. K.; SHARMA R.; KUMAR S.; DEKAR. C.; BARUAH D. C.; KALITA, E.
Recent trends in the pretreatment of lignocellulosic biomass for value-added products. Frontiers in Energy Research,
Lausanne, v. 6, art. 141, 2018.

Como demostrado no Quadro 1, a celulose pode variar de 20 a 65%, a hemicelulose de
16 a 35% e a lignina de 1 a 30% da composicdo da biomassa lignocelul6sica.

2.2.1.1 Celulose

Polissacarideo descoberto no ano de 1838 na Franca por Alselme Payen, a celulose
(CeH100s)n € considerada uma das principais composi¢es dos materiais lignocelulésicos e de
maior abundancia na natureza. A celulose é caracterizada por ser um polimero de extensa fita
planar homogénea, constituida por um anico género de hexoses (B-D-glicose) em disposicao
com ligac@es glicosidicas B(1->4), cuja unidade de repeticdo € denominada celobiose (dimeros
de glicose). Essa macromolécula ndo possui ramificagdes estruturais, o que acaba reforgando
sua lineraridade estrutural, como observado na Figura 3. Os residuos de glicose adjacentes

arranjam-se em rotacdo de 180° no préprio eixo, gerando interaces por meio de ligacdes de
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hidrogénio com as cadeias adjacentes, promovendo uma unidade polimérica de alta densidade
molecular (SUHAS et al., 2016).

Figura 3 — Estrutura da celulose

OH OH OH
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................. unidade de celobiose .................. !

Fonte: Adaptado de HENRIKSSON, G.; LENNHOLM, H. Cellulose and carbohydrate chemistry. In: Wood chemistry
and wood biotechnology. Berlin: Walter de Gruyter, 2009. v. 1, p. 71-100.

A celulose é a base estrutural das plantas, sendo também encontrada em outros
organismos, tais como fungos, algas e bactérias (KLEMM et al., 2005). Além disso, existe a
presenca de hidroxilas em cada fracdo da glicose e suas inimeras interacGes intramoleculares
de ligacdo de hidrogénio (Figura 4). Ja nas interacGes intermoleculares de residuos de glicose
com os monolignois fenilpropanicos, presentes na matriz da lignina, ocorre a formacéo de
microrregides com alto grau de cristalinidade. Para romper essas ligacGes intermoleculares e
despolimerizar as cadeias de celulose, solugcdes fortemente acidas ou alcalinas sdo indicadas e
configuram um processo fundamental para o fracionamento dos polimeros a base de glicose
(KHODAYARI et al., 2021; ZHENG et al., 2014).
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Figura 4 - Interagdes intermoleculares do material celulésico
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Fonte: Adaptado de LEE, H. V.; HAMID, S. B.; ZAIN, S. K. Conversion of lignocellulosic biomass to nanocellulose:
structure and chemical process. The Scientific World Journal, v. 2014, p. 1-20. 2014. DOI:
https://doi.org/10.1155/2014/631013.

2.2.1.2 Hemicelulose

Polimero de cadeia curta, ramificada e de baixo peso molecular, sdo fundamentalmente
amorfas, possuindo unidades de pentoses (arabinose e xilose), hexoses (galactose, glicose e
manose) e acidos urénicos (Figura 5). A hemicelulose, além da alta incidéncia de grupos
hidroxila, possui ligacGes inter e intramoleculares suscetiveis a alta solubilidade, o que resulta
em hidratacdo da fibras vegetais e alto grau de penetrabilidade de solventes, além de
suscetibilidade a hidrolise. Esses polimeros recobrem as fibras de celuloses, configurando o
dominio estrutural da celulose-hemicelulose do tecido vegetal, dessa forma atua como interface
interativa entre a lignina e celulose, estabelecendo caracteristicas de desenvolvimento as
paredes celulares e desempenhando funcdes de estruturacdo e regulacéo de crescimento vegetal
(BRODEUR etal., 2011; OGEDA; PETRI, 2010; SARKAR et al., 2012; TRIBOT et al., 2019).
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Figura 5 - Representacéo estrutural da hemicelulose

HO,C

H4CO

Fonte: Adaptado de: SANTOS, F. A. et al. Potencial da palha da cana-de-agucar para produgao de etanol, Quimica
Nova, S&o Paulo, v. 35, n. 5, p. 1004-1010, 2012.

As unidades monomeéricas resultantes da despolimerizacdo da hemicelulose (xilose,
arabinose, manoses, glicose, galactose e &cidos galacturdnicos) possuem elevado valor de
mercado, podendo servir de matéria-prima para a producao de xilitol, furfural, acido levulinico,
hidroximetilfurfural e etanol de segunda geracdo por meio dos acglcares fermentesciveis
(principalmente glicose) (VANHOLME et al., 2019).

2.2.1.3 Lignina

A lignina é responsavel pela resisténcia mecanica dos vegetais, protecdo dos tecidos
contra ataques de micro-organismos e transporte de agua, nutrientes e metabolitos dos vegetais
(FENGEL; WEGENER, 1984). A lignina faz parte da parede celular e da lamela média dos
vegetais, sendo uma substancia amorfa (ndo cristalina). A lignina representa cerca de 20-35%
da biomassa vegetal, sendo o segundo mais importante componente da parede celular de todas
as plantas vascularizadas (KURODA et al., 2002).

A lignina é um polimero de unidade fenilpropanica [CoH1003(OCH3)0,9-1,7]n com
repeticdes de forma irregular que possui complexidade na sua formacao, pois possui diferentes
ligacGes nas suas unidades fenilpropanicas (MORAIS, 1987, 1992).

Existem diferencgas estruturais nas ligninas presentes nos diferentes vegetais de acordo
com sua origem (FENGEL; WEGENER, 1989). Essas diferencas estdo relacionadas a
composicao da lignina (Quadro 2), compostas por unidades fenilpropanicas dos monoligndis:
p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S), cujas estruturas sdo mostradas na Figura 6.



Quadro 2 - Participacéo de monolignois na composicao de ligninas de diferentes tipos
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vegetais
Tipos Vegetais Alcool Cumarilico | Alcool Sinapilico | Alcool Coniferilico
(%) (%0) (%)
Monolignois p-Hidroxifenila Siringila (S) Guaiacila (G)
(H)
Coniferas <5 ~0 >05
Folhosas ~0-8 45-75 25-50
Gramineas 5-35 20-55 35-80

Fonte: Adaptado de GELLERSTEDT, G. L. F.; HENRIKSSON, E. G. Lignins: major sources, structure and properties.

Monomers, Polymers and Composites from Renewable Resources, Amsterdam, p. 203, 2008.

Figura 6 - Principais monolignois precursores da estrutura da lignina
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Fonte: Adaptado de: LAURICHESSE, S.; AVEROUS, L.; Chemical modification of lignins: towards biobased polymers.
Progress in Polymer Science, v. 39, p. 1266-1290, 2014. p.1272.

Plantas distintas apresentam matrizes de ligninas diferentes pois diferentes fragdes dos
monoligndis resultam na diversidade das caracteristicas materiais e bioldgicas da lignina;
sendo assim, a lignina varia de acordo com sua origem e tipo de biomassa, trato e espécie.
(RALPH et al., 2019).

As ligninas podem ser classificadas por meio do tratamento e agente envolvido para a

sua extracdo; o Quadro 3 mostra algumas classificagdes de ligninas.
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Quadro 3 — Tipos de Lignina em funcdo do processo de obtengéo

Tratamento

Tipos de lignina

Agentes

Extracdo sem reacao (por

Lignina nativa ou de Branus

Etanol

dissolucéo) Lignina de madeira moida Moagem e dioxano-agua(9:1)
Digestdo enzimatica Lignina obtida Fungos
enzimanticamente Glicosidade

Extracdo com reacdo (como

derivado)

Lignina Organossolve

Solvente orgénico / catalisador

Lignina acetossolve

Acido acético / catalisador

Lignina dioxano Dioxano / HCI
Lignina de &cido tioglicolico HSCH.CO.H
Lignina fendlica Fenol / HCI

Lignina por solventes

supercriticos

Condicdes supercriticas

Lignina aquasolve

Agua quente/ enzimas

Hidrogenagao (como derivado) Lignina de hidrogendlise Ho
Reacdo com reagente Lignina sulfitica SO/ HSO3
inorgénicos (derivacdo) Alcali de lignina NaOH
Tiolignina Na,S / NaHS
Lignina Kraft NaOH / Na.S
Hidrdlise de polissacarideos Lignina Klason H,SO4
Lignina Runkel H3SO4/HBr
Lignina de Willstatter HCI
Lignina Flouridrica HF
Lignina Trifluoracética CFsCO-H
Lignina Cuoxan NaOH/ H,SO4/Cu(NHs3)4(OH).
Lignina Purves NasH210¢

Oxidacéo de polissacarideos

Fonte:Adaptado PILO-VELOSO, D.; NASCIEM, E. A.; MORAIS, S. S. L. Isolamento e analise estrutural de ligninas.
Quimica Nova, Sao Paulo, v. 16, p. 435-448, 1993.

A liginina é comercializada conforme o seu grau de pureza. Produtos quimicos de
maior valor podem ser obtidos a medida que ligninas mais puras estiverem disponiveis. O

uso da lignina para fabricacdo de quimicos é limitado, por conta da presenga de

contaminantes, como sais, agucares, particulas, entre outros (NALI; RIBEIRA; HORA,

2016).
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De acordo com Bacovsky et al (2012), devido a alta capacidade de reatividade da
lignina, essa biomolécula pode ser amplamente utilizada em mistura com outros materiais
para melhorar suas propriedades, tal como mistura de polimeros para melhoria da resisténcia
mecanica, adicdo em resinas para reformulacao de adesivos, uso de embalagens de alimentos
e em aplicacdo médica, uma vez que a lignina reduz a permeabilidade em relagdo aos gases
(diéxido de carbono e oxigénio) e dgua e leva a uma menor taxa de degradagdo e

inflamabilidade.
2.3 BIORREFINARIA

O termo biorrefinaria é amplamente discutido e possui varias defini¢cbes, mas segundo
a National Renewable Energy Laboratory (NREL), biorrefinaria é classificada como uma
indUstria que converte a biomassa em matérias-primas para combustiveis, energia ou produtos
quimicos (NREL, 2008). As biorrefinarias sdo definidas também como um processo sustentavel
de biomassa na producdo de materiais comercializaveis (alimentos, ragdes, materiais, quimicos,
entre outros) e energia (combustiveis, eletricidade e calor) (RALPH et al., 2019).

As biorrefinarias podem ser divididas de acordo com a biomassa utilizada, sendo
usualmente classificadas em biorrefinaria de primeira geragéo ou de segunda geragdo (SUN et
al., 2017):

i. Biorrefinaria de primeira geracdo — As biorrefinarias mais comuns encontrados na
atualidade utilizam matérias-primas ricas em sacarose (Ex.: cana-de-agUcar e
beterraba sacarina) ou amido (Ex.: milho, trigo e mandioca) como fontes de
carboidratos para a producdo de etanol;

ii. Biorrefinaria de segunda geracdo — Utilizam como matérias-primas materiais ricos
em celulose, hemicelulose e lignina. Nesse tipo de producéo, a biomassa deve passar
por processos de pré-tratamento e e hidrolise, antes da fermentagdo. Atualmente, as
biorrefinarias que produzem etanol de segunda geracéo se encontram em estégio de
desenvolvimento;

As biorrefinarias de primeira geracdo sao alvo de discussdo, e muitas vezes de criticas,
no que diz respeito a competicdo com a producéo de alimentos, uma vez que as matérias-primas
utilizadas sdo comumente utilizadas na alimentacdo humana e animal (RODRIGUES, 2011). A
biorrefinaria de segunda geracdo, por outro lado, utiliza biomassa lignoceluldsica como fonte

de producéo de etanol 2G, diminuindo o conflito com a alimentagdo humana, sendo utilizados
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residuos de outros processos e rejeitos, ou produtos ndo comestiveis, que minimizam a
competicdo entre producdo de combustiveis e alimentos (ALVIM et al., 2014).

Segundo Biorefenery Roadmap (FNR, 2012), a biorrefinaria de segunda geracéo pode
ser dividida em dois refinos até a obtencdo dos produtos finais: (i) o refino primario consiste
basicamente em processos destinados ao tratamento e desagregacdo dos componentes da
biomassa (etapa diretamente ligada a origem da biomassa empregada); (ii) o refino secundario
refere-se aos processos (sacarificacdo, filtracdo, fermentacdo, destilagdo) de conversdo e
processamento dos elementos gerados no refino primario.

O conceito de biorrefinaria de segunda geracdo pode ser visto na Figura 7, onde 0s
componentes da biomassa lignoceluldsica (celulose, hemicelulose e lignina) obtidos ap6s
desestruturacdo podem gerar diversos produtos comercializaveis.

Figura 7- Possiveis produtos gerados a partir de uma biorrefinaria de segunda geracao

Blorrefinaria a partir de Materials Lignocelulésicos

Alimentagdo Lignocelulésica
Exemplos: Cereais (Patha Joww), Biomassa Lignoceludsica (exemplos: cana-de-agucar, canico),
Biomassa Florestal (Vegstagho rastera, madeira), Residuos Solidos Municipals de Celuose & Papel
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Fonte: Adaptado de CHIN, D. W. K. et al. Fundamental review of organosolv pretreatment and its challenges in emerging
consolidated bioprocessing. Biofuels Bioproducts & Biorefining — BIOFPR. v.14, n. 4, p.808-829, 2020.
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Na Figura 7 sdo mostrados os produtos gerados por meio de uma biorrefinaria de segunda
geracdo, no entanto, o processo de desestruturacdo e despolimerizagdo da biomassa envolve
varias etapas, como mostrado na Figura 8: pré-tratamento (que promove a separacgéo da lignina,
hemicelulose e celulose), sacarificacdo (hidrolise dos polissacarideos resultando em
monossacarideos glicose e xilose), fermentacdo e destilacdo (CARDONA; QUINTERO, 2010).

Figura 8 — Fluxograma resumido de uma biorrefinaria de biomassa lignocelulésica

Blomassa o . | Liguido
% Moagem * Pré-tratamento | # Filtragac | #
LUgnocehlosica 2 (Licor)
L)
Solide !
Celulose/Hamicelulose - (blomassa Precipitacho
tratadas)
* » 4
Fragoes da filtrac
3 f
Sacarificagao Memicelulose itracao

Fermentagdo

' A

Etanol 2G . | Destilacdo
Lignina

Fonte: Adaptado de ZHANG, K.; PEI, Z.; WANG, D.; Organic solvent pretreatment of lignocellulosic biomass for
biofuels and biochemicals: a review. Bioresource Technology, Oxon, v. 199, p. 21-33, 2016.

O pré-tratamento abordado no processo da Figura 8 € uma das etapas mais importante para
a eficiéncia de uma biorrefinaria de segunda geracéo, pois é por meio desse processo gque ocorre
a desestruturacdo da biomassa lignocelul6sica (lignina, celulose e hemicelulose), separando a
lignina da celulose e da hemicelulose. Essa etapa é alvo de diversos estudos em busca de um
pré-tratamento que consiga recuperar a0 maximo 0s agucares da biomassa lignocelulésica,
segregando a lignina com o minimo de modificacdo estrutural (COHEN, 2010; RABELO,
2011).

2.3.1 Pré-tratamento

Os materiais lignocelulosicos apresentam uma extensa matriz de entrecruzamentos de

proteina, polissacarideos e lignina, o que o torna altamente recalcitrante. A clivagem das
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ligagBes quimicas e a separacdo dos componentes constituintes da parece celular vegetal

representam um dos obstaculos mais relevantes para que 0S processos que aproveitam

integralmente a biomassa vegetal sejam implantados industrialmente, dentro do conceito de
biorrefinaria (BARUAH et al., 2018; LIAO et al., 2020).

A etapa na qual se tem a separacdo total ou parcial dos componentes do material

lignocelulosico, dentro de um processo global de biorrefinaria, € chamado de pré-tratamento

(Figura 9). O pré-tratamento deve promover a deslignificacdo do material lignocelulosico,

fornecendo um material rico em celulose e hemicelulose para a producéo de etanol de 2G e de

lignina para fins comerciais, tornando o processo de etanol de 2G economicamente vidvel (MEI
etal., 2019).

Figura 9 - Pré-tratamento em materiais lignoceluldsicos
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Fonte: Adaptado de SUN, Q. et al. Ultrastructural change in lignocellulosic biomass during hydrothermal pretreatment,

Bioresource Technology, Oxon, v. 341, 2021. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2021.125807.

Um pré-tratamento préximo das condicGes ideais deve atender as seguintes condi¢des
(CARVAJAL et al., 2016):

Ser operacionalmente simples e econémico;

Exigir minimas quantidades de reagentes, produtos quimicos e energia durante
0 processo;

Apresentar limitada corrosao aos equipamentos;

Possibilitar alteracéo da estrutura das biomassas;

Apresentar seletividade racional a perda de polissacarideos
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Vi. Conceber matrizes fenilpropénicas de alta qualidade ou produtos secundéarios

derivados da lignina;

2.3.1.1 Tipos de pre-tratamentos

Existem diversos tipos de pré-tratamentos para os materiais lignocelulosicos, esses

processos causam a ruptura das ligacGes LCC (“lignina-carbohydrate complexes” — complexos

covalentes de lignina — carboidrato), separando a lignina dos carboidratos, além de promover a

despolimerizacdo parcial da lignina por meio da clivagem das ligacGes éter. Os tipos de pré-

tratamentos podem ser divididos em processos: biolégicos, quimicos, fisicos e combinados,

como mostrado no Quadro 4.

Quadro 4 - Tipos de pré-tratamentos

(Continua)
Pré-tratamento Caracteristicas Composicionais Geracdo de | Vantagens | Desvantagens
Celulose Hemiceluloses | Lignina | Compostos
Toxicos
Fisico Moinho de Intensiva N&o remove Né&o Néo ha Redugdo da | Alto consumo
bolas diminuicéo do remove Cristalinida de energia
grau de de
cristalinidade
Explosdo a Pouca 80 - 99,9% de Pouca Alta Energia Degradagéo
vapor despolimerizag remocéo remocdo | Formagéo eficiente, da Xilana
do com nenhum como produto
mudang custo de inibitorio
ade reciclagem
estrutura
Hidrotérmi | Diminuigdo do Alta Pouca Baixa N4o requer | Alto consumo
co Grau de solubilizacdo | remogdo Formagdo | catalisadore | deenergiae
Cristalinidade e com reatores sao agua
aumento dos moderad de baixo
poros. a custo
transfor
magéo
na
estrutura
Quimico Acido Pouca 80 - 99,9% de Pouca Baixa Condicoes Dificil
diluido despolimerizag remogao. remogdo | Formag&o. médias, recuperacao
do. com altas do &cido,
mudang produgdes corrosivo e
ade de Xilose. relativamente
estrutura custoso.
Alcalino Inchago Consideravel Solubili Baixa Remocéo Reagente
significativo. solubilidade. zagdo, > | Formagdo. efetiva de caro,
50% ésteres recuperacao
alcalina.
Organosolv | Consideravel Solubilizagdo, | Solubili | Média/Baix Altas Recuperacdo
e inchaco. >90% zagdo, a Formacéo. produgdes de solvente,
>90% de xilose. técnica de alto
custo.
Biolbgico | Enzimatico 20— 30% de Solubilizag&o, ~40% Sem Baixo gasto Perda de
despolimerizag >80% de Formacdo a | de energia, celulose,
&o. deslignif Baixa. efetiva baixa taxa de
icacdo Formagdo | deslignificag hidrolise.
do.
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(Concluséo)

Pré -tratamento Caracteristicas Composicionais Geracdo de | Vantagens | Desvantagens
Celulose Hemiceluloses | Lignina | Compostos
Toxicos
Combina | Exploséo a Pouca 80-100% de Pouca Baixa Energia Degradacéo
do vapor despolimerizag remocéo remocdo | Formagéo eficiente, da xilana
do , mas nenhum como produto
ocorre custo de inibitdrio
mudang reciclagem.
ada
estrutura
AFEX Diminuicdo do | Acimade 60% | 10-20% | Média/Baix Menor Recuperagéo
(exposicéao grau de de de a Formacéo. perda de de amoénia,
a Amonia) cristalinidade solubilidade solubiliz xilanas, ndo nao é efetivo
acéo. formacéo de para alta
inibidores. concentragdo
de lignina.

Fonte: Adaptado de HALDERA, P. et al. Progress on the pre-treatment of lignocellulosic biomass employing ionic liquids.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 105, p. 268-292, 2019, p. 271-272.

Devido a alta complexidade e grande variabilidade dos diferentes materiais
lignocelulésicos, ndo hd um processo de pré-tratamento que atenda a todos os quesitos de
condicdes ideais. Dessa forma, o desenvolvimento de um pré-tratamento otimizado deve levar
em consideracdo o tipo de biomassa, 0s produtos que se deseja obter, bem como o custo e a
rentabilidade do processo como um todo (TRIBOT et al., 2019).

2.3.1.1.1 Pré-tratamento quimico organosolve

Um dos pré-tratamentos que podem ser destacados como promissor, considerando a
possibilidade de implementacdo em larga escala, o pré-tratamento organosolve, é o foco de
diversos estudos. Esse método de pré-tratamento é feito por meio de solventes organicos ou
solugdes aquosas que promovem a quebra das ligacdes internas entre lignina e hemicelulose,
deixando um residuo de celulose relativamente puro. Durante o processo do pré-tratamento,
ocorre na biomassa a deslignificacao e a solubilizacdo da hemicelulose, levando a um aumento
do volume de poros e um aumento na area de superficie da celulose, influenciando a
acessibilidade nas etapas de hidrolise enzimética e sacarificagdo (ZHANG; XIA; MA, 2016).

Os solventes organicos mais comumente utilizados para esse processo séo: etanol,
metanol, acetona, acidos organicos e etilenoglicol, puros ou em misturas aquosas. O processo
frequentemente é acompanhado pela adi¢do de um catalisador para baixar a temperatura do pre-
tratamento ou melhorar a taxa de deslignificacdo. Normalmente, séo usados como catalisadores
acidos minerais (Ex.: acido cloridrico, acido sulfurico, acido fosfdrico) ou bases (Ex.: cal,
hidroxido de sodio, amonia, entre outros) (SUN; CHEG, 2002; ZHANG, 2008).
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A principal vantagem do pré-tratamento organsolve € a possibilidade de isolar os
componentes constituintes da biomassa (lignina, hemicelulose e celulose) com alta integridade
e elevado grau de pureza, além de poder reutilizar os solventes organicos apds destilagéo,
reciclando os solventes para o processo de pré-tratamento. Outra vantagem é a possibilidade de
utilizacdo da lignina de alta qualidade extraida durante o processo, o que € essencial para a
viabilizagdo econdmica do processo comomum todo. No entanto, 0 processo possui algumas
desvantagens, como: 0s solventes organicos utilizados na maioria dos casos possuem alto custo
e precisam ser recuperados 0 maximo possivel, demandando muito energia para tal processo;
o0s solventes organicos possuem alta inflamabilidade e alta volatilidade, fazendo com que o
processo de pré-tratamento tenha que ser muito bem controlado (CHIN et al., 2020;
FERREIRA; TAHERZADEH, 2020; PAN; XIE; YU, 2008).

Todo processo que envolve a extracao da lignina do material vegetal acaba modificando
sua estrutura molecular, em vista disso, ndo existe um método de isolamento da lignina que
mantenha sua estrutura molecular original. Porém, existem alguns métodos de extracdo que
afetam a estrutura menos que outros, como o0 processo organosolve (CHAKAR;
RAGAUSKAS, 2004; JOHN; THOMAS, 2008; PASQUINI et al., 2002; PILO-VELOSO;
NASCIEM; MORAIS, 1993).

O solvente organico mais comumente utilizado é o etanol, pois 0 seu processo é de baixo
custo, alem de degradar menos a lignina através dos solventes orgéanicos, onde a lignina sera
solubilizada (KLEINERT, 1974; SARKANEN, 1990; ZHANG; XU; LI, 2007). O Quadro 5
mostra alguns exemplos de processos organosolve em diferentes tipos de biomassa e em
diferentes condicdes.

Quadro 5 - Processo Organosolve em diferentes tipos de biomassa e em diferentes condi¢des

(Continua)
Matéria- Solvente Alcool Condigdes de Pré- Resultados Referéncias
prima (Catalisador) tratamento
Miscanthus 50% de etanol 12% de contetdo de 75% de remogéo Brosse et al.
(auséncia) solidos a 190 °C por de lignina (2010)
80 min
Palha de Trigo 60% de etanol 10% de contetdo de 56% de De Wild et al.
(auséncia) solidos a 200 °C por rendimento de (2012)
60 min lignina, paralisada
rendeu 60% de
bio-6leo com 40%
Eucalipto 50% de etanol 10% de contetdo de Lignina reduzida Wen et al.
(auséncia) solidos a 200 °C por | de 32% para 11% (2013)
60 min
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Quadro 5 - Processo Organosolve em diferentes tipos de biomassa e em diferentes

condigdes
(Continua)
Matéria- Solvente Alcool Condigdes de Pré- Resultados Referéncias
prima (Catalisador) tratamento
Junco 70% de etanol Imersédo em NaOH A hidrdlise rendeu Zhu et al.
(auséncia) 1% e teor de s6lidos | 40 g/ L de glicose (2015)
de 5% a 60 °C por e3,6g/Lde
360 min Xilose.
A fermentacgdo
rendeu9,1e14,2g
/ L de biobutanol
Eucalipto 75% Etanol (1% | 20% de conteldo de 67% de Teramoto et
de acido acético) | solidos a 200 °C por hemicelulose de al. (2008)
60 min soluto e 12% de
lignina
Palha de trigo 50% de etanol 5% de conteudo Maximo Sidiras e
(0,02-2 N solido a 83-196 °C solubilizado 96% Koukios
H2S04) por 10-180 min de lignina (2004)
Madeira macia 40-60% de 10-15% de contetdo Minimo de 6,4% Pan et al.
mista etanol (H2SO4 solido a 185-198 °C | de lignina residual, (2005)
ajustando pH por 30-60 min conversao> 90%
2,0-3,4) de sélidos em
glicose com
enzima
Choupo hibrido 25-75% de 10% de conteudo A condicao 6tima Pan et al.
etanol (0,83- solido a 155-205 °C rendeu 88% de (2006)
1,67% por 26-94 min celulose com 82%
H2S04) de hidrdlise
eficiéncia e 72%
de xilose
Pinheiro 60% de etanol 16% de conteudo Fermentacédo Monrroy et al.
Radiata. (0,13% H2S04) solido a 185 °C rendeu 63,8% por (2010)
durante 18 min fungo
Bagaco da 50% de etanol 20% de contetdo Sélidos 87% de Mesa et al.
cana-de-acUcar | (1,25% H2S04) solidoa 175 °C rendimento, 28% (2010)
durante 60 min de conteudo de
lignina
Residuos de 70% de etanol 5% de contetdo de Rendimento de Geng et al.
horticultura (1% de H2SO4 / solidos a 70 °C por 17,5% de solidos (2012)

acético / Acido
cloridrico /
fosférico)

240 min

com rendimento de
acucar de 26,9 g/
Lel1,699g/L
etanol usando S.
Cerevisiae.
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Quadro 5 - Processo Organosolve em diferentes tipos de biomassa e em diferentes

condigdes
(Continua)
Matéria- Solvente Alcool Condicoes de Pré- Resultados Referéncias
prima (Catalisador) tratamento
Tulipeira (L. 50% de etanol 10% de contetdo de Taxa de hidrolise Koo et al.
tulipifera) (1% de H2S04) solidos a 120, 130 e de agUcar de até (2012)
140 °C por 50 min 77,3%, embora
20% de lignina
permaneca
em soélidos
Bambu 75% de etanol 16% de contetido de Rendimento de Lietal.
(2% de H2SO4) | solidos a 180 °C por | celulose de 84,5% (2013b)
30 min com taxa de
hidrélise
enzimatica de
77,1%,> 87,2% de
recuperacao de
lignina
Sweetgum 65% de etanol 14% de contetdo de Hidrolise de Lietal.
(1,1% de solidos a 170 °C por glicose de 98,9% (2013a)
H2S04) 60 min com taxa inicial de
1,19g/L/he
9,7% residual de
xilose
Palha de trigo 60% de etanol 10% de contetdo de 90% de Wildschut et
(30 mM H2S04) | so6lidos a 190 °C por digestibilidade al. (2013a)
60 min enzimatica da
glicose
Palha de arroz 75% de etanol 12% de contelido de 46,2% de Amiri et al.
(1% de H2SOy) solidos a 150 °C por rendimento de (2014)
60 min hidrélise de
glicose e
fermentado até
80,3 g butanol,
21,1 g de acetona
22,5 g de etanol
por kg de matéria-
prima.
Alamo Etanol (1 N 165 °C por 30 min. Remocéo de até Holtzapple e
NaOH) 75% de lignina e Humphrey
60% de (1984)

hemicelulose, 50%
taxa hidrolise 24h
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Quadro 5 - Processo Organosolve em diferentes tipos de biomassa e em diferentes

condigdes

(Continua)

Matéria- Solvente Alcool Condicoes de Pré- Resultados Referéncias
prima (Catalisador) tratamento
Junco 40% de etanol 16% de contetdo de Lignina inicial de Shatalov e
(25% de NaOH) | sdlidosa 170 °C por 61%, ligninaem | Pereira (2005)
60 min. massa de 23% e
lignina residual de
16%.
T. 70% de etanol 4% de conteido de | Os liquidos tinham Sun et al.
ustromongolia (0,5% KOH) solidos a 75 °C por 33,7-6,5% de (2011)
120 min. glicose, 14,8-5,6%
de arabinose e
62,2-54,8% xilose.
Bambu 75% de etanol 16% de contetdo de As condicdes Lietal.
(10% de NaOH) solidos a 120, 140 e ideais renderam (2013b)
180 C por 30 min. 60,1% de celulose
e 45,1% celulose
em glicose
Pinus Rigida 50% de etanol 10% de conteudo Maior rendimento Park et al.
(1% de H2SO4/ solido a 150-210 °C tedrico de etanol (2010)
NaOH / MgCl) por 0-20 min. de 70% para
H2S04
Choupo 50% de etanol 10% de contetido de Holocelulose Koo et al.
amarelo (1% de H,SO4/ | s6lidos em 120, 130 e recuperou 50% (2011)
NaOH) 140 °C para H2SO, para H2SO4 e
140, 150 e 160 °C 60% para NaOH
para NaOH. com menos
inibidor.
Palha de trigo 40% de etanol Pré-extracdo de fluxo 75% de Chen e Liu
(0,1% de NaOH) de combinacéo e rendimento de (2007)
solvente organico pré- | lignina e 94% de
tratamento com 2% de rendimento de
contetdo sélido. celulose
Acacia dealbata | 60% de etanol Combinacéo de pré- Os solidos Mufioz et al.
(auséncia) hidrélise (fungica) e renderam 95% de (2007)

pré-tratamento com

solvente com 15% de
contelido de sélidos a

160 °C por 60 min

glucana e 2% de
lignina, quase
100% de
conversao de
glucanto-glicose.
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Quadro 5 - Processo Organosolve em diferentes tipos de biomassa e em diferentes

condigdes
(Concluséo)
Matéria- Solvente Alcool Condicoes de Pré- Resultados Referéncias
prima (Catalisador) tratamento
Bagaco da 10%, 20%, 30% | Combinacao de pre- As condicdes Mesa et al.
cana-de-aclcar | de etanol (3% hidrolise (H2SO4) e | ideais produziram (2011)
NaOH) pré-tratamento com 18,1g/L de
solvente em 175, 185, glicose,
195 °C por 20, 40, 80 | correspondente a
min 29,1 g de glicose /
100 g de bagaco.

Fonte: Adaptado de ZHANG, K_; PEI, Z.; WANG, D.; Organic solvent pretreatment of lignocellulosic biomass for
biofuels and biochemicals: a review. Bioresource Technology, Oxon, v. 199, p. 21-33, 2016.

No pré-tratamento Organosolve, as diferentes condicGes de tratamento no material
lignocelulésico podem variar, como no caso da temperatura (110-220°C), o tipo de catalisador
usado (&cido ou basico), o tempo de pré-tratamento (20 min — 72 horas), a concentragdo do
solvente (1-100%) e o valor de pH da solucdo (1-14). Todas essas condi¢Oes de pré-tratamento
tém como objetivo principal a otimizacdo na recuperacdo de aclcares da biomassa (BARUAH
etal., 2018).

As principais reagdes que promovem a deslignificacdo no processo organosolve sao a
hidrdlise das ligagBes lignina-hemicelulose, bem como as clivagens das ligagdes internas do
tipo éter da lignina (a-O-4 e B-O-4), o que promove a despolimerizacdo da molécula em
fragmentos de menor massa molar. Além disso, outras reagcdes quimicas podem ocorrer, Como
modificagdes de grupos funcionais de cadeias laterais e repolimerizacdo de fragmentos
solubilizados, que podem novamente se depositarem na biomassa prejudicando 0s processos
subsequentes, tais como, hidrolise da celulose para a producédo de etanol 2G e diminuicdo da
lignina recuperada do licor (ZHOU et al., 2018).

As clivagens das ligac@es internas do tipo éter seguem diferentes mecanismos quando
submetidos a catalisadores acidos ou basicos, porém independentemente do tipo de catalisador,
as ligacdes do tipo (a-O-4) sdo mais faceis de serem rompidas do que as ligac@es do tipo (B-O-
4). Na Figura 10 sdo apresentados mecanismos de clivagem das ligaces (a-O-4) sem

catalisador e com catalisador acido (ZHOU et al., 2018).
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Figura 10 - Mecanismos de clivagem das liga¢des (a-O-4)
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Fonte: Adaptado de MCDONOUGH, T.J. The chemistry of organosolv delignification. Tappi Journal, Atlanta, v. 76, n.
8, p. 186-193, 1993.

De acordo com a Figura 10, a solvolise em processos nao catalisados (Figura 10a) ocorre
via formacdo de um intermediario do tipo quinona-metideo, enquanto que em processos com
catélise &cida pode-se propor uma solvdlise facilitada a partir de mecanismos de substituicdo
nucleofilica, como pode ser visto nas Figuras 10b e 10c. Em ambas as condi¢6es, podem ocorrer
condensacgoes indesejaveis com outras unidades contendo atomos com alta densidade eletrénica
(Ex.: oxigénio fendlico), que podem agir como nucledfilos (BARUAH et al., 2018).

O mecanismo proposto para a clivagem de ligagdes (a-O-4) catalisada por bases (Figura
11) é bastante similar ao que ocorre no processo sem catalise (Figura 10 a), porém a ionizacao
da hidroxila fenolica (em funcéo do pH do meio) facilita a conversao no intermediario quinona-
metideo, aumentando a velocidade da reagdo. Uma vez que os ions fenolato podem atuar como
agentes nucleofilicos, atacando o intermediario quinona-metideo, e estes também podem
formar carbanions nas posigdes “orto” e “para” (com relag@o ao fenol ionizado) por ressonancia,
existe a possibilidade de condensagéo de fragmentos de lignina por meio da formagédo de

ligacGes C-C entre estas posi¢cdes e a posi¢do a de uma outra unidade (BARUAH et al., 2018).
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Figura 11 - Proposta de mecanismos de clivagem das liga¢oes (0-O-4) catalisada por base
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Fonte: Adaptado de MCDONOUGH, T.J. The chemistry of organosolv delignification. Tappi Journal, Atlanta, v. 76, n.
8, p. 186-193, 1993.

No caso da clivagem de ligagdes do tipo (p-O-4) catalisada por &cidos, dois principais
mecanismos sao mais disseminados na literatura. No primeiro deles, é prevista a formacgéo de
um estado de transicdo seguido de eliminacdo de agua e formacdo de um enol-éter. Com a
hidrolise do enol-éter sdo produzidas duas moléculas fendlicas, sendo que uma delas apresenta
um grupo enol na cadeia lateral, o qual existe em equilibrio com sua forma de cetona. Na Figura
12 sdo apresentadas as reagOes previstas para um composto modelo (CHIN et al., 2020;
FERREIRA; TAHERZADEH, 2020; PAN; XIE; YU, 2008).

Figura 12 - Proposta de clivagem das ligag¢oes (B-O-4) catalisada por acido

D, 2R
2 E
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Fonte: Adaptado de MCDONOUGH, T.J. The chemistry of organosolv delignification. Tappi Journal,
Atlanta, v. 76, n. 8, p. 186-193, 1993.

lI

Um segundo mecanismo para a clivagem de ligagdes (B-O-4) em meio acido prevé a
eliminacdo de uma molécula de formaldeido a partir de uma estrutura protonada, dando origem
a um enol-éter, que uma vez hidrolisado gera duas moléculas fendlicas, sendo que uma delas
apresenta um grupamento aldeido em sua cadeia lateral (Figura 13) (ZHANG; XIA; MA, 2016).
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Figura 13 - Proposta de clivagem de liga¢Ges (B-O-4) catalisada por acido com liberacdo de
formaldeido
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Fonte: Adaptado de MCDONOUGH, T.J. The chemistry of organosolv delignification. Tappi
Journal, Atlanta, v. 76, n. 8, p.186-193, 1993.

Na hidrolise de ligagdes (B-O-4) mediada por catalise basica (Figura 14), uma hidroxila
ionizada na posi¢do o atua como um agente de ataque nucleofilico intramolecular clivando a
ligacdo éter, o que d& origem a um fragmento fendlico (ionizado) e um epoxido, sendo este
ultimo aberto por meio do ataque de um ion OH" presente no ambiente alcalino (ZHANG; XIA;
MA, 2016).

Figura 14 - Proposta de clivagem de ligagoes (B-O-4) por catélise basica

HO H
'E‘E\-.__ & @
OCH, + '
Hy ocr, %
/ma on OCH,
9.1 9.2 a3
oM
90
OCH,
OR

Fonte: Adaptado de MCDONOUGH, T. J. The chemistry of organosolv delignification. Tappi Journal, Atlanta, v. 76,
n. 8, p. 186-193, 1993.

Em linhas gerais, o pre-tratamento Organosolve pode ser considerado um dos mais

promissores quando se vislumbram biorrefinarias baseadas em biomassa vegetal. Além da
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versatilidade com relacdo as condi¢des de processo (podem ser utilizados solventes de alta
volatilidade, solventes podem ser de baixa toxicidade, possuem alta miscibilidade com agua e
0s solventes podem ser gerados a partir de fontes renovaveis, como o etanol) e boa capacidade
de isolar os componentes constituintes (celulose, hemicelulose e lignina) com alta integridade
e elevada grau de pureza, sendo assim, este tipo de pré-tratamento € passivel de ser
implementado em plantas industriais de alta produgéo (ZHANG; XIA; MA, 2016).

2.4 SOJA

A soja é uma planta herbéacea, com ciclo produtivo de 100 a 160 dias; no mercado hoje
esse ciclo varia de 60 a 120 dias. Sendo constituida por folhas, caule e raizes, a soja é autbgama
- uma planta polinizada por ela mesma. A producéo de gréos na soja se da por meio de vagens
(CARVALHO, 1992).

Segundo Carvalho (1992), a relacdo da palhada com a massa do gréo da soja varia de
120 a 150%. Sendo assim, o Brasil tem uma grande quantidade da palha da soja deixada nas
lavouras, que pode ser usada para diversas finalidades. A palha da soja possui um baixo valor
nutricional, com teores de proteinas, energia e minerais baixos. No entanto, possui um teor de
fibra e uma frag8o indigerivel alta (MARTIN, 1987; NUCCI, 1994).

O Brasil, o0 maior produtor de soja do mundo, teve uma producdo de soja na safra
2020/2021 de 135,385 milhdes de toneladas do gréo (area plantada de 38,502 milhdes de
hectares e produtividade de 3.517 kg/ha), acima do segundo maior produtor de soja do mundo,
os Estados Unidos, com producdo de 112,549 milhdes de toneladas do grdo (area plantada de
33,313 milhdes de hectares e produtividade de 3.379 kg/ha) (EMBRAPA, 2022). Pode-se
estimar que na safra 2020/2021 foram produzidos entre 167,2 a 209,1 milhGes de toneladas de
palha de soja no Brasil, que se somados a estimativa de producdo nos EUA, chegam a 302,3 —
377,9 milhdes de toneladas.

A producdo de soja no Brasil tem crescido durante os ultimos anos, como mostrado no
Gréfico 1.
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Gréafico 1 — Série historica de producéo de soja no Brasil (mil toneladas)
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Fonte: CONAB, Safra Brasileira de Cana-de-AcUcar, Acompanhamento da safra brasileira, palha de soja, 19/08/21.
Disponivel em: <https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/cana>Acesso em: 03 de jan. 2022.

Nas Ultimas 10 safras a producdo de soja no Brasil cresceu cerca de 110%, e se
considerarmos a producdo nos ultimos 40 anos, esse crescimento chega a cerca de 980%.

Diante desse cenario de crescente producéo de soja no Brasil, considerando que a massa
da palha de soja gerada na producdo é cerca de 1,2 a 1,5 vezes a do gréo, e que a palha de soja
tem grande concentracdo de celulose, tem-se nesse residuo agricola um grande potencial para
ser utilizado como matéria-prima em biorrefinarias de segunda geracdo, sendo necessario para
isso que se desenvolvam processos otimizados que possam utilizar integralmente este material

lignocelulésico.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o pré-tratamento Organosolve de palha de soja utilizando-se etanol como

solvente organico, visando a méxima recuperacdo de glicose ap6s hidrdlise enzimatica do

material pré-tratado, bem como avaliar a massa molar da lignina recuperada a partir dos licores

de pré-tratamento obtidos nas melhores condicdes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as melhores condi¢cdes de composi¢do do meio de prée-tratamento
(porcentagem de etanol em &gua), tempo e temperatura de reacdo, visando a
méaxima sacarificacdo enzimatica da biomassa pré-tratada e tendo como
condicdo de contorno uma temperatura maxima de 170°C.

Avaliar o efeito da adicéo de catalisador basico (NaOH) em meio hidroalcoolico
sob condigBes fixas e previamente determinadas de composicdo do meio
(porcentagem de etanol em &gua), tempo e temperatura de reacdo, visando a
méaxima sacarificacdo enzimatica da biomassa pre-tratada.

Avaliar a sacarificacdo da biomassa pré-tratada em funcdo da adicdo de acido
borico (HsBO3) ao meio hidroalcodlico basico, sob condi¢des previamente
determinadas.

Avaliar o efeito dos diferentes processos na massa molar média das ligninas
precipitadas a partir dos licores de pré-tratamento obtidos nas melhores
condicdes de sacarificacdo, levando-se em consideracdo a presenca e auséncia

de acido bdrico.
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4 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento deste trabalho foi dividido em 3 etapas, sendo elas: (i) obtencédo e
caracterizacdo quimica da palha de soja, (ii) estudos de condicbes do pré-tratamento
organosolve e (iii) caracterizacdo estrutural e morfoldgica da biomassa pré-tratada e da lignina
recuperada a partir do licor de pré-tratamento. Nos fluxogramas das Figuras 15, 16 e 17 pode-
se observar as etapas desenvolvidas, bem como as variaveis estudadas e técnicas utilizadas nas

caracterizacdes.

Figura 15 - Etapas iniciais deste trabalho

Fonte: Prdpria autoria.

Figura 16 — Estudo das condicdes do pré-tratamento organosolve

Fonte: Prdpria autoria.
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Figura 17 — Caracterizacdo da biomassa pré-tratada e da lignina recuperada a partir do licor de
pré-tratamento

Fonte: Prépria autoria.

4.1 OBTENCAO E PREPARO DA PALHA DE SOJA

A palha de soja utilizada neste trabalho foi coletada no Campus Fernando Costa da
Universidade de S&o Paulo (USP/FZEA), situado na cidade de Pirassununga/SP. A palha de
soja (Glycine max) apds coleta foi seca em estufa a 45°C por um periodo de aproximadamente
96 horas. Posteriormente, o material passou por um moinho de facas do tipo Willye, em
sequéncia foi peneirado em um agitador eletromagnético com bandejas circulares, de onde
foram selecionadas as fragdes do material entre 20 a 80 mesh. Por fim, a palha passou por um

processo de quarteamento em porcdes de aproximadamente 50 g.
4.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DA PALHA DE SOJA

A anélise da composi¢do da biomassa foi conduzida segundo o procedimento sequencial
padronizado pelo centro de pesquisa americano NREL — National Renewable Energy



48

Laboratory. Os seguintes parametros foram caracterizados: umidade, extrativeis (agua e etanol),
cinzas, lignina soluvel, lignina insoluvel, glicanas e xilanas (Figura 16) (SLUITER et al., 2012).
Na Figura 18 pode-se observar a sequéncia das analises efetuadas e nas se¢des subsequentes

tem-se o0 procedimento experimental executado.

Figura 18 - Fluxograma da caracterizagdo da palha de soja segundo a NREL

Fonte: Prdpria autoria.

4.2.1 Umidade e extrativeis

O procedimento iniciou-se com a extracdo de produtos ndo estruturais, utilizando-se
2,5 g da biomassa e 190 mL de dgua em um equipamento Soxhlet por um periodo de 8 horas
com numero ajustado de refluxos para 4 a 5 ciclos por hora. Posteriormente, houve uma nova
extracdo com 190 mL de etanol 95% para remog&o de produtos ndo estruturais remanescentes
gue ndo sao extraiveis em agua, por um periodo de 16 horas e com namero de refluxos de 6 a
10 ciclos por hora. Em seguida a amostra foi seca por um periodo de 24 horas a 80 °C até massa
constante. O valor de compostos extrativeis foram entdo determinados pela diferenca entre a
massa inicial do processo e a massa final, levando-se em consideragdo a umidade do material
inicial. A umidade foi paralelamente determinada por meio de um processo de secagem da
biomassa bruta (sem qualquer extracdo) em estufa a 105°C até massa constante (SLUITER et
al., 2012; SLUITER et al., 2005).
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Conhecendo-se a massa do cadinho (Mc), a massa Umida da amostra (Au), e a massa
seca (As), foi possivel calcular o teor de umidade na palha de soja (Tu) por meio da equagéo 1.

100% ([Mc+Au]—-[Mc+4s])
e [1]

Para determinar o teor de extrativeis na palha de soja, foi utilizado a equacéo 2.

Tu(%) =

TE (%) = [mc+mA3n—A[md+mF] 100% [2]

Em que,

TE = porcentagem de extrativos na amostra (%);

mc = massa do cartucho (g);

mF = massa final da amostra depois de passar pelo soxhlet e estufa (g);

mA= massa da amostra inicial (g);

Para determinar extrativeis nas amostras da palha de soja foram feitas corre¢cdes nos

resultados obtidos da equacao acima por meio da equacao 3:

Tec — TE (100-TU) 3]
100

Em que,
Tec = teor de extrativos corrigido (%);
TU = teor de umidade das amostras (%);

TE = teor de extrativos (%);
4.2.2 Determinacao da lignina solavel, lignina insoltvel, glicanas, xilanas e cinzas

Os teores de lignina solavel e lignina insolavel, glicanas, xilanas e cinzas foram
determinados mediante a hidrolise com acido sulfarico 72% (m/m) do material sélido obtido
apos a determinacao de extrativeis.

Em linhas gerais, foram pesados 300 mg da biomassa em tubo com tampa resistente a
pressdo, em seguida foram adicionados 3,00 mL de &cido sulfdrico a 72 % (m/m); o contetdo
do tubo foi homogeneizado e mantido em temperatura de 30 °C durante 1 hora, sob agitacao
com bastéo de teflon a cada 5 minutos. Em seguida o conteudo do tubo foi diluido com adi¢éo

de &gua (84 mL de &gua destilada) até uma concentracdo de 4cido sulfurico de 4 % (m/m). O
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tubo devidamente fechado foi entdo submetido a temperatura de 121°C em autoclave durante 1
hora com pressdo de 1,1 bar. Apos resfriado, o contetido do tubo foi filtrado em cadinho de
filtracdo de porcelana (malha igual ou inferior a 15um) previamente pesado e seco em mufla
até massa constante, de onde foram obtidas uma fracdo liquida e uma fracdo solida (SLUITER
etal., 2012).

A determinacéo da lignina soluvel foi efetuada na fracdo liquida mediante a leitura de
absorbancia em espectofotdmetro no comprimento de onda de 240 nm, considerando-se como
absortividade da lignina soltvel o valor de 25 L/g.cm. Em uma amostra da fracdo liquida (apds
neutralizacdo com carbonato de célcio) foi determinada a concentragdo de agUcares (celobiose,
glicose e xilose) por meio da técnica de cromatografia liquida (HPLC) (SLUITER et al., 2012).

Apds seco em estufa até massa constante, o conteldo solido presente no cadinho de
filtracdo foi calcinado em mufla a 575 °C para a determinacéo de cinzas, o qual apos subtraido
da massa do residuo sélido total resultou no valor da lignina insoltvel.

Para determinar o teor de cinzas na amostra utilizou-se a equacao 4.

mC+mAp]-m

Em que,

mC = massa do cadinho (Q).

mMAp = massa da amostra posterior ao processo em mufla a 575 °C.
mAs = massa da amostra seca posterior ao processo da estufa a 105°C.
TC% = Teor de cinza na amostra (%).

A lignina em sua totalidade na biomassa se divide em lignina soltvel e insolivel em

acido, sendo chamada de lignina total a somatéria de ambas.

Li=Ls+ L [5]

L= lignina total;
Ls = lignina solGvel em acido;

Li= lignina insoltvel em &cido (Lignina Klason);
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A lignina insoluvel (Li) foi determinada pela diferenca da massa do conteudo sélido

apos secagem em estufa (105°C) com a massa das cinzas encontrado na equagao 4.

Li=mS —mC [6]
Em que,

Li = ligninas insollveis em &cido (Lignina Klason);
mC = massa de cinzas.

mS = massa do conteudo sélido no cadinho apos secagem (105°C).

A lignina soluvel (Ls) foi determinada pela equacéo 7:

[7]

Absm x Vf x Diluicido
TLs = | =

ExMmgx P
Em que:

TLs = teor de lignina solGvel em &cido (m/m);
Absm = Absorbancia média no comprimento de onda de 240 nm;
Vf = volume do filtrado;

E = absortividade no comprimento de onda de 240 nm;

Mmg = massa da amostra no inicio do processo;

P = caminho Gtico da cubeta utilizada;

Vsd = volume do sélido diluido;

Va = volume da amostra;

43 AVALIACAO DOS PRINCIAIS PARAMETROS RELACIONADOS AO PRE-
TRATAMENTO ORGANOSOLVE - ESTUDOS PRELIMINARES

Inicialmente, foram feitos 20 experimentos de pré-tratamento Organosolve com a palha
de soja submetida a diferentes condicdes, tendo como variaveis a concentracdo de solvente
organico (etanol), temperatura e tempo de pré-tratamento. Este estudo foi conduzido segundo
um planejamento de superficie de resposta do tipo composto central, tendo como resposta o
rendimento da sacarificacdo ap0s hidrdlise enziméatica dos materiais pré-tratados. A matriz

experimental pode ser visualizada na Tabela 1
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Tabela 1 - Matriz de experimentos utilizada nos estudos preliminares segundo metodologia de
superficie de resposta

Etanol Temperatura Tempo

(% viv) (°C) (min)
55,00 120,00 75,00
55,00 150,00 75,00
55,00 150,00 120,00
55,00 150,00 75,00
55,00 150,00 75,00
30,00 150,00 75,00
55,00 150,00 30,00
80,00 150,00 75,00
55,00 150,00 75,00
55,00 180,00 75,00
69,87 132,16 48,24
69,87 167,84 101,76
55,00 150,00 75,00
69,87 132,16 101,76
55,00 150,00 75,00
40,13 132,16 48,24
40,13 132,16 101,76
40,13 167,84 101,76
40,13 167,84 48,24
69,87 167,84 48,24

Fonte: Prdpria autoria.

O rendimento em glicose foi calculado segundo a Equacéo 8:

R(%) = (%) .100% 8]

Em que:

R (%) = rendimento porcentual de glicose com relagéo a massa inicial de biomassa que
entra no pré-tratamento;

CH = concentracdo de glicose obtida no hidrolisado (liquido);

VH = volume total do hidrolisado (liquido);

Mept = massa de biomassa obtida apos pré-tratamento;

Mu = massa de biomassa pré-tratada utilizada na hidrdlise;

Mgg = massa de biomassa bruta utilizada no pré-tratamento;

Uma outra resposta utilizada neste trabalho em analises comparativas foi a recuperacgéo,

definida segundo a Equacéo 9:
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R(%)

REC (%) = (TCBB_ 1'1) .100% [9]

Em que:

REC (%) = recuperacdo porcentual de glicose com relacdo a massa inicial de glicose
presente na biomassa bruta que entra no pré-tratamento;

R (%) = rendimento porcentual de glicose com relagdo & massa inicial de biomassa que
entra no pré-tratamento (vide Equacéo 8);

Tces = porcentagem de glicanas presente na biomassa bruta que entra no processo de
pré-tratamento;

1,1 = fator de conversédo em massa de glicanas para glicose.
4.3.1 Procedimento de execuc¢do do pré-tratamento

Inicialmente, a palha de soja foi levada a estufa e seca por um periodo de 24 horas. Em
seguida a amostra foi pesada em balanca analitica dentro de um recipiente de Teflon (parte do
reator) e entdo foi adicionado volume adequado do meio de pré-tratamento, resultando numa
proporcédo de 1:10 (m/v). Posteriormente, o copo de Teflon foi inserido dentro de um reator de
alta presséo que teve sua temperatura elevada por uma resisténcia em coleira cerdmica acoplada
no reator e controlada por um termopar ligado a um controlador do tipo PID (COEL - modelo
K48E). O tempo de estabilizacdo da temperatura foi de 10 minutos para cada tratamento.

Ao término do tempo de pré-tratamento, o reator foi submetido ao resfriamento rapido
em agua a 4°C por um periodo de 20 minutos. Apds isso, as amostras foram retiradas do copo
de Teflon e filtradas em cadinho de vidro de 50 mL com placa porosa n° 4 (pesados antes do
processo) com auxilio de uma bomba a vacuo; os liquidos filtrados (licor) foram armazenados
a 4 °C. Apos a retirada do licor, as amostras foram lavadas com 400 mL de solvente com a
mesma concentracdo de etanol utilizada no pré-tratamento. Em seguida, o cadinho filtrante
contendo a biomassa pré-tratada foi levado a estufa para secagem em 80°C por 24 horas. Apds
a secagem, o material foi resfriado em dessecador por periodo de 1 hora. Por fim, a amostra foi
pesada para calcular a massa final de sélido pré-tratado.

As amostras obtidas nos pré-tratamentos foram mantidas em dessecador até a execucao

do procedimento posterior de hidrolise enzimatica.
4.3.2 Procedimento de conducéo da hidroélise enzimética

Para o procedimento da hidrélise enzimética foi utilizado cerca de 1,000 g de amostra

pré-tratada pesada em frasco erlenmeyer de 50 mL, ao qual foram adicionados 20,00 mL de
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solucdo tampdo de citrato sédio (0,05 mol/L e pH 4,8) na presenca do coquetel enzimético
comercial CellicCetec2®, resultando numa carga enzimética equivalente a 20 FPU/g de
biomassa. O erlenmeyer foi entdo colocado em uma incubadora TE-420 (Tecnal), sendo
mantido na temperatura de 50 °C e sob agitacéo de 180 rpm durante 72 horas.

Ap6s a hidrolise enzimética, a amostra foi transferida para tubo falcon, o qual foi
aquecido a 95°C durante 10 minutos para inativacdo da enzima. Posteriormente, as amostras

foram centrifugadas, e por fim utilizou-se o sobrenadante para as analises de glicose.
4.3.3 Determinagédo da concentracao de glicose

A concentracdo de glicose foi determinada por espectrofotometria utilizando-se o kit
Glicose Liquiform (Labest). Em tubo de 10 mL foi adicionado 20 pL da amostra diluida e
2,00 mL da solucdo reagente do kit, deixando-se reagir por 10 minutos em banho maria a
37°C. Por fim, levou-se as amostras para o espectrofotdmetro que estava calibrado para leitura
de absorbancia em 505 nm. As quantificagbes foram conduzidas por meio de curva de
calibracdo com no minimo 7 pontos, sendo todas as medidas (padrBes e amostras) realizadas

em triplicata.
44 ESTUDO DA INFLUENCIA DA PORCENTAGEM DE ETANOL

Em funcdo dos resultados obtidos nos estudos preliminares, nesta etapa do trabalho
optou-se por fixar a temperatura e tempo de pré-tratamento, variando-se a concentracdo de
etanol para se avaliar o efeito deste parametro em condic¢des ndo estudadas na metodologia de
superficie de resposta. As condicdes utilizadas nos experimentos executados nesta etapa do

trabalho sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2 — Pré-tratamentos com variac6es da concentracao de etanol em condicGes de
temperatura e tempo fixos
Etanol  Temperatura Tempo

(%0) (°C) (min)
40,00 170,00 50,00
30,00 170,00 50,00
20,00 170,00 50,00
10,00 170,00 50,00

Fonte: Autoria propria

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e segundo procedimentos

descritos anteriormente.
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45 ESTUDO DA INFLUENCIA DE CATALISADOR/ADITIVO

Com o objetivo de otimizar o rendimento/recuperacao de glicose, esse trabalhou buscou
analisar a influéncia de catalisador/aditivo no pré-tratamento Organosolve. As substancias

utilizadas como catalisador e aditivo foram NaOH e &cido borico, respectivamente.

4.5.1 Porcentagem de hidréxido de sodio

Para analisar o efeito do hidréxido de sodio (NaOH) no pré-tratamento Organosolve
foram fixados os fatores tempo e temperatura. A concentracao de etanol também foi fixada em
20% (v/v), segundo resultados obtidos nas etapas anteriores. As condi¢Oes estudadas nesta etapa

do trabalho sdo mostradas na Tabela 3.

Tabela 3 - Pré-tratamentos com variagdes da concentracdo de base (NaOH)
Etanol Temperatura Tempo % NaOH
(%) W) (min)  (mhv)

20,00 170,00 50,00 0,85
20,00 170,00 50,00 1,70
20,00 170,00 50,00 2,55
20,00 170,00 50,00 3,20
20,00 170,00 50,00 3,85

Fonte: Autoria propria

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e segundo procedimentos

descritos anteriormente.

4.5.2 Porcentagem de acido bdrico

O uso de acido bérico foi estudado como aditivo ao meio alcalino (NaOH),
vislumbrando-se possiveis efeitos sinérgicos no processo de deslignificacdo, ou mesmo efeitos
na qualidade da lignina a ser recuperada do licor ao final do processo. As condicOes estudadas,

tendo como referéncia os resultados obtidos nas etapas anteriores, sdo mostradas na Tabela 4
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Tabela 4 - Pré-tratamentos com variacdes da concentracdo de base (NaOH) e acido (H3zBOs3)
Etanol Temperatura Tempo NaOH/H3BOs
(%) (°C) (min) (% miv)

20,00 170,00 50,00 3,0/1,0
20,00 170,00 50,00 3,0/2,0

20,00 170,00 50,00 3,0/3,0
20,00 170,00 50,00 4,5/1,0
20,00 170,00 50,00 4,5/2,0

20,00 170,00 50,00 4,5/3,0

Fonte: Autoria prdpria

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e segundo procedimentos

descritos anteriormente.

4.6 OBTENCAO DE LIGNINA BRUTA A PARTIR DE LICORES ORGANOSOLVE

Dentre todas as condicdes estudadas, optou-se por precipitar a lignina a partir dos licores
dos pré-tratamento onde foram obtidos os maiores rendimentos de glicose apos hidrdlise
enzimatica.

Para segregar a lignina, foram adicionados aos licores Organosolve agua destilada na
proporcao volumétrica de 1:1 (licor:adgua); na sequéncia ajustou-se o valor do pH do meio em
2,0 por meio da adicdo de HCI concentrado sob forte agitacdo. Em seguida, os licores foram
deixados em repouso durante 24 horas em refrigerador (2 a 5°C), sendo posteriormente
centrifugados para remocao do sobrenadante. Ao tudo contendo o sélido, foi adicionado um
volume de &gua destilada igual ao volume inicial de licor; os tubos foram entdo agitados por 10
minutos e centrifugados, removendo-se o sobrenadante. As operacfes de adicdo de agua
destilada, agitacdo e centrifugacao foram realizadas 2 vezes. Posterior a Gltima centrifugacéo e
retirada do sobrenadande, o sélido foi ressuspenso com quantidade minima de etanol absoluto
e colocado em bequer de 500 mL, sendo mantido em estufa a 60 °C até evaporacdo total do
solvente (massa constante). Por fim, o solido passou por raspagem e trituracéo, até obtencéo de

um p6 extremamente fino, obtendo-se desta forma a lignina bruta.
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4.7 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E MORFOLOGICA

As amostras da palha de soja ndo tratada e pré-tratadas nas melhores condigdes (3,20%
de NaOH e 4,5/1,0 de NaOH/H3:BOs e 4,5/2,0 de NaOH/H3BOz) foram caracterizadas
estruturalmente e morfologicamente pelas seguintes técnicas: Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia eletrénica de Varredura (MEV),
Termogravimetria (TG/DTG) e Difracdo de Raios-X (DRX), além disso, avaliou-se possiveis
modificagdes estruturais nas ligninas brutas preciptadas utilizando as técnicas de FTIR e

Cromatografia liquida por exclusdo de tamanho (SEC).
4.7.1 Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O objetivo do uso desta técnica é detectar as modifica¢fes quimicas (grupos funcionais)
ocasionadas na estrutura da biomassa antes e ap6s o pré-tratamento. Para tal procedimento, foi
utilizado um equipamento da marca Perkin Elmer (modelo Spectrum One) operado na
modalidade de reflecténcia total atenuada (ATR-FTIR), utilizando-se a faixa de 4000 a
600 cm™, com resolugdo de 4 cm™ e acimulo de 64 espectros (LIU et al., 2016; QING et al.,
2017). Para efeito de comparaces, todos os espectros foram normalizados com o auxilio do
software OriginLab 2022.

4.7.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O material lignoceluldsico foi analisado pela microscopia eletronica de varredura com
0 proposito de se observar as modificacdes que ocorrem na morfologia da biomassa. O
equipamento que foi utilizado para a microscopia eletronica de varredura é da marca Hitachi
(modelo TM3000), com angulo de incidéncia de 38° e ampliacao de 1500 vezes. Para tal analise,

0 material foi colocado sobre fitas de carbono sem qualquer recobrimento (CHEN et al., 2018).
4.7.3 Termogravimetria (TG/DTG)

Por meio das andlises termogravimétrica, avaliou-se na biomassa as modificaces
estruturais ou de composicao frente a degradacéo térmica. Para analises termogravimétricas foi
utilizado o equipamento STA 449 F3 Jupiter (Netzsch). As condi¢Bes de anlise utilizadas
foram: massa inicial de cerca de 10 mg, atmosfera de nitrogénio na vazao de 50 mL/min, faixa
de temperatura de ambiente a 900 °C e taxa de aquecimento de 10°C/min. (ZHANG E WU,
2015).
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4.7.4 Difracao de Raios-X (DRX)

A determinacdo do indice de cristalinidade por difracdo de raios X foi realizada com
objetivo de se determinar as modificacdes nas fases cristalina e amorfa ocorridas em funcéo do
pré-trtamento realizado. O equipamento utilizado foi o MiniFlex 600 (Rigaku International
Corporation), sendo operado segundo o0s seguintes parametros: faixa de 20 de 5° a 65°, radiacdo
da linha Cu-Ka e velocidade de varredura angular de 1%s. O indice de cristalinidade foi
calculado a partir da equacdo a seguir (ZHANG E WU, 2015).

Cri = ((1002 - lam) / 1002) x 100 [10]

Em que:
Cri = indice de cristalinidade;
loo2 = maximo de intensidade de difracdo no plano (002) por volta de 26 = 22,5°;

lam = minimo de intensidade de difracdo por volta de 26 = 18,60°.

4.7.5 Cromatografia liquida por exclusdo de tamanho (SEC)

A determinacdo da massa molar e polidispersidade das ligninas brutas recuperadas a
partir dos licores de pré-tratamento em condi¢es de melhor rendimento de glicose foi feita
segundo ANDRIANOVA et al. (2019), com pequenas modificacdes. Foi utilizada uma coluna
PLGel (Agilent) com fase estacionaria de PSDVB, dimens6es de (300 x 7,5) mm, tamanho de
particula de 5um e diametro de poro igual a 1000A. Uma pré-coluna de dimensdes iguais a (30
X 7,5) mm contendo a mesma fase estacionaria também foi utilizada. A fase movel utilizada foi
THF puro numa vazéo de 0,8 mL/min, sendo a coluna termostatizada na temperatura de 30°C.
A deteccdo foi feita por meio de detector de arranjo de diodos operado na faixa de comprimento
de onda de 200 a 600 nm; para efeito de célculos, foi utilizado o cromatograma extraido em
275nm. A calibragdo foi feita por meio do Kit de padrdes de massa molar de poliestireno
Easivial (Agilent — Part number PL2010-0401). As amostras de lignina foram preparadas na
concentragédo de 1,500 mg/ml em THF 95% (v/v), sonicadas por 30 minutos e posteriormente

injetadas no cromatdgrafo. O volume de injecdo (padrdes e amostra) foi de 20 pL.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA E CONFECCAO DE GRAFICOS

O planejamento e analise dos dados de superficie de resposta, assim como os testes de
comparacgOes estatisticas (ANOVA e teste de Tukey) foram realizados utilizando o software
Stastistica 14.0.0.15 (TIBCO Software In.). Na execuc¢do de célculos e confeccdo de gréaficos

foram utilizados os softwares Microsft Excel e Origin 2022 (OriginLab Corporation).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DA BIOMASSA

A palha de soja ndo tratada e livre de umidade foi caracterizada (Tabela 5) conforme a
NREL (SLUITER et al., 2012). A biomassa contém 44,07% de glicose, 17,89% de xilose,
2,21% de lignina soltvel em &cido (LSA), 18,40% de lignina insoltvel em acido (LIA), 10,83%
de extrativos e 2,60% de cinzas, valores bem préximos foram relatados na literatura
(CABRERA et al., 2015; MARTELLI-TOSI et al., 2017; QING et.,2017).

Tabela 5 - Composi¢do quimica da palha de soja com base na biomassa seca

Glicose (%) Xilose (%) LSA (%) LIA (%) Extrativos (%) Cinzas (%)
44,07 +£0,95 17,89+0,37 2,21+0,16 1840+0,47 10,83+0,25 2,60+ 0,05

*LSA — Lignina soluvel em &cido; LIA — Lignina insolivel em acido

Fonte: Prdpria autoria.

Para caracterizar uma biomassa existem varias normas,tais como: NREL (usada para
este estudo), Technical Association of Pulp and Paper Industry (TAPPI) e American Society
for Testing and Materials (ASTM). Com isso, existe uma variedade de resultados na
caracterizacdo da palha de soja encontrada na literatura (Quadro 6). Para comparar a
concentracdo de celulose e hemicelulose deste trabalho com outros descritos na literatura, a
glicose (Cs) e xilose (Cs) foram multiplicadas pelo fator de conversdo 0,9 (Ce) e 0,88 (Cs),
respectivamente (SLUITER et al., 2012).

Quadro 6 - Comparacao da caracterizagao da palha de soja

CELULOSE HEMICELULOSE LIGNINA CINZAS REFERENCIAS
(%) (%) (%) (%)
25,0 11,9 17,6 - (XU et al., 2007)
34,1 16,1 21,6 5,2 (WAN; ZHOU; LI,

2011)
35,3 16,9 21,7 10,6 (CABRERA et al., 2015)
43,6 25,5 24,1 2,6 (LIU et al., 2015)
43,6 25,5 23,2 - (LIU et al., 2016)
42,3 16,7 21,6 0,2 (QING et., 2017)
39,8 22,6 12,8 - (MARTELLI-TOSI et
al., 2017)

442 59 19,2 - (KIM, 2018)
39,6 15,74 20,6 2,6 Este trabalho

Fator de conversdo: (C6) * 0,9 = Teor de celulose e (C5) * 0,88 = Teor de Hemicelulose.
Fonte: Adaptado de ROCHA, A. Estudo do efeito da presenca de espécies derivadas do acido bdrico durante
pré-tratamento alcalino na sacarificagdo de palha de soja. Pirassununga, SP, 2019, 108 f. Dissertagdo (Mestrado em
Engenharia e Ciéncia de Materiais) — Curso de P6s graduacdo em Engenharia e Ciéncia de Materiais, Universidade de Sdo
Paulo, S&o Paulo, 2019.
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Quando avalia-se o potencial de producdo de etanol de segunda geracdo por meio da
palha de soja, pode-se notar que a concentragdo de holocelulose (hemicelulose + celulose)
encontrada neste trabalho (55,34% da biomassa seca), representa uma resposta positiva para a
producdo de etanol 2G. Quando comparamos a concentracao de holocelulose da palha de soja
com a da palha e bagaco de cana de acucar (Tabela 6), verifica-se que a palha de soja se
apresenta como uma boa alternativa para atuar em conjunto, ou mesmo substituir o bagaco de
cana de agucar na producéo de etanol 2G (ZHANG; XU; LI, 2007).

Tabela 6 - Caracterizacdo de biomassa estudadas para a producéo de etanol 2G

Biomassa Lignina (%) Holocelulose (%6)
Cana de agucar Bagaco 20,9 46,6
Palha 20,9 65,7
Milho Caule 20,5 64,8
Folha 19,3 66,7
Palha 9,3 83,3
Sabugo 15,8 77,2
Arroz Casca do grao 26,9 52,6
Neste trabalho Palha de soja 20,6 55,34

Fonte: Adaptado de RAMOS E PAULA, L. E. et al. Characterization of residues from plant biomass for use in energy
generation. Cerne, Lavras, v. 17, n. 2, p. 237-246, 2011.

Uma vez verificado o potencial da palha de soja para producéo de etanol 2G, deu-se

continuidade ao estudo do pré-tratamento da mesma.

5.2 ESTUDO PRELIMINAR — PRINCIPAIS VARIAVEIS QUE AFETAM O PROCESSO
ORGANOSOLVE - ANALISE DO PLANEJAMENTO DE SUPERFICIE DE
RESPOSTA

Como etapa inicial do estudo foi realizado um planejamento experimental para se analisar
os efeitos da concentracdo de etanol, temperatura e tempo de pré-tratamento no rendimento de
glicose apds hidrolise da biomassa pré-tratada. Para o calculo do rendimento de glicose
(Equacdo 9) levou-se em consideracdo ndo s6 a massa de palha pré-tratada submetida a
hidrolise, mas também a massa solubilizada/perdida no pré-tratamento, ou seja, a concentracao
de glicose obtida foi convertida para a biomassa bruta (sem pré-tratamento) por meio dos

valores medidos de perda de massa no pré-tratamento. Desta forma, acredita-se que seja
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possivel avaliar de forma mais realista a eficiéncia do processo, uma vez que a informacéo
obtida se refere a quantidade de glicose que pode ser obtida do material bruto, apos te-lo
submetido a um determinado pré-tratamento e hidrolise.

Diante dos 20 experimentos da matriz de planejamento (Tabela 7), pode se concluir que 0s
rendimentos de glicose apds as amostras pré-tratadas serem submetidas a hidrolise enzimética
sdo maiores & medida que se tem temperaturas mais elevadas (180°C), em comparacdo as
temperaturas mais baixas (132°C). Em relacdo ao tempo, o rendimento aumenta com o0 aumento
deste parametro, no entanto, o rendimento de glicose diminui com o aumento da concentracdo

de etanol na solugéo.

Tabela 7 — Resultados de rendimento obtidos no planejamento de superficie de resposta

Experimento Etanol Temperatura Tempo Rendimento
(%) (°C) (min) (%)
1 55,00 120,00 75,00 10,48
2 55,00 150,00 75,00 15,27
3 55,00 150,00 120,00 18,07
4 55,00 150,00 75,00 15,64
5 55,00 150,00 75,00 15,69
6 30,00 150,00 75,00 19,08
7 55,00 150,00 30,00 11,22
8 80,00 150,00 75,00 11,14
9 55,00 150,00 75,00 14,58
10 55,00 180,00 75,00 23,90
11 69,87 132,16 48,24 9,28
12 69,87 167,84 101,76 19,44
13 55,00 150,00 75,00 14,65
14 69,87 132,16 101,76 11,75
15 55,00 150,00 75,00 15,13
16 40,13 132,16 48,24 12,53
17 40,13 132,16 101,76 15,02
18 40,13 167,84 101,76 21,30
19 40,13 167,84 48,24 19,63
20 69,87 167,84 48,24 16,25

Fonte: Prdpria autoria.

As respostas de rendimento obtidas experimentalmente foram analisadas segundo
metodologia de superficie de resposta, sendo os efeitos dos fatores validados pela anélise de

variancia (ANOVA), cujos resultados sdo apresentados no Quadro 7.
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Quadro 7 — Resultados estatisticos obtidos para os coeficientes do modelo de superficie de

resposta ajustado
Fator Somados | Graus Media Valor de F Prob>F
quadrados de quadrética
liberda
de
% Etanol(L) 46,17 1 46,17 206,00 2,96E-05
Temperatura(L) 187,54 1 187,54 836,67 9,25E-07
Temperatura(Q) 7,83 1 7,83 34,97 0,0019
Tempo (L) 33,34 1 33,34 148,75 6,55E-05
Falta de ajuste 6,87 10 0,68 3,06 0,11
Erro puro 1,12 5 0,22
Total 282,90 19

Fonte: Propria autoria.

De acordo com os valores apresentados no Quadro 7, pode-se afirmar que os termos
lineares de concentracdo de etanol, temperatura e tempo, e o termo quadratico de temperatura
sdo significativos para o nivel de confianca adotado de 95% (valores de Prob>F menores que
0,05). Além disso, 0 modelo ndo apresenta falta de ajuste (valor de Prob>F maior que 0,05), o
que indica que o mesmo pode ser utilizado para se fazer predi¢Ges. A analise estatistica das
estimativas dos valores de coeficiente de regressdo para cada fator significativo é mostrada no
Quadro 8.

Quadro 8 - Resultados obtidos para a estimativa dos coeficientes de regressdo para 0 modelo
de superficie de resposta

Fator Coeficiente | Erro | Valor | Prob(>|t|) I.C. (- I.C.
padrdo | det 95%) (95%)
Intercepto 37,94 8,74 4,34 0,0074 15,47 60,42
% Etanol(L) -0,12 0,0086 | -14,35 | 2,96E-05 -0,14 -0,10
Temperatura(L) -0,48 0,11 -4,12 0,0091 -0,78 -0,18
Temperatura(Q) 0,0022 0,0003 | 5,91 0,0019 0,0012 0,0032
Tempo (L) 0,058 0,0047 | 12,19 | 6,55E-05 0,046 0,070
R? 0,97
Rzajustado 0,96

Fonte: Prdpria autoria.

De acordo com a Quadro 8, os efeitos lineares da concentracdo de etanol e temperatura
apresentam sinais negativos, ou seja, aumentos desses parametros implicam em uma
diminuicdo no rendimento de glicose, enquanto aumento no tempo de pré-tratamento
(coeficiente positivo) pode implicar em aumento de rendimento. Apesar de positivo, 0
coeficiente relacionado ao fator tempo tem o menor valor dentre os coeficientes lineares

ajustados, indicando sua menor influéncia na resposta quando comparado aos outros
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coeficientes lineares em mdédulo. O fator temperatura também demonstrou uma influéncia
quadrética e positiva na resposta, 0 que mostra a maior complexidade deste fator frente aos
fendmenos que ocorrem no processo de pré-tratamento. Se por um lado aumentos na
temperatura podem implicar em maior solubilizacdo de hemicelulose (contém glicose em sua
estrutura) e eventuais degradacdes da celulose, diminuindo o rendimento em glicose
(dependéncia linear negativa), por outro lado aumentos de temperatura também podem implicar
em maior solubilizacdo de lignina, que acaba concentrando a biomassa em celulose e facilita o
ataque enzimatico por parte de celulases. Em linhas gerais, 0 modelo mostra que aumentos na
temperatura e tempo, além da diminuicdo na porcentagem de etanol, podem implicar em
aumento de rendimento. A equagdo 11 representa 0 modelo preditivo ajustado aos dados

experimentais obtidos nesta etapa do trabalho.

R (%) = 37,9474 — 0,1236.Et — 0,4813.Temp + 0,0022. (Temp)? + 0,0583.T [11]
Em que:
R(%) = Porcentagem de rendimento de glicose
Et = Concentracéo de Etanol
Temp = Temperatura
T =Tempo

As analises graficas do modelo ajustado sdo apresentadas na Figura 19. Os valores
normalizados esperados versus residuos apresentaram um comportamento linear (Figura 19a),
os residuos versus valores previstos ndo sao tendenciosos (Figura 19b) e os valores previstos
versus valores observados tem uma tendéncia linear (Figura 19c). Todos esses comportamentos

observados nos graficos corroboram para o bom ajuste do modelo.



Figura 19 - Andlises gréaficas do planejamento de superficie de resposta - (continua)
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Fonte: Prépriaautoria.

Na Figura 20 sdo apresentadas as curvas de nivel correspondentes as superficies de
resposta geradas pelo model o ajustado, onde € possivel observar o efeito provocado naresposta
pelas trés variaveis avaliadas. Verifica-se que, com a diminui¢do da concentracdo de etanol e

aumento de temperatura e tempo, o rendimento de glicose tende a aumentar.

Figura 20 - Gréfico de contorno obtido para o rendimento em glicose — (a) tempo fixo em 50
minutos; (b) temperatura fixaem 170°C.
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Fonte: Prépria autoria.
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Apesar da tendéncia observada, optou-se por dar continuidade ao estudo fixando-se a
temperatura em 170°C e o tempo em 50 minutos. Quando analisamos os resultados
experimentais obtidos (Tabela 7), pode-se perceber que os trés maiores valores de rendimento
foram alcancados nos experimentos 10, 18 e 19, onde as temperaturas utilizadas eram as
maiores dentro do planejamento experimental. Durante o desenvolvimento dos experimentos,
observou-se que em temperaturas maiores que 170°C havia degradacdo do vaso interno
(Teflon) do reator, motivo pelo qual se fixou a temperatura na maior possivel dentre as
possibilidades de operacao do reator utilizado. Além disso, menores temperaturas de processo
(quando possivel) sdo desejaveis, principalmente em funcdo de gasto energético e custos
relacionados a confeccdo e operacdo de reatores. No que diz respeito ao fator tempo, se
compararmos os valores obtidos nos experimentos 18 e 19, podemos perceber que um aumento
de cerca de 110% no tempo de reacdo (48 para 102 minutos) implica somente em 8,5% de
aumento no valor de rendimento, o que ja era esperado em fungdo do pequeno valor de

coeficiente de regressédo do modelo preditivo ligado a este fator (Quadro 8).

5.3 OTIMIZACAO DA PORCENTAGEM DE ETANOL E PRESENCA DE ADITIVOS
NO MEIO REACIONAL

Como anteriormente previsto (Figura 20), tem-se a tendéncia de aumento no rendimento
guando se diminui a concentracdo de etanol no meio de pré-tratamento. Com objetivo de se
aumentar o rendimento dentro das condi¢Ges anteriormente impostas de temperatura e tempo,
foram estudadas condigdes em que se variou a concentragcdo de etanol em valores inferiores
aqueles considerados no planejamento de superficie de resposta. Além disso, foram estudados
o efeito da presenca de hidroxido de sédio (NaOH) como catalisador basico e acido bdérico

(HsBO3) como um possivel agente de melhoria na deslignificacéo.
5.3.1 Efeito da concentragdo de etanol no meio reacional

Em funcéo das tendéncias observadas, novos pré-tratamentos foram realizados com
etanol nas concentragbes de 40, 30, 20 e 10% (v/v), mantendo-se as condigdes fixas de
temperatura (170°C) e tempo (50 minutos). Os resultados obtidos, bem como a analise

estatistica (ANOVA e teste de Tukey) sdo mostrados no Quadro 9.
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Quadro 9 - Resultados obtidos e andlise estatistica do efeito da porcentagem de etanol no
rendimento de glicose — letras iguais no teste de Tukey significam resultados estatisticamente
iguais ao nivel de 95% de confianca

ANOVA
Fonte da variacdo | Somados| Graude Meédia Valor | Valor F
quadrad | liberdade | quadratica | deF de P | critic
0S 0
Entre grupos 36,73 3 12,24 8,91 | 0,0062 | 4,06
Dentro dos grupos 10,98 8 1,37
Total 47,71 11
Resultados do teste de Tukey
Porcentagem de Média Desvio padréao
Etanol (v/v)
40 20,512 0,98
30 24,21° 1,32
20 25,03° 1,30
10 22,34% 1,06

Fonte: Prdpria autoria.

Do ponto de vista estatistico (Quadro 9 — Teste de Tukey), podemos considerar 0s
resultados obtidos nas concentracGes de 40 e 10% de etanol como sendo iguais, assim como 0s
resultados obtidos nas concentra¢des de etanol de 30, 20 e 10%. No Gréfico 2 pode-se visualizar
os valores medios de rendimento obtidos com seus respectivos intervalos de confianca ao nivel

de confianca de 95%.

Gréfico 2 - Valores de rendimento obtidos em funcdo da variacdo da concentracdo de etanol —
intervalos de confianca ao nivel de 95%
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Apesar da anélise estatistica demonstrar a similaridade dos resultados nas concentragdes
de etanol de 10, 20 e 30%, é possivel visualizar uma tendéncia nos valores médios, indicando
um valor maximo em 20% de etanol. O valor médio nesta condi¢do supera o maior valor obtido
no estudo inicial de superficie de resposta (Tabela 7), correspondente a uma condicdo de
temperatura de 180°C. Tal resultado mostra que maiores rendimentos podem ser obtidos em
condi¢Ges mais brandas de temperatura quando se manipulam outras variaveis. Do ponto de
vista da robustez na conducéo de processo, a op¢éo pela concentracéo de etanol de 20% também
¢ vantajosa se vislumbramos que, mesmo ocorrendo variacdes ao redor desta concentracdo (na
faixa de 10 a 30%), ainda teremos rendimentos satisfatorios, ou mesmo estatisticamente iguais.
Uma vez selecionada a concentragédo de 20% de etanol, estudou-se o efeito de aditivos no meio
reacional, iniciando-se pelo estudo da adicdo de NaOH como um possivel catalisador no

processo de deslignificacéo.

5.3.2 Estudo da presenca de aditivos no pré-tratamento
5.3.2.1 Efeito da adicao de hidroxido de s6dio ao meio Organosolve

Nas condi¢des anteriormente determinadas de temperatura (170°C), tempo de reagédo
(50 minutos) e porcentagem de etanol (20% v/v), estudou-se o efeito da adi¢do crescente da
NaOH ao meio reacional. Os resultados obtidos, bem como a analise estatistica comparativa
dos mesmos sao mostrados no Quadro 10 e Grafico 3.

Quadro 10 - Resultados obtidos e analise estatistica do efeito da adicdo de NaOH ao meio
Organosolve — letras iguais no teste de Tukey significam resultados estatisticamente iguais ao
nivel de 95% de confianca

ANOVA
Fonte da variagdo | Soma dos Grau de Média Valor Valor F
Quadrados | liberdade Quadratica deF de P critico
Entre grupos 144,24 4 36,06 55,24 8,79E-07 3,47

Dentro dos grupos 6,52 10 0,65

Total 150,77 14

Resultados do teste de Tukey
Concentragéo de Média Desvio padréo
NaOH (% m/v)

0,85 22,7192 1,13

1,70 28,96° 0,57

2,55 29,79° 0,67

3,20 32,19° 0,67

3,85 28,58° 0,88

Fonte: Prdpria autoria.
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Com excecdo a condi¢do em que se tem concentracdo de NaOH igual a 0,85% (m/v),
todos os outros resultados obtidos foram superiores a condi¢cdo onde ndo se tem adigdo de
NaOH ao meio (Quadro 9). Tal fato pode ser explicado em funcdo da reconhecida capacidade
de pré-tratamentos em meio alcalino de solubilizarem eficientemente hemicelulose e lignina da
biomassa. O rendimento em glicose esta relacionado com a solubilizagéo de lignina (aumento
do rendimento) e hemicelulose (diminuic¢do do rendimento), uma vez que a remogéo de lignina
enriquece a biomassa em celulose e facilita a hidrdlise, enquanto a remocéo de hemicelulose
diminui a disponibilidade de glicose na biomassa pre-tratada (hemicelulose possui glicose em
sua composic¢do). O rendimento inferior na condigdo em que se tem concentracdo de NaOH
igual a 0,85% (m/v), provavelmente se deve a maior solubilizac&o da hemicelulose com relagdo
a lignina, quando comparada a condicdo em que ndo se tem base presente no meio. O valor
6timo de concentracdo de NaOH (Gréafico 3) dentre as condicGes estudadas foi de 3,20% (m/v),
correspondente ao rendimento de glicose de 32,2% (m/m) e equivalente a recuperacdo de 73,0%
de toda glicana presente na biomassa bruta. O aproveitamento de glicanas da biomassa bruta
(sem pré-tratamento) quando submetida a hidrolise enzimatica foi de aproximadamente 40%,
demonstrando um aumento de cerca de 78,4% de aproveitamento quando se submete a

biomassa ao pré-tratamento proposto neste trabalho .

Gréfico 3 - Valores de rendimentos obtidos em funcéo da porcentagem de NaOH — intervalo
de confianca ao nivel de 95%
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Fonte: Prdpria autoria.
5.3.2.2 Efeito da adi¢éo de &cido bdrico ao meio Organosolve alcalino

Uma vez determinada a concentracdo da NaOH que promoveu o maior rendimento de

glicose dentre as condiges testadas, optou-se por estudar o efeito da adicdo de &cido borico ao



71

meio Organosolve alcalino, tendo-se como objetivo um aumento no rendimento e/ou possiveis
efeitos na estrutura da lignina a ser recuperada do licor de pré-tratamento (vide se¢do 5.4). As
condicoes testadas, assm como o0s resultados obtidos e suas comparacdes estatisticas séo
apresentadas no quadro 11 e Gréfico 4.

Quadro 11 - Resultados obtidos e andlise estatistica do efeito da adic¢éo de &cido bérico ao
meio Organosolve acalino — letrasiguais no teste de Tukey significam resultados
estati sticamente iguais ao nivel de 95% de confianca

ANOVA
Fonte da variagéo Soma Grau de Média Valor F | Valor P | Fcritico
Quadrética | liberdade | Quadratica
Entre grupos 280,69 5 56,13 97,75 2,69E- 3,10
09
Dentro dos grupos 6,89 12 0,57
Tota 287,58 17
Resultados do teste de Tukey
NaOH/H3BO3 Média Desvio padréo
(% m/lv)
3,0/1,0 26,83 0,97
3,012,0 31,34 0,69
3,0/3,0 21,00° 0,19
4,5/1,0 32,27 0,95
4,5/2,0 32,03 0,42
4,5/3,0 28,98¢ 0,75

Fonte: Prépria autoria.

Gréfico 4 - Vaores de rendimentos de glicose em fungéo da concentracdo de NaOH e H3BOs
- interval os de confianca ao nivel de 95%
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A andlise estatistica mostra que existem diferencas significativas nos pré-tratamentos
testados, e que os valores de rendimento de glicose obtidos nas condi¢bes de concentragdo de
NaOH/H3BOz iguais a 3,0/2,0, 4,5/1,0 e 4,5/2,0 séo os maiores obtidos e estatisticamente iguais.
Né&o foram observados efeitos significativos no rendimento em glicose quando o pré-tratamento
foi efetuado na presenca de acido borico (32,27%) comparado ao pré-tratamento onde se obteve
o melhor rendimento utilizando-se somente NaOH (32,19%). As diferencas nas ligninas
precipitadas a partir dos licores de pré-tratamento contendo somente NaOH e NaOH e H3BO3
sdo abordadas na se¢éo 5.4.

Apesar da igualdade estatistica, foram considerados para a continuidade deste trabalho
as condicOes onde a média de rendimento de glicose ficou acima de 32%, ou seja, concentracbes
de NaOH/H3BOs iguais a 4,5/1,0 e 4,5/2,0.

5.3.3 Andlise comparativa da recuperacédo de glicose com dados da literatura

Para efeito de comparacdo, na Tabela 8 sdo apresentados os melhores valores de
rendimento de glicose obtidos neste trabalho, bem como a recuperagdo em relacdo a0 maximo
possivel, ou seja, considerando a quantidade total de glicose (na forma de celulose) disponivel
na biomassa bruta que entra no processo, chamada aqui de recuperacao.

Tabela 8 — Melhores valores de rendimento e recuperacgdo de glicose apds pré-tratamento e
hidrolise enzimatica obtidos no presente trabalho

Pré-tratamento Rendimento de glicose* Recuperacao de glicose**
NaOH/H3;BOs (% m/v) (% m/m) (% m/m)
3,2/0,0 32,19 73,04
4,5/1,0 32,27 73,22
4,5/2,0 32,03 72,68

* massa de glicose obtida por massa de biomassa bruta que entra no processo; **massa de glicose obtida com relagdo a massa
de glicose presente na biomassa bruta que entra no processo.
Fonte: Propria autoria.

Os resultados obtidos se referem a quantidade de glicose recuperada na fracdo sélida
obtida apos pré-tratamento e hidrolise, ou seja, ndo leva em consideracao os agucares redutores
totais solubilizados no licor de pré-tratamento. Dentro desta consideracdo, se acredita que a
producdo de etanol de segunda geracdo numa biorrefinaria baseada em palha de soja deva ser
originada da fragdo solida resultante do pré-tratamento, enquanto a corrente liquida deva ser
utilizada para obtencéo de lignina ap0s precipitacdo, sendo a fracdo liquida ainda remanescente
utilizada para obtencéo de oligossacarideos (e monossacarideos) derivados da hemicelulose.
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No Quadro 12 s&o apresentados valores de recuperacdo de glicose encontrados nos
trabalhos descritos na literatura, pesquisados na base Web of Science no més de maio de 2022.

Quadro 12 — Valores de recuperacdo de glicose contida na palha de soja apds pré-tratamento e

hidrélise enzimatica descritos na literatura

Recuperacdo | Tempo Carga Tipo de pré- Comentarios Referéncia
(% m/m) de Enzimatica tratamento
Hidrolise
51,22% 36 h 50 FPU/g de | Alcalino com 24 horas de pré- (XU etal.,
biomassa amonia (temp. tratamento; 2007)
ambiente) considera na
recuperacao os
acucares redutores
totais no substrato
da hidrdlise
enzimatica
70,76% 48 h 20 FPU/g de | Hidrotermal Considera licor e (WAN;
biomassa solido no célculoda | ZHOU,; LI,
recuperacao 2011)
64,55% 48 h 20 FPU/g de | Alcalino NaOH | Considera licor e (WAN;
biomassa solido no célculoda | ZHOU,; LI,
recuperacao; 24 2011)
horas de pré-
tratamento e 40% de
NaOH
70,80% 72h Coquetel | Alcalino NaOH Considera licor e (CABRERA
enzimatico sélido no calculo da | etal., 2015)
recuperacao
93,90% 72h Coquetel 4% de &cido Considera licor e (CABRERA
enzimatico sulfurico s6lido no calculo da | etal., 2015)
recuperacao
86,50% 72 h Coquetel Alcalino Considera licor e (CABRERA
enzimatico NaOH sélido no calculo da | etal., 2015)
recuperacdo; 48
horas de pré-
tratamento
56,7% 72h 30 FPU/g de Alcalino Considera licor e (QING et al.,
biomassa NaOH solido no célculo da 2017)
recuperacao; 2 horas
de pré-tratamento
70,3% 72 h 30 FPU/g de 1% de acido Considera licor e (QING et al.,
biomassa H2S04 solido no célculo da 2017)
recuperacao; 80
minutos de pré-
tratamento
60,5% 72 h 50 FPU/g de Alcalino Continha baixo (KIM, 2018)
biomassa hidrotermal contetdo de
hemicelulose
72,7a73,2% 72 h 20 FPU/g de | Organosolve Considera somente | Este trabalho
biomassa em meio 0 solido resultado
alcalino do pré-tratamento
(contendo ou no calculo da
recuperagdo; tempo
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ndo acido de pré-tratamento de
borico) 50 minutos
Fonte: Adaptado de ROCHA, A. Estudo do efeito da presenca de espécies derivadas do acido bérico durante pré-
tratamento alcalino na sacarificacao de palha de soja. Pirassununga, SP, 2019, 108 f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia e Ciéncia de Materiais) — Curso de P6s graduacdo em Engenharia e Ciéncia de Materiais, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2019.

Com excecdo aos trabalhos de KIM (2018) e XU et al. (2007), todos 0s outros trabalhos
descritos no Quadro 12 contabilizam os agUcares solubilizados no licor de pre-tratamento para
efeito de célculo da recuperacdo, o que de certa forma, superestima os resultados quando se
deseja efetuar comparages com os dados obtidos no presente trabalho. Os maiores valores de
recuperacdo sdo relatados no trabalho de CABRERA et al. (2015), porém, além de contabilizar
os acucares solubilizados no licor, neste trabalho é relatado que a recuperacdo de agucares
redutores apoés a hidrélise enzimatica da biomassa sem pré-tratamento é de cerca de 60%, o que
denota a relativa alta carga enzimatica utilizada quando comparada ao presente trabalho, onde
a recuperacdo de glicose a partir da biomassa bruta foi de cerca de 40%. A maior recuperacao
apresentada por CABRERA et al. (2015) utilizando pré-tratamento acido (4% H2SO4, 121°C, 1
h) foi de 93,9%, porém mais de 50% dos acUcares redutores estavam presentes no licor de pre-
tratamento. No que se refere ao pre-tratamento alcalino, o melhor resultado encontrado por
CABRERA et al. (2015) foi de 86,50%, sendo que cerca de 85% se referem aos acucares
redutores originados da hidrdlise enzimética da fragdo solida obtida do pré-tratamento; apesar
da alta recuperacéo, o tempo de pré-tratamento teve duracdo de 48 horas, além de utilizar alta
carga enzimatica na hidrolise e considerar no calculo da recuperacdo os acUcares redutores
totais, diferentemente do presente trabalho, que considera somente glicose. As diferencas de
especificidade no célculo de recuperacdo do presente trabalho com relagédo aos outros trabalhos
apresentados se devem ao método enzimatico de andlise utilizado, que sO detecta glicose,
enguanto métodos como o do DNS (&cido dinitrosalicilico) utilizados em outros trabalhos,
respondem para carboidratos redutores em geral.

Considerando os valores de recuperacdo de glicose da fracdo sélida, a duracdo do pré-
tratamento e a carga enzimatica utilizada no processo de hidrdlise, pode-se afirmar que os

resultados obtidos no presente trabalho sdo superiores aos ja relatados na literatura.

5.4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E MORFOLOGICA DA BIOMASSA PRE-
TRATADA

Diante das melhores condicGes de pré-tratamento Organosolve encontradas (Tabela 8),

efetuou-se a caracterizacdo estrutural e morfologica (vide Figura 17) das biomassas pré-
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tratadadas. Nas se¢des subsequentes sdo feitas analises comparativas das amostras pré-tratadas

com relacdo a biomassa bruta para cada uma das técnicas utilizadas.
5.4.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (FTIR)

As analises realizadas por FTIR possibilitam realizar comparacfes com relacédo as eventuais
alteracdes estruturais dos grupos funcionais promovidas pelos pré-tratamentos com relacdo a
amostra ndo tratada. No Quadro 13 sdo apresentadas as bandas de absorcdo caracteristicas de
determinados grupos funcionais presentes em biomassa lignocelul6sica de acordo com a

literatura, sendo este quadro utilizado como referéncia para as analises comparativas.

Quadro 13 — Atribuicdo de bandas de absor¢do em espectros de FTIR de biomassa
lignocelulosica
(Continua)

Banda Grupos Funcionais Referéncia
(cm™)

3338 Vibracdo de alongamento OH em grupos OH aromatico LIU etal., 2016

e alifatico
3300, Alongamento das ligac¢des dos grupos O-H e C-H, VENTURIN et al.,
2897 referente as ligacdes de hidrogénio e grupos metil e 2018

metileno caracteristica da fracdo de celuloses

2900 Vibracao de alongamento assimétrico e simétrico dos XU etal., 2013

grupos CHz, picos tipicos de lignina

2924, Correspondem ao estiramento alifatico assimétrico e SCAPIN et al.,
2855 simétrico (C-H) do grupo metila 2020
1741 Caracteristica de grupos carbonila (C=0), tipica de Lletal.; 2018

grupos acetil e éster das hemiceluloses.

1635 Atribuida ao alongamento de carbonila (C=0) de grupos ZHANG; WU,

aldeidos presentes na lignina 2015
1513, Confirmam uma estrutura de esqueleto aromatico tipico | LIU etal., 2015;
1455, de lignina, sendo 1513 cm a vibragéo de anel XU etal., 2013

1422 aromatico, 1455 cm™ a deformagéo metoxil C-H e 1422

cm! uma deformagédo CH dentro do plano
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1507 Estiramento dos grupos C=C de anéis aromaticos de ALDEMAR,;
lignina SAIN, 2008
1428 Vibracao das ligagdes CH2, presentes na celulose e Lletal., 2018
hemicelulose
1360, Alongamentos fenolicos de O-H e do anel siringil (S) | VENTURIN et al.,
1320 2018
1314, Revelam caracteristicas de estiramento no CO do anel LIU et al., 2015;
1235, aromatico, sendo o pico a 1314 cm™ associado a HUANG et al.,
1100 unidades de siringil (S) e 1235 cm™ com unidade de 2016
guaiacil (G)
1741, Estdo relacionados a ligagcdo de hemicelulose-lignina QING et al., 2017
1245
1268 Alongamento da ligacdo C-H do anel guaiacil (G) ZHAO et al., 2016
1205, Envolvimento de grupos funcionais (O-H e C-O-C) SILLS; GOSSET,
1163 presentes na celulose e hemicelulose 2012
1157 Indica um alongamento antissimétrico do CO de grupos XU etal., 2013
éteres tipicos de celulose e hemicelulose
1050, Caracteristicas de estiramento C=0 devido a ligacao XU etal., 2013
1031 carboidratos (celulose, hemicelulose) e lignina.
900 Alongamento C-O e vibracdo em grupos C-H, ALDEMAR,;
encontradas na estrutura da celulose SAIN, 2008
895 Esté associado com o alongamento assimétrico do anel XU etal., 2013
fora do plano da celulose amorfa ou ainda a presenca de
ligagdo B-glicosidicas entre monossacarideos da
hemicelulose

Fonte: Prdpria autoria.

Na Figura 21 é apresentado o espectro de FTIR da amostra bruta, de onde pode-se notar
a presenca das bandas de absorcdo caracteristicas de material lignocelulésico, conforme

previsto pelo quadro 13.
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Figura 21 - Espectro de FTIR da biomassa bruta (sem pre-tratamento)
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Fonte: Prdpria autoria.

Quando se comparam os espectros da biomassa bruta e da biomassa pré-tratada com
3,20% de NaOH (Figura 22) pode-se observar diferencas marcantes. O espectro na regido entre
1800 a 1400 cm* teve diminuic&o acentuada de intensidade, indicando que houve modificacdes
nas concentracdes ou intera¢bes de grupos funcionais relacionados a lignina e hemicelulose. A
diminuicdo na banda de 1740 cm™ refere-se as ligacdes de grupos carbonila de hemicelulose;
nota-se ainda uma reducdo expressiva na banda com maximo em
1635 cm™ e na regido entre 1507-1513 cm™, relacionadas com a ligagdo (C=0) de grupos
aldeido presentes na lignina e vibracdo do anel aromatico, respectivamente (JOHAR et al.,
2012). A reducdo na banda com maximo em 1245 cm™, relativa a interacdo entre lignina e
hemicelulose, corrobora para a conclusdo de que houve remocéo acentuada de hemicelulose e
lignina na biomassa pré-tratada (ALDEMAR; SAIN, 2008). A diminuigdo da absorbancia na
regido entre 900-800 cm™ mostra um possivel aumento de cristalinidade da celulose presente

elou diminuicdo da concentragéo de ligacGes
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B-glicosidicas entre monossacarideos da hemicelulose, fendmenos estes que normalmente

ocorrem de forma simultanea (QING et al., 2017).

Figura 22 - Espectros de FTIR das biomassas bruta e pré-tratada com de NaOH
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Fonte: Prdpria autoria.

Os espectros obtidos para a biomassa pré-tratada nas condicdes de 4,5% de NaOH/ 2,0%
de H3BOse 4,5% de NaOH/1,0% de H3BOs3 sdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23 - Espectros de FTIR das biomassas bruta e pré-tratadas com NaOH e H3zBOs
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Fonte: Prdpria autoria.

A Figura 23 mostra que as modificacbes que ocorreram nos pré-tratamentos onde se
utilizou a combinacdo de NaOH e H3BOs com relacdo a biomassa bruta sdo praticamente as
mesmas que ocorreram no pré-tratamento onde se utilizou somente NaOH (Figura 22). A Gnica
diferenca qualitativa marcante que pode ser observada na Figura 23 é que a banda com méaximo
em 1741 cm? praticamente desaparece nos pré-tratamentos onde esta presente H3BOs,
indicando que a remocéo de hemicelulose deve ser mais acentuada nessa condicao.

Para efeito de comparacao entre todos os pré-tratamentos efetuados, na Figura 24 sdo
apresentados 0s espectros obtidos em todas as condicgdes testadas, soprepostos ao espectro da
biomassa bruta. Conforme anteriormente discutido, em todos os pré-tratamentos se observa a
diminuicdo de bandas relativas a hemicelulose e lignina, indicando um processo de
deslignificacdo acompanhado de remogdo de hemicelulose. Quando se comparam 0s pré-
tratamentos onde se tem NaOH/H3BOs com o pré-tratamento onde sem tem somente NaOH,
pode-se concluir que a presenca de H3BO3z promove uma maior remogdo de hemicelulose
(1740 cm™, 1245cmt, 800-900 cm™) e lignina (1635cm™, 1245 cm, 1507-1513 cmY), sendo
a diferenca entre os dois pré-tratamentos contendo HzBOs bastante sutil, e refletida somente na

absorcéo da regido entre 800-900 cm™,
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Figura 24 - Espectros de FTIR das biomassas bruta e pré-tratadas com NaOH e NaOH/H3;BOs
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Fonte: Prdpria autoria.

5.4.2 Andlise termogravimétrica (TG/DSC)

A degradacédo térmica dos componentes dos materiais lignocelulésicos ocorre em faixas
distintas de temperatura, essencialmente em funcdo de suas estruturas quimicas e
consequentemente de suas reatividades. Em linhas gerais, a hemicelulose se degrada na faixa
de 220 a 350°C, enquanto a degradacao da celulose ocorre entre temperaturas de 300 e 410°C.
A lignina possui a maior faixa de temperatura de degradacdo, podendo se iniciar a partir de
200°C e dar prosseguimento até temperaturas tdo altas quanto 550°C (PANG et al., 2014;
ZHAO et al., 2017). De acordo com Pang et al. (2014), ndo é possivel distinguir eventos
individuais numa andlise termogravimétrica em funcdo da sobreposicdo das faixas de
temperatura de degradacdo dos trés constituintes.

No Grafico 5 é apresentado o comportamento termogravimétrico da palha de soja sem

nenhum preé-tratamento, de onde pode-se observar 4 regides com comportamentos distintos.
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Gréfico 5 - Termograma obtido para a palha de soja bruta
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Fonte: Prdpria autoria.

A primeira regido (até cerca de 200°C) pode ser atribuida principalmente a perda de
umidade, correspondendo a cerca de 7% da massa do material. Na segunda regido (200 a 390°C)
observa-se uma perda de massa de cerca de 62%, que corresponde a degradacdo/volatilizacao
dos 3 componentes da biomassa (hemicelulose, celulose e lignina). A terceira regido (390 a
600°C) compreende a pirélise lenta de materiais menos volateis ou sélidos formados na etapa
de degradacdo anterior, como por exemplo, produtos de condensacdo da lignina. A pequena
perda de massa observada na regido 4 (600 a 800°C) pode ser atribuida a carbonizagéo e
possivel volatilizacdo de substancias inorganicas (Ex.: carbonato) (ZHAO et al., 2017).

No Grafico 6 ¢ apresentada a derivada do termograma (DTG) obtido para a palha de soja

bruta, onde é possivel observar na regido entre 200 e 390°C um pico com maximo de
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temperatura em 353°C e uma deformacao frontal (“ombro’’), com comportamento irregular nas

temperaturas de 290°C e 323°.

Gréafico 6 - Analise termogravimétrica derivada da amostra ndo tratada
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Fonte: Prdpria autoria.

De acordo com Pang et al. (2014), apesar de ndo ser possivel distinguir eventos individuais
para 0os 3 componentes principais da biomassa, as deformac6es no pico se devem a eventos
relacionados a presenca de hemicelulose (290°C) e de lignina (323°C) na biomassa. Além disso,
os resultados de Pang et al. (2014) mostram que a intensidade do maximo do pico esta
relacionada principalmente a celulose (lignina em menor extensao), e que biomassas com maior
concentracéo de celulose tem 0 maximo deslocado para maiores valores de temperatura.

Os resultados da analise termogravimétrica obtidos para as amostras pré-tratadas em meio

basico na presenca e auséncia de &cido bdrico sdo apresentados no Gréfico 7.
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Gréfico 7 - Comparacéo dos perfis de DTG entre amostras tratadas e ndo tratada
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Fonte: Prdpria autoria.

Quando se comparam os resultados obtidos para as amostras pré-tratadas com relacédo a
biomassa bruta, é possivel notar um grande estreitamento do pico entre 200 e 390°C, bem como
0 aumento de sua intensidade. Estes resultados estdo diretamente relacionados a remogdo de
hemicelulose e lignina, e consequentemente ao enriquecimento das amostras pré-tratadas em
celulose. O menor estreitamento observado na amostra pré-tratada somente com NaOH se deve
provavelmente a menor eficiéncia de remogdo de hemicelulose e lignina, quando comparado
aos pré-tratamentos em que se tem &cido borico presente. Desta forma, os pré-tratamentos com
acido bérico, provavelmente, removem hemicelulose e lignina mais eficientemente,
promovendo uma maior concentracdo de celulose na biomassa pré-tratada. Tais
suposicdes/resultados estdo de acordo com os obtidos pela tecnica de FTIR (vide se¢do 5.4.1 —
Figura 24).

O fato da intensidade do pico na amostra pré-tratada somente com NaOH ser mais
intenso que o pico das amostras pré-tratadas com acido bérico pode ser explicado pela maior
concentragdo de lignina presente na primeira, pois apesar da intensidade estar relacionada a

concentracdo de celulose, uma pequena parcela de contribuicdo deve vir da lignina. Os



84

deslocamentos do maximo dos picos para valores maiores de temperatura comprovam uma
maior concentracdo de celulose nas amostras pré-tratadas com é&cido bérico, conforme
resultados apresentados por Pang et al (2014).

Ao comparar os dois resultados obtidos para os pré-tratamentos contendo écido bérico,
pode-se perceber que no pré-tratamento em que se utilizou-se 2,0% de écido bérico se tem um
comportamento que tende a ser mais similar ao pré-tratamento contendo somente base. Se
considerarmos 0 acido bérico como um écido monoprético, e que uma parcela da base
adicionada € neutralizada por tal &cido, no pré-tratamento onde se tem concentracéo de NaOH
de 4,50% e &cido borico 2,0% teremos o equival ente a aproximadamente 3,20% de NaOH, que
foi aconcentracdo utilizada no pré-tratamento contendo somente base.

Apesar das amostras pré-tratadas com &cido borico apresentarem maiores concentragoes
de celulose, os resultados de recuperacdo de glicose apods hidrélise enzimética foram similares
para todos os pré-tratamentos (Tabela 8). Este resultado pode estar relacionado a manutencéo
de umamaior quantidade de hemicelul ose na amostra pré-tratada somente com NaOH, umavez
gue este polissacarideo também apresenta glicose em sua constituicéo e € hidrolisado pelo

coquetel enzimético utilizado.
5.4.3 Andlise demicroscopiadevarredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para se analisar as modificactes
morfoldgicas das fibras lignoceluldsicas. Na Figura 25 é possivel visualizar a morfologia da
palha de soja bruta com o recobrimento da lignina sobre a fibra celul6sica (XU et al., 2007).
Figura 25 - Micrografia da biomassa sem pré-tratamento

HL D7. =50 200 um
Fonte: Prépria autoria.
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Quando analisados os efeitos do pré-tratamento na biomassa, pode-se notar que nas Figuras
26, 27 e 28 0 material passa por modificacOes causadas pelos pré-tratamentos com NaOH e
NaOH/H3BOs. Os pré-tratamentos fazem com que as microfibrilas de celulose fiquem mais
aparentes na estrutura lignocelul 6sica, facilitando o acesso das enzimas para a hidrélise, o que
justifica 0 aumento na recuperagdo de glicose (GAO et a., 2013; LI et a., 2016; LIU et d.,
20164a).
Figura 26 - Micrografia da biomassa pré-tratada com 3,20% de NaOH

HL D74 x500 200 um
Fonte: Prépria autoria.

Figura 27 - Micrografia da biomassa pré-tratada com 4,5% de NaOH e 1,0% de HsBO3
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Fonte: Prépriaautoria.

Figura 28 - Micrografia da biomassa pré-tratada com 4,5% de NaOH e 2,0% de HzBOs3
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Fonte: Prépriaautoria.

Pode-se notar que as estruturas lignocel ul 6si cas das biomassas obtidas nas condi ¢ces de
pré-tratamento onde se tem H3BOsz presente (Figuras 27 e 28) apresentaram maiores
modificagOes estruturais com relacdo ao pré-tratamento onde utilizou-se apenas NaOH (Figura
26). O surgimento de poros e rugosi dades se deve ao fato daremocéo daligninae hemicelulose,
uma vez que estas estdo sobrepostas/interagindo com a celulose (XU et al., 2007; ZHANG,;
WU, 2015). Pode-se concluir que a presenca de H3zBOs torna o pré-tratamento aparentemente
mais eficiente na dedlignificacdo e remocéo de hemicelulose quando comparado ao tratamento
onde tem somente NaOH, uma vez que as estruturas se mostram mais porosas e rugosas (DE
ASSUMPCAO et a., 2016). Quando se comparam as duas condi¢des onde se tem HzBOs
presente, aparentemente tem-se uma maior remocdo de lignina e hemicelulose (maior
desestruturacéo) quando se tem 1% de H3BOs (Figura 27) com relacdo a condi¢do onde se tem
2% de H3BOs (Figura 28).

As observagdes e conclusdes obtidas por meio de MEV se encontram de acordo com as
obtidas pelastécnicasde FTIR e TG/DTG.
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5.4.4 Andlise de DRX

A variacdo da cristalinidade da biomassa em funcdo do pré-tratamento efetuado foi
estudada por meio da técnica de difracdo de raios-X. No Grafico 8 sdo apresentados os
difratogramas das amostras bruta e pré-tratadas, onde é possivel visualizar difratogramas tipicos
de materiais lignoceluldsicos, contendo maximos com 26 entre 16-17° e 23° (plano 002), e um
minimo correspondente a fase amorfa com 26 por volta de 18° (REDDY; YANG, 2009;
BANSAL et al., 2010; ZHANG; WU, 2015; MARTELLI-TOSI et al., 2017).

Grafico 8 - Difratogramas de Raios X caracteristicos das amostras bruta e pré-tratadas
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Fonte: Prépria autoria.

Os valores de indice de cristalinidade das biomassas, calculados a partir das intensidades
relativas ao plano (002) e a fase amorfa, sdo apresentados na Tabela 9. Todas as amostras pré-
tratadas, na presenca ou auséncia de HsBOz, mostraram indices de cristalinidade superiores ao
da biomassa bruta. Tal comportamento é condizente com o descrito na literatura, sendo
correlacionado de certa forma, a remocéo de hemicelulose e lignina, que sdo os principais

componentes “amorfos” do material lignocelulosico. A remogdo de hemicelulose e lignina



88

aumenta a concentracao de celulose na biomassa pré-tratada, aumentando consequentemente o
indice de cristalinidade, uma vez que este € o Unico componente passivel de se apresentar na
forma cristalina (ZHANG; WU, 2015).

Tabela 9 - indice de cristalinidade das amostras pré-tratadas e bruta

Pré-tratamento indice de Cristalinidade (%)
Biomassa bruta (60,59 = 0,95)2
3,20% NaOH (82,86 + 0,62)°
4,50% NaOH, 1,0% H3BOs (83,31 £ 0,20)°
4,50% NaOH, 2,0% H3BOs3 (82,94 + 0,30)P

* (média + desvio padréo, n = 3); Letras diferentes significam diferengas significativas de acordo com teste de Tukey ao

nivel de 95% de confianga
Fonte: Autoria prépria

De acordo com a Tabela 9, os indices de cristalinidade das amostras pré-tratadas séo
estatisticamente iguais, independentemente da presenca ou ndao de H3BOs durante o pré-
tratamento. Apesar da igualdade estatistica, pode-se observar uma tendéncia nas médias,
sugerindo que na auséncia de HsBOs tem-se uma menor cristalinidade (menor remocéo de
hemicelulose e lignina), enquanto que na presenga de H3sBOz tem-se as maiores cristalinidades,
e consequentemente maiores remocdes de hemicelulose e lignina. Ainda quando se comparam
as cristalinidades das biomassas pré-tratadas na presenca de H3BOs, observa-se um maior valor
quando se utilizou 1,0% de H3BOs, sugerindo que nesta concentracdo hd maior remocdo de
hemicelulose e lignna com relacdo a concentracdo de 2% de H3BOs3. Tais resultados estdo de
acordo com os obtidos pelas técnicas de FTIR, TG/DTG e MEV.

55 ANALISE DAS LIGNINAS RECUPERADAS DOS LICORES DE PRE-
TRATAMENTO

As ligninas brutas precipitadas a partir dos licores de pré-tratamento, obtidos nas
melhores condicOes de recuperacao de glicose, foram preliminarmente analisadas pelas técnicas
de espectroscopia de infravermelho (FTIR) e cromatografia liquida por exclusédo de tamanho
(SEC), visando-se avaliar, em linhas gerais, as possiveis diferencas estruturais resultantes dos

diferentes pré-tratamentos.
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5.5.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (FTIR)

No Quadro 14 ¢é apresentado uma breve revisao das principais bandas de absorcéo de

FTIR de ligninas, e na Figura 29 sdo apresentados 0s espectros sobrepostos das ligninas brutas

precipitadas a partir dos licores de pré-tratamento.

Quadro 14 — Atribuicdo de bandas de absor¢do em espectros de FTIR de lignina

Banda Grupos funcionais Referéncias
(cm™)
3400 Estirmaneto O-H do grupo hidroxila alifatica e CACHET etal.,
aromatica 2014
2938 Estiramento assimétrico dos grupos metil/metileno DEHNE et al.,
2016
2842 Estiramento simétrico dos grupos metil/metileno GORDOBIL et al.,
2016
1715 Estiramento C=0 (ndo conjugado) FAIX et al., 1992
1602 Vibracao do esqueleto aromatico combinado com C=0
GORDOLBIL et
al., 2016
1515 Vibracdo C=C anel aromatico PANDEY, 1999
1456 Deformacdo assimétrica C-H (metil e metileno) MCDONALD,
2014
1424 Deformacéo no plano C-H combinado com estiramento PAWAR et al,
do anel aromatico 2016
1361 C-H cadeia alifatica TEJADO et al,
2007
1325 C-0 e C-C unidades siringila (S) PRADYAWONG
et al, 2017
1270, C-O anel guaiacila (G) CACHET et al.,
1212 2014
1151 Deformagao no plano C-H (tipicos de unidades GORDOBIL et al.,
guaiacila (G)) 2016
1111 Guiacila (G) C-H e Siringila (S) C-H PANDEY, 1999
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1032 C-O de alcool primario, guiacyl C-H PAWAR et al,
2016

913 Deformacéo fora do plano C-H, guaiacil C-H PAWAR et al,
2016

830 Estirmaneto C-H fora do plano nas posicoes 2 e 6 de MCDONALD,
siringila e guaiacila 2014

Fonte: Prdpria autoria

Figura 29 — Espectros de FTIR de ligninas brutas precipitadas a partir dos licores de
pré-tratamento
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Fonte: Prdpria autoria.

Nos espectros da Figura 29 pode-se observar uma ampla banda de absorcgéo entre 3500
e 3100 cm™* (maximo em 3450 cm™) referente ao estiramento intramolecular das hidroxilas
aromaticas e alifaticas (CACHET et al., 2014). As bandas em 2940, 2840, 1455 e 1361 cm™
podem ser relacionadas as vibragdes das ligacBes C-H presentes nos grupos CH. e CH3
(DEHNE et al., 2016; TEJADO et al, 2007; MCDONALD, 2014), enquanto a absorcdo em
1715 cm™ pode ser atribuida ao estiramento das ligagdes (C=0) (FAIX et al., 1992). As
absorgdes em 1425, 1515 e 1600 cm™* referem-se as vibragdes do anel aroméatico (PAWAR et



91

al, 2016; PANDEY, 1999; GORDOBIL et al., 2016) e a banda em 1270 cm™ é resultado da
deformacdo no plano de hidroxilas fenodlicas (CACHET et al., 2014). A banda em 1215 cm™?
pode ser atribuida ao estiramento das ligacbes C-O (PAWAR et al, 2016), enquanto a
deformacéo das ligacdes C-H de aromaticos e deformacéo de C-O de alcool priméario podem
estar associadas a banda em 1031 cm™ (PAWAR et al, 2016).

Apesar de terem sido feitas algumas atribuicbes aos espectros, ndo foi possivel
diferenciar as ligninas por meio da técnica de FTIR com Reflectancia Total Atenuada (ATR).
Para se investigar em detalhes as possiveis diferencas de estrutura molecular das ligninas,
andlises de Ressonancia Nuclear Magnética (RMN) e FTIR no modo de transmissao deverao

ser realizadas.
5.5.2 Cromatografia por Exclusdo de Tamanho (SEC)

As diferencas na massa molar e polidispersidade das ligninas precipitadas foram
determinadas por meio da técnica de cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC). Na Figura
30 sdo apresentados 0s cromatogramas sobrepostos das ligninas obtidas em cada condicdo de
pré-tratamento.

Figura 30 —Cromatogramas de exclusdo por tamanho de ligninas obtidas a partir dos licores
de pré-tratamento
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Fonte: Prépria autoria.

De acordo com a Figura 30, pode-se observar diferencas no perfil de eluicdo das
ligninas, o que implica em diferencas de massa molar e polidispersidade. A partir dos dados de
eluicéo, calculou-se a massa molar numérica media e a massa molar ponderada média de cada
uma das ligninas, de onde pode-se obter os valores de polidispersidade. Os resultados obtidos

sdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de massas molares e polidispersidade das ligninas obtidas a partir dos
licores de pré-tratamento

Pré-tratamento Mn (g/mol) Mw (g/mol) PDI
3,20% NaOH 2318 10269 4,43
4,50% NaOH, 1,0% HsBOs3 1826 5790 3,17
4,50% NaOH, 2,0% HsBOs3 2188 8033 3,67

*Mn: Massa molar numérica média; Mw: Massa molar ponderada média; PDI: polidespersidade (PDI = Mw/Mn)
Fonte: Prdpria autoria.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10, as ligninas precipitadas a partir
dos pre-tratamentos contendo HsBOsz apresentaram menor massa molar media, bem como
menor polidispersidade, indicando que a presenca de HsBOs interfere diretamente no
mecanismo de deslignificacao.

Durante o processo de deslignificacdo ocorre a clivagem da lignina em fragmentos de
menor massa molar, porém, concomitantemente podem ocorrer rea¢fes de condensacdo destes
fragmentos, implicando em repolimerizacéo e aumento da massa molar da lignina solubilizada,
ou mesmo redeposi¢cdo na biomassa (ZHOU et al., 2018). Grupos fendlicos e 1,3 dibis
constituem importantes centros reativos no processo de condensacdo de fragmentos de lignina
(YANG et al., 2021; KOMATSU e YOKOYAMA, 2021; MU et al., 2019), e desta forma, a
protecao de tais grupos reativos pode impedir/minimizar o processo de repolimerizacdo, dando
origem a ligninas de menor massa molecular (KIM e KIM, 2018).

O é&cido borico (H3BO3), em meio bésico, tem a capacidade de formar ésteres de borato
com hidroxilas fendlicas, bem como, com hidroxilas vicinais ou proximas dentro de uma cadeia,
como as encontradas em 1,3 didis (SILVA, 2021). Tal comportamento, faz com que 0 HsBO3
possa formar complexos com lignina (ROBERTS et al., 2011; HILTUNEN et al., 2016), e
consequentemente atuar como um potencial agente de protegcdo aos grupos reativos ligados a
condensacao/repolimerizacdo. Em estudos envolvendo despolimerizagdo/hidrogenodlise de
lignina previamente isolada, ROBERTS et al. (2011), CHEN et al. (2018) e TOLEDANO et
al. (2014) obtiveram fragcdes de menor massa molar quando conduziram o processo na presenca

de H3BOs, comprovando o seu efeito protetor. Os resultados mostraram que as massas
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moleculares dos constituintes do 6leo obtido na despolimerizacdo dependem da concentracéo
de NaOH utilizado, bem como, da concentracdo de H3sBOs e das condigdes operacionais do
processo.

No presente trabalho o HsBOs foi utilizado diretemente no processo de pré-tratamento
da biomassa lignocelulésica, comprovando que se pode obter ligninas de menor massa molar

(eventualmente de melhor qualidade) j& na etapa de obtencdo das mesmas.
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6 CONCLUSOES

i)

vi)

vii)

Por meio dos estudos preliminares utilizando metodologia de superficie de
resposta, pode-se concluir que o processo Organosolve aplicado a palha de soja
utilizando etanol como solvente apresentard melhores recuperagdes de glicose
apos sacarificacdo enzimatica se for conduzido em temperatura maior que 180°C
e com concentracdo de etanol em meio aquoso inferior a 40% (v/v), além disso,
aumentos no tempo de pré-tratamento (entre 30 e 120 minutos) tem pouca
influéncia no aumento da recuperagéo de glicose.

Quando o pré-tratamento é conduzido em temperatura de 170°C e durante 50
minutos (limites impostos neste trabalho), tem-se um aumento de recuperacao
conforme se diminue a concentracdo de etanol no meio, chegando-se a um valor
6timo de recuperacdo de 56,8% da massa de glicose presente na biomassa bruta
(na forma de celulose) quando o processo é conduzido com 20% (v/v) de etanol.
A adicdo de NaOH ao meio de pré-tratamento aumenta a recuperacéo de glicose,
chegando-se a um valor de 73,0% quando se adiciona 3,20% (m/v) de NaOH ao
meio hidroalcodlico contendo 20% (v/v) de etanol.

A presenca de 4&cido boérico (H3BOs) no meio alcalino Organosolve
estatisticamente ndo altera a recuperacdo de glicose, sendo que nas melhores
condicdes testadas foram obtidos rendimentos de 73,22% (4,50% NaOH/1%
H3BO3) e 72,68% (4,50% NaOH/2,0% H3BO3).

Apesar de ndo aumentar a recuperacéo de glicose, a presenca de HsBO3z no meio
Organosolve alcalino promove uma maior solubilizacdo de lignina e
hemicelulose da biomassa, 0 que pode ser bastante interessante quando se
vislumbra um processo de biorrefinaria, onde obter/aproveitar lignina e
oligbmeros de hemicelulose a partir do licor é fator crucial.

A presenca de H3BOs no meio Organosolve alcalino diminui o processo de
repolimerizacéo da lignina durante o pre-tratamento, podendo-se recuperar do
licor uma lignina de menor massa molar (eventualmente de melhor qualidade),
quando comparado ao processo onde utiliza-se somente NaOH.

As melhores condi¢cbes de pré-tratamento obtidas neste trabalho podem ser
consideradas como: 1) 20% de etanol (v/v), 3,20% de NaOH (m/v), 170°C e
50 minutos de pré-tratamento; 2) 20% de etanol (v/v), 4,50% de NaOH (m/v),
1,0% de H3BOs3, 170°C e 50 minutos de pré-tratamento.
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O pré-tratamento Organolsolve alcalino contendo H3BOs mostra-se
potencialmente interessante para ser utilizado em biorrefinaria baseada em palha
de soja, sendo necessarios maiores estudos relativos a estutura/qualidade da
lignina recuperada, bem como da recuperacdo dos oligdmeros/monossacarideos
de hemicelulose solubilizados no licor.

A palha de soja tem alto potencial para ser utilizada como matéria-prima em
biorrefinarias de segunda geracdo no Brasil, uma vez que esta disponivel em
grande quantidade, e pode ser potencialmente fracionada e integralmente

aproveitada, conforme resultados mostrados no presente trabalho.
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