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RESUMO

Atualmente, tem-se estudado diversos tipos de pré- tratamentos para reduzir a recalcitrancia
da biomassa lignoceluldsica com intuito de aumentar sua digestibilidade quimica/enzimatica,
para que esta possa ser utilizada na producdo de etanol e/ou outros bioprodutos de valor
agregado. Neste estudo avaliou-se o efeito do pré-tratamento de explosdo a vapor catalisada
por acido citrico e hidroxido de sodio, e do pré-tratamento de deslignificagdo alcalina nas
propriedades quimicas e estruturais do bagago de cana-de-agticar (BCA), bem como sobre o
processo de hidrolise enzimatica. O pré-tratamento de explosdo a vapor foi realizado em
reator de 1,4L sob temperatura de 180 °C com tempo de retencdo de 5 min. A etapa de
deslignificagdo com NaOH (2% m:m) foi realizada a 120 °C, sob refluxo de 4h. A
caracterizacdao quimica e estrutural da biomassa in natura e pré-tratada foi realizada por FTIR,
MEV, DRX. A hidrélise enzimatica foi realizada com volume final de 20 mL constituido de
3% de BCA (massa seca), tampao de citrato de sédio 50 mM (pH=5,0) e 10 FPU do
complexo enzimatico Cellic® CTec 3. Os frascos foram mantidos sob agitacao de 150 rpm a
50°C por 72 h. Retirou-se aliquotas de 1,5 mL apds 0, 12, 24, 36, 48 e 72h para determinacao
de agucares redutores totais (ART) pelo método do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). O
bagaco de cana-de-agtcar apresentou 24,22% de lignina, 27,61% de hemiceluloses e 42,77%
de celulose, no entanto apds o pré-tratamento de explosdao a vapor catalisado com acido
citrico, obteve-se uma biomassa com menor quantidade de hemiceluloses (16,16%) e com
formacao de fissuras na parede celular da fibra. O bagaco pré-tratado por explosdo a vapor
com NaOH apresentou completa desestruturacdo da fibra, remocdo de 65% da lignina e
preservagao da fracdo hemicelulosica. Depois de submeter a biomassa lignoceluldsica sem
tratamento e pré-tratada por explosdo a vapor ao processo de deslignificacdo alcalina
observou-se a completa desestrutura¢do da matriz lignoceluldsica e a solubilizacdo de 85-90%
da lignina em todas as amostras. O indice de cristalinidade da biomassa apds os pré-
tratamentos teve uma aumento quando comparado ao material in natura, podendo este ser
associado a remocao de componentes amorfos, como a lignina e hemiceluloses, e também da
fracao amorfa da celulose. Frente ao percentual massico de biomassa utilizada no processo de
hidrolise enzimatica valor tedrico correspondente a 100% de sacarificacdo equivale,
aproximadamente, a 33,0 g.L". Apos a hidrolise enzimatica (72h) da biomassa in natura e
pré-tratada por explosdo a vapor obteve-se uma maior concentragdo de ART e um maior
percentual de sacarificacdo para o bagaco de cana obtido a partir da explosdo a vapor com
NaOH (23,05 g.L'l, 69,15% de sacarificagdo). J4 na hidrélise da biomassa in natura apds
processo de deslignificagdo alcalina a concentragio de ART aumentou em 18,33 g.L™,
enquanto que para o bagaco pré-tratado por explosdo a vapor com agua, acido citrico e NaOH
seguido da deslignificacdo alcalina o aumento de ART, correspondeu a 19,67 g.L'l, 19,93
g.L'1 e 6,87 g.L'l. Diante da produgdo de ART apds deslignificacdo notou-se que o percentual
de sacarificacdo para a biomassa sem tratamento elevou-se de 11,88% para 69,15%, enquanto
que para o bagacgo ap6s explosdo a vapor e deslignificagdo este percentual ficou entre 82,05%
- 89,79%. Por fim, cabe ressaltar que no BCA previamente pré-tratado por explosdo a vapor
com NaOH, a remoc¢do de lignina apds o segundo pré-tratamento teve um acréscimo de
apenas 20% e a concentracao de ART de 6,87 g.L'l. Dessa forma, acredita-se que ao aumentar
a concentracdo da solu¢do de NaOH para realizar a explosdo a vapor poderia-se ndo necessitar
da realizacdo da etapa de deslignificagao.

Palavras-chave: Explosdo a vapor. Biomassa lignocelulosica. Hidrélise Enzimatica.
Acgucares redutores totais.



ABSTRACT

Nowadays, there is various types of studied pre-treatments to reduce the lignocellulosic
biomass recalcitrance in order to increase its chemical / enzymatic digestibility, so that it can
be used in ethanol production and / or other bioproducts value. This study evaluated the effect
of steam explosion pretreatment catalyzed by citric acid and sodium hydroxide, and alkaline
delignification pretreatment over chemical and structural properties of sugarcane bagasse, as
well as the enzymatic hydrolysis process. Steam explosion pretreatment was conducted in a
1.4 L reactor at temperature of 180 °C and 5 min hold time. The delignification step with
NaOH (2% m:m) was performed at 120 °C under reflux for 4 hours. Chemical and structural
characterization of raw and pretreated biomass was performed by FTIR, SEM and XRD.
Enzymatic hydrolysis was performed with final volume of 20 mL consisting 3% SCB on dry-
weight basis, sodium citrate buffer 50 mM (pH = 5.0) and 10 FPU of Cellic® Ctec 3 enzyme
complex. Flasks were kept under agitation of 150 rpm at 50 °C during 72 h. It was analyzed
1.5 mL aliquots after 0, 12, 24, 36, 48 and 72 hours to determinate total reducing sugars
(TRS) by acid 3,5-dinitrosalicilic method (DNS). Sugarcane bagasse showed 24.22% lignin,
27.61% hemicelluloses and 42.77% of cellulose, however after steam explosion pretreatment
catalyzed by citric acid, it was obtained a biomass with lesser hemicelluloses amount
(16.16%) and cracks formation on fiber cell wall were observed. The bagasse pretreated by
steam explosion by NaOH showed complete destructuring of fiber and lignin removal was
65%, while hemicellulosic fraction was preserved. After submitting untreated and pretreated
lignocellulosic biomass by steam explosion to alkaline delignification process, complete
destructuring and solubilization of the lignocellulosic matrix was observed with 85-90%
lignin removal in all samples. The crystallinity index of biomass after pretreatments increased
when compared to raw material and this could be associated to amorphous components
removal, such as lignin and hemicelluloses, and also the amorphous cellulose fraction. The
theoretical value corresponding to 100% of saccharification corresponds to approximately
33.0 gL', compared to the mass percentage of biomass used in the enzymatic hydrolysis
process. After 72 h enzymatic hydrolysis of raw and pretreated biomass by steam explosion,
the highest concentration of total reducing sugars (TRS) and the highest percentage of
saccharification were obtained for sugarcane bagasse (23.05 gL, 69,15% saccharification).
In in nature biomass hydrolysis, after alkaline delignification process, ART concentration
increased 18.33 g-L™', while pretreated biomass by steam explosion with water, citric acid and
NaOH followed by alkaline delignification increase TRS to 19.67 g-L™, 19.93 g-L™" and 6.87
gL', After delignification, it was noted that saccharification percentage for untreated
biomass increased from 11.88% to 69.15%, while for bagasse after steam explosion and
delignification this percentage was between 82.05% - 89.79%. Lastly, it should be noted that
in biomass previously pretreated by NaOH steam explosion, lignin solubilization after the
second pretreatment had an increase of only 20% and TRS concentration of 6.87 g-L™'. Thus,
it is believed that increasing NaOH solution concentration to perform steam explosion could
not need to implement delignification step.

Keywords: Steam explosion. Lignocellulosic biomass. Enzymatic Hydrolysis. Total reducing
sugars.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a matriz energética mundial utiliza em média 80% de combustiveis
fosseis ndo renovaveis para sustentar a crescente demanda de energia requerida por diversos
setores da economia (MME, 2016), no entanto o esgotamento ¢ a falta de uniformidade de
distribuicdo das reservas, aliados as flutuacdes dos pregos e aos diversos impactos ambientais
causados pela queima de combustiveis fosseis, como a liberagdo de gases de efeito estufa e o
aquecimento global (BHASKAR et al., 2011; MOOD et al.,, 2013), tem impulsionado a
realizagcdo de inimeras pesquisas que buscam fontes renovaveis de energia.

O combustivel de fonte renovavel mais produzido mundialmente ¢ o etanol de
primeira geracdo, o qual ¢ comumente obtido do milho, trigo, beterraba sacarina e cana-de-
acucar (PERRONE et al., 2016). Neste contexto, o Brasil ocupa um lugar de destaque
juntamente com os Estados Unidos da América no que se refere a producdo de etanol, no
entanto o modelo brasileiro realiza a fermentagdo dos carboidratos presentes no caldo de cana
(sacarose), enquanto o norte americano utiliza o hidrolisado enzimatico do amido de milho
(ROCHA et al., 2015).

Outra fonte de matéria-prima renovavel utilizada para producdo de etanol sdo os
residuos lignocelulosicos, os quais representam 50% da biomassa disponivel no mundo
(FERNANDES et al, 2015) e apresentam disponibilidade em grande quantidade em
diferentes regides do globo, em principio, ndo interferindo no suprimento de alimentos e na
biodiversidade (TOME, 2014). Diversos trabalhos tem evidenciado a utilizagio de materiais
lignocelulésicos na produgdo de etanol (2* Geragao), como a palha de milho (BONDESSON
et al., 2015), palha de cana (OLIVEIRA et al., 2013) , bagaco de cana (AMORES et al,
2013; GUTIERREZ-RIVERA et al., 2015; NEVES; PITARELO, RAMOS, 2016), palha de
arroz (ZHU et al., 2015; PHITSUWAN et al., 2016), palha de trigo (SAHA et al.,, 2015), ente
outros.

No cendrio brasileiro destaca-se o bagago de cana-de-acucar, o qual ¢ um residuo
obtido apds o esmagamento da cana-de-acucar realizado para obtencdo do caldo utilizado na
producdo de agticar e etanol. Diante da elevada producdo brasileira de acucar e alcool tem-se
gerado elevadas quantidades de bagaco (ROCHA et al., 2012a). De acordo com Clauser et al.
(2016), 1 tonelada de cana-de-agucar gera entre 270 a 280Kg de bagaco com 50% de
umidade. Sabendo que na safra de 2015/2016 a producdo de cana-de-aglicar no Brasil foi de
665 milhdes de toneladas (CONAB, 2016), gerou-se aproximadamente 186 milhdes de

toneladas de bagaco.
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O bagaco de cana-de-agucar, assim como outras biomassas lignocelulosicas, ¢é
composto principalmente de celulose (40-45%), hemiceluloses (30-35%), lignina (20-30%) e
pequenas quantidades de extrativos e cinzas (BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016). Os
carboidratos presentes na celulose e hemiceluloses podem ser convertidos em bioetanol
(GRIMALDI et al, 2015), contudo a alta complexidade das interagdes entre estes
componentes garante a biomassa uma estrutura recalcitrante (PU et al., 2013; FERNANDES
et al. 2015), sendo necessario ser submetida a uma etapa de pré-tratamento para aumento da
digestibilidade enzimatica e consequentemente uma maior producdo de acucares
fermentesciveis, os quais sao convertidos posteriormente em etanol celulésico (PAL et al.,
2016).

Segundo Rocha et al. (2015) devido a estrutura recalcitrante formada entre os
carboidratos e a lignina, apenas 20% da biomassa in natura consegue ser hidrolisada
evidenciando-se assim a importancia da realizacdo de pré-tratamentos antes da etapa de
hidrolise enzimatica.

Diversos pré-tratamentos fisicos, quimicos, fisico-quimicos, bioldgicos e
combinagdes entre estes, vem sendo estudados com intuito de aumentar a conversao
enzimatica da biomassa lignoceluldsica. Os pré-tratamentos efetivos objetivam, atuar na
remocao de lignina, reduzir a cristalinidade da celulose, aumentar a porosidade dos materiais
lignoceluldsicos (KUMAR et al., 2009), assim como minimizar a perda de agucares e limitar a
formacao de produtos de inibicdo (SARKAR et al., 2012; SHAFIEI; KUMAR; KARIMI,
2015).

Dentre os pré-tratamentos, um dos mais utilizados para promover a
desestruturacdo de materiais lignoceluldsicos € o de explosdo a vapor, no qual a biomassa ¢
submetida a uma atmosfera de vapor saturado de alta pressdo seguida de uma descompressao
subita (KUMAR et al., 2009), provocando assim a solubiliza¢do da fracdo hemiceluldsica e
modifica¢des na estrutura da lignina devido as elevadas temperaturas atingidas (JACQUET et
al., 2015).

Diante da crescente importancia da biomassa lignoceluldosica para matriz
energética mundial e da necessidade do estudo de técnicas de pré-tratamento que visem
aumentar a digestibilidade enzimatica da mesma, o presente trabalho estudou o efeito dos pré-
tratamentos de explosdo a vapor catalisado com acido citrico e hidroxido de sddio (NaOH), e
do pré-tratamento deslignificagdo alcalina nas propriedades quimicas e estruturais do bagaco

de cana-de-aglicar, bem como sobre o processo de hidrolise enzimatica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Avaliar os efeitos dos pré-tratamentos de explosdo a vapor catalisada por acido citrico e
hidroxido de sédio e da deslignificacdo alcalina, nas propriedades quimicas e estruturais do

bagacgo de cana-de-agticar, bem como sobre o processo de hidrdlise enzimatica.

2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar quimica e estruturalmente o bagago de cana-de-agucar in natura e apos
realizagdo dos pré-tratamentos de explosdo a vapor e deslignificacao alcalina, quanto ao teor
de celulose, lignina, hemicelulose e por espectroscopia de infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e difragcdo de raio-X (DRX);

- Calcular o percentual de solubilizacao de lignina, hemicelulose e celulose apds realizacao do
pré-tratamento de explosdo a vapor catalisado por acido citrico e NaOH, e do pré-tratamento

de deslignificagdo alcalina;

- Determinar a concentracdo de agucares redutores totais (ART) pelo método do acido 3,5-

dinitrosalicilico apds a hidrdlise enzimatica do bagago in natura e pré-tratado;

- Correlacionar o teor de lignina e o indice de cristalinidade com a concentragao de aglcares

redutores totais;

- Comparar a producdo de aglcares redutores totais e a porcentagem de sacarificacdo apos os

pré-tratamentos de explosdo a vapor e de deslignificacdo alcalina.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Combustiveis renovaveis: etanol de 1?* e 2* Geragdo

Grande parte da energia consumida no mundo advém de combustiveis ndo
renovaveis de origem fossil, no entanto questdes como a redugdo das reservas de petroleo e
problemas ambientais causados pela queima desses combustiveis, tem impulsionado a busca
por combustiveis renovaveis obtidos a partir de fontes bioldgicas sustentaveis. Nesse
contexto, as culturas agroenergéticos e os residuos vegetais sdo as duas matérias-primas mais
promissoras e de baixo custo para a producdo de biocombustiveis e geragdo de energia
(BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016), podendo assim serem utilizadas para suprir a crescente
demanda de energia e assegurar a sustentabilidade energética mundial.

O biocombustivel renovavel que apresenta maior produ¢do mundial € o etanol de
1* geracdo. De acordo com os dados da “Renewable Fuels Association” (Associa¢do de
Combustiveis Renovaveis) os Estados Unidos sdo os maiores produtores de etanol do mundo
tendo produzido aproximadamente 15 bilhdes de galdes no ano de 2015. O Brasil ocupa a 2°
posicdo de maior produtor mundial de etanol, com produgdo em 2015 equivalente a 7 bilhdes
de galdes (RFA, 2015). Dessa forma, estes dois paises sdo responsaveis pela producdo de 85%
do etanol mundial, sendo que nos EUA o mesmo ¢ produzido a partir do milho enquanto que

no Brasil utiliza-se actcares presentes no caldo de cana-de-agtcar (Figura 1) (AFDC, 2015).

Figura 1- Produgdo mundial de etanol entre 2007-2015.
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Fonte: AFDC (2015). *Dados obtidos da Renewable Fuels Association.
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A produgdo de etanol de primeira geracdo ¢ realizada comercialmente por duas
rotas tecnologicas, utilizando matérias—primas acgucaradas, diretamente fermentdveis, como o
caldo cana-de-agticar e da beterraba agucareira ou matérias-primas amilaceas, como o milho e
o trigo, cujo amido antes da etapa de fermentagdo deve ser convertido em agucares (NUNES
et al., 2013).

Diante da perspectiva de um significativo aumento na demanda por etanol, tem-se
buscado expandir a produgdo deste biocombustivel sem comprometer a seguranga alimentar
devido a competicdo pelo uso da terra para producao de energia e alimentos (PACHECO,
2011). Nesse contexto outra rota tecnologica que vem sendo amplamente estudada para a
producdo de bioetanol, consiste na utilizacdo de materiais lignoceluldésicos como, o bagaco de
cana-de-actcar, casca de arroz, palha de trigo, palha de arroz, gramineas e residuos de
madeiras, etc. (SINGH et al., 2014).

O etanol produzido a partir de biomassa lignocelulosica ¢ denominado etanol de
2% geragdo ou etanol celuldsico. O processo de produgdo utilizando a rota de 2% geragdo
consiste basicamente em trés etapas: 1%) pré-tratamento da biomassa para aumentar a
acessibilidade aos carboidratos (celulose e hemicelulose), 2*) hidrolise da biomassa pré-
tratada para liberacdo de agucares monoméricos ¢ 3") fermentagdo dos mondmeros de
acucares conforme as tecnologias pré-estabelecidas para producao de etanol de 1* geracao

(Figura 2) (ZHENG; PAN; ZHANG, 2009).

Figura 2 - Etapas do processo de produgio de etanol de 2* geragio.
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O Brasil, também apresenta vantagens competitivas em relagdo aos outros paises
na producdo do etanol de segunda da geragdo, visto que apresenta disponibilidade de grandes
quantidades de matéria-prima com menor custo ¢ de facil disponibilidade, considerando a

possibilidade de utilizagdo do bagaco e da palha da cana-de-agucar (PACHECO, 2011).

3.2 Biomassa Lignocelulosica

A biomassa lignocelulosica compreende toda a matéria de origem vegetal nao
comestivel, advinda de florestas, culturas energéticas e fazendas agricolas. Dentre estas
destacam-se os residuos agricolas (ex: palha de milho, bagago de cana, palha de trigo, casca
de arroz, etc), assim como os residuos de madeira e da industria de papel (NANDA et al.,
2015).

Muitas vezes a destinagdo dada a esses materiais lignocelulosicos ¢ pouco nobre e
representa uma perda do potencial de producdo energético, além de gerarem um passivo
ambiental. Neste contexto, o Brasil assume uma posi¢do destacada, ao se considerar o volume
da produgdo agricola e agroflorestal do pais e a consequente geragdo de residuos
lignoceluldsicos. Tais biomassas residuais estdo disponiveis em uma forma razoavelmente
limpa e em grandes quantidades (BRAGATTO, 2010).

A biomassa lignoceluldsica representa uma fonte natural, barata e abundante que
pode ser explorada para produgdo de biocombustiveis e bioprodutos de alto valor agregado. A
mesma ¢ composta basicamente de celulose (35-50%), hemiceluloses (20-35% ) e lignina (15
a 30%) (Figura 3) (AMARASEKARA, 2014a; SHAFIEI, KUMAR, KARIMI, 2015). Além
destes componentes sdao encontrados diferentes compostos inorganicos (cinzas), pectinas,
proteinas, carboidratos soluveis, terpenos, alcaloides, dentre outros (MOHAN; PITTMAN;
STEELE, 2006).



Figura 3 - Composic¢do quimica da biomassa lignocelulésica.
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Na Tabela 1 encontra-se descritos a composi¢do (base seca) de celulose,

hemicelulose e lignina de algumas biomassas lignocelulosicas, consideradas residuos

agricolas, que podem ser convertidas em etanol de 2* gera¢do, no entanto no contexto

brasileiro destaca-se o bagaco de cana-de-agucar devido a elevado producdo de aglcar e

alcool no pais.

Tabela 1 - Composi¢io de celulose, hemiceluloses e lignina de diferentes biomassas lignoceluldsicas.

% Lignina*

. Blomass’a. % Celulose* % Hemiceluloses*
Lignocelulosica
Bagaco de cana-de-acucar 31,9-434 12,2 -25,5
Palha de arroz 29,2 -34,7 23,0-259
Cascas de arroz 28,7—-35,6 12,0 -29,3
Palha de milho 30,6 — 38,1 19,1 — 25,3
Espigas de milho 33,7-41,2 31,9 -36,0
Talos de milho 35,0-39,6 16,8 — 35,0
Palha de trigo 35,0-39,0 23,0 -30,0
Casca de cevada 34,0 36,0
Palha de cevada 36,0 —43,0 24,0 -33,0
Palha de aveia 31,0 -35,0 20,0 — 26,0
Palha de sorgo 32,0-35,0 24,0 -27,0
Palha de centeio 36,0-47.05 19,0 - 24.

23,1- 27,6
17,0 -19,0
15,4 -20,0
16,7 -21,3
6,1 -15,9
7,0 — 18,4
12,0 -16,0
13,8 -19,0
6,3 -9,8
10,0 — 15,0
15,0 -21,0
9,9 -24,0

Fonte: Adaptado de Mussatto; Dragone (2016).*Valores em base seca.
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3.2.1 Bagaco de cana-de-agucar

O bagaco da cana-de-aciicar ¢ a fracdo de biomassa resultante apds os
procedimentos de limpeza, preparo e extragdo do caldo da cana-de-acticar (LIMA, 2014),
sendo constituido principalmente de celulose (35-45%), hemiceluloses (26,2-35,8%) e lignina
(11,4-25,2%) (CHANDEL et al., 2013).

No cenério brasileiro foram gerados 186 milhdes de toneladas (base imida) e 93
milhdes de toneladas (base seca) de bagaco de cana-de-agucar na safra 2015/2016,
considerando que a producdo de cana-de-acticar foi de 665 milhdes de toneladas (CONAB,
2016), e que a cada 1 tonelada de cana-de-agucar produz-se entre 270-280 kg de bagago (base
imida) (CLAUSER et al., 2016) e 140 kg (base seca) (TOME, 2014).

O bagaco de cana tem sido utilizado principalmente para producdo de energia
elétrica e calor de processo, sendo a maior parte voltada para a autosufiéncia da propria planta
industrial, e o excedente vendido. No entanto esta biomassa lignocelulosica, também, pode
ser utilizada para produgdo de etanol celulosico (2* geragdao) por meio da fermentagao dos
acucares presentes nos carboidratos que o compde.

Segundo Tomé (2014) o bagaco apresenta vantagens para producdo de etanol de
2% geracao quando comparado a outros materias lignoceluldsicos, das quais cabe elucidar: 1%)
nao necessita de transporte, visto que ja estd disposto dentro da usina de agucar e alcool e 2%)
o bagaco resultante do esmagamento nas moendas apresenta caracteristicas fisicas (tamanho
das fibras) e quimicas (umidade) adequadas ao processo de produgdo de etanol celuldsico. No
entanto uma desvantagem dessa biomassa consiste na quantidade de areia presente (2 a 4%,
podendo chegar a 10% dependendo dos processos de colheita e limpeza da cana), pois esta
impureza causa desgaste nos equipamentos € aumenta a capacidade tamponante da biomassa,
dificultando agdo dos 4cidos e consequentemente reduzindo a solubilizagdo das

hemiceluloses.

3.3.2 Celulose

A celulose (CsH0Os), ¢ um homopolimero linear, tendo como unidade repetitiva
a celobiose, que por sua vez ¢ constituida por duas unidades de D-B-anidroglicopiranose
unidas por ligagdes glicosidicas B (1—4) (Figura 4) (AGBOR et al, 2011;
AMARASEKARA, 2014b).
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Figura 4- Estrutura da celulose.
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Fonte: Teodoro (2015).

O homopolimero celulose ¢ o composto organico natural mais abundante e
representa cerca de 40 a 60% da parede celular das plantas. A hidroxila (OH), principal grupo
funcional presente na cadeia de celulose, facilita a formagdo de ligagdes de hidrogénio na
mesma cadeia ou em cadeias vicinais conduzindo a formacdo de microfibrilas, que sdo
responsaveis pelas propriedades mecanicas da célula, promovendo assim o suporte e
resisténcia a parede celular (EMONS; SCHEL; MULDER, 2002).

A estrutura da celulose ¢ formada por regides cristalinas altamente ordenadas e
por regides amorfas que apresentam pouca organizagdo (Figura 5) (TURUMTAY, 2015;
COSTA et al., 2016). As regides cristalinas e amorfas sdo mantidas por ligagdes de
hidrogénio e pelas forgas de Van der Waals, no entanto na parte amorfa existem torgdes que

alteram o arranjo ordenado da celulose (QUIROZ-CASTANEDA; FOLCH-MALLOL, 2013).

Figura 5 - Representacdo da estrutura cristalina e amorfa da celulose.
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Fonte: Adaptada de Reddy et al. (2013).

3.2.3 Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo consideradas o segundo componente mais abundante da
biomassa lignoceluldsica, sendo compostas principalmente de mondmeros de xilose, no

entanto dependendo da biomassa a composicdo das hemiceluloses ¢ varidvel, por exemplo, as



23

hemiceluloses de madeiras apresentam como mondmero de aglcar majoritario a manose ao
invés da xilose (AGBOR et al., 2011; AMARASEKARA, 2014b; BAJPAI, 2016).

Quanto a composi¢do quimica, estas sdo consideradas macromoléculas
heterogéneas constituidas de pentoses (D-xilose, D-arabinose), metil pentoses (L-ramnose),
hexoses (D-glucose, D-manose, D-galactose) e acidos carboxilicos (acido D-glucurdnico,
acido D-galacturdnico, acido metilglucurénico) (Figura 6), os quais podem ser direcionados a
processos de bioconversdo para a produgdo de etanol e outros produtos de valor agregado
(AKHTAR et al., 2015).

As hemiceluloses apresentam uma estrutura ramificada amorfa constituida de
cadeias laterais curtas de diferentes agucares, o que facilita sua hidrélise. A hidrolise das
hemiceluloses produz hidrolisados ricos principalmente em xilose, arabinose, glicose e

galactose (ZHAO et al., 2012).

Figura 6 - Principais unidades de aglicares que compoe as hemiceluloses.
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3.2.4 Lignina

A lignina é o terceiro componente de maior propor¢do em materias
lignocelulosicos, sendo considerada uma macromolécula amorfa formada por unidades
percussoras de alcool p-cumarico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (AMARASEKARA,
2014b). Estes percussores apos sofrerem polimerizagdo formam, respectivamente, as unidades
de p-hidroxifenil, guacil e siringil (Figura 7), que sdo unidas por ligacdes do tipo C-C e éter
(MARTINEZ et al., 2008; DEL RiO et al., 2012; SHAFIEI; KUMAR; KARIMI, 2015),
formando a estrutura da lignina (Figura 8).

A lignina encontra-se presente na parede celular das células vegetais de todas as
plantas vasculares promovendo a recalcitrancia das mesmas (SATTLER; FUNNELL-
HARRIS, 2013), e logo atuando na protecao dos polissacarideos presente na parede celular
contra o ataque microbiano, tornando-se assim um fator limitante para conversdao da biomassa

vegetal em biocombustiveis (VANHOLME et al., 2010).

Figura 7 - Unidades percussoras da lignina.
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Figura 8 - Estrutura representativa da lignina.
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3.3 Técnicas de pré-tratamento

Um dos principais obstaculos tecnoldgicos para conversdo da biomassa

lignoceluldsica em etanol de 2* geragdo e/ou bioprodutos de valor agregado, consiste na

elevada recalcitrancia das fibras lignoceluldsicas proveniente das complexas interagdes

formadas entre a lignina, hemiceluloses e celulose (SUN; CHENG, 2002; CHATURVEDI;

VERMA, 2013; LANGAN et al., 2014).

Dessa forma, a utilizacdo da biomassa lignoceluldsica como matéria-prima para

producdo de combustiveis e quimicos verdes estd condicionada a realizacdo de uma etapa de

pré-tratamento, que objetiva romper a estrutura da parede celular da biomassa deixando os

carboidratos mais acessiveis ao ataque enzimdtico e, consequentemente promovendo o

aumento do rendimento de acucares fermentesciveis (Figura 9) (MOSIER et al., 2005;

BINOD; PANDEY, 2015; PAL et al., 2016).
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No entanto um determinado pré-tratamento € considerado efetivo quando,
promove o aumento da area superficial e da porosidade da biomassa lignoceluldsica, reduz o
indice de cristalinidade da celulose, modifica e remove a lignina, despolimeriza parcialmente
as hemiceluloses, diminui a formag¢do de produtos de degradagdo inibidores da hidrélise e
fermentagdo, minimiza a degradagdo dos carboidratos e possui custo efetivo (SUN; CHENG,
2002; KUMAR et al., 2009; HARMSEN et al., 2010). A escolha de um pré-tratamento eficaz
para melhoria da digestibilidade da biomassa lignocelulosica, mostra-se de extrema
importancia, visto que mais de 40% dos custos totais do processo produtivo do etanol
celuldsico, sdo advindos da etapa de pré-tratamento (SHINDHU; BINOD; PANDEY, 2016).

Nessa perspectiva, diferentes métodos de pré-tratamento vem sendo estudados nas
ultimas décadas. Tais processos podem ser classificados em fisicos (moagem, irradiacdo,
extrusdo, entre outros), quimicos (acido diluido, alcalino, liquidos i0nicos, agentes oxidantes,
organossolve), fisico-quimicos (explosdo a vapor, hidrotérmico, expansdo da fibra com
amonia (AFEX)) e biolégicos (KUMAR et al., 2009; BRODEUR et al., 2011). As vantagens
e desvantagens de alguns pré-tratamentos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos
utilizados para aumentar a digestibilidade da biomassa lignoceluldsica encontram-se

elucidadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Vantagens e desvantagens de alguns pré-tratamentos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biologicos.

PRE-TRATAMENTO

VANTAGENS

DESVANTAGENS

FISICO - Redugdo da cristalinidade ¢ do - Elevado gasto energético;
- Moagem; grau de polimerizagio da
celulose; - Nao promove remocdo de
- Irradiagao lignina
- Aumento da area superficial.
- Extrusio
QUIMICO - Alto rendimento de glicose; - O tratamento com acidos
- Acido Concentrado; concentrados promove a COrrosao
- Solubilizagdo parcial ou total dos equipamentos;
- Acido diluido; da lignina;
- Alto custo dos acidos, bases e
- Alcalino; - Diminuicdo da cristalinidade dos solventes;
da celulose;
- Organossolve. - Aumento da area superficial da - Dificuldades de recuperagdo dos

biomassa;

- Diminuio grau de
polimerizagdo da celulose.

acidos, bases e solventes;

- Formag@o de produtos inibidores
de hidrolise e fermentagio;

FISICO-QUIMICO

-Explosao a vapor

- Hidrotérmico, entre
outros.

- Solubilizagdo parcial ou total
das hemiceluloses;

- Altos rendimentos de glicose e
agucares de hemicelulose;

- Formagédo de produtos de
degradacio;

- Necessario uma posterior etapa
de deslignificagao;

BIOLOGICO

- Fungos da podridao
branca e bactérias

- Remove quantidade
consideravel de lignina;

- Pré-tratamento brando, ndo
formando produtos inibidores de
fermentacao

- Maior tempo de residéncia;

- Necessidade de monitoramento
durante o crescimento  dos
microrganismos;

- Os fungos e bactérias consomem
um pouco do carboidrato
disponivel, reduzindo assim o
rendimento dos agucares.

Fonte: Sims et al. (2008); Kumar et al. (2009); Ogeda; Petri (2010); Agbor et al.(2011); Mood et
al., (2013); Shafiei; Kumar; Karimi (2015).

3.3.1 Pré-tratamento de Explosao a Vapor

Dentre os pré-tratamentos destacados, o de explosdo a vapor ¢ um dos métodos
mais aplicados para biomassas lignoceluldésicas (AMARASEKARA, 2014c; ZHENG et al.,
2014), uma vez que promove modificagdes quimicas na composi¢do da biomassa e fraturas
na estrutura da parede celular (ZHAO, ZHANG, LIU, 2012), garantindo maior acessibilidade
das enzimas aos carboidratos.

No pré-tratamento de explosdo a vapor com e sem adi¢do de catalisadores, a

biomassa ¢ submetida, por segundos a minutos, a uma atmosfera de vapor saturado de alta
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pressdo em temperaturas entre 160°-240°C e pressdes entre 0,7 ¢ 4,8 MPa, seguida de uma
descompressao subita que provoca a solubiliza¢do da fragdo hemicelulosica e modificagdes na
lignina, garantindo assim uma maior acessibilidade de enzimas a fracdo celuldsica, e logo
promovendo uma maior digestibilidade da bioma lignocelulosica (KUMAR et al., 2009;
AGBOR et al.,, 2011).

O processo ocorre em duas etapas, sendo a primeira denominada autohidrélise e a
segunda descompressdo. Na primeira etapa, o vapor condensa e permeia a estrutura
lignoceluldsica removendo os grupos acetil e urdnicos presentes nas cadeias de hemiceluloses
e formando, respectivamente, acido acético e acido urdnico, os quais atuam na hidrélise da
fragao hemiceluldsica. Na etapa de descompressao, a umidade condensada nas fibras evapora
novamente € promove a ruptura mecanica da estrutura lignocelulosica (ZHENG et al., 2014;
WANG et al.,, 2015; DUQUE et al., 2016).

A utilizagdo do pré-tratamento de explosdo a vapor apresenta como vantagens, o
uso limitado de produtos quimicos, o baixo gasto energético quando comparado aos pré-
tratamento mecanicos, nao requer gastos com reciclagem devido ao baixo impacto ambiental
e a biomassa ap0ds a explosdo ¢ bastante suscetivel a agdo de enzimas celuloliticas. No entanto
este método apresenta como principais desvantagens: a formacao de produtos de degradagao
inibidores do processo fermentagdo (furfural e 5-hidrometilfurfural), solubilizacio de uma
parte da fracdo de carboidratos (hemiceluloses), necessidade de lavar a biomassa para
remog¢ao dos produtos toxicos formados e desestruturacao incompleta do complexo lignina-
carboidrato (SUN ; CHEN, 2002; AGBOR et al., 2011; WANG et al., 2015).

Diversos estudos tem mostrado a eficiéncia deste pré-tratamento para melhoria da
digestibilidade enzimatica de inimeras biomassas lignoceluldsicas, como bagaco de cana-de-
acucar (VERARDI et al., 2015; ROCHA et al., 2012b), palha de cana (OLIVEIRA et al.,
2013) palha de milho (OHGREN et al., 2007; LIU; CHEN, 2016), palha de trigo (ALVIRA et
al., 2016); palha de arroz (SHARMA et al., 2015), residuo de eucalipto (PARK et al., 2012),
capim-elefante (SCHOLL et al., 2015), palha de colza (LOPEZ-LINARES et al., 2015), entre

outros.
3.3.2 Pré-tratamento alcalino
O pré-tratamento alcalino ¢ um dos métodos quimicos que tem sido utilizado para

melhorar a digestibilidade enzimatica de diferentes biomassas lignocelulosicas. Neste método

utiliza-se bases, como NaOH (Hidréxido de s6dio), KOH (Hidroxido de potassio), NHj
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(amoénia) e Ca(OH), (Hidroxido de calcio) que atuam majoritariamente na solubilizagdo da
fracdo de lignina presente na biomassa, porém o tratamento utilizando NaOH ¢ o mais
utilizado (XU; SUN, 2016).

No pré-tratamento alcalino, a biomassa sofre reacdes de solvatacdo e
saponificagdo, que provocam principalmente a solubilizagdo da lignina, além do inchamento
da estrutura lignocelulosica, aumento da area superficial, redugdo da cristalinidade e do grau
de polimerizagao da celulose, bem como remocao dos grupos acetil e de acido urdnico da
cadeia das hemiceluloses. Essas modificagdes promovem o aumento da digestibilidade
enzimatica, uma vez que se tem uma maior acessibilidade de enzimas aos carboidratos
presentes no material lignoceluldésico (AGBOR et al., 2011; SINDHU; PANDEY; BINOD,
2015).

Dentre as principais vantagens do pré-tratamento alcalino, destacam-se a
possibilidade de ser realizado em baixas temperaturas e pressdes, promover uma maior
degradacao da lignina e menor degradacdo dos agucares, possibilidade de recuperagdo e/ou
regeneracdo dos sais cdusticos e baixa corrosdao nos reatores quando comparado ao pré-
tratamento com acidos. A principal desvantagem consiste no tempo de reacao que pode levar

de horas a dias (KUMAR et al., 2009; XU; SUN, 2016).

3.4 Hidr6lise Enzimatica

O processo de conversdo dos carboidratos presentes na biomassa lignocelulésica,
celulose e hemicelulose, em agucares fermentaveis ¢ denominado hidrélise ou sacarificagao.
O processo de hidrolise pode ser dividido em hidrolise acida e em hidrolise enzimatica. Na
hidrolise acida empregam-se acidos como catalisadores, enquanto que na enzimatica utilizam-
se enzimas (SHUDDHODANA et al., 2016).

Durante a hidrélise enzimatica da biomassa lignoceluldsica, uma série de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas atuam em sinergia produzindo, respectivamente, mondmeros
de glicose e xilose (considerando que as hemiceluloses sdo constituidas principalmente de
xilana) (ZHANG et al.,, 2010). A hidrélise das cadeias de celulose ocorre pela acdo de
celulases, que de acordo com sua fun¢do podem ser classificadas em: endoglucanases (EC
3.2.1.4) que clivam as ligagdes glicosidicas B (1-4) da cadeia de celulose formando novas
extremidades redutoras e nao redutoras; exoglucanases ou celobiohidrolase (EC 3.2.1.91)

que atuam na extremidade ndo redutora da celulose formando unidades de celobiose e as -
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glicosidases ou celobiases (EC 3.2.1.21), que clivam a celobiose formando mondmeros de

glicose (Figura 10) (RABELO, 2010; AMARASEKARA, 2014d).

Figura 10 - Acdo de celulases na degradagio da cadeia polimérica de celulose.
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Fonte: Farinas (2011).

Ja a hidrolise das hemiceluloses, requer uma série de enzimas uma vez que estas
apresentam uma estrutura heterogénea. As principais enzimas envolvidas na sacarificacido das
hemiceluloses sdo as B-xilanases que quebram as ligacdes glicosidicas internas da cadeia de
xilana reduzindo o grau de polimerizacdo do substrato e as P-xilosidase que hidrolisam
pequenos xilooligossacarideos e xilobiose a partir da extremidade ndo redutora, liberando
xilose. O complexo hemicelulolitico além de possuir B-xilanases e B-xilosidase, ¢ formado por
outras enzimas como a o-L-arabinofuranosidase, a-glucuronidase, acetil xilano esterase, e
esterases de acido hidroxicindmico, as quais clivam as cadeias laterais ligadas a xilana (Figura
11) (POLIZELI et al, 2005; RIZK; ANTRANIKIAN; ELLEUCHE, 2012;
AMARASEKARA, 2014d).
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Figura 11- Ac¢do de hemicelulases na degradagdo de diferentes hemiceluloses.
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Fonte: Amarasckara (2014d).

O processo de hidrdlise enzimatica dos carboidratos (celulose e hemiceluloses)
presentes na biomassa pode ser limitado por diferentes fatores, como a cristalinidade, grau de
polimerizacao e area superficial da celulose, percentual de lignina e o grau de acetilagdo das
hemiceluloses (LAUREANO-PEREZ et al., 2005; YANG et al., 2011)

Diante dos dados apresentados na revisao de literatura, cabe destacar que as principais
contribuicdes do presente estudo para o estado da arte da producdo de etanol de 2* geragao,
concernem na utilizacdo de um acido organico como catalisador do processo de explosdo a
vapor, o qual garante um menor custo € uma maior sustentabilidade ambiental a referido pré-
tratamento quando comparado com a utilizagdo de acido sulfurico, cloridrico ou fosforico, os
quais vem sendo amplamente estudados. Outro ponto que merece destaque refere-se a
realizacdo da explosdo a vapor com NaOH, a qual promoveu simultaneamente a
desestruturacao da fibra e a remogao de lignina, reduzindo assim uma das etapas do processo
de producdo de etanol celuldsico, uma vez que apds pré-tratamento de explosdo a vapor a
biomassa, geralmente, necessita ser submetida a uma etapa de deslignificagdo com intuito de

torna-la mais susceptivel ao ataque enzimatico.
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4 METODOLOGIA

As etapas metodologicas utilizadas para realizagdo do presente trabalho
encontram-se sistematizadas no fluxograma abaixo (Figura 12) e detalhadas nos tépicos

seguintes.

Figura 12 - Fluxograma do procedimento experimental.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1 Biomassa lignocelulésica

O bagago de cana-de-agucar (BCA) doado pela Usina Arapora Bioenergia S/A foi
previamente seco ao sol até umidade inferior a 15% e armazenado em sacos plasticos até

utilizagao.

4.2 Pré-tratamento de explosdo a vapor

O pré-tratamento de explosdo a vapor foi conduzido em um reator térmico de
escala laboratorial com volume de 1,4 L com controle de tempo reacional e temperatura, e

equipado com uma valvula de despressurizacdo do modelo abre e fecha com didmetro interno
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de 2,0 cm. O carregamento do reator foi realizado manualmente pela adi¢do da fracdo de
biomassa seguida da solugdo geradora de vapor, na propor¢ao de 1:20 (m/v). O tempo para
aquecimento do reator até a temperatura de trabalho (180 °C) foi de 1h30min. Apos atingir a
temperatura em questdo a mistura reacional foi mantida por mais 5 min (tempo de retengao) e
subitamente despressurizada. Apds a despressurizacao subita do reator o BCA pré-tratado foi
lavado com agua até pH neutro para remog¢do das fragdes soluveis e seco em estufa de
circulacdo de ar a 105°C por 12 h.

As condigdes operacionais de realizacdo do pré-tratamento de explosdo a vapor

encontram-se descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Condigoes utilizadas no pré-tratamento de explosdo a vapor.

Massa de - - Tempo de
BCA* Volume da solu¢ao Temperatura Pressao retencio
40,0¢g 800 mL de agua destilada 180 °C 0,86 MPa 5 min

800 mL de acido citrico 0,01 M
40,0 g 180 °C 0,86 MPa 5 min
(pH=2,7)
40,0 g 800 mL de NaOH 0,1 M (pH = 13) 180 °C 0,86 MPa 5 min

* massa em base umida (umidade de aproximadamente 13%).

4.3 Pré- tratamento de deslignificagdo alcalina

A deslignificacao do bagaco in natura e pré-tratado por explosdo a vapor com
acido citrico, NaOH e sem catalisador (4dgua), foi realizada considerando uma relagdo
solido/liquido (1:20), ou seja, a cada 1 g de bagaco adicionou-se 50 mL de NaOH 2%. Para
realizacdo da deslignificagdo colocou-se 50 g de bagaco (umidade entre 9,0-10,0%) em um
baldo de fundo redondo com duas bocas e adicionou-se 1 L de NaOH 2% (m/m). A mistura
reacional foi mantida em refluxo por 4 horas a uma temperatura de 120°C e em seguida a
biomassa deslignificada foi lavada com dgua até pH neutro e seca em estufa de circulagdo de

ar a 105°C por 12 h.

4.4 Rendimento dos pré-tratamentos

Os rendimentos dos pré-tratamentos de explosdo a vapor e deslignificacdo alcalina

foram calculado pela equagdo 1.
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= M <
M, x 100 equagao (1)

Onde R ¢ rendimento do pré-tratamento; M¢a massa final da biomassa ap6s o pré-

tratamento (base seca) e M; a massa inicial da biomassa in natura (base seca).

4.5 Caracterizagdes da biomassa lignocelulosica

4.5.1 Caracterizacao quimica

A determinacdo da composi¢do quimica do bagaco de cana-de-actcar in natura e
pré-tratado por explosdo a vapor com agua, acido citrico e NaOH e apos a deslignificagao
alcalina foi realizada por metodologias de referéncia para caracterizagdo de matérias
lignocelulésicos, sendo: umidade (TAPPI T264 OM-88), cinzas (TAPPI T211 OM-93),
lignina Klason insoluvel e solavel (TAPPI T13M-54), holocelulose pelo método do clorito
acido e celulose por extracdo alcalina (BROWNING, 1967) e hemiceluloses por medida
indireta da diferenca entre os teores de holocelulose e celulose.

Todas as andlises quimicas descritas foram realizadas em triplicata e os valores
foram expressos em base seca e considerando o rendimento dos pré-tratamentos.

Os valores dos constituintes presentes na biomassa foram corrigidos pelo

rendimento de cada pré-tratamento, conforme equagao 2.

Yi=Ps X — equagao (2)

Sendo Yy o valor do componente corrigido pelo rendimento do pré-tratamento; P
o percentual do componente no bagaco de cana-de-acucar apds o pré-tratamento ¢ R o
rendimento do pré-tratamento.

A solubilizagdo da lignina, hemicelulose e celulose foi calculada por meio da

equagdo 3 proposta por Oliveira (2010):

S=(1- ) x 100 equacio (3)

Sendo S o percentual de solubilizagdo do componente (celulose, hemiceluloses e
lignina); Yr o percentual do componente corrigido apds o pré-tratamento e Y; o percentual do

componente no bagaco in natura.
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4.5. 2 Umidade

Colocou-se uma massa de aproximadamente 2,0000 + 0,0001 g de amostra em um
cadinho de porcelana previamente seco e tarado e acondicionou-se este conjunto em estufa a
105 £ 3 °C por 2 horas, posteriormente o0 mesmo foi resfriado em dessecador até temperatura
ambiente e pesado. Em seguida, o conjunto foi colocado novamente na estufa por mais 1 hora
a 105 = 3 °C e repetiram-se os procedimentos de arrefecimento e pesagem até massa
constante, ou seja, quando as pesagens nao diferiram por mais de 0,002 g. O teor de umidade
foi calculado por meio da diferenca percentual entre a massa inicial e a massa final da amostra

apds o processo de secagem.

4.5.3 Cinzas

Em um cadinho de porcelana previamente seco e tarado, foi colocada uma massa
de aproximadamente 1,0000 g de amostra e o conjunto foi acondicionado em um forno mufla
em temperatura de 800°C por 2 h. Em seguida o sistema (cadinho + amostra calcinada) foi
resfriado em dessecador até¢ temperatura ambiente e pesado. O conteudo de cinzas foi
determinado considerando a porcentagem de massa da amostra apos a calcinagdo com relagao

a massa inicial de amostra seca.

4.5.4 Lignina Klason Insoluvel

Uma massa de aproximadamente 1,0000 + 0,0001 g de BCA seca foi disposta em
um almofariz e adicionou-se 15,0 mL de solucdo de acido sulfurico 72% (m/m) (d = 1,6338
g.mL'l, 20°C ). Posteriormente macerou-se a mesma exaustivamente e deixou-se em repouso
por 2 horas a temperatura ambiente (contadas a partir da adigdo de acido). Transcorridas as 2
horas, a mistura foi transferida para um baldo de fundo chato com capacidade de 1 L, e
adicionou-se 4gua destilada até que a concentragdo de acido sulfirico fosse de 3% (m/m)
(adicdo de 551 mL de 4gua). Sequencialmente aqueceu-se o sistema sob refluxo por 4 h.

Em seguida, filtrou-se a lignina insolivel em funil de vidro sinterizado n°4,
previamente seco e tarado. Coletou-se o filtrado para andlise posterior de lignina Klason
solivel. O funil com a lignina insoliivel foi seco em estufa a 105 = 3 °C por 12 horas,

resfriado em dessecador até temperatura ambiente e pesado (em uma balanga com precisao de
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0,0001g), sedo o contetido de lignina insoluvel calculado pela relagdo entre a porcentagem da

massa de lignina insolivel em relagdo a massa inicial de amostra seca.
4.5.5. Lignina Klason Solivel

O teor de lignina Klason solivel foi quantificado por meio da técnica de
espectroscopia na regido do ultravioleta (UV-VIS). As solugdes para as analises foram
preparadas tomando o filtrado da etapa anterior e diluindo-o com agud até a concentracdo
final de 0,05 mol.L™" de 4cido sulfarico. Uma solugdo de referéncia (branco) de concentragio
de 0,05 mol.L" foi preparada, a partir do acido sulfurico 72%. Mediu-se a absorbancia do
filtrado nos comprimentos de onda de 215 ¢ 280 nm. A concentracio (g.L™) de lignina Klason

soluvel foi calculada pela equacao 4:

4,53 . Az15)-A
C(gL")= I 3;;}5) el equacao (4)

Em que C (g.L™7") corresponde a concentracio de lignina Klason soluvel em meio

acido; A,1s o valor da absorbancia em 215 nm e Ajgy 0 valor da absorbancia em 280 nm.

A absorbancia em 280 nm corresponde a uma corre¢ao para os compostos de
furfural gerados no processo de hidrélise, enquanto que a absorbancia em 215 nm ¢ a medida
da concentracao de lignina soluvel. Dessa forma, a equacgdo (4) ¢ resultante da resolucao

simultanea das equacoes (5) e (6):

As0=0,68 Cp +18 C, equagao (5)
Az15=0,15Cp +70 C, equagao (6)

Onde o Ajgsy representa o valor da absorbancia a 280 nm; A5 ¢ o valor da
absorbancia a 215 nm, Cp a concentragao dos carboidratos (g.L'l) e CL a concentragao da

lignina soluvel (g.L'l).

Os valores 0,68 e 0,15 correspondem, respectivamente, as absortividades molares
dos produtos de degradagdo dos carboidratos em 280 e 215 nm, e os valores 18 e 70 sdo as

respectivas absortividades molares da lignina soltivel em 280 e 215nm.
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4.5.6 Holocelulose

Colocou-se uma massa de 5,0000 g de amostra seca em um erlenmeyer de 250 mL
e adicionou-se 100 mL de agua destilada. Em seguida o erlenmeyer foi colocado em banho-
maria, a 75 °C e adicionou-se 2,0 mL de acido acético e 3,0 g de clorito de sodio, nesta ordem,
tampando o erlenmeyer para ndo ocorrer a perda do gas produzido na reagdo. Apos 1 hora,
adicionou-se novamente 2,0 mL de acido acético e 3,0 g de clorito de sodio, sendo esse
processo foi repetido por mais duas vezes.

Por fim, a mistura foi resfriada em banho de gelo até 10 °C, filtrada em funil de
vidro sinterizado n°2, previamente seco e tarado, e lavada com agua destilada a 5°C até que o
residuo fibroso apresentasse coloragdo esbranquicada e o pH do eluido igual ao da agua de
lavagem. Em seguida, o funil com o residuo fibroso foi seco em estufa a 105 = 3 °C por 6
horas, resfriado em dessecador e pesado. O percentual de holocelulose foi calculado pela

relacdo entre a massa de holocelulose obtida e a massa inicial da amostra.

4.5.7 Celulose

Transferiu-se 3,0000 g de holocelulose seca para um erlenmeyer de 250 mL,
adicionou-se 100 mL de solucdo de KOH (5%) e borbulhou-se gés nitrogénio durante os
primeiros cinco minutos da extragdo, para evitar a oxidacdo da celulose. O erlenmeyer foi
vedado e mantido em agitacdo constante por 2 horas. A mistura foi entdo filtrada em funil de
vidro sinterizado n°® 2, lavada com 50 mL de solu¢do de KOH (5%) e em seguida com 100
mL de agua destilada. O residuo fibroso retido no funil foi transferido novamente para o
Erlenmeyer de 250 mL e o mesmo procedimento de extragcdo foi repetido utilizando solugdo
de KOH (24 %). Para lavagem do residuo fibroso retido no funil, utilizou-se 25 mL de
solucdo de KOH (24%), 50 mL de dgua destilada, 25 mL de 4cido acético (10%) e 100 mL de
agua destilada. Apds a extracdo dos componentes soliveis em solu¢des aquosas de hidroxido
de potassio, o residuo fibroso foi lavado com agua destilada até que o filtrado apresentasse pH
neutro. Por fim, o residuo foi lavado com 50 mL de acetona, seco a 105 £ 3 °C por 6 horas e
pesado. O contetido de celulose foi determinado como a porcentagem da massa de residuo em
relacdo a massa inicial de amostra seca, levando em conta o rendimento calculado na

obtengdo da holocelulose.
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4.5.8 Hemiceluloses

O teor de hemiceluloses foi determinado pela diferenca percentual entre a
holocelulose e a celulose em relacdo a massa inicial de amostra seca, levando em conta a o

rendimento calculado na obtengao da holocelulose.

4.5.9 Analise de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A analise das alteragdes dos grupos funcionais do bagago sem tratamento e apds
os pré-tratamentos de explosdo a vapor e deslignificacdo alcalina foi obtida utilizando um
espectrofotometro Shimadzu IRPrestige 21. As amostras foram pastilhadas com KBr na
propor¢io massica de 1:100 e os espectros foram obtidos na regido de 4500 a 400 cm’,

~ -1
resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras.

4.5.10 Difracao de Raio —X (DRX)

Os difractogramas de raio-X da biomassa in natura e pré-tratada foram obtidos
utilizando um difratdmetro Shimadzu XRD - 6000 LabX com intervalo de 4 a 45° (20),
velocidade de varredura de 2°/min, poténcia de 40 kV com uma corrente de 30 mA e radiagdo
CuKa ( 1,5406 A) . O indice de cristalinidade das amostras de bagaco foi determinado pela
equagao 3, proposta por Segal et al., 1959.

ICr =(12‘;°M x 100 equagao (7)

200

Onde ICr expressa o grau de cristalinidade relativo; I, refere-se a intensidade
maxima, em unidades arbitrarias, no pico cristalino a aproximadamente 20 =22°e I,m ¢ a

intensidade da regido amorfa em 20 = 18°.

4.5.11 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para andlise da superficie das amostras sem tratamento e pré-tratadas utilizou-se

um microscopio eletronico de varredura modelo de Carl Zeiss EVO 10 MA. As amostras
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foram fixadas em suportes de aluminio com fita de carbono e metalizadas com ouro. As

imagens de MEV foram obtidas com ampliagdo de 500X e tensdo de aceleracao de 5.0 kV.

4.5.12 Hidrolise enzimatica

Os parametros operacionais do processo de hidrélise foram definidos de acordo
com as recomendacdes descritas na ficha técnica do complexo enzimdtico de celulases e
hemicelulases, Cellic® CTec 3 (NOVOZYMES, 2012). A atividade da enzima em unidades
de papel filtro (FPU) foi determinada de acordo com método descrito por Ghose (1987),
sendo que para a enzima em questdo esta foi equivalente a 194,73 FPU/mL.

Inicialmente, antes de submeter a biomassa ao processo de hidrélise enzimatica,
esta foi umidificada por 2h em 15 mL de tampao de citrato de sodio 50 mM (pH=5,0) sob
rotacdo de 150 rpm. A hidrélise enzimatica foi realizada em erlenmeyers de 50 mL com
volume final de 20 mL constituido de 3% de BCA (massa seca), tampao de citrato de sdédio 50
mM (pH=5,0), 10 FPU do complexo enzimatico Cellic® CTec 3/g de celulose presente no
substrato. Os frascos de reacionais foram mantidos sob agitagao de 150 rpm a 50°C por 72 h
em uma incubadora shaker Novatecnica e retirou-se aliquotas de 1,5 mL apos os tempos de
reacdo de 0, 12, 24, 36, 48 e 72h para determinacdo de agucares redutores totais (ART)
utilizando o método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) proposto por Miller (1959). O
percentual de sacarificacdao (hidrélise) foi calculado pela equagdo (8) descrita por Mandels;

Sternberg (1976).

% Sacarificacao = [ART] mg.mL" x0,9 x100 equagao (8)

[Biomassa] mg.mL'l

Em que [ART] representa a concentragdo de acgucares redutores totais e
[Biomassa] corresponde a concentragdo inicial da biomassa. O fator 0,9 foi usado para

converter polissacarideo em monossacarideo apos absor¢ao de agua na hidrolise.

4.6 Analise estatistica

Determinou-se a média e o desvio padrio entre os valores obtidos na

caracterizacdo quimica e na hidrdlise enzimatica da biomassa em estudo, bem como a
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correlagdo de Person (p<0,05) entre o teor de lignina, indice de cristalinidade e a concentragao

de ART, utilizando o software Statistica 10.0.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1 Aspecto fisico e Composi¢do Quimica

O bagago de cana-de-acUcar in natura e pré-tratado por explosdo a vapor sem
catalisador e com acido citrico, apresentou um coloragdo mais escura quando comparados a
fibra sem tratamento (Figura 13A, B e C). De acordo com Cureli et al. (2002) o escurecimento
da biomassa tratada com acido pode ser proveniente da formagdo de produtos de degradacdo
dos celulose e hemicelulose e ou da catalise acida da ligacdes entre a lignina e os
carboidratos. Haseth (2012) atribuiu o escurecimento da biomassa tratada com liquidos
iOnicos a condensacdo da lignina. No entanto apds a realizacdo da explosdo com NaOH e do
processo de deslignificagdo alcalina a biomassa apresentou-se mais quebradica e com
coloragdo em tons mais claros que o material in natura, possivelmente devido a elevada

remogao de lignina (Figura 13D, E, F, G e H).

Figura 13 - Amostras de bagago de cana-de-agucar in natura e pré-tratado.

) H - ) a
Fonte: Elaborada pelo autor. A- Bagag¢o de cana in natura; B- Bagago explosdo agua; C- Bagago
explosdo acido; D — Bagago explosdo NaOH; E — Bagaco in natura deslignificado; F — Bagago explosio
agua deslignificado; G — Bagago explosdo acido citrico e deslignificado; H- Bagaco explosao NaOH e
deslignificado.
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Os valores do percentual massico da composi¢do quimica do BCA in natura e pré-
tratado em base seca, e os valores corrigidos pelo rendimento dos pré-tratamentos de explosao
a vapor com agua (89,98%), acido citrico (76,18) e NaOH (71,82%) encontram-se descritos

nas Tabelas 4 ¢ 5.

Tabela 4 - Caracterizagdo quimica do bagaco de cana-de-agucar in natura e pré-tratado por explosdo a vapor
catalisada por acido citrico e NaOH.

COMPOSICAO

QUIMICA (%) BI BEA BEH BEOH
Lignina Total 24,22 + 0,36 25,06 + 0,21 27,24 +£0,23 11,82 +£0,56
Hemiceluloses 27,61 £0,07 27,65 +0,40 21,21 £0,56 38,78 £0,27

Celulose 42,77 £0,29 49,07 £ 0,69 52,32 +£0,59 46,55 +0,10
Cinzas 2,14 +£0,32 - - -
Total de matéria 96,74 + 1,04 101,78+ 1,3 100,77 + 1,38 97,15+0,93

seca
Fonte: Elaborada pelo autor. BI — Bagaco in natura; BEA — Bagaco explosdo agua; BEH — Bagaco
explosdo acido; BEOH — Bagago explosao NaOH.

Os teores de lignina, hemiceluloses e celulose presentes bagago in natura (Tabela
2) encontram-se dentro da faixa reportada para materiais lignoceluldsicos, sendo 15-30%
lignina, 20-35% hemiceluloses e 35-50% celulose (AMARASEKARA, 2014a; SHAFIEI,
KUMAR, KARIMI, 2015). De acordo com Bezerra; Ragauskas (2016) o bagaco de cana-de-
actcar ¢ composto principalmente por 20-30% de lignina, 40-45% de celulose e 30-35%
hemicelluloses, com quantidades limitadas de extrativos e cinzas.

Analisando os dados da Tabela 5 e a Figura 14, pode-se afirmar que dentre os pré-
tratamento de explosdo a vapor, o que utilizou acido citrico apresentou a maior remocao de
hemiceluloses (41,50%), enquanto que o tratamento com NaOH solubilizou maior parte da
lignina (65%) e o tratamento com 4gua obteve a maior preservacdo da fracdo celuldsica

(97,5%).

Tabela 5 - Caracterizagdo quimica do bagago de cana-de-acucar in natura e pré-tratado por explosdo a vapor
sem catalisador (agua) e catalisada por acido citrico e NaOH, considerando o rendimento do pré-tratamento.

COMPOSICAO

QUIMICA (%) BI BEA BEH BEOH
R= 84,98% R=76,18% R=71,82%
Lignina Total 24,22 +0,36 21,30 +£0,19 20,75 +0,18 8,48 £ 0,40
Hemiceluloses 27,61 £0,07 23,50+ 0,33 16,16 £0,42 27,85+0,19
Celulose 42,77 +0,29 41,70 £ 0,59 39,85+ 0,44 33,43 £0,08
Cinzas 2,14 £0,32 - - -

Fonte: Elaborada pelo autor. R- rendimento do pré-tratamento.
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Figura 14 - Solubilizacdo de celulose, hemiceluloses e lignina apos o pré-tratamento de explosdo a vapor.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os efeitos da utilizagdao de acidos e bases na remog¢ao de hemiceluloses e lignina
apresentados neste estudo, assemelham-se aos reportados nos trabalhos de Brodeur et al.
(2011); Toémas-Pejo et al. (2011); Karp et al. (2013), os quais afirmam que o tratamento com
acido atua principalmente na solubilizagdo da hemiceluloses e o com éalcali age
majoritariamente na remoc¢ao da lignina, por meio da saponificagdo dos grupos ésteres.

Apbs a realizagdo do pré-tratamento de deslignificagdo alcalina nota-se um
aumento proporcional dos percentuais massicos da celulose e hemicelulose quando
comparado a biomassa in natura e pré-tratada por explosao a vapor, o qual ¢ resultante da

elevada remocao de lignina do material lignocelulosico (Tabela 6).

Tabela 6 - Caracterizacdo quimica do bagago de cana-de-agtlicar in natura e pré-tratado por explosdo a vapor
apos o processo de deslignificagdo alcalina.

COMPOSICAO
, BID BEAD BEHD BEOHD
QUIMICA (%)
Lignina Total 5,99 £ 0,05 4,93 +0,28 5,04 £0,48 5,99 £ 0,02
Hemiceluloses 43,52 £0,71 4426 £0,22 34,07+ 0,08 46,02+ 0,33
Celulose 48,81 £0,47 54,40 £ 0,18 55.64 £ 0,35 49,78 £0,42

Total de matéria seca 98,32 £ 1,23 103,69 + 0,68 104,81 + 0,84 102,55+ 1,2

Fonte: Elaborada pelo autor. BID — Bagaco in natura deslignificado; BEAD- Bagago explosdo agua
deslignificado; BEHD — Bagaco explosdo acido deslignificado, BEOH - Bagago explosio NaOH
deslignificado.
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Para comparar os efeitos combinados dos pré-tratamento de explosdo a vapor e
deslignificagdo alcalina em relacdo composicdo da biomassa in natura, utilizou-se o

rendimento combinado entre ambas as etapas, como descrito na Tabela 7.

Tabela 7 - Rendimento combinado das etapas de explosdo a vapor e deslignificagdo alcalina.

AMOSTRA
RENDIMENTO
BID BEAD BHD BEOHD
Rico - 84,08 76,18 71,82
Ros) 60,82 62,36 58,63 81,27
R0 % Ry 60,82 53,00 44,66 58,37

100
Fonte: Elaborada pelo autor. Ry, — Rendimento do pré-tratamento de explosdo a vapor; Ry —
Rendimento da deslignificacdo alcalina.

Apos a correcdo dos teores de lignina, hemiceluloses e celulose pelo rendimento
combinado dos pré-tratamento de explosao a vapor e de deslignificacao alcalina, nota-se uma

redugdo massica destes componentes na biomassa em comparacdo com o material in natura

(Tabela 8).

Tabela 8 - Caracterizacdo quimica do bagago de cana-de-aglcar in natura e pré-tratado por explosio a vapor
apos o processo de deslignificagio alcalina.

COMPOSICAO
QUIMICA (%)

BI BID BEAD BEHD BEOHD

R=60,82% R=53,00% R=44,65% R= 58,37%
Lignina Total 24,22+0,36 3,64 +0,05 2,61 +£0,28 2,25+0,48 3,50 +£0,02

Hemiceluloses 27,61+0,07 26,46+0,71 23,45+0,22 15,22+0,08 26,86 + 0,33

Celulose 42,77+0,29 29,68 £0,47 28,83+0,18 24,85+0,35 29,06 + 0,42

Cinzas 2,14+ 0,32 - - - -

Fonte: Elaborada pelo autor.

A solubilizagdo da lignina apresentou valores entre 85,0 e 90,0%, enquanto que as
hemiceluloses e celulose apresentaram, respectivamente, remocao entre 4,0 —44,91% e 30,60
- 41,90% (Figura 15). Os valores de remocdo para lignina e celulose aproximam-se dos
obtidos por Oliveira (2010), que ao submeter palha da cana-de-actcar ao pré-tratamento de
explosdo a vapor (180°C) seguido da deslignificacdo alcalina promoveu a solubiliza¢do de
86,6% da lignina e 37,4% da celulose, sendo a solubilizagdo da celulose atribuida a
degradacdo, principalmente, da fase amorfa da cadeia celuldsica, enquanto que a fase

cristalina manteve-se conservada ou parcialmente degradada.
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No trabalho de Oliveria (2012), a solubilizagdo de lignina e de celulose no
bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por explosdo a vapor (200 °C) e deslignificado,
correspondeu a 90% e 18%. Em ambos os estudos a solubilizagdo das hemiceluloses
apresentou valores superiores (88,6% - palha de cana; 95% - bagaco de cana) aos obtidos
nesses trabalho, possivelmente devido a maior severidade dos tratamentos e/ou devido a
condigdes operacionais dos reatores, como por exemplo, a injecdo direta de vapor na

biomassa.

Figura 15 - Solubilizagdo de celulose, hemiceluloses e lignina ap6s o pré-tratamento de explosdo a vapor
seguido de deslignificagdo alcalina.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A remocgao da celulose no pré-tratamento de explosdo a vapor com agua e acido
citrico ocorreu devido a hidrélise acida das ligacdes glicosidicas da cadeia de celulose, a qual
acontece em trés etapas. Na primeira etapa o proton do acido interage rapidamente com o
oxigénio glicosidico que une as unidades de D-B-anidroglicopiranose formando um acido
conjugado. A segunda caracteriza-se pela clivagem da ligagdo C-O do acido conjugado e
formacdo de um carbocéation ciclico. Na terceira etapa a adi¢do rapida de uma molécula de
agua promove a formacao de uma unidade D-B-anidroglicopiranose e liberagdo de um préton
(FENGEL; WEGENER; 1989; XIANG et al., 2003). J& a despolimerizagdo da celulose no
meio alcalino, pode envolver um mecanismo de eliminagdo- § que ocorre na extremidade ndo
redutora da cadeia de celulose (PAULA, 2009).

A hidrolise da lignina em meio alcalino, geralmente, inicia-se pela desprotonagdo
de um OH fendlico formando estruturas do tipo estilbeno por eliminagdo do carbono gama ou

estruturas de metil quinona por clivagem do carbono alfa (OLIVEIRA, 2015).
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5.2 Andlise de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Nas Figuras 16A e 16B encontram-se representados os espectros de FTIR do
bagago de cana-de-acucar in natura e ap6s os pré-tratamentos de explosdo a vapor (agua,
acido citrico e NaOH) e de deslignificacao alcalina, os quais apresentam as bandas tipicas dos
componentes majoritarios de biomassa lignocelulosica.

Os espectros de FTIR do BI e BEA apresentaram perfil muito semelhante,
corroborando assim com a caracterizagdo quimica, a qual evidencia que o pré-tratamento de
explosdo a vapor com &gua ndo promoveu uma elevada remocdao dos componentes

recalcitrantes do bagaco de cana-de-actcar.

Figura 16 - Espectros de FTIR das amostras de bagaco in natura e pré-tratadas.
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Fonte: Elaborada pelo autor. A — Espectros na regido de 500 a 4500 cm™'. B- Ampliacio do espectro na regido
de 600 a 2000 cm™.
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Os picos na regido de 3380 e 2906 cm™ representam, respectivamente, os
estiramentos — OH e C-H (YANG et al., 2012) presentes nas estruturas nucleares da celulose e
hemiceluloses (JU et al., 2011), enquanto que o observado em 897 cm™ indica o estiramento
C-O-C das ligagdes P-glicosidicas entre as unidades de agucares da celulose ¢ hemiceluloses
(ZHANG et al., 2011; XTAO, et al., 2014). O sinal em 1161 cm” ¢ atribuido & vibragio C-O-C
do anel de piranose (OUYANG et al., 2015; NAKASONE; IKEMATSU; KOBAY ASHI,
2016).

Nota-se que no BEH, BEOH e em todas as amostras deslignificadas ocorreu o
aumento da intensidade na regiio 3380 cm™ provavelmente pela maior exposi¢io das
hidroxilas da celulose, hemiceluloses e da lignina remanescente, apds a realizagdo dos pré-
tratamentos. Observa-se também uma maior intensidade na regido de 897 cm” no BEOH
(explosdo a vapor) e nos espectros de todas as amostras apds o processo de deslignificacao
alcalina (BID, BEAD, BEHD e BEOHD), podendo esta ser atribuida a exposicao das ligagdes
B(1—4) apos a solubilizacdo de grande parte da lignina, favorecendo assim o processo de
hidrolise desses carboidratos.

As bandas com absor¢do em 1600 cm™ 1510 cm™ e 1425cm™ sdo caracteristicas
da vibracdo do anel aromatico da lignina (GARCIA et al., 2012), ja a regiio de 833 cm’
representa a vibracdo C-H fora do plano das unidades de p-Hidroxifenil, o qual ¢ um dos
percussores da lignina (HOAREAU et al.,, 2004). Analisando os espectros nota-se uma
drastica reducdo das bandas 1600 cm™, 1510 cm™ e 833 cm™ no BEOH, fato que comprova a
remocdo de 65% da lignina apds a explosdo a vapor com NaOH. Nos espectros do BID,
BEAD, BEHD e BEOHD nota-se o desaparecimento do sinal em 833 cm™! e em 1610 cm'l, e
uma maior reducdo do pico em 1510 cm™ quando comparado ao tratamento de explosdo a
vapor com NaOH, confirmando assim a elevada solubilizacdo da lignina (85 — 90%) descrita
na caracterizagdo quimica, apds o tratamento de deslignificac¢do alcalina.

O em pico em 1643 cm™ corresponde & deformagio angular O-H das moléculas de
agua presente na biomassa (CHUNG; LEE; CHOE, 2004; DRAMAN et al., 2014), podendo
sua intensidade ser proporcional a quantidade de agua na amostra (MASCHIOA; PEREIRA,
SILVA, 2012).

A regido vibracional de 1735 cm™ esta relacionada com alongamento da carbonila
(C=0) em hemiceluloses (XIAO et al.,, 2014; CHEN et al., 2016) e¢/ou ao estiramento da
ligacdo carbonil éster da unidade monomérica de acido p-ciimarico presente na lignina
(NAZIR et al., 2013) . Ja o pico em 1245 cm™ é descrito como alongamento C-O do grupo

acetil presente na cadeia de hemiceluloses (LI et al., 2012), bem como das vibra¢des das
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unidades siringil e guaiacil da lignina (ERNESTO et al., 2009). O pico 1050 ¢ caracterizado
por vibragdes C-O-C na regido anomérica das hemiceluloses (xilanas) (JU et al., 2011;
HARIPRIYA et al., 2014). Observa-se no espectro do BEH a reducdo da intensidade das
bandas em 1735cm™ e 1245 cm’, sendo estas associadas a remocdo de hemiceluloses da
biomassa (DING et al., 2016), no entanto no BEOH a fragdo hemicelulésica manteve-se
preservada, e o pico de 1735 cm™ ndo é observado e o de 1245 cm™ apresenta reducdo da
intensidade.

A auséncia do sinal do pico de 1735 cm™ observada pode ser atribuida a quebra da
ligacdo carbonil éster entre hemiceluloses e lignina promovida pela deslignificacdo da
biomassa ou conforme descrito por Perrone (2015), o qual elucida que em amostras tratadas
com solu¢des alcalinas esta banda pode nao ser observada, possivelmente devido a formagao
de 4cidos fracos, inibidores da fermentacdo. J4 a reducdo ocorrida em 1245cm’ pode ser
atribuida a remocao de lignina da biomassa ou apenas a clivagem dos grupos acetil das
hemiceluloses, visto que Xiao et al.(2014) afirma que a redu¢do desta pode ser resultado da

remo¢ao e/ou desacetilacao das hemiceluloses durante o pré-tratamento.

5.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias eletronicas de varredura do bagaco de cana in natura e pré-tratado
apresentadas na Figura 17, evidenciam a estrutura compacta do material lignocelulosico antes
do pré-tratamento (Figura 17A), bem como as alteragdes estruturais que ocorreram na
superficie das fibras apds a realizacdo dos pré-tratamento de explosdo a vapor com agua

(Figura 17B), 4cido citrico (Figura 17C) e NaOH (Figura 17D).
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Figura 17 - Microscopia eletronica de varredura do bagago sem tratamento e pré-tratado por explosdo a vapor.

" ' 20 pm n 20 pm
Fonte: Elaborada pelo autor. A- Bagago de cana-de-aglcar in natura; B- Bagaco pré-tratado por explosdo a

vapor com agua, C- Bagago pré-tratado por explosdo a vapor com &cido citrico; D- pré-tratado por explosdo a
vapor com NaOH.

Observa-se que o pré-tratamento de explosdo a vapor sem utilizagdo de
catalizador (Figura 17B) provocou uma menor desestruturagdo da fibra quando comparado
aos demais. O mesmo ocasionou apenas a descamagdo da superficie do material, podendo esta
ser relacionada com a remocgao parcial de lignina e hemiceluloses. O tratamento com acido
citrico (Figura 17C) promoveu a formagdo de sulcos superficiais no material, os quais
provavelmente foram formados devido a remogéo parcial da lignina e a elevada remocao de
hemiceluloses (41,5%). Ja o pré-tratamento catalisado por NaOH (Figura 17D) foi o mais
eficaz no que refere-se a completa desestruturagdo da fibra lignoceluldsica, podendo esta ser

atribuida a remog¢do de 65% da lignina presente na biomassa.
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As micrografias do bagagco de cana-de-agucar apds a realizacdo dos pré-
tratamentos de explosdo a vapor seguido da deslignificagdo alcalina estdo apresentadas na
Figura 18. A Figura 18A apresenta as modificagdes ocorridas na fibra in natura apos o
processo de deslignificacdo, enquanto que as Figuras 18B, 18C e 18D representam as
modificagdes estruturais ocorridas no bagago pré-tratado por explosdo a vapor com agua,

acido citrico e NaOH seguido do processo de deslignificacdo alcalina.

Figura 18 - Microscopia eletronica de varredura do bagaco sem tratamento deslignificado e do bagaco apds a
explosdo a vapor e deslignificacdo alcalina.

: £
by o ——

Fonte: Elaborada pelo autor. A- Bagaco in natura deslignificado; B- Bagago pré-tratado por explosdo a vapor
com agua e deslignificado; C- Bagago pré-tratado por explosdo a vapor com acido citrico e deslignificado; D-
Bagaco pré-tratado por explosdo a vapor com NaOH e deslignificado.

As maiores modificagdes estruturais das fibras lignocelulosicas apds o processo

deslignificag¢do alcalina, sdo observadas no bagaco sem tratamento (Figura 18A) e nos pré-
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tratados por explosdo a vapor sem adi¢do de catalisador (a4gua) (Figura 18B) e com adicdo de
acido citrico (Figura 18C). Nota-se que nessas amostras ocorreu a desestruturagdo da matriz
lignoceluldsica, podendo esta ser atribuida pela ruptura das ligagdes entre o complexo lignina-
carboidratos, visto que solubilizou-se em média 88% da lignina presente na biomassa.

Ja no bagago obtido apos explosdo a vapor com NaOH (Figura 18D) as mudangas
estruturais ndo ficaram tdo evidentes apds o processo de deslignificacdo, possivelmente
porque no pré-tratamento de explosdo a vapor ja havia ocorrido a desestruturacao completa da
fibra, resultado da remocao de 65% de lignina. Tais modificagdes ocorridas apds ambos pré-
tratamentos, provocaram a ruptura da estrutura recalcitrante da parede celular das fibras
vegetais, podendo assim melhorar a acessibilidade de enzimas ao complexo de carboidratos e,

consequentemente, favorecer o aumento no rendimento do processo de hidrdlise enzimatica.

5.4 Analise de Difracao de Raio-X (DRX)

Os difratogramas obtidos para a biomassa sem tratamento e apds a realizagdo dos
pré-tratamentos de explosdao a vapor e deslignificacao alcalina (Figura 3) sdo caracteristicos
de materiais semicristalinos, apresentando um alo amorfo e picos cristalinos caracteristicos de
celulose tipo I, a qual apresenta dominios cristalinos em 26 = 15° (plano 101), 17° (plano

1017) e 22.7° (plano 200) (BORYSIAK; GARBARCZYK, 2003).

Figura 19 - Difratogramas obtidos para o bagaco de cana-de-agtcar in natura e pré-tratado.

Intensidade (u.a.)

5 10 15 20 25 30 35 40

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os valores dos indices de cristalinidade calculados para o bagago de cana in
natura e apds os pré-tratamento de explosdo a vapor e deslignificacdo alcalina, estdo descritos

na Tabela 9.

Tabela 9 - Indice de cristalinidade do bagago de cana-de-agucar in natura e pré-tratado.

AMOSTRA ICr (%)
BI 68,50
BEA 71,11
BEH 72,50
BEOH 71,10
BID 74,91
BEAD 73,33
BEHD 74,86
BEOHD 75,10

Fonte: Elaborado pelo autor.

Analisando a Tabela 9, nota-se que o aumento indice de cristalinidade na
biomassa pré-tratada por explosdo a vapor entre 2 € 4% e na deslignificada entre 4,8 ¢ 6,6%.
O aumento da cristalinidade da biomassa apds diferentes pré-tratamento vem sendo relatado
na literatura, como nos trabalho de Corrales et al. (2012); Guilherme et al. (2015) e Asada et
al. (2015), os quais elucidam que esse aumento ocorre devido a solubilizagdo de componentes
amorfos, como a lignina e as hemiceluloses, e também pela remocdo da fracdo amorfa da
celulose. Segundo Perrone et al., (2016) esse aumento da cristalinidade em materiais
lignoceluldsicos pré-tratados ndo necessariamente indica que ocorreu alteragdes na estrutura

cristalina da celulose.

5.5 Hidrélise Enzimatica

A figura 20 representa a concentracdo de acucares redutores (ART) obtidas para o
BI, BEA, BEH e BEOH apo6s a hidrdlise enzimatica (72h) utilizando 10 FPU do preparado
enzimatico de celulases e hemicelulases, Cellic CeTec3 (Novozymes).

A concentracdo de ART para a biomassa sem tratamento atingiu o maximo de
3,96 g.L!" apos 72 h de hidrélise, enquanto que para o BEA foi de 7,68 g.L”', BEH de 7,96
gL' e BEOH de 23,05 g.L"". O percentual de sacarificagdo para o bagaco sem tratamento foi
de 11,88%, enquanto que para o BEA, BEH e BEOH o mesmo correspondeu,
respectivamente, a 23,04%, 23,88% e 69,15%. A maior producdo de ART obtida apos a

hidrolise do BEOH pode ser atribuida a elevada remog¢do da lignina e também a maior
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desestruturacao da fibra que ocorreu no pré-tratamento em questao, tornando assim as cadeias

de celulose mais acessiveis ao ataque enzimatico.

Figura 20 - Concentrag@o de agucares redutores totais obtidos para o bagaco de cana-de-agucar in natura e pré-
tratado por explosdo a vapor.

25

)
[
-
1

sl t—
< L7
1 !

Concentraciio de ART (g.L'l
n

0h 12 h 24 h 36h 48 h 72h

Tempo (h)

Fonte: Elaborada pelo autor.

No trabalho de Cui et al. (2012), utilizou-se celulase comercial (25 FPU/g
substrato) para a hidrolise de palha de trigo pré-tratada por explosao a vapor (220°C e tempo
de retencdo de 3 min) e obteve-se um maximo de 5,12 g.L”' de ART. Dessa forma, pode-se
afirmar que os pré-tratamentos de explosdo a vapor com agua, acido citrico e NaOH, foram
mais eficientes, visto que a producao de ART foi aproximadamente 1,5 (BEA); 1,6 (BEH) e
4,5(BEOH) vezes maior.

A proximidade entre as concentracdes de ART obtidas na hidrélise do BEA e
BEH podem ser justificadas pela proximidade entre o contetido de lignina em ambas as
biomassas, visto que a porcentagem massica de lignina apresentou correlagio forte e negativa
(r =- 0,99 p<0,05) sobre a produ¢do de ART, indicando assim que quanto maior o teor de
lignina no substrato menor ¢ a eficiéncia do coquetel enzimatico utilizado. Nesse contexto,
cabe destacar que o indice de cristalinidade ndo pode ser considerado um fator limitante do
processo de hidrolise nesse trabalho, visto que este apresentou uma correlacdo fraca e positiva
(r=10,32 p<0,05) sobre a producao de ART.

A correlacdo identificada pode ser explicada por Kumar et al. (2009), o qual

afirma que a lignina atua como barreira protetora aos carboidratos (hemiceluloses e celulose)
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que devem ser hidrolisados em seus respectivos mondmeros, 0s quais posteriormente sao
metabolizados por microrganismos e convertidos em combustiveis, como o etanol celuldsico.

No trabalho de Siqueira et al. (2013) reporta-se que em amostras de bagago de
cana-de-agticar com menor teor de lignina foram mais facilmente hidrolisadas, evidenciando
que a presenga de lignina ¢ um fator limitante para a eficiéncia do processo de hidrolise
enzimatica.

A concentragdo de agucares redutores (ART) para o bagago de cana in natura
deslignificado e pré-tratado por explosdo a vapor seguido da deslignificacdo alcalina,

encontra-se representada na Figura 21.

Figura 21 - Concentracdo de acucares redutores totais obtidos para o bagaco de cana-de-agucar in natura
deslignificado e pré-tratado por explosdo a vapor seguido de deslignificacdo alcalina.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A producdo de ART para o BID, BEAD, BEDH e BOHD, apresentou valores
superiores quando comparados a biomassa in natura e pré-tratada por explosao a vapor. Apos
a hidrolise do BID obteve-se 22,29 g.L"' de ART correspondendo a um percentual de
sacarificagdo igual a 66,87%. Ja para a biomassa pré-tratada por explosdo e deslignificada, a
concentracdo de ART e o percentual de sacarificacdo, foram para o BEAD de 27,35 g.L'1
(82,05% de sacarificagdo), BEHD de 27,89 g.L'1 (83,67% de sacarificagdo) ¢ BEOHD de
29,92 g. L' (89,76% de sacarificagio).

Os resultados corroboram com a correlagdo (r = -0,99) obtida anteriormente ao

processo de deslignificacdo, a qual evidenciava que o teor de lignina e a concentragdo de ART



54

sdo variaveis inversamente proporcionais, visto que apds o processo de deslignificacdo a
producdo de ART para o BI foi 5,6 vezes maior, enquanto que para o BEAD, BEHD e
BEOHD esta correspondeu, respectivamente a 3,6, 3,5 e 1,3 vezes.

No trabalho de Durso; Sarrouh (2016) a produgdo de agucares redutores a partir da
casca de café pré-tratada com acido seguida de deslignificada alcalina com 50 FPU de enzima
resultou em um maximo de 20,88 g.L”', valor inferior aos obtidas apos a deslignificacio do
bagaco sem tratamento e pré-tratado por explosdo a vapor.

No estudo de Chandel et al. (2013) obtiveram 28,43 g.L"' de ART para o bagaco
de cana pré-tratado com solu¢do concentrada de amodnia e hidrolisado com 15 FPU de
Celluclast 1,5 L e 17,5 unidades de Novozym 188.

Geng; Xin; Ip (2012) realizaram a hidrolise de residuos de horticultura pré-
tratados pelo método organossolve seguido de tratamento com peroxido de hidrogénio
utilizando 20 FPU de Celluclast 1,5 L e 80 unidades de Novozym 188, e alcangaram uma
concentracdo maxima de 26,9 g.L"l de ART.

Em todos os estudos apresentados observa-se uma proximidade dos valores de
ART com os obtidos neste trabalho, no entanto os mesmos utilizaram maiores dosagens
enzimaticas. A utilizacdo de uma maior quantidade de enzima pode ser justificada pela
composi¢cdo quimica da biomassa apds a etapa de pré-tratamento, uma vez que quando mais
recalcitrante se apresentar a estrutura lignocelulosica maior serd a dosagem enzimatica
necessaria para promover maiores conversoes dos carboidratos em agucares fermentesciveis.
Nesse contexto, vale ressaltar que diante dos elevados custos das enzimas hidroliticas, a
utilizagdo de maiores quantidades destas no processo de hidrolise oneraria ainda mais a

producdo do etanol de 2* geracao.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados elucidados na caracterizagdo quimica, FTIR, MEV e DRX,
pode-se afirmar que os pré-tratamentos de explosdo a vapor, assim como o pré-tratamento de
deslignificagdao alcalina, promoveram o aumento do indice de cristalinidade da biomassa
devido a remocao de lignina e hemiceluloses. A explosdo a vapor utilizando dgua promoveu
apenas a descamacdo superficial da fibra lignoceluldsica, podendo esta ser atribuida a
solubilizacdo de apenas 12,86% da lignina e 14,89% das hemiceluloses, no entanto neste
tratamento a fracao celuldsica foi preservada em 97,5%. Ja explosao a vapor com acido citrico
ocasionou a formac¢ao de fissuras na superficie da fibra e promoveu a maior solubilizacao da
fragao hemiceluldsica (41,5%), porém removeu apenas 14,3% da lignina. O pré-tratamento
catalisado por NaOH realizou a desestruturagdo completa da fibra e solubilizou
aproximadamente 65% da lignina.

Apbs submeter a biomassa in natura e pré-tratada por explosdo a vapor ao
processo de deslignificagdo alcalina notou-se desestruturacdo completa da matriz
lignoceluldsica em todas as amostras, sendo esta proveniente da elevada remogado de lignina
(85 —90%) obtida nesse tratamento.

Diante da elevada solubilizagdo de hemiceluloses no tratamento de explosdo a
vapor com acido citrico, cabe destacar que a fracdo liquida obtida apds o pré-tratamento
poderia ser utilizada para conversdo em bioprodutos de valor agregado, como o xilitol,
arabitol, sorbitol, manitol, acido acético, derivados furanios, entre outros. Ja a fragao solida
seria destinada para produgao de etanol de 2* geragao pela rota de fermentacao de agticares Cg.

Nos pré-tratamentos de explosdo a vapor com NaOH e de deslignificag¢do alcalina
a fracdo liquida (licor negro) rica em lignina poderia ser destinada a fabricacdo de vanilina,
fenol, resinas fenolicas, géas de sintese, etc. Diante da composi¢cdo quimica da biomassa apds
os referidos pré-tratamentos, a ideal destinagdo para fragdo sélida seria a de fermentagdo
simultanea de acucares Cs e Cg,

No que concerne a concentracdo de aglcares redutores totais obtidos apds o
processo de hidrolise enzimatica, observa-se que o bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por
explosio a vapor com NaOH gerou a maior concentragio de ART (23,05 gL™),
principalmente devido a remocdo de maior parte da fracdo de lignina, a qual permitiu as
enzimas uma maior acessibilidade aos carboidratos presentes na biomassa. Tal afirmativa ¢é

pautada na correlacdo forte e negativa (r= - 0,99) calculada entre o teor de lignina e a
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concentragdo de ART. Enquanto que o indice de cristalinidade apresentou correlagdo fraca e
positiva (r=0,32) sobre a producao de ART, indicando nesse trabalho que seu aumento ndo
afetou significativamente a variavel resposta (ART).

No entanto, ap6s o processo de deslignificagdo alcalina obteve-se o aumento da
concentracio de ART para biomassa in natura em 18,33 gL' e para a pré-tratada por
explosio com 4gua, acido citrico e NaOH o aumento correspondeu a 19,67 gL', 19,93 g.L”!
e 6,87 g.L"!. Diante da producio de ART apés deslignificagdo nota-se que o percentual de
sacarificacdo para a biomassa sem tratamento elevou-se de 11,88% para 66,87%, enquanto
que para o bagaco apos de explosdo a vapor e deslignificacdo este percentual ficou entre
82,05% - 89,79%.

Por fim, cabe ressaltar que na biomassa previamente pré-tratada por explosdo a
vapor catalisada com NaOH a solubilizag¢do de lignina ap6s a deslignificacao alcalina teve um
acréscimo de apenas 20% e a concentragao de ART de 6,87 g.L'l, valores estes considerados
pequenos quando comparados aos efeitos do segundo pré-tratamento sobre o BI, BEA ¢ BEH.
Dessa forma, acredita-se que ao aumentar a concentragao da solucao de NaOH para realizar a
explosao a vapor poderia-se ndo necessitar da realizacdo da etapa de deslignificagcdo alcalina,
reduzindo assim os custos do processo produtivo, uma vez que remogao de lignina ocorreria
simultaneamente ao processo de desestruturagdo da parede celular da biomassa

lignocelul6sica ocorrida durante o pré-tratamento de explosao a vapor.
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