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RESUMO

Em decorréncia da diminuicdo da dependéncia de combustiveis fosseis, a biomassa
lignocelulosica ¢ uma das principais alternativas para diversificacdo da matriz energética
mundial. Dentre as biomassas, o bagaco da cana-de-actcar tem se tornado atraente em virtude
do cenario cada vez mais crescente de producdo de cana-de-agucar e do seu potencial de ser
convertido em agtcares fermentesciveis para a producdo de etanol de segunda geracdao (2G).
Neste trabalho, avaliou-se o pré-tratamento organossolve com glicerol bruto, como solvente de
deslignificacdo do bagaco de cana e a obtengdo de agucares fermentesciveis por hidrolise
enzimatica, visando a producao de etanol de 2G. As condi¢des experimentais foram definidas
por um planejamento experimental do tipo Doehlert (2*), com trés variaveis independentes:
temperatura (°C), tempo (min) e razao sélido-liquido (RSL) (mL/g). No total 15 experimentos
foram realizados, sendo trés repeticdes do ponto central. As reagdes de pré-tratamento foram
realizadas utilizando como solvente uma mistura de dgua-glicerol bruto na proporg¢ao de 80:20
(80 mL glicerol/ 20mL de agua), em um reator tubular (tipo autoclave) de ago inox sob
diferentes temperaturas (150, 160, 170, 180, 190, 200 e 210°C), tempo (30, 60, 90, 120 e 150
min) e razdo so6lido-liquida (6, 8 e 10). A eficiéncia do pré-tratamento foi avaliada através de
caracterizacdo morfoldgica e quimica da fragdo solida obtida, hidrolise enzimdtica pela
quantificagdo de acucares redutores totais (ART), além da quantificacdo de agucares
fermentesciveis como a xilose e a glicose via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). A fragao solida foi caracterizada quanto ao rendimento final apds pré-tratamento e em
relacdo ao teor de deslignifica¢do, remocdo de hemiceluloses e obtencao de celulose. A melhor
condicdo de deslignificagdo 210°C/60 min/8 (mL/g) foi para a amostra 9 que teve 79,02 % de
deslignificacdo e concentracdo de glicose de 59,49 g/L.. A condi¢cdo de pré-tratamento que
obteve o maior percentual de celulose, 82,49%, foi para a amostra 1, pré-tratada nas seguintes
condi¢des:180°C/150 min/8 (mL/g), sendo essa, a amostra que alcangou a maior conversao
enzimatica, 412,35 (mg/mL) de actcares redutores totais (ART), com a utilizagdo de carga de
enzimas relativamente baixa 10FPU/g de celulose. Outras amostras pré-tratadas em condigdes
diferentes estabelecidas no planejamento também alcangaram conversdo satisfatoria de
acucares redutores totais. Quando analisado os agucares fermentesciveis como a glicose, a
amostras 9 e 10 foram as que apresentaram melhores concentragdes de glicose correspondendo
as 59,49 g/L e 59,75g/L respectivamente. De modo geral, o pré-tratamento organossolve com
glicerol bruto favoreceu a hidrdlise enzimatica do substrato pré-tratado, as analises de MEV e
Raio-x (DRX) mostraram que o pré-tratamento removeu lignina e hemiceluloses da fibra
vegetal do bagaco de cana, abrindo a estrutura altamente recalcitrante da biomassa.

PALAVRAS-CHAVE: Bagaco de cana-de-agucar, pré-tratamento, glicerol-bruto.



ABSTRACT

As a result of the decrease in dependence on fossil fuels, lignocellulosic biomass is one of the
main alternatives for the diversification of the world energy matrix. Among biomasses,
sugarcane bagasse has become attractive due to the growing scenario of sugarcane production
and its potential to be converted into fermentable sugars for the production of second generation
ethanol (2G). In this work, the organosolve pretreatment with crude glycerol, as a solvent for
the delignification of the sugarcane bagasse and the obtaining of fermentable sugars by
enzymatic hydrolysis, aiming at the production of 2G ethanol was evaluated. Experimental
conditions were defined by Doehlert (23) experimental design, with three independent
variables: temperature (°C), time (min) and solid-liquid ratio (RSL) (mL/g). A total of 15
experiments were performed, with three replicates of the central point. Pretreatment reactions
were performed using a 80:20 crude water-glycerol mixture (80 mL glycerol / 20 mL water) as
solvent in a stainless steel tubular reactor (autoclave type) under different temperatures (150 ,
160, 170, 180, 190, 200 and 210° C), time (30, 60, 90, 120 and 150 min) and solid-liquid ratio
(6, 8 and 10). The efficiency of the pretreatment was evaluated through the morphological and
chemical characterization of the solid fraction obtained, enzymatic hydrolysis by the
quantification of total reducing sugars (ART), as well as the quantification of fermentable
sugars such as xylose and glucose via High Efficiency Liquid Chromatography (CLAE). The
solid fraction was characterized as the final yield after pretreatment and in relation to the
delignification content, removal of hemicelluloses and obtaining cellulose. The best
delignification condition 210°C/60 min/8(mL/g) was for sample 9 which had 79.02% of
delignification and glucose concentration of 59.49 g/L. The pretreatment condition that
obtained the highest percentage of cellulose, 82.49%, was for sample 1, pretreated under the
following conditions: 180 ° C/150 min/ 8 (mL / g), sample that achieved the highest enzymatic
conversion, 412.35 (mg / mL) of total reducing sugars (ART), using the relatively low enzyme
loading 10FPU / g cellulose. Other samples pre-treated under different conditions established
in the planning also achieved satisfactory conversion of total reducing sugars. When analyzed
fermentable sugars such as glucose, samples 9 and 10 presented the best glucose concentration
corresponding to 59.49 g/L and 59.75 g/L, respectively. In general, pre-treatment with crude
glycerol favored the enzymatic hydrolysis of the pretreated substrate, the SEM and X-ray
(XRD) analyzes showed that pretreatment removed lignin and hemicelluloses from the plant
fiber of sugarcane bagasse, opening up the highly recalcitrant structure of biomass.

KEY WORDS: Sugarcane bagasse, pre-treatment, crude glycerol.



1. Introducio

Com a crescente preocupagdo envolvendo o esgotamento das reservas naturais
de petrdleo e carvao mineral, seja por motivos econdomicos, geopoliticos ou ambientais,
todo o mundo tem incentivado a busca por fontes alternativas de energia, como os
combustiveis renovaveis (BASTOS, 2007).

Dentre os combustiveis renovaveis que ganharam maior destaque mundial, tem-
se o etanol de 1* geracao (1G), que pode ser obtido a partir do processamento e
fermentagdo de cana-de-agucar (sacarose), milho (amido), beterraba (sacarose), batata
(amido), dentre outros. O etanol, at¢ o momento mostrou-se um combustivel com
capacidade para atender a crescente demanda por energia renovavel de baixo custo e
com baixo poder poluente (SANTOS et al.,2012). Os EUA ¢ o maior produtor de etanol
de milho, em seguida vem o Brasil que ¢ o segundo maior produtor, no entanto a matéria
prima utilizada € a cana-de-agucar, juntos produzindo 75% do bioetanol do mundo (IEA,
2010).

O Brasil, tem sido o pioneiro na produgdo de etanol a partir da cana-de-agucar e
novos desenvolvimentos surgiram principalmente com a criagdo de variedades
genéticas que permitem uma maior produtividade por hectare, técnicas de moagem e
extracdo do caldo da cana-de-acticar mais eficiente, além de leveduras com maior
capacidade de fermentacdo alcoolica(CANILHA et al., 2012).

Segundo a Conab (Companhia Nacional de Abastecimento), a producao de cana-
de-agucar na safra 2016/17, foi de 694,54 milhdes de toneladas, sendo que a area colhida
foi de 9,1 milhdes de hectares, o que representa um aumento de 5,3% quando comparada
com a safra 2015/2016 (CONAB, 2016). Para cada tonelada de cana-de-agucar
esmagada nas usinas de alcool e agucar, estima-se que cerca de 250-280 kg de bagaco
de cana contendo 50% de umidade sejam produzidos (MEIGHAN et al., 2017). Dessa
forma, em virtude do cendrio crescente de producdo de cana-de-actcar, novas
tecnologias de processamento do bagaco para sua transformacdo em agUcares
fermentesciveis para a produ¢do de etanol de segunda geragdo (etanol 2G) devem ser
desenvolvidas e otimizadas, a fim de explorar o potencial que essa biomassa apresenta
para producao de energia.

A biomassa lignoceluldsica ¢ quimicamente constituida, em média, de 35-50%
de celulose, 20-35% de hemiceluloses e 10-25% de lignina, além de apresentar uma

pequena quantidade de cinzas e extrativos, sendo que essa composi¢ao varia conforme



o tipo de biomassa (SANTOS et al., 2012). Apesar de existirem tecnologias de extracao
da celulose, a maioria delas apresenta dificuldades técnicas ou econdmicas. Nesse
sentido, um dos grandes desafios que envolve a produgdo de bioetanol celuldsico ¢
desestruturacao da parede celular da biomassa, visando a libera¢ao dos polissacarideos
como fonte de agucares fermentesciveis de forma eficiente e que seja economicamente
viavel (SANTOS et al., 2012).

Para o isolamento dos principais componentes da biomassa € necessario um pré-
tratamento, a fim de separar os componentes e facilitar o acesso a celulose,
hemiceluloses e lignina, que deve ser removida, pois interfere no processo de
fermentacdo devido a sua complexidade estrutural e resisténcia a degradacao biologica
e quimica. Existem varias op¢des disponiveis de pré-tratamento, e dois dos principais
mais utilizados sdo o hidrotérmico — conhecido também como autohidrélise, que € usado
para a remogao das hemiceluloses e fragmentacao da lignina, permitindo que a celulose
se torne mais acessivel para a hidrolise enzimatica, e a deslignificagdo, usada para a
remocao da lignina (MEIGHAN et al., 2017).

Dentro do contexto e da motivagao apresentada, o foco do presente trabalho foi
investigar um processo vantajoso ¢ mais utilizado para a deslignificagdo da biomassa
lignocelulodsica, o processo organossolve. Nesse processo uma mistura de solventes
organicos e agua ¢ usada para decompor e solubilizar os constituintes da biomassa, em
especial a lignina e parte das hemiceluloses e fracdes de celulose. Em geral, os solventes
mais utilizados nesse processo sdo as misturas metanol-agua, etanol-agua, acetona-
agua, etilenoglicol-dgua, em elevadas temperaturas (CHIARAMONTI et al., 2012). O
glicerol subproduto da produgdo de biodiesel tem se mostrado um solvente em potencial
para o pré-tratamento organossolve.

O Brasil se destaca na cadeia de producao de biodiesel, chegando a ser o segundo
maior produtor e consumidor do mundo. O biodiesel ¢ considerado um combustivel
verde, obtido principalmente da transesterificacdo de 6leos vegetais catalisada por bases
como o hidréxido de potassio ou de sddio, na presenca de metanol ou etanol formando
¢ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos (PEITER ef al., 2016). De acordo com a
ANP em marg¢o de 2018 o Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) aprovou a
mistura de 10 % de biodiesel (B10) ao 6leo diesel vendido ao consumidor final, o que
gerou a expectativa de crescimento de produgdo e consumo de biodiesel em 1 bilhdo de

litros neste ano (MME, 2018).



Portanto, o principal subproduto da produgdo do biodiesel ¢ o glicerol, sendo
que a geragdo desse corresponde cerca de 10% da produgdo total de biodiesel.

O glicerol puro, conhecido popularmente como glicerina, encontra muitas
aplicagdes na industria farmacéutica, cosmética, alimenticia e quimica
(VASCONCELOS, 2012). O processo de purificagdo ¢ considerado caro, enquanto que
o glicerol bruto tem baixo valor agregado e poucas aplicagdes (MEIGHAN et al., 2017).

No processo organossolve para deslignificagdo da biomassa, a utilizagdo de
glicerol puro se faz pouco atrativo devido ao elevado valor que esse produto adquire
depois de purificado, e poucos estudos sao encontrados empregando-se glicerol bruto.
Portanto, o proposito do trabalho foi investigar a utilizacao de glicerol bruto no processo
de pré-tratamento organossolve da biomassa de cana-de-agtcar e verificar a influéncia
das variaveis: temperatura, tempo de reagdo, razao solido-liquido (RSL) no processo de

pré-tratamento e hidrolise enzimatica da biomassa.

Objetivos
2.1 Objetivos gerais

O objetivo geral do presente trabalho foi utilizar glicerol bruto - subproduto
oriundo da producdo de biodiesel, como solvente para deslignificagdo do bagago da
cana-de-agtcar pelo processo organossolve e investigar o efeito dessa deslignificacao
na obtencdo de agucares fermentesciveis apos hidrdlise enzimatica visando a produgao

de etanol 2G.

Objetivos especificos:

Verificar a influéncia de condigdes experimentais, tais como, temperatura, tempo de
reacao, razao solido-liquido no pré-tratamento organossolve;

Caracterizar o substrato obtido apds processo organossolve em relagdo ao teor de
lignina, celulose, hemiceluloses e alteracdes nas fibras;

Verificar se o processo de deslignificacdo, usando como solvente organico a mistura
glicerol bruto/agua, favorece a hidrolise enzimatica.

Quantificar o teor de actcares redutores totais (ART) ap6s a hidrélise enzimatica do
bagaco de cana deslignificado e posteriormente quantificar os agucares fermentesciveis

xilose e glicose.



3. Referencial Teorico

3.1 Cana-de-acicar: uma fonte de energia renovavel

Em decorréncia da diminui¢do da dependéncia de combustiveis fosseis, a biomassa
lignocelulosica ¢ uma das principais alternativas para diversificacdo da matriz energética
mundial. Do ponto de vista energético, a biomassa ¢ considerada como sendo todo recurso
renovavel proveniente de matéria organica (de origem animal ou vegetal) que pode ser utilizada

na producdo de energia (ANEEL, 2008).

Nos ultimos anos as pessoas tém tomado uma maior conscientizacao sobre os danos que
a utilizagdo de combustiveis fosseis trazem para o meio ambiente. Em decorréncia de efeitos
indesejaveis, estudos voltados para a area de combustiveis renovaveis tém ganhado destaque,
principalmente na area de biocombustiveis. Nesse contexto, a industria sucroalcooleira torna-
se favoravel, pois o dlcool ¢ um combustivel ecologicamente correto ndo afetando a camada de

0z6nio, além de ser um combustivel renovavel (CONAB, 2017).

Aspectos historicos sobre a producdo de etanol no Brasil, mostram que o ponto mais
alto de incentivo a produ¢do foi em meados da década 1970, com a criagdo do Programa
Nacional do Alcool (Proalcool) pelo governo brasileiro. Um dos objetivos principais do
programa foi minimizar a dependéncia do Brasil em relacdo ao petroleo importado, pois o pais
importava aproximadamente 80% do petroleo consumido, o que representava 50% da balanca
comercial na época (LEITE e CORTEZ, 2008). Assim, a lideranca mundial na producdo de
alcool foi conquistada pelo Brasil, que teve na primeira fase do programa um aumento na
producao anual de alcool de 600 milhdes de litros por ano em 1975-1976 para 3, 4 bilhdes de
litros nos anos de 1979-1980 (CORTEZ et al., 2016).

Atualmente, o Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agucar, o que € de grande
importancia para o agronegocio brasileiro. As areas onde ocorrem a maior produgdo se
concentra nas regides Centro-Sul e Nordeste do Brasil. A producdo de cana-de-agucar estimada
na safra de 2016/2017 atingiu 657,18 milhdes de toneladas. Desse total, a producdo de actcar
atingiu 38,69 milhdes de toneladas, a producao de etanol se manteve acima de 27,80 bilhdes de
litros, sendo de etanol anidro 11,07 bilhdes de litros e de etanol hidratado 16,73 bilhdes de
litros. A estimativa para produgao na safra 2017/2018 ¢ de 647, 6 milhdes de toneladas, redugao

de 1,5% em relacdo a safra anterior (CONAB, 2017).



3.2 Biomassa Lignoceluldsica

A biomassa lignocelulosica € uma das fontes de energia que apresentou grande potencial
de crescimento nos ultimos anos. Em decorréncia da diminuicdo da dependéncia de
combustiveis fosseis, ela ¢ uma das principais alternativas para diversificagdo da matriz
energética mundial. Nos ultimos anos esfor¢os tem sido concentrados no desenvolvimento de
processos que sejam economicamente viaveis para o aproveitamento dos componentes
lignocelulosicos da biomassa (residuos agricolas, palha e bagaco de cana-de-agucar, residuos
florestais, entre outros) para producdo de etanol combustivel de segunda geracdo (2°G). A
biomassa lignocelulosica ¢ composta majoritariamente de trés macromoléculas, sendo elas:

celulose, hemiceluloses e lignina (SANTOS et al., 2012).

A celulose ¢ o principal constituinte da parede celular da biomassa lignocelulosica,
sendo o polissacarideo mais abundante representando cerca de 40-60% da parede celular da
planta. Ela é formada por unidades de 3-D-glicose, unidas por ligagao glicosidica -1,4, dando
origem a um homopolimero linear resisténcia a tensdo, o que a torna insoluvel em agua e em

grande numero de solventes (SANTOS ez al., 2012).

Ja as hemiceluloses, diferente da celulose, sao formadas por varias unidades de agtcares,
como as hexoses (D-manose e D-galactose), as pentoses (D-xilose e D-arabinose), dentre
outras, sendo compostas por cadeias ramificadas de baixa massa molecular e recobrindo a

celulose nos tecidos vegetais (FRANCO, 2010).

A lignina depois da celulose, ¢ a macromolécula mais abundante na biomassa
lignocelulosica. Sua estrutura ¢ complexa, formada por trés unidades diferentes de
fenilpropanos. A lignina protege os elementos vasculares e funciona como um elemento suporte
na parede celular, conferindo resisténcia e rigidez mecanica as plantas (MEIGHAN et al.,

2017).

A composi¢do quimica da biomassa lignocelulosica depende da fonte, sendo que além dos trés
componentes majoritarios, dgua e outros componentes com baixo teor como proteinas e
minerais podem ser encontrados na composi¢do da parede celular. A Tabela 1 apresenta os
principais tipos de biomassa lignoceluldsica e sua composi¢ao em porcentagem de celulose,

hemiceluloses e lignina.



Tabela 1. Composi¢ao quimica da biomassa lignoceluldsica.

Biomassa lignocelulosica % Celulose % Hemiceluloses % Lignina
Palha de cana 40 - 44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32 -48 19 -24 23-32
Madeira dura 43 — 47 25-35 16 —24
Madeira mole 40 — 44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodao 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 433 26,4 16,3
Forragem de milho 38—-40 28 7-21
Fibra de coco 3643 0,15-0,25 41 —45
Fibra de bananeira 60 — 65 6—-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27 -38 14-19

Fonte: SANTOS et al., 2012 (Adaptada)
3.3 Caracteristicas estruturais da biomassa lignoceluldsica e a recalcitrancia

A maior fonte de carboidratos naturais do mundo ¢ a biomassa lignoceluldsica. No
entanto, converter esses carboidratos em insumos quimicos ¢ dificil em virtude das
caracteristicas quimicas e morfologicas da mesma. Como ressaltado anteriormente, os
componentes majoritarios da biomassa sao a celulose, as hemiceluloses e a lignina. As fibras
de celulose sdo envoltas em uma matriz amorfa de hemiceluloses e lignina, que age como uma
barreira natural ao ataque de enzimas e/ou microrganismos, e faz com que estruturalmente esses

materiais sejam pouco reativos ou rigidos (SANTOS et al., 2012).

Outra caracteristica da biomassa lignoceluldsica ¢ a recalcitrdncia que a mesma
apresenta, sendo dificil desestrutura-la e converté-la em monossacarideos fermentesciveis. Os
grupos OH — hidroxilas, presentes na estrutura da celulose sdo responsaveis por estabelecer
ligacdes de hidrogénio intramoleculares o que confere resisténcia @ mesma, além de interagdes
intermoleculares entre as hidroxilas das moléculas de celulose, que sdo responsaveis pela

formacao da fibra vegetal.



Na superficie das microfibrilas, conforme exibido na Figura 1, as hemiceluloses se
ligam recobrindo a celulose e formando o dominio celulose-hemiceluloses da parede celular.
Além disso, a presenca de hemiceluloses e lignina envolvendo as cadeias de celulose acabam
dificultando a entrada de reagentes e catalisadores, sendo necessaria a remocdo destes

componentes para que as enzimas possam acessar a celulose (SANTOS ez al., 2012).

Figura 1: Estrutura da microfibrila da biomassa vegetal
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Fonte: GALLO et al., (2017)
3.4 Pré- tratamento da biomassa

Como a biomassa lignocelulosica apresenta natureza recalcitrante, ¢ necessario que uma
etapa de pré-tratamento seja realizada, para que o acesso a celulose seja maior, facilitando a
hidrolise enzimatica (MEIGHAN et al., 2017). O pré-tratamento visa separar e facilitar o acesso
aos principais componentes da biomassa (celulose, hemiceluloses e lignina), conforme
representado na figura 2, e eventualmente a remog¢ado da lignina. Segundo Chiaramonti et al.,

(2012), algumas caracteristicas sao desejadas e/ou esperadas de um pré-tratamento, entre elas:

* Reduzir o tamanho das particulas do material lignoceluldsico;

* Maximizar a recuperacao de celulose;
*  Obter um substrato suscetivel a hidrolise enzimatica;

* Ter baixo investimento e custo operacional.



Figura 2: Efeito do pré-tratamento sobre biomassa
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Fonte: SANTOS e al., (2012)

Na literatura, diversos autores t€ém descrito técnicas de pré-tratamento da biomassa
lignocelulodsica, como os pré-tratamentos fisicos, quimicos, bioldgicos ou a combinagdo entre

eles. Dentre os processos quimicos, pode-se destacar os processos organossolve.

No processo organossolve, utiliza-se uma mistura de solventes organicos com agua a
temperaturas que variam de 170 a 250°C, com o intuito de tratar a biomassa lignoceluldsica e
remover a lignina, que atua como uma barreira fisica para as enzimas que podem ser adsorvidas
irreversivelmente por ela (MEIGHAN et al., 2017). Neste processo, pode-se ter a presenca de
um catalisador acido ou basico e emprega-se solventes organicos como o metanol, etanol,

acetona, etilenoglicol, entre outros (MAGALHAES, 2011).

O pré-tratamento organossolve tem atraido atengao significativa, devido sua capacidade
de fracionamento dos componentes da biomassa. Por outro lado, a escolha do solvente a ser
utilizado no processo pode restringir o seu desenvolvimento em func¢do do custo elevado dos
solventes orgédnicos, o que acaba ndo sendo industrialmente favoravel. Portanto, ¢ crucial
identificar um solvente orgdnico de baixo valor e com ponto de ebulicdo alto para o

desenvolvimento eficiente do processo organossolve (SUN et al., 2016).

Durante o pré-tratamento em elevadas temperaturas, a hidrélise dos grupos acetila

forma acidos organicos como o acido acético, que gera acidez suficiente no meio reacional para



hidrolisar parte da lignina, que ¢ solubilizada no solvente organico, bem como as hemiceluloses

que sdo removidas parcialmente ou completamente (MEIGHAN et al., 2017).

Para que a lignina se fragmente, deve ocorrer uma clivagem solvolitica das ligagdes a-
e P-aril-éter. Os fragmentos formados apresentam baixa polaridade, sendo transportados pelo
solvente organico para o meio da reagao. Quando o processo ¢ finalizado, a fra¢ao solida da
biomassa deve ser lavada com o solvente organico a fim de remover os fragmentos de lignina
que ficam aderidos a superficie da fibra. A redugdo no teor de lignina da biomassa leva a uma
redugdo consideravel na quantidade de enzimas que serdo necessarias na fase de hidrélise da
celulose, o que contribui para diminuir o custo operacional da produgdao de etanol 2G

(MEIGHAN et al., 2017).
3.5 Solvente Organico: Glicerol Bruto

O glicerol ¢ um solvente organico de alto ponto de ebuli¢do, subproduto da industria
oleoquimica, que tem se tornado muito atraente como solvente para o pré-tratamento
organossolve. Atualmente, a produgdo de biodiesel tem se tornado cada vez mais crescente, o
que fard com que a producdo de glicerol se torne abundante com grande excesso de oferta em

um futuro muito proximo (SUN et al., 2016).

O glicerol ¢ obtido pelo processo de transesterificacdo de 6leos, que podem ser de
origem vegetal (cerca de 80%) e gorduras animais, sendo um subproduto na produgdo de
biodiesel. A transesterificagdo ¢ uma reagao que ocorre entre um triglicerideo e um alcool na
presenca de um catalisador produzindo uma mistura de acidos graxos e glicerol (MATTOS,

2014), conforme representado pela Figura 3.
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Figura 3: Representagdo da reacdo de transesterifica¢ao
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Fonte: MATTOS, 2014

O glicerol bruto obtido a partir de gordura animal, como o sebo bovino ¢ de menor
qualidade devido ao elevado teor de acidos graxos saturados. Ele apresenta um elevado ponto
de ebulicao e elevada viscosidade, contendo até mesmo particulas solidas. Essas caracteristicas

fazem com que ele tenha baixo valor agregado no mercado (MATTOS, 2014).

Nas plantas de produgdo de biodiesel, o glicerol € o principal subproduto formado. Em
uma planta, 85% do triglicerideo gera o biodiesel e 10% gera glicerol. O glicerol bruto tem
baixo valor agregado sendo que nos ultimos anos seu preco tem decaido tanto no mercado

nacional como internacional (MATTOS, 2014).
3.6 Hidrdlise Enzimatica

Para obtencao de etanol a partir da biomassa lignoceluldsica, os polissacarideos obtidos
apos a etapa de pré-tratamento (celulose e hemiceluloses) devem passar por uma etapa de
hidrdlise para obtencao de acucares fermentesciveis (WOLF, 2011). Na hidrolise de celulose,
sao formados os dissacarideos de celobiose e glicose. J& na hidrélise de lignina e hemiceluloses,
gera-se acucares e subprodutos, como os difenois, cetonas, furfural e 4cido acético, que muitas

vezes sdo inibidores da fermentacdo microbiana (OGEDA; PETRI, 2010).

A hidrélise de material lignoceluldsico pode ser acida ou enzimatica. No processo de
hidrolise acida, utiliza-se acido sulfirico ou acido cloridrico em diferentes variacdes de
temperaturas e tempos de reagao e as solucdes usadas podem ser de alta ou baixa concentragao.

Esse processo ¢ eficiente na producdo de agucares fermentesciveis. No entanto, pode gerar
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produtos de degradacdo dos actcares, o que acaba afetando no rendimento final e podendo

causar problemas de inibi¢do microbiana (KIIPPER, 2009).

J& a hidrolise enzimatica, ¢ um processo onde utiliza-se um complexo enzimatico para
a obtencdo de acucares fermentesciveis. O processo enzimatico ¢ bastante vantajoso, sendo
possivel obter altos rendimentos em condi¢des brandas de temperatura, pressao ¢ pH. Para a
hidrolise da celulose sdo empregadas enzimas celuloliticas, denominadas celulases (WOLF,
2011).
As celulases sao um complexo enzimatico, que esta subdividido em trés classes: as endo-1,4-
B-D-glucanases ou endoglucanases que agem quebrando as cadeias da celulose e formando
novos terminais. Sua a¢ao ocorre nas regides amorfas da celulose e de seus derivados, através
da hidrolise de ligagdes glicosidicas B-(1,4); as exo-1,4-B-D-glucanases ou celobio-hidrolases
que atuam nos terminais formados produzem a celobiose, e por tltimo as 1,4-B-D-glucosidades
sao responsaveis por hidrolisar a celobiose em glicose(OGEDA.; PETRI, 2010).

A hidrélise enzimdatica do material lignoceluldsico deve ocorrer em condigdes
favoraveis, podendo ser limitada por fatores tais como:

- A estrutura altamente cristalina da celulose dificulta o acesso da enzima aos sitios

ativos;
- A celulase adsorve fisicamente sobre a lignina, restringindo a hidrdlise;
- A lignina esconde a superficie celulosica impedindo o intumescimento das fibras.

Portanto, para que a hidrolise enzimatica produza um rendimento satisfatorio ¢é
necessario que a biomassa seja submetida a uma etapa de pré-tratamento. A hidrolise quando
realizada em biomassa in natura normalmente apresenta rendimento inferior a 20%, enquanto
que se uma etapa de pré-tratamento for incluida o rendimento pode alcangar valores maiores

que 90% (OGEDA; PETRI, 2010).
4.0 Metodologia

4.1 Matéria prima usada para o estudo
O bagaco de cana in natura, utilizado neste estudo foi obtido do municipio de Ponte
Nova, no estado de Minas Gerais. O mesmo foi coletado na pilha de rejeito de bagaco de cana

da empresa sucroalcooleira Jatiboca, durante a safra 2015/2016.

O bagaco de cana-de-agtcar foi coletado com uma umidade de aproximadamente 50%,

sendo submetido apds coleta a um processo de lavagem com agua destilada a 60°C por um
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periodo de 1 h, que visou a remog¢do dos acucares residuais do processo de moagem da cana-
de-actucar feito pela usina e consequentemente, uma melhor preservacdo do material durante o
armazenamento. Apds esse procedimento o bagago de cana-de-acucar foi espalhado para
secagem natural durante aproximadamente 15 dias, até que sua umidade atingisse valores

proximos de 10 %.

O glicerol bruto utilizado nesse estudo foi proveniente da Usina Caramuru, situada na
cidade de Ipameri, no Estado do Goiés - GO. Sua producao foi via reacdo de transesterificagao
de oleo de soja e sebo bovino com metanol e foi utilizado como catalisador basico uma solugao
aquosa de metilato de sodio (30%). Sendo neutralizado com solugdes de Acido Cloridrico

(32%) e Hidroxido de sodio (50%).

O teor de glicerina presente no glicerol bruto foi de 80%, sendo que a caracterizagao foi

realizada via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

As etapas executadas durante a realizacdo deste trabalho sdo apresentadas por fluxograma

(Figura 4).
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Figura 4: Fluxograma representando as etapas realizadas no trabalho
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Hidrolise Caracterizagdo quimica e
) ) estrutural
Enzimaética
Determinacgdo de Determinacao
Acucares Redutores de Acucares
Totais (ART) C5eC6

Fonte: Autora
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4.2 Planejamento Experimental
4.2.1 Planejamento experimental Doehlert

Nesse estudo, optou-se em utilizar um planejamento Doehlert ou Matriz Doehlert, pois
o mesmo vem sendo estudado por outros autores como NOVO et al., (2011), que utilizaram
glicerol puro para o pré-tratamento organossolve de bagaco de cana-de-agucar e MEIGHAN et
al., (2017) que estudaram o efeito do fracionamento de biomassa de bagaco de cana-de-agucar
por dois pré-tratamentos (auto hidrolise e a deslignificagdo organossolve com glicerol puro).
Além disso, o planejamento do tipo Doehlert permite avaliar diferentes niveis de interagdo em
relacdo aos planejamentos ortogonais, sendo que ao se comparar esse tipo de planejamento com
um ortogonal como o 2* com composto central, o planejamento Doehlert permite avaliar vérios
niveis entre os extremos € o ponto central sendo possivel fazer afirmacdes de regides
experimentais que o planejamento ortogonal ndao permite, por ndo apresentar pontos
experimentais entre os extremos € o ponto central. Portanto, a resposta do planejamento do tipo

Doehlert para otimizacgdo ¢ mais rica do que outros planejamentos ortogonais.

A matriz de planejamento Doechlert apresentada na Tabela 3 foi construida (15
experimentos com 3 repeticoes do ponto central), com trés variaveis independentes:
temperatura (T, °C), tempo (t, min), razao sélido-liquido (RSL, mL/g), sendo que a temperatura
(T, °C) foi variada em 7 niveis, o tempo (t, min) em 5 niveis e a razao liquido-sélido em 3 niveis
(Tabela 2). As varidveis dependentes analisadas nesse estudo foram: rendimento, extensao da

deslignificacao, teor de lignina, celulose residual e conversao enzimatica, conforme MEIGHAN

et al (2017).
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Tabela 2: Varidveis independentes estudadas

Variaveis

Niveis do tempo

-1 -0,5 0 0,5 1
Tempo (t, min) 30 60 90 120 150

Temperatura (T, °C) Niveis da temperatura

-0,866  -0,577  -0,289 0 0,289 0,577 0,866
150 160 170 180 190 200 210

RSL (mL/g) Niveis da razao liquido-solido

-0,817 0 0,817

6 8 10

Tabela 3. Matriz de experimentos utilizada no Planejamento Doehlert (condigdes

experimentais usadas no pré-tratamento organossolve do BC)

Ensaio Tempo (min) Temperatura (°C) RSL (g/mL)
1 150 180 8
2 120 210 8
3 120 190 10
4 30 180 8
5 60 150 8
6 60 170 6
7 120 150 8
8 120 170 6
9 60 210 8
10 90 200 6
11 60 190 10
12 90 160 10
13 90 180 8
14 90 180 8
15 90 180 8

O planejamento experimental foi desenvolvido para verificar quais variaveis foram

significativas para o pré-tratamento proposto, além de estabelecer as melhores condi¢des para
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remogao significativa de lignina, a melhor relagdo RLS, bem como, verificar os melhores

resultados para alcangar um ponto méaximo na hidroélise enzimatica.
4.3 Pré-tratamento organossolve do bagaco de cana-de-acucar

O pré-tratamento do bagaco de cana foi realizado no Laboratério de Quimica
Tecnologica e Ambiental, localizado na cidade de Ouro Preto - MG. As reacdes de
deslignificacdo foram realizadas em um reator tubular (tipo autoclave) de aco inox 316 L, cuja
tampa do reator possui um anel de vedacao feito de politetrafluoretileno (PTFE), que assegura

uma vedacdo apropriada combinada com resisténcia a elevadas temperaturas (Figura 5).

O reator foi carregado com 30 gramas de bagaco de cana-de-agucar seco e, em seguida,
uma mistura aquosa de glicerol bruto e dgua na proporcao 80 glicerol/20 agua, seguindo as
condi¢des pré-estabelecidas no planejamento experimental (Tabela 3), foi adicionada ao
mesmo. O aquecimento do reator foi realizado utilizando-se um banho térmico com controle
digital de temperatura, preenchido por glicerina (fluido de aquecimento) e o resfriamento foi

efetuado em banho de gelo assim que o tempo de reacao foi atingido (NOVO et al. 2011).

Figura 5: Sistema usado na deslignificagdo organossolve: A) Reator de ago inoxidavel B)

Banho termostatico contendo glicerina como fluido de aquecimento

Fonte: Autora

Os licores obtidos apos a deslignificagdo foram armazenados para posterior recuperagao
das ligninas. J& as polpas passaram por um processo de desfibramento, onde as fibras foram
separadas umas das outras e lavadas com solu¢do de hidroxido de sodio (NaOH) 1% (em

massa), para remoc¢ao da lignina aderida na superficie da fibra.
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4.4 Caracterizacio do bagaco de cana-de-acucar bruto

Os procedimentos metodologicos realizados para caracterizagdo do bagago de cana-de-agucar

in natura sao descritos a seguir.
4.4.1 Teor de Umidade

Determinou-se o teor de umidade das amostras pelo método da estufa de acordo com a
norma TAPPI T264 OM-88 modificada. A determinagao foi realizada em triplicata. Pesou-se
cerca de 1,0000 g da amostra (com aproximagdo de 0,002 g) em um vidro relégio de massa
conhecida, em uma balanca SHIMADZU® modelo AY?220.

Colocou-se o vidro relogio com a amostra em estufa a 105 £+ 3 °C por aproximadamente
2 horas. Em seguida, arrefeceu-se o vidro relogio em um dessecador até a temperatura ambiente
por 1 hora e realizou-se a pesagem. Posteriormente, colocou-se a amostra novamente na estufa
por uma hora, repetiu-se o resfriamento e a pesagem por periodos sucessivos de hora em hora
até que as pesagens nao variassem por mais de 0,002 g.

O teor de umidade, tanto para o bagago pré-tratado quanto para o bruto (BB), foi
determinado a partir da diferenca do percentual entre a massa de amostra inicial e a massa de
amostra apos o processo de secagem, conforme a Eq. 1. Os experimentos foram conduzidos em

triplicata.

Teor de umidade (%) = ((mu — ms)/mu) x 100 (eq.1)

Onde:
mu = a massa (g) de amostra umida.

ms = a massa (g) de amostra seca.

4.4.2 Teor de Extrativos

a) Determinacio do teor de extrativos soliveis em agua

Pesou-se 5,0000 g de amostra (com precisao de 0,001g) e submeteu-se a uma extragao
em um extrator soxhlet, utilizando-se 150,0 mL de dgua destilada por um periodo de 50 horas,
conforme norma TAPPI T204 cm-97 com pequenas modificagoes.

Este procedimento foi realizado em triplicata e o teor de extrativos soliveis em agua
quente foi determinado com base na diferenga em massa da amostra seca antes e depois do

processo de extracao, conforme Eq. 2.
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Teor de extrativos (%) = ((ma — md)/ma) x 100 (eq. 2)

Onde:
ma = a massa(g) de amostra antes da extracao.

md = a massa (g) de amostra seca apos a extracao.

O teor de extrativos foi corrigido de acordo com o teor de umidade, através da Eq. 3:

Teor de extrativos (%) Corrigido = TE x (100-TU)/100 (eq.3)

Onde,

TE= teor de extrativos (%)

TU = teor de umidade (%)

b) Determinacio do teor de extrativos soluveis em ciclohexano/etanol

A presenca dos extrativos na fibra lignoceluldsica pode tornar o processo de hidrolise
incompleta, pois estes compostos podem reduzir o acesso a celulose e hemiceluloses. Valores
altos de extrativos podem interferir na analise de quantificacdo da lignina, prejudicando uma
caracterizacao mais precisa dos residuos lignoceluldsicos.

Pesou-se 5,0000 g de amostra (com precisao de 0,001g) que foi submetida a uma
extracdo em agua, descrito no item 4.4.2 (a) e colocou-se em cartucho de papel de filtro para
extracdo em um extrator soxhlet, utilizando-se 150,0 mL de uma mistura de ciclohexano/etanol
(1:1, v/v) por um periodo de 50 horas, conforme norma TAPPI T204 ¢cm-97 modificada.

Apo6s esse periodo, o residuo foi seco em estufa a 105 °C por 12 horas. Este
procedimento foi realizado a fim de se remover os extrativos soluveis nesta mistura de
solventes, em triplicatas. O conteudo de extrativos solveis foi determinado através da diferenca

de massa da amostra seca antes e apos o processo de extragdo, conforme Eq. 4.

Teor de extrativos (%) = ((ma — md)/ma) x 100 (eq.4)
Onde:
ma = a massa(g) de amostra antes da extracao.

md = a massa (g) de amostra seca apos a extracao.

O teor de extrativos foi corrigido de acordo com o teor de umidade, através da equagdo
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Teor de extrativos (%) Corrigido = TE x (100-TU)/100 (eq. 5)
Onde,
TC= teor de extrativos (%)
TU = teor de umidade (%)
O teor de extrativos totais resulta na soma do teor de extrativos soliiveis em dgua com

teor de extrativos soluveis em ciclohexano/etanol.

4.4.3 Teor de Cinzas

O teor de cinzas da amostra foi determinado segundo a Norma TAPPI T211 om-02. Os
cadinhos de porcelana foram calcinados em mulfla a 525°C por 4 h e depois resfriados a
temperatura ambiente em dessecador e tarados. Cerca de 1,000 g de amostra (40-60 mesh) livre
de umidade foi pesada em um cadinho previamente tarado. Esse procedimento foi realizado em
triplicata. Os cadinhos foram aquecidos a 100°C e nessa temperatura permaneceram por 1 h.
ApoOs esse tempo, a temperatura foi aumentada gradualmente de 50 em 50°C a cada 40 min
(rampa de 1,25°C/min.) a fim de carbonizar a amostra suavemente para que ndo houvesse
projecoes. Os cadinhos foram mantidos a 525°C por 4 h e resfriados a temperatura ambiente em

dessecador. O teor de cinzas foi calculado conforme Eq. 6.

Teor de cinzas (%) = (mf/ mi) x 100 (eq. 6)
Onde,
mf = massa final (ap0s a calcinagio)

mi = massa inicial de amostra livre de umidade.
4.4.4 Determinacio do teor de lignina Klason insolavel

A determinagao da composicao quimica do bagago de cana-de-agucar in natura e do
bagaco pré-tratado pelo método organossolve, em termos de teor de lignina foi determinada de
acordo com a Norma TAPPI T222 om-98 com adaptagdes. Para determina¢do da lignina
insoluvel, as amostras pré-tratadas em diferentes condigdes foram secas em uma estufa de
circulagcdo de ar e moidas em um moinho de facas (Marca Marconi, modelo MA 048) a uma

granulometria entre 40-60 mesh, sendo as determinacdes feitas em duplicatas.

Uma massa de aproximadamente 1,0000 + 0,0001 g de bagaco de cana-de-actcar seca
¢ moida, foi colocada em um almofariz ¢ adicionou-se 15,0 mL de solucdo de acido sulfurico
72% (m/m) (d = 1,6338 g.mL"!, 20°C). Posteriormente, macerou-se a mesma exaustivamente e

deixou-se em repouso por 2 horas (contadas a partir da adicao do acido) a temperatura ambiente.
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Decorridas as 2 horas, transferiu-se a mistura para um baldo de fundo chato com
capacidade de 1 L e adicionou-se 4gua destilada até que a concentragdo de 4cido sulftrico fosse

de 3% (m/m) (adicdo de 560mL de dgua) e aqueceu-se o sistema sob refluxo por 4 h.

Em seguida, filtrou-se a lignina insoliivel em funil de vidro de placa sinterizado n°4,
previamente seco e tarado. Coletou-se o filtrado para analise posterior de lignina Klason soluvel
e para determinacdo de agucares, por Cromatografia Liquida. O funil com a lignina insolavel
foi seco em estufa a 105 + 3° C por 12 horas, resfriado em dessecador até temperatura ambiente
e pesado (em uma balanga com precisdao de 0,0001g), sendo o teor de lignina insoluvel
calculado pela relacdo entre a porcentagem da massa de lignina (eq.7) zlacdo a massa

inicial de amostra seca, conforme a Eq. 7.

ml
Lignina (%) = —td 100

Onde,

- ml corresponde a massa de lignina insoltuvel seca;

- m2 corresponde a massa de amostra seca pesada inicialmente.
4.4.5 Determinacio do Teor de Lignina Klason Soluvel

A lignina solubilizada no meio 4cido foi analisada pela técnica de espectroscopia na

regido do ultravioleta (UV-VIS).

Preparou-se as solugdes para analise, tomando o filtrado obtido na determinacao do teor
de lignina Klason insoltuvel, que foi diluido com agua destilada até a concentragao final de 4cido
sulfurico igual a 0,05 mol L!. Uma solucdo de referéncia (branco) de concentragio de 0,05 mol

L1, foi preparada a partir do 4cido sulftrico 72%.

Medidas de absorbancia do filtrado foram efetuadas nos comprimentos de onda de 215
nm e 280 nm. A concentragdao em g/L de lignina Klason soltvel foi calculada de acordo com a

Eq. 8.

(453.4215) — A280 (o0 g)
300

Clg/L) =
Onde;
- C (g/L) corresponde a concentragao de lignina Klason soluvel em meio
acido;

- A215 o valor da absorbancia em 215 nm e A280 o valor da absorbancia em 280 nm.
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A absorbancia em 280 nm corresponde a uma correcao para os compostos de furfural gerados
no processo de hidrélise, enquanto que a absorbancia em 215 nm ¢ a medida da concentracao
de lignina soluvel. Sendo assim, a equacao (4) ¢ resultante da resolugdo simultanea das Eq. (9)

e (10):
A280=0,68 CD+ 18 CL (eq. 9)
A215=0,15CD + 70 CL (eq. 10)

Onde;

- A280 representa o valor da absorbancia a 280 nm;

- A215 é o valor da absorbancia a 215 nm;

- CD a concentracao dos carboidratos (g/L) e CL a concentracao da lignina soluvel (g/L).

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

respectivas absortividades molares da lignina soltivel em 280 € 215nm.
4.4.6 Determinacao do teor de Celulose e Hemiceluloses

Os teores de celulose e hemicelulose foram calculados a partir da analise cromatografica
dos componentes presentes na solucdo resultante do ensaio do Método de Klason para
determinagdo de lignina. Na andlise cromatografica, os seguintes componentes foram
analisados: celobiose, glicose, xilose, arabinose, acido férmico, acido acético, 2-furfuraldeido
(FF) e 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF). As porcentagens de celulose e hemicelulose
foram calculadas de acordo com as equagdes 11 e 12 (CANILHA etal., 2011; GURGEL et al.,
2014; BAETA 2016).

((0,95 .Ccelobiose)+(0,90.C glicose)+(3,52.Cac.férmico)+(1,29 CHMF).VH20+HZSO4) (Eq 1 1)

Celulose = —
massa inicial de bagago

(0,88 Cxilose)+(0,88.C arabinose )+(0,72 C 4c.acético)+(1,37 furfural).VH20+H2504) (E 12)
massa inicial de bagago q

Hemicelulose = (

4.5 Caracterizacao do substrato apos pré-tratamento organossolve
4.5.1 Determinacio da perda de massa e do rendimento apés o pré-tratamento

Apos o pré-tratamento organossolve, a perda de massa foi calculada, a partir da relagao
entre a massa de bagaco bruto utilizado inicialmente na reagcdo e a massa obtida apos a etapa de

deslignificacdo, como mostrado na Eq. 13.

(eq. 13)
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mi —mf
Perda de massa (%) = — X 100

Onde,
- mi: corresponde a massa em base seca inicial de bagago antes do pré-tratamento;
- mf: corresponde a massa obtida apos o pré-tratamento.
O rendimento para cada condi¢ao do pré-tratamento foi estabelecido, conforme a Eq.14.
m
Rendimento (%) = F{xlOO (eq. 14)

Onde,
- mf ¢ a massa final obtida apos o pré-tratamento organossolve ¢;
- mi € a massa inicial antes do pré-tratamento.

4.5.2 Determinacao do Teor de Umidade
Determinou-se o teor de umidade das amostras pré-tratadas, conforme descrito no topico
44.1.

4.5.3 Determinacio do teor de lignina Klason insoluvel e soltvel

A determinagdo da composi¢ao quimica do bagaco pré-tratado foi realizada conforme

descrito no topico 4.4.4 ¢ 4.4.5.

4.5.4 Porcentagem de deslignificacio

A determinacao do teor de lignina das amostras foi calculada como descrito acima, e
posteriormente foi feito uma andlise em relagdo a porcentagem das deslignifica¢des, conforme

a equacgao proposta por Pasquini et al., (2005), apresentada abaixo.

R
Lkb — [LKpt. (155)]
(eq. 15)
KD x100

Deslignificacdo (%) =
Onde;
LKb = Lignina Klason do bagaco (%)
LKpt = Lignina Klason da bagago pré-tratado (%)

R = Rendimento do processo de pré-tratamento (%)
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4.5.5 Correcao dos resultados de celulose, hemiceluloses e lignina de acordo com o

rendimento

Os percentuais de celulose, hemiceluloses e lignina obtidos apds o pré-tratamento foram
corrigidos de acordo com o rendimento do pré-tratamento, conforme equacio 16 proposta por

Silva et al., (2017).
Vpt = Vx——  (eq.16)
pt =YfxTo0 '

Onde;

Vpt: valor corrigido de acordo com rendimento do pré-tratamento;

YT porcentagem de componente (celulose, hemiceluloses, lignina) obtida apds pré-tratamento;
R: Rendimento.

4.5.6 Determinacao do teor de Celulose e Hemiceluloses

Os teores de celulose e hemiceluloses foram determinados conforme descrito no topico 4.4.6.
4.6 Caracterizacao Morfologica

4.6.1 Difracao de Raio-X (DRX)

Os difractogramas de raio-X da biomassa in natura e pré-tratadas 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 foi calculado através da equacio 17,
proposta por Segal et al., (1959).

ICr = —Izo?zgéamx 100 (eq. 17)
Onde;

- ICr representa o grau de cristalinidade relativo;

- 1200 refere-se a intensidade maxima, em unidades arbitrarias, no pico cristalino a 26
aproximadamente 22° e;

- Jam ¢ a intensidade da regido amorfa em 260 = 18°.
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4.6.2 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As amostras de bagago in natura e pré-tratadas foram analisadas, em um microscopio
de varredura eletronica, (modelo Carl Zeiss EVO 10 MA), no Laboratério Multiusuario de
Microscopia Eletronica de Varredura da Faculdade de Engenharia Quimica (FEQUI-UFU) da
Universidade Federal de Uberlandia.

As amostras foram fixadas em suportes de aluminio com fita de carbono e metalizadas
com ouro. As imagens de MEV foram obtidas com ampliacao de 100X, 500x, 1000x e tensdo

de aceleragao de 5.0 kV.
4.7 Hidrolise enzimatica

Apo6s a realizacdo do pré-tratamento na biomassa de bagaco de cana-de-aglcar, os
substratos obtidos foram submetidos a hidrolise enzimatica. Nessa etapa, foi utilizada o
coquetel enzimatico comercial Cellic® CTec 3, cujos pardmetros operacionais do processo
foram definidos de acordo com as recomendacdes apresentadas na ficha técnica do complexo

Cellic® CTec 3 (NOVOZYMES, 2012).

O complexo Cellic® CTec3 contendo celulases e hemicelulases ¢ bastante utilizado na
produgdo de bicombustiveis e ¢ um melhoramento da versdao anterior Cellic® CTec 2 da

Novozymes (FAQ Cellic® CTec3).

A atividade de lipase foi determinada previamente na solucdo estoque, atingindo o valor
de 162,92 FPU/mL (filter paper unit por unidade volumétrica da solucdo enzimadtica). Os
ensaios de hidrdlise enzimatica foram realizados no Laboratério de Microbiologia Ambiental,
da Universidade Federal de Uberlandia (LAMIC-UFU). Nos ensaios, a razao solido-liquida
utilizada foi de 10:1 (ml/g), sendo a fracdo solida de substrato de 1g e a concentracdo inicial de

enzima fixada em 10 FPU/g em relagdo ao percentual de celulose obtido no substrato.

Os ensaios foram realizados considerando o substrato em base seca. Ponderou-se no
ensaio a massa de 1 g de substrato e o mesmo foi peneirado em uma peneira (2mm). As amostras
foram colocadas em erlenmeyers de 50 mL juntamente com 10 mL de tampao de citrato de
sodio 50 mM (pH= 4,8) sob agitagdo em uma incubadora shaker de 150 rpm da marca
NOVATECNICA®, mantida a 25°C por 24 horas. Apos as 24hs, o complexo enzimatico foi
adicionado aos frascos reacionais e mantidos sob agitacao de 150 rpm e temperatura de 50°C

por 72 horas. Os ensaios foram realizados em triplicatas.
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Apods as 72h, a hidrolise enzimatica foi interrompida, o substrato foi filtrado e os
hidrolisados obtidos foram centrifugados (Micro-centrifuga de bancada NI11801 - NOVA®) por
10 min, a 8000 rpm e temperatura de 4°C. Ap0s a centrifugacdo, foi possivel separar a fracao
liquida da sélida. Uma aliquota da fracdo liquida foi coletada para a determinag¢do da
concentracao dos agucares redutores totais (ART), onde o ensaio foi realizado utilizando o
método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILEER, 1959), com pequenas modificagoes.

A quantificacdo de agucares redutores totais (ART) foi determinada pelo método do
DNS, com 300 pL do hidrolisado enzimatico e 300 pL de DNS. O volume final foi fervido por
10 minutos, sendo que, apos esse tempo, interrompeu-se a reagao encubando os erlenmeyers
em banho de gelo durante 10 min e acrescido de 2400 pL de agua destilada.

A determinacdo de ART foi medida por espectrofotometria no comprimento de onda
de 540 nm. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

Apos esse periodo, o DNS ¢ reduzido a o acido 3-amino-5-salicilico que se liga aos
agucares redutores, sendo quantificados em espectrofotdmetro de UV-Vis em comprimento de
onda de 540nm (MALDONADE et al., 2013).

A partir da equacdo da reta, da determinagdo da curva-padrao (absorbancia x glicose), calculou-
se a concentracdo de acucares redutores totais nas amostras (g/L).
Considerou-se nos calculos as diluicdes efetuadas nas amostras, multiplicando o

resultado por esse fator (MALDONADE et al., 2013).
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Aspecto fisico

Apos a etapa de pré- tratamento do bagaco de cana de agtcar foi possivel visualizar mudancas
fisicas no aspecto do bagaco. O bagaco de cana de agucar in natura e o pré-tratado apresentaram
aspectos fisicos diferentes, como por exemplo a redu¢do do tamanho da fibra, conforme ¢

apresentado na figura 6.

Figura 6: Amostra do bagaco de cana in natura e pré-tratado

Fonte: Autora

5.2 Composicao quimica do bagaco de cana-de-acicar

O bagago de cana-de-agtcar in natura foi caracterizado quimicamente, quanto ao teor
de umidade, extrativos totais, lignina total (lignina soluvel + lignina insoluvel), celulose,

hemiceluloses € cinzas.

A composi¢do quimica da amostra in natura de bagaco de cana-de-actcar ¢ apresentada

na tabela 4.
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Tabela 4: Composicao quimica do bagaco de cana-de-acucar in natura (%)

Teste BB (%)
Umidade 2,89
Extrativos 2,31
Lignina Total 26,77
Celulose 48,52
Hemiceluloses 19,07
Cinzas 0,41
Balango de massa 99,97

Os resultados obtidos na caracterizagdo quimica do bagaco mostraram a presenca dos
seguintes carboidratos: celulose com teor de 48,52% e hemiceluloses com porcentagem de
19,7%. Ambos os valores encontrados sdo proximos aos relatados na literatura por NOVO et
al., (2011); CANILHA et al., (2012) e MEIGHAN et al., (2017) que encontraram 49,49% de
celulose e 46, 36 % de hemiceluloses; 45,0% de celulose e 25,8% de hemiceluloses e 24,34%
de celulose e 20,61% para hemiceluloses, respectivamente. Esses resultados evidenciam o
potencial que a biomassa de bagago de cana-de-aglicar possui para a produgdo de etanol de

segunda geracdo, devido ao elevado teor de carboidratos presente nesta biomassa.

A porcentagem de lignina apresentada na Tabela 4, refere-se a lignina total, que ¢ a
soma da lignina soluvel com a lignina insolivel, sendo que a porcentagem da mesma para o
bagaco in natura foi de 26,77%, valor este préximo ao reportado por NOVO et al (2011) sendo
22,69%, CANILHA et al., (2011) que obteve 19,1% ¢ MEIGHAN et al., (2017) que obteve
23,93% de lignina.

A porcentagem de extrativos e cinzas mostrados na Tabela 4 foi de 2,31% de extrativos
e 0,41% de cinzas. Os dados obtidos estdo dentro do que foi encontrado por CANILHA et al.,
(2011) que foi 9,1% de extrativos e 1,0% de cinzas e MEIGHAN et al., (2017) que encontraram

2,26% de extrativos ¢ 2,19% de cinzas.

Os resultados apresentados na Tabela 4 mostram que o balanco de massa para o bagago-
de-cana-de-agucar in natura que foi de 99,97% fechou de forma coerente, sendo possivel
determinar a composic¢ao do bagaco com boa exatiddo. Valores entre 90-110% sdo considerados
bons, considerando-se a complexidade dos materiais lignoceluldsicos e as diferentes

metodologias para determinagdo da composi¢do quimica (BAETA, 2016).



5.3 Pré-tratamento organossolve do bagaco de cana-de-agucar

5.3.1 Caracterizaciao do bagaco de cana-de-agticar pré-tratado
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O pré-tratamento do bagago de cana-de-agticar ocorreu em diferentes condi¢cdes de

tempo, temperatura e razao solido-liquida (RSL). A Tabela 5 apresenta os valores de

caracterizacdo que foram obtidos em triplicata para cada amostra. A Tabela 6 apresenta os

valores da caracterizagdo corrigida pelo rendimento do pré-tratamento.

Tabela 5: Composicao do bagaco pré-tratado e dados obtidos apos pré-tratamento

Composicao da Fracao Sélida

Rendimento ap6s Pré-

Tratamento
Ensaio Cel (%) Hemi (%) Lig (%) BM RF (%) PM (%) PD (%)
1 82,49+ 5,51 11,75+ 5,73 16,40+ 0,96 110,64 50,16 49,84 69,27
2 67,25 +4,01 1,94 £ 0,70 25,54 +£2,15 94,73 43,16 56,84 58,82
3 55,76 + 3,59 8,37+ 1,00 14,72 + 1,45 78,85 43,06 56,94 76,31
4 47,04 £2,10 28,66 = 0,87 25,83+2,3 101,53 77,94 22,06 24,79
5 51,94 +3,79 26,59+ 7,11 26,24+ 0,59 104,77 83,39 16,61 18,25
6 44,36 + 0,18 24,95+ 0,31 25,9+0,02 95,21 85,82 14,18 16,95
7 50,25+ 0,96 30,76 £ 0,27 26,0 +£0,62 107,01 78,62 21,38 23,63
8 52,58 +£ 6,84 22.95+2,19 2591+£1,80 101,44 66,10 33,90 36,01
9 81,57 + 3,86 7,24 +0,23 16,82+ 1,73 105,63 33,37 66,63 79,02
10 56,25+ 12,66 7,67 +1,13 21,5+0,25 85,42 46,89 53,11 62,33
11 51,09 £ 6,11 1822+ 1,17 22,49+ 0,90 91,8 51,05 48,95 57,11
12 41,12 +£0,16 27,16 + 0,05 24,85+ 0,08 93,13 92,91 7,09 14,51
13 60,09 + 3,34 19,45+ 0,38 23,81+0,02 103,35 53,63 46,37 56,74
14 37,90 + 4,65 8,08 = 4,50 21,15+0,18 67,03 55,48 44,52 56,16
15 44,64 + 0,40 17,23 +£ 0,81 24,08 + 0,03 85,95 66,30 33,70 40,36

Cel (%): Porcentagem de celulose; Hem (%): Porcentagem de Hemicelulose; Lig (%):
Porcentagem de lignina; BM: Balanco de Massa (Cel (%) + Hem (%) + Lig (%)); RF:
Rendimento final apds pré-tratamento; PM: Perda de Massa apoOs pré-tratamento; PD:

Porcentagem de deslignificagao (%).
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Tabela 6: Valores da caracterizacao quimica do bagago pré-tratado corrigidos pelo rendimento

do pré-tratamento

Composicao da Fracao Solida

Ensaio

1

O o0 9 O D B~ W N

—_— = = e
(U, N O VS I S =)

Cel (%)
41,38+2,28
29,03+1,41
22,46+1,26
36,67+1,34
43,32+2,58
38,07+0,12
39,50+0,61
34,76+3,69
27,22+1,05
26,37+4.85
26,08+2,55
38,20+0,12
29,22+1,33
21,03+2,11
29,59+0,21

Hemi (%)
5,89+1,92
0,84+0,35
3,60+0,50
22,34+0,78
22,17+3,95
21,41+0,31
24,18+0,24
15,17+1,67
2,4240,09
3,60+0,61
9,30+0,69
25,23+0,06
9,46+0,21
4,48+2,88
11,42+0,42

Lig (%)
8,23+0,97
11,03+ 2,16
6,34 £1,46
20,14 £2,30
21,89 +0,60
22,23 +0,03
20,45 0,62
17,13 +1,81
5,62 1,74
10,09 +0,26
11,48 0,91
23,09 +0,08
11,58 0,03
11,74 £0,19
15,97 +0,03

Os resultados obtidos na etapa de pré-tratamento e caracterizagdo da biomassa de cana-

de-agucar pré-tratada foram analisados com os programas Statistica® versao 7.0 (a partir do

modelo quadratico) e OriginPro 8®. A Figura 7 apresenta o Diagrama de Pareto para as

respostas de rendimento e perda de massa ap0s a etapa de pré-tratamento.
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Figura 7: Diagrama de Pareto para o pré-tratamento organossolve do bagaco de cana-

de-actcar considerando as varidveis, temperatura (°C), tempo (min) e RSL em funcdo da

resposta rendimento e perda de massa.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Rendimento (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=44,87148
DV: Rendimento (%)

(2)Tempo (min)(L) ¢

(1)Temperatura ("C)(L)

Razio liguido-sdlido (mL/g)(Q)

-8.7543

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Perda de massa (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=91,41154
DV: Perda de massa (%)

(1)Temperatura (°C)({L) /

(2)Tempo (min)(L) {

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Autora

O Diagrama de Pareto mostra que a variavel temperatura (T) tem efeito mais acentuado

no processo de pré-tratamento, sendo que a mesma ¢€ significativa para temperaturas mais baixas

e tempos de pré-tratamento menores, o que resulta no aumento do rendimento.

Para a resposta perda de massa, observa-se que temperaturas mais altas favorecem a

perda de massa, dessa forma, a varidvel temperatura ¢ a que mais influéncia a perda de massa

do material lignoceluldsico durante o pré-tratamento.

Na figura 8, o grafico de superficie relaciona a perda de massa com o tempo e

temperatura, o que corrobora que quanto maior a temperatura, maior serd a perda de massa da

biomassa. Nas amostras pré-tratadas, observa-se que que as amostras 2 (T:210°C; t: 120

minutos), 3 (T:190°C; t: 120 minutos), 9 (T:210°C; t: 60 minutos) e 10 (T:200°C; t:90 minutos)

foram as que apresentaram uma maior perda de massa, o que se relaciona a temperatura de pré-

tratamento que foi superior a 190°C.
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Figura 8: Grafico de superficie com resposta perda de massa relacionado com tempo e

temperatura.

Fitted Surface; Variable: Perda de massa (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=91,41154
DV: Perda de massa (%)
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Figura 9: Gréafico de superficie com resposta perda de
temperatura e RSL

massa relacionado com

Fitted Surface; Variable: Perda de massa (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=91,41154
DV: Perda de massa (%)
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A RSL ndo teve significancia na perda de massa do material lignoceluldsico durante o
pré-tratamento, portanto pelo grafico de superficie (Figura 9) observa-se que maiores
temperaturas levam a uma maior perda de massa e que esse processo independe da razao sélido-

liquida (RSL).

Novo et al., (2011) estudou o efeito do pré-tratamento com glicerol puro na biomassa
de bagago de cana, nesse estudo os autores fizeram dois planejamentos, sendo um primeiro
fixando duas temperaturas (150°C e 190°C) e duas fracdes de tempo (60 e 240 minutos), no
segundo projeto experimental foi um planejamento com composto central onde variou-se tempo
e temperatura de reacdo. Os resultados mostraram que o melhor resultado foi com tempo de
reacdo de 150 minutos, temperatura de 198,3°C, cujo rendimento foi de 54,4%, teor de lignina

residual 7,75% e porcentagem de deslignificagdo de 81,4%.

Para compreender como tempo (min), temperatura (°C) e razdo so6lido-liquido (RSL)
afetam as amostras pré-tratadas os resultados obtidos na etapa de caracterizagdo, como
porcentagem de celulose, lignina e hemiceluloses também foram analisados com os programas

Statistica® versao 7.0 (a partir do modelo quadratico) e OriginPro 8®, conforme segue abaixo.

Para porcentagem de celulose encontrada no material pré-tratado tracou-se um
Diagrama de Pareto (Figura 10). Através do diagrama ¢é possivel observar que temperaturas
mais altas favoreceram a porcentagem de celulose, o que pode ser observado na Tabela 5, onde
as amostras 2 (67,25%), 3 (55,76%), 9 (81,57%), 10 (56,25%) e 11 (51,09%) que foram pré-

tratadas com temperaturas mais altas apresentaram porcentagem de celulose maior que 55%.
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Figura 10: Diagrama de Pareto considerando os efeitos das variaveis T (°C), t (min) e

RSL sobre a Celulose (%)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Celulose (%)
J factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=106,2822
DV: Celulose (%)
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g
—,348749
1Lby3L %//////% 0740106 |

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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RazAo liquido-sélido (mL/g)(Q) -514309
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2Lby3L 135254

Fonte: Autora

Analisando o gréafico de superficie para a celulose em fun¢do do tempo e temperatura
(Figura 11), € possivel verificar que as varidveis tempo e temperatura quando combinadas
favoreceram o teor de celulose para algumas amostras. Por exemplo, para amostra 1 (T: 180°C,
t: 150 minutos) que permaneceu ao fim do pré-tratamento com 82,49% de celulose, um fator
importante observado ¢ que a faixa de temperatura no pré-tratamento ficou em 180°C, nao
sendo essa a maior temperatura do planejamento, ja o tempo de reacao foi alto sendo 150
minutos. Para a amostra 2 (T: 210°C, t: 120 minutos) o teor de celulose foi de 67,25%, essa
amostra foi pré-tratada com temperatura elevada e tempo alto, porém o resultado obtido nao
fora tdo bom quando comparado com a amostra anterior. J4 a amostra 9 (T: 210°C, t: 60
minutos), permaneceu com teor de celulose de 81,57%, sendo pré-tratada com temperatura

elevada 210°C e tempo reduzido 60 minutos.

Portanto, com essas informagdes ¢ possivel verificar que se o pré-tratamento for feito
com temperaturas mais brandas e tempo de reagdo maior ¢ possivel ter uma porcentagem de
celulose consideravel, caso o pré-tratamento ocorra em condigdes de temperatura elevada e

tempo elevado, observa-se uma degradagao da celulose, diminuindo assim seu teor na biomassa
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pré-tratada, sendo assim, € necessario ter um equilibrio entre tempo e temperatura, de forma

que somente uma das varidveis seja elevada.

Figura 11: Grafico de superficie considerando o teor de celulose em funcao do t (min)
e T(°C) de pré-tratamento.

Fitted Surface; Vanable: Celulose (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=106,2822
DV: Celulose (%)
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Quando analisamos a relacdo entre a razdo s6lido-liquida (RSL) e o tempo de reacdo ou
a razdo solido-liquida (RSL) e a temperatura de pré-tratamento (Figura 12), observa-se que o
teor de celulose independe da razdo solido-liquida (RSL) estabelecida no pré-tratamento, sendo

que o teor de celulose pode ser obtido em qualquer um dos niveis de variagdao da razao sélido-
liquida (RSL).



Figura 12: Gréafico de superficie considerando t(min) x RSL e T(°C) x RSL

Fitted Surface; Variable: Celulose (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=106,2822
DV: Celulose (%)
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DV: Celulose (%)
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Fonte: Autora

A anélise dos resultados obtidos para hemiceluloses e lignina também foram feitas

usando os programas Statistica® versao 7.0 (a partir do modelo quadratico) e OriginPro 8®,

conforme segue adiante.

O Diagrama de Pareto (Figura 13) para as hemiceluloses mostram que temperaturas
menores € tempos mais baixos sdo variaveis significativas que contribuem para a preservagao

das hemiceluloses, portanto, se o intuito de pré-tratamento for a remo¢ao de hemiceluloses

35
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deve-se trabalhar com faixas de temperaturas mais altas e tempo de reagdo maiores, e vice-

versa.

Figura 13: Diagrama de Pareto para hemiceluloses

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Hemicelulose (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=17,97622
DV: Hemicelulose (%)
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Fonte: Autora

Pode-se observar através do grafico de superficie (Figura 14) que em temperaturas menores o
valor da porcentagem de hemiceluloses foi maior que em amostras pré-tratadas com
temperaturas mais elevadas. Por exemplo, na amostra 5 (T: 150°C, t: 60 minutos) o teor de
hemiceluloses foi de 26,59%, na amostra 7 (T: 150°C, t: 120 minutos) foi de 30,76%. Quando
compara-se essas amostras com a amostra 2 (T: 210°C, t: 120 minutos) o teor de hemiceluloses
diminuiu consideravelmente com o aumento da temperatura ficando em 1,94%, o mesmo pode
ser observado para a amostra 9 (T: 210°C, t: 60 minutos) em que o teor de hemiceluloses ficou
em 7,94%. Portanto observa-se que para preservar o teor de hemiceluloses ¢ recomendado

trabalhar com temperaturas de pré-tratamento mais brandas.

Outro fator importante observado no pré-tratamento em relagao ao teor de hemiceluloses
¢ que a razao solido-liquida (RSL) em fun¢ao da Temperatura (°C) (Figura 15) ndo interfere na

porcentagem de hemiceluloses, sendo possivel manté-la fixa durante o pré-tratamento.



Figura 15: Grafico de superficie considerando o teor de hemiceluloses em fun¢do da RSL x

T(°C).
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Figura 14: Grafico de superficie considerando teor de hemiceluloses em fungao do t

(min) x T (°C)

Fitted Surface; Variable: Hemicelulose (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=17 97622
DV: Hemicelulose (%)
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Fitted Surface; Variable: Hemicelulose (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=17,97622
DV: Hemiceluloses (%)
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Fonte: Autora
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Para a andlise dos resultados obtidos para a lignina ap6s a etapa de pré-tratamento, o
grafico de superficie apresentado na Figura 16, mostra que as maiores porcentagens de lignina
retidas na biomassa foram para as amostras cujo pré-tratamento abrangeu faixas de
temperaturas menos elevadas e tempos de reagdo menores. Por exemplo, para a amostra 5 (T:
150°C, t: 60 minutos), a porcentagem final de lignina apds o pré-tratamento foi de 26,24%,
enquanto que para a amostra 3 (T: 190°C, t: 120 minutos) foi de 14,72%. A partir desses dados
pode-se concluir que a melhor condigdo para remogao de lignina em material lignocelulésico

durante o pré-tratamento, ocorre em faixas mais elevadas de temperatura e tempo maior de

reacao.

Figura 16: Grafico de superficie considerando o teor de lignina em funcdo da T (°C) x
t(min)

Fitted Surface; Variable: Lignina (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=10,65708
DV: Lignina (%)
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Fonte: Autora

Quando comparado a temperatura de reagdo com a RSL (Figura 17), observa-se que a

variavel razao solido-liquida (RSL) ndo influenciou na porcentagem de lignina da biomassa.
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Figura 17: Grafico de superficie considerando o teor de lignina em fung¢do da T (°C) e

RSL

Fitted Surface; Variable: Lignina (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; M3 Residual=10,65708
DV: Lignina (%)
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Fonte: Autora

Em relagdo a porcentagem de deslignificacdo obtida no pré-tratamento da biomassa, o
Diagrama de Pareto (Figura 18), mostra que para temperaturas mais elevadas maior foi o
percentual de deslignificagdo, portanto a temperatura ¢ uma variavel significativa na
deslignificacao da biomassa, o que ¢ evidenciado ao observar a porcentagem de deslignificagao
da amostra 9 (T: 210°C, t: 60 minutos) que foi 79,02%. Outras amostras como a 3 (T: 190°C,
t: 120 m) também apresentou uma alta porcentagem de deslignificagdo correspondendo a
76,31%. O grafico de superficie relacionando tempo (min) e temperatura (°C) em funcio da
deslignificacao da biomassa (Figura 19), mostra que temperaturas mais elevadas e tempos

maiores resultaram em uma maior porcentagem de deslignificacdo da biomassa.
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Figura 18: Diagrama de Pareto para porcentagem de deslignificagdo

Pareto Chart of Standardized Effects, Variable: Deslignificacéo (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=178,3382
DV: Deslignificacédo (%)
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Figura 19: Grafico de superficie relacionando T(°C) x t (min) em fun¢do da
porcentagem de deslignificagdo

Fitted Surface; Variable: Deslignificacdo (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=178,3382
DV: Deslignificacéo (%)
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Fonte: Autora

Autores como Sun et al. (2016) investigaram o efeito do pré-tratamento organossolve
com glicerol puro em diferentes matrizes lignoceluldsicas. No caso do bagago de cana-de-
aclcar, os autores observaram que o pré tratamento apresentou uma boa seletividade

removendo aproximadamente 70% de lignina e hemiceluloses e preservando 94% da celulose
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total. Outro fator importante observado por eles, foi que o pré-tratamento organossolve
desconstruiu a estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulésica que favoreceu a hidrolise do

substrato pré-tratado (SUN et al., 2016).

Virios fatores influenciam o processo de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica,

dentre eles tempo e temperatura sao parametros chave que influenciam nos resultados.

No estudo citado acima, os autores observaram que na faixa de temperatura de 200-
240°C o rendimento do pré-tratamento ja ¢ comprometido diminuindo gradativamente de 68-
57%, essa observacdo também pode ser constatada no estudo realizado, pois as amostras que
foram pré-tratadas com as maiores faixas de temperatura que foi de 200-210°C, também

apresentaram uma diminui¢ao significativa no rendimento do pré-tratamento.

Os autores observaram que a celulose original também ¢ degradada passando de 96%
a 210°C para 91% a 240°C. Em temperatura menor que 220°C a lignina e as hemiceluloses
degradam-se acentuadamente no bagago de cana-de-agticar quando comparado com o aumento
da temperatura do pré-tratamento, permanecendo nessa faixa de temperatura 33% de lignina e

29% de hemiceluloses, ja em temperaturas maiores permaneceu praticamente inalterado.

Segundo Novo et al., (2011) para se obter melhores resultados no pré-tratamento
organossolve com glicerol, como alto grau de deslignificagdo, ¢ necessario utilizar uma
propor¢ao de glicerol alta, além de altas temperaturas, que pode ser observado nos resultados
explanados acima. No entanto, para preservacao da celulose residual tempos de reacdo

intermediarios sdo necessarios para que se preserve a fracao celuldsica.

5. 4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Para melhor compreender as caracteristicas fisicas do substrato pré-tratado e como o
pré-tratamento afeta as fibras, algumas observacdes puderam ser feitas a partir das micrografias.

Atraves das imagens € possivel perceber que o bagaco de cana-de-aglcar in natura
apresentou um superficie lisa e continua com as fibras ordenadas de forma compacta.

Apos o pré-tratamento organossolve com glicerol bruto, ¢ possivel visualizar uma
redugdo significativa do tamanho das fibras do material lignoceluldsico, as fibras antes
compactas foram expostas, tonando-se soltas e mais finas, além de apresentar um tamanho
médio menor quando comparado com o bagago de cana-de-agUcar in natura.

Durante o pré-tratamento organosolve, parte da lignina e hemiceluloses sdo

solubilizadas e despolimerizadas aumentando a area superficial e permitindo uma estrutura
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aberta. Estas caracteristicas favorecem a sacarificacdo enzimatica da celulose (RAMONI., ez al
2013).

A observagao das micrografias (Figura 20) indica que o pré-tratamento promoveu uma
descamacgdo na superficie do material, o que pode indicar a remog¢do parcial de lignina,
hemiceluloses e celulose da biomassa.

As modificagdes observadas nas fibras da biomassa, comprovam que o pré-tratamento
provoca a ruptura da estrutura recalcitrante da biomassa, o que aumenta a area superficial do
substrato provocando um aumento na digestibilidade do complexo enzimatico e
consequentemente um aumento no rendimento de agucares (SANTOS., et al 2012).

Figura 20: Microscopia eletronica de varredura do bagaco sem tratamento e pré-tratado.
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5.5 Difracao de Raio-x (DRX)

A celulose possui uma estrutura formada pela unido de monomeros de D-glicose unidas
por ligacdo glicosidica B-1,4. Sua estrutura formada por ligagdes de hidrogénio entre grupos
OH que podem ocorrer de forma intramolecular (dentro da mesma molécula) ou intermolecular
(entre moléculas adjacentes), conferem a mesma uma estrutura supramolecular (LENGOW SKI
et al.,, 2013). Essa molécula possui regides altamente ordenadas (regides cristalinas),
intermediadas por regides menos cristalinas (regides amorfas), sendo essa tltima mais propensa
ao ataque de enzimas, absor¢do de agua e ataque de reagentes (D’ALEMIDA, 1981).

A propor¢ao entre regides amorfas e cristalinas determina o indice de cristalinidade (IC)
da celulose, o que orientado em conjunto com as regides amorfas e cristalinas afetam as

propriedades mecanicas das fibras de celulose (LENGOWSKI et al., 2013). Os difratogramas
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(Figura 22) mostram que os picos obtidos para as amostras in natura e pré-tratadas sio
caracteristicos de celulose tipo I, onde o halo amorfo e o pico cristalino ficam situados entre os
angulos 18°<20<19° e 22° <26<23°. Na Figura 20 ¢ possivel visualizar os difratogramas obtidos
para o bagaco de cana-de-acUcar in natura e para as amostras pré-tratadas, assim como, € a
tabela 7 apresenta os indices de cristalinidade (ICr) obtidos para cada uma das amostras.

Figura 22: Difratogramas obtidos para a amostra in natura € ap6s o pré-tratamento.
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Fonte: Autora

O indice de cristalinidade das amostras foi calculado com intuito de verificar se o pré-

tratamento modifica a estrutura da celulose, os dados obtidos sdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7: indice de Cristalinidade (ICr)

Amostra ICr (%)

BB 57,60
Amostra 1 68,92
Amostra 2 69,54
Amostra 3 68,72
Amostra 4 65,12
Amostra 5 59,92
Amostra 6 63,31
Amostra 7 60,97
Amostra 8 66,80
Amostra 9 70,61
Amostra 10 65,20
Amostra 11 67,28
Amostra 12 63,67
Amostra 13 64,79
Amostra 14 64,91

Amostra 15 65,50
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O indice de cristalinidade do bagago de cana-de-agucar in natura foi de 57,60%, as
amostras pré-tratadas apresentaram indice maior que do bagaco bruto. Segundo Silva et al.
(2017), o aumento da cristalinidade em material lignoceluldsico pré-tratado ¢ relatado na
literatura e esse aumento ocorre devido a solubilizagdo das fracdes amorfas do material
lignocelulosico, tais como lignina e hemiceluloses. No entanto, o aumento da cristalinidade ndo
indica necessariamente que a celulose sofreu mudancas em sua estrutura cristalina (PERRONE

et al., (2016).

As superficies de resposta para as variaveis dependentes do ICr sdo apresentadas nas
Figuras 22 e 23. Os resultados obtidos nestes experimentos foram analisados com os programas

Statistica® versdo 7.0 (a partir do modelo quadratico).

O Diagrama de Pareto (Figura 23) para o indice de cristalinidade (ICr), mostra que a
variavel temperatura e tempo mais elevados sao significativos para o aumento da cristalinidade

do material.

Figura 23: Diagrama de Pareto para o indice de cristalinidade (ICr)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Cristalinidade (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=1,616011
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Fonte: Autora

A andlise feita pelo Diagrama de Pareto também ¢ comprovada pelo grafico de
superficie (Figura 24) que relaciona o indice de cristalinidade (ICr) em funcdo do tempo e da
temperatura. E possivel observar que para maiores temperaturas e maiores tempos de pré-

tratamento o indice de cristalinidade foi maior.
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Figura 24: Grafico de superficie relacionando a cristalinidade com a T (°C) x t (min).

Fitted Surface; Variable: Cristalinidade (%)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=1,616011
DV: Cristalinidade (%)
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Fonte: Autora

5.6 Hidrdlise Enzimatica

A tabela 8 apresenta a concentragdo de agucares redutores totais (ART), obtidos apos
hidrolise enzimatica. Os dados apresentados mostram a concentragdo dos agucares redutores

totais (ART), da amostra de bagago in natura e das amostras apds o pré-tratamento.

Tabela 8: Concentracdo de ART (g/L) obtida apos 72 h de hidrolise

Amostra ART (g/L)
B.B 41,64
Amostra 1 412,35
Amostra 2 128,37
Amostra 3 88,61
Amostra 4 92,37
Amostra 5 92.62
Amostra 6 83,83
Amostra 7 126,27
Amostra 8 155,82
Amostra 9 299.92
Amostra 10 348,96
Amostra 11 159,94
Amostra 12 259,72
Amostra 13 334,65

Amostra 14 216,03
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A concentragdo de acucares redutores totais para o bagago de cana-de-agtcar in natura
apos 72 horas de hidrolise, alcangou a concentracao 41,64 g/L. Para as amostras pré-tratadas os
resultados da tabela 7 mostram que o substrato pré-tratado pelo método organossolve ¢
suscetivel e acessivel as enzimas, visto que na etapa de hidrolise enzimatica utilizou-se uma
carga de enzimas relativamente baixa 10 FPU/g de celulose presente no substrato seco, que

resultou em concentracdes altas de agticares redutores totais (ART) para a maioria das amostras.

Os resultados obtidos na etapa de hidrolise enzimdtica foram analisados com o
programa Statistica® versao 7.0 (a partir do modelo quadratico) e o Diagrama de Pareto e o

grafico de superficie podem ser vistos na Figura 25 e 26, respectivamente.

O Diagrama de Pareto (Figura 25) mostra que as melhores concentragdes de agticares
redutores totais (ART), foi alcangada em amostras que foram pré-tratadas com temperaturas
mais elevadas e tempo de pré-tratamento menores, portanto a temperatura € significativa para

valores mais elevados e o tempo também ¢ significativo para os menores tempos de reacao.

O gréfico de superficie (Figura 26) relacionando a superficie resposta (concentragao
de ART) com a temperatura e tempo do pré-tratamento também mostraram que para menores

tempos e temperaturas mais elevadas a concentracao de agucares redutores totais foi maior.

Figura 25: Diagrama de Pareto para a concentragdo de ART considerando os efeitos

de temperatura e tempo de pré-tratamento.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: ART (mg/mL)
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; M5 Residual=5732 926
DV: ART (mg/mL}
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Fonte: Autora
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Figura 26: Superficies de resposta geradas a partir do modelo quadratico

apresentando a relacdo da temperatura e tempo com a concentragao de ART

Fitted Surface; Variable: ART (mg/mL)
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=5732,926
DV: ART (mg/mL)

{1 Bud) e

Fonte: Autora

Essa analise torna-se mais compreensivel quando comparamos essa condi¢do com a
amostra 9 (T: 210°C; t: 60 minutos) que teve concentragdo de ART de 299,92 mg/mL e amostra
10 (T: 200°C; t: 90 minutos) com concentragdo de 348,96 mg/mL, em ambas amostras a
concentracdo de agucares redutores totais (ART) pode ser considerado satisfatorios, e as
mesmas foram pré-tratadas com temperaturas elevadas e tempos de reacdo relativamente

baixos.

As amostras 1 e 9 que tiveram concentracdo de agucar redutor total (ART)
relativamente alta sendo respectivamente 412,36 mg/mL e 299,92 mg/mL, na etapa de
caracterizacdo em rela¢do ao teor de lignina apresentaram valores altos de deslignificacao,
sendo que a amostra 1 teve 69,27% de deslignificagdo e a amostra 9 obteve 79,02 % de

deslignificacao.

A lignina na fibra vegetal funciona como uma barreira fisica ao redor das fibras
celuldsicas, por esta razdo ¢ necessario submeter a biomassa lignoceluldsica a uma etapa de

pré-tratamento para que ocorra a separagdo da matriz de lignina da fibra celulosica que ¢
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convertida em glicose (OGEDA e PETRI, 2010). Essa concentragdo satisfatoria de ART nas
amostras, pode ser atribuida a eficacia do pré-tratamento organossolve com glicerol bruto na

remogao de lignina.

Virios autores tém estudado o efeito do pré-tratamento organossolve com glicerol em

bagaco de cana-de-acucar.

Martin et al., (2011), estudou o efeito do pré-tratamento com glicerol na recuperagao e
hidrodlise enzimatica de bagaco de cana. Em seu estudo os autores utilizaram glicerol, NaOH e
H>SOy4 para pré tratar a biomassa. Na hidrolise enzimatica utilizaram celulases de Trichoderma
reesei (Celluclast 1.5L) e uma preparacao de gly-glicosidade, com uma carga de enzimas de 25
FPU/g. Os resultados do estudo mostraram a eficacia do pré-tratamento com glicerol na
hidrodlise enzimatica da celulose, sendo que a maior conversao global de celulose foi alcangada
para o pré-tratamento somente com glicerol, sem adi¢ao de hidroxido de sddio e acido sulfurico,
chegando em uma conversdo de 85-94% de celulose, além disso com a celulose foi quase

totalmente recuperada chegando a 72% do substrato pré-tratado.

O pré-tratamento organossolve tem sido estudado e utilizado para outros tipos de
biomassa como cavacos de Eucalyptus, no estudo desenvolvido por Ramoni et al., (2013), os
autores observaram que o pré-tratamento com glicerol aquoso removeu 72% de lignina da
madeira e preservou a celulose em 83%, além de apresentar uma hidrélise enzimatica de 98%

em 48 h com 20 FPU/g de Celluclast 1,5 L e 100 UI da Novozyme.

Hundt et al., (2013) realizou a hidroélise enzimatica quase completa da madeira pré-
tratada com glicerol alcalino com carga enziméatica de 15 FPU / g Celulase (Celluclast 1,5 L) e
30 CBU / g B-glucosidase (Novozyme 188), os autores conseguiram converter 97% da celulose
na polpa em glicose usando celulases de Trichoderma reesei e B-glicosidase de Aspergillus

niger.

Sun et al., (2016), estudou o efeito do pré-tratamento com glicerol puro na biomassa de
cana-de-actcar, os autores submeteram os substratos pré-trados a hidrélise enzimatica com uma
carga de enzima relativamente baixa, 6 e 10 FPU / g de substrato seco, de celulase Cellec
CTec2. A 10 FPU / g de substrato seco, todos os substratos apresentaram uma hidrolise
enzimatica rapida, execedendo 90%. A 6 FPU / g substrato seco, a hidrélise enzimatica de 72

h foi superior a 80%.
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Analisando os dados obtidos na hidrélise enzimatica e os dados presentes na literatura,
pode observar que o pré-tratamento com glicerol € seletivo em uma variedade de substratos
lignoceluldsicos naturais, melhorando assim efetivamente a hidrolisabilidade dos substratos
lignocelulosicos. Além disso, como mostrado nesse trabalho e no trabalho de Sun et al., (2016),
¢ possivel obter bons resultados de hidrolise utilizando cargas de enzimas relativamente baixas,
visto que um dos principais desafios na conversao de biomassa ¢ o alto custo do pré-tratamento

e das enzimas empregadas na hidrolise.
5.7 Analise de Glicose (C6) e Xilose (C5) nos acucares redutores totais (ART)

Através do pré-tratamento almeja-se obter agticares de cadeias C5 e C6, como xilose
(agucares com 5 carbonos) e glicose (agucares com 6 carbonos). Sendo assim, a analise desses
agucares foi realizada em um cromatografo de fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) modelo
SHIMADZU equipado com detector de indice de refracdo (RID-6A SHIMADZU) e coluna
Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm BIO-RAD). Os resultados obtidos para a concentragdo de

glicose e xilose sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Concentragdo obtida de Glicose e Xilose apos a hidrolise enzimatica

Amostra Glicose (g/L) Xilose (g/L)

B.B 5,78 5,20
Amostra 1 48,61 10,58
Amostra 2 48,02 4,37
Amostra 3 5,60 1,14
Amostra 4 10,13 4,60
Amostra 5 10,83 4,95
Amostra 6 9,43 4,25
Amostra 7 4,42 2,19
Amostra 8 9,81 6,66
Amostra 9 59,49 4,78
Amostra 10 59,75 6,39
Amostra 11 20,07 6,12
Amostra 12 39,60 9,25
Amostra 13 22,74 6,58
Amostra 14 20,59 5,87

Durante a hidrolise enzimatica agticares sao formados, dentre eles tem-se dois tipos: as

pentoses (xilose) que sdao provenientes da hidrolise da fracdo de hemiceluloses e as hexoses
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(glicose) que sdo geradas a partir da degradacdo de parte das hemiceluloses e da celulose

(RABELO, 2007).

As amostras que apresentaram maiores concentracoes de glicose foram as amostras 1,
2,9 e 10, sendo que sua concentragdo foi respectivamente 48,61 (g/L), 48,02 (g/L), 59,49 (g/L)
e 59,75 (g/L).

Em relacao a concentracdo de xilose as amostras com maiores concentragcoes foram as
amostras 1 e 12, sendo a concentracdo para a amostra 1 de 10,58 (g/L) e para a amostra 12 de
9,25 (g/L). Os resultados obtidos para a concentracao de glicose e xilose foram analisados
usando os programas Statistica® versdo 7.0 (a partir do modelo quadratico) e OriginPro 8®,

conforme sdo apresentados abaixo.

O Diagrama de Pareto (Figura 27) para a resposta glicose, mostra que a vaiavel
temperatura influéncia de forma significativa a obtencao de glicose e a interacdo da RSL com
a temperatura também foi significativa, sendo que para as amostras pré-tratadas com
temperaturas mais elevadas obteve-se apds a hidrolise enzimatica maiores concentracdes de
glicose. Os ensaios 1, 2, 9 e 10 apresentaram maiores concentragdes de glicose e foram pré-

tratados na faixa de temperatura de 180-210°C.

Figura 27: Diagrama de Pareto considerando as variaveis temperatura (°C), tempo

(min) e RSL em fungao da resposta concentracao de glicose.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Glicose C8&
3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Residual=208,6191
DV: Glicose C6
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1Lby2L 175108

p=,05

Fonte: Autora
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A Figura 28 apresenta o grafico de superficie relacionando a concentra¢do de glicose
em fun¢do do tempo e temperatura de pré-tratamento, sendo possivel observar que para a faixa
mais elevada de temperatura obteve-se as maiores concentracdes de glicose, sendo que o tempo

de pré-tratamento nao apresentou influéncia na concentracao de glicose.

Figura 28: Grafico de superficie relacionando concentragio de glicose com tempo

(min) x T (°C)

Fitted Surface; Variable: Glicose C6
3 factors, 1 Blocks, 15 Runs; WS Residual=208 6791
DV: Gliccse C6

o) 250910

- 60
> 40
< 20

Fonte: Autora

Em relagdo a concentragdo de glicose obtida para as amostras 1, 9 e 10 observa-se que
esse resultado estd relacionado a outros resultados da caracterizagdo, como a porcentagem de
deslignificacdo, que foi a maior para as amostras em questdo. Autores como Siqueira et al.
(2013) reporta que amostras de bagaco de cana-de-aglicar com menor teor de lignina sdo mais
facilmente hidrolisadas, evidenciando que a presenca de lignina ¢ um fator limitante para a

eficiéncia do processo de hidrdlise enzimatica.
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Em relacdo a concentracdo de xilose as amostras que obtiveram maiores concentracdes
foi a amostra 1 e amostra 12. Quando tragado o Diagrama de Pareto (Figura 29), foi possivel
observar que as variaveis definidas para o pré-tratamento (tempo, temperatura ¢ RSL) nao

foram significativas para a concentracao de xilose.

Figura 29: Diagrama de Pareto considerando as varidveis temperatura (°C), tempo

(min) e RSL em funcdo da resposta concentragdo de xilose.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Xilose C5
3 factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Residual=5,733665
DV: Xilose C5
!
1by3L | -2.03644
2Lby3L -1,6169
Temperatura (°C)(Q) -1,3687
fe
Tempo (min)(Q) 7789097
(2)Tempo (min)({L) 6500085
1Lby2L 4914999
(1)Temperatura (°G){L) -,200921
(3)Razao ligquido-sdlido (mL/g)(L) ‘ = 133889
Raz&o liquido-solido (mbLig)(Q) = 027041
p=,05

Fonte: Autora
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6.0 Conclusao

O pré-tratamento organossolve usando como solvente o glicerol bruto mostrou-se
eficiente para tratamento do bagago de cana-de-agucar, as varidveis (temperatura, tempo e RSL)
definidas no planejamento permitiram compreender melhor como o pré-tratamento promove a
retirada de lignina e hemiceluloses da biomassa, podendo considerar que a deslignificacdo da
biomassa foi eficiente para as temperaturas elevadas de pré-tratamento, sendo possivel alcangar
em uma amostra o valor maximo de 79,02% de deslignificac¢do, além de rendimento de celulose
com o teor elevado, chegando a 82,49%. Dessa forma pode-se concluir que o pré-tratamento €
eficiente na remocao de lignina e hemiceluloses, o que foi comprovado através da Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV) e da técnica de difragdo de Raio-x.

O método de fracionamento permitiu preparar uma fragao solida com alto teor de
celulose para a hidrolise enzimatica, sendo que a quantidade de enzimas utilizadas (10 FPU/g
de celulose presente no substrato) ¢ considerada baixa, € mesmo assim possibilitou a obtengao
de concentracdes elevadas de agucares redutores totais (ART). A analise de glicose nos agucares
redutores totais, mostrou que a melhor condi¢do de pré-tratamento para a obtengao de glicose,
que ¢ o acucar de maior interesse para a producdo de etanol de segunda geracdo, foram:
amostras 1 (T: 180°C, t: 150, RSL: 8) com concentracao 48,61 g/L., amostra 2 (T: 210°C, t: 150,
RSL: 8) com 48,02 g/L, amostra 9 (T: 210°C, t: 60, RSL: 8) com 59,49 g/L. e amostra 10
(T:200°C, t:90, RSL: 6) com 59,75 g/L.

De forma geral, observa-se que a variavel temperatura foi a mais relevante na etapa de
pré-tratamento e que o melhor resultado obtido para a concentragdo de glicose foi para a amostra
9 que apresentou alta porcentagem de celulose residual (81,75%) apds o tratamento,
porcentagem de lignina total (16,82%), porcentagem de deslignificacdo (79,02%) e
concentracdo de glicose de 59,49g/L.

Portanto, conclui-se a partir do trabalho realizado, que o pré-tratamento com glicerol
bruto ¢ capaz de promover a deslignificagdo eficiente do bagaco de cana-de-actcar,
promovendo a ruptura da estrutura recalcitrante da biomassa e favorecendo a hidrolise
enzimatica, resultando em altas concentragdes de acucares redutores totais ¢ em concentracdes

significativas de glicose que pode ser fermentada para a produgdo de etanol de segunda geragao.
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