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v
RESUMO

O rapido consumo dos combustiveis fosseis, aliado aos problemas ambientais atribuidos a
eles, e a crescente demanda por energia tém direcionado a busca de energias renovaveis. A
biomassa surge como a alternativa mais viavel, mas sua caracteristica recalcitrante exige um
pré-tratamento, cujo destaque aponta para aqueles utilizando solventes organicos
(organosolv). Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da associacdo do y-
valerolactona (GVL) com glicerol no pré-tratamento do bagago de cana visando melhorar a
sacarificagdo. Os experimentos foram realizados em sete diferentes condicdes de pré-
tratamento variando as propor¢des GVL e glicerol na solucio de reagdo: 80% GVL/0%Gli,
70%GVL/10%Gli, 60%GVL/20%Gli, 50%GVL/30%Gli, 40%GVL/40%Gli, 20%GVL/
60%Gli, 0%GVL/80%GIli. Apos a biomassa do bagaco de cana ter sido pré-tratada foram
realizadas analises de hidrolise acida, hidrolise enzimatica para verificar a disponibilidade de
acucares fermentaveis (glicose e xilose) e de subprodutos inibidores da fermentagdo (furfural
e hidroximetilfurfural). Além disso, foi verificada a recuperacdo do solvente GVL e dos
agucares na fase solvente e aquosa formadas apds a indug¢do de solucdo bifasica do
hidrolisado. A alteracdo estrutural da biomassa so6lida depois do pré-tratamento também foi
analisada utilizando técnicas de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
— FT-IR, difracdo de raio X e microscopia de varredura eletronica — MEV. Os resultados da
composicdo e recuperacdo da biomassa, digestibilidade e rendimento da glicose mostraram de
uma forma geral que os melhores resultados foram encontrados nos pré-tratamentos com
maiores porcentagens de GVL (60, 70 e 80%). A recuperagao do solvente GVL também
apresentou melhores resultados nos pré-tratamentos com maiores porcentagens do solvente
(60, 70 e 80%) e sua distribuicao se concentrou na fase solvente da solucao bifasica, chegando
a 77% de recuperagdo. A distribuicao da glicose foi de 100% na fase aquosa em todos pré-
tratamentos e a xilose, apesar de ter aparecido na fase solvente, se concentrou na fase aquosa
com resultados variando de 70 até 87%. Os espectros do FT-IR apresentaram picos em
comprimentos de onda 2,915, 1726, 1606, 1507, 1230 ¢ 833 cm™'. Todas bandas identificadas
caracterizam a remocao da lignina pelos pré-tratamentos, com excec¢dao da primeira que esta
relacionada com a celulose e/ou hemicelulose. As imagens do MEV sdo congruentes com os
resultados do FT-IR pois mostram que o revestimento de lignina e hemicelulose nas fibras de
celulose foram removidas em maior ou menor grau conforme cada pré-tratamento. O indice
de cristalinidade, calculado através da DRX, demonstrou que houve diminui¢do da
cristalinidade da biomassa pré-tratada quando comparada com a biomassa sem pré-
tratamento. Com esses resultados, pode-se concluir que a associacdo de GVL ao glicerol
favoreceu o aumento da digestibilidade da glicose em até 8,3 vezes quando comparado com o
bagaco sem pré-tratamento. As técnicas de FT-IR, DRX e MEV foram capazes de mostrar
que o pré-tratamento GVL/GIi geraram alteragdes nas fibras e estado cristalino do bagago pré-
tratado. E que o GVL pode ser recuperado em proporcdes superiores a 74% sem a destilagao
do mesmo na fase aquosa.

Palavras chaves: bagaco de cana, organosolv, valerolactona (GVL), glicerol,



ABSTRACT

The rapid consumption of fossil fuels, coupled with the environmental problems attributed to
them, and the growing demand for energy have driven the search for renewable energies.
Biomass appears as the most viable alternative, but its recalcitrant characteristic requires a
pre-treatment, whose prominence points to those using organic solvents (organosolv). This
work aimed to evaluate the effects of the association of y-valerolactone (GVL) with glycerol
in the pre-treatment of sugarcane bagasse in order to improve saccharification. The
experiments were carried out in seven different pretreatment conditions varying the GVL and
glycerol proportions in the reaction solution: 80%GVL/0%Gly, 70%GVL/10%Gly,
60%GVL/20%Gly, 50%GVL/30%Gly, 40%GVL/40%Gly, 20%GVL/60%Gly,
0%GVL/80%Gly. After the biomass of the sugarcane bagasse was pretreated, acid hydrolysis,
enzymatic hydrolysis analyzes were performed to verify the availability of fermentable sugars
(glucose and xylose) and fermentation inhibiting byproducts (furfural and
hydroxymethylfurfural). In addition, the recovery of the solvent GVL and the sugars in the
solvent and aqueous phase formed after the induction of biphasic hydrolysis solution was
verified. The structural alteration of the solid biomass after pretreatment was also analyzed
using Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), X-ray diffraction and SEM-scanning
electron microscopy techniques. The results of the composition and recovery of biomass,
digestibility and glucose yield showed in general that the best results were found in the pre-
treatments with higher GVL percentages (60, 70 and 80%). The GVL solvent recovery also
showed better results in the pre-treatments with higher solvent percentages (60, 70 and 80%)
and their distribution was concentrated in the solvent phase of the biphasic solution, reaching
77% recovery. The glucose distribution was 100% in the aqueous phase in all pre-treatments
and xylose, although it appeared in the solvent phase, was concentrated in the aqueous phase
with results ranging from 70 to 87%. FT-IR spectra showed peaks at wavelengths 2,915,
1726, 1606, 1507, 1230 and 833 cm -1. All identified bands characterize the removal of lignin
by pre-treatments, except for the first one that is related to cellulose and / or hemicellulose.
SEM images are congruent with FT-IR results as they show that the lignin and hemicellulose
coating on the cellulose fibers were removed to a greater or lesser extent according to each
pretreatment. The crystallinity index, calculated by XRD, showed that the crystallinity of the
pretreated biomass decreased when compared to the biomass without pre-treatment. With
these results, it can be concluded that the association of GVL to glycerol favored the increase
of glucose digestibility by up to 8.3 times when compared to bagasse without pre-treatment.
The FT-IR, DRX and MEV techniques were able to show that the GVL / Gli pretreatment
generated changes in the fibers and crystalline state of the pretreated bagasse. And that the
GVL can be recovered in proportions higher than 74% without the distillation thereof in the
aqueous phase.

Key words: sugarcane bagasse, organosolv, valerolactone (GVL), glycerol.



Capitulo 1 — Introdug@o 1

CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Apesar do carbono f6ssil ser conhecido desde a antiguidade, passou a ser utilizado
como principal fonte de energia e produtos quimicos em meados do século XIX. Desde entao,
o petroleo e seus produtos de fracionamento tém proporcionado grandes avangos em todas
areas de ciéncia e tecnologia e consequentemente contribuido para o desenvolvimento

humano (ZHANG et al., 2016).

No entanto, o rapido consumo desses recursos aliados aos problemas ambientais
atribuidos a ele, e a crescente demanda por energia, tem direcionado a busca de energias
alternativas. Geralmente, estas energias sdo oriundas de recursos renovaveis e reconhecidas
como excelentes alternativas para complementar a matriz energética existente. Dentre elas,
destacam-se a energia solar, eolica, biomassa, hidrelétrica e geotérmica (WEISS e PATEL,

2007).

Apesar da energia eolica e hidrelétrica deterem consideravel potencial, sdo
insuficientes e incapazes de atenderem sozinhas a demanda global de energia. Apesar de
apresentar maior possibilidade de resolver o problema, a energia solar s6 serd viavel em longo
prazo. No entanto, para curto e médio prazo, a maioria dos especialistas aposta na biomassa
como fonte alternativa mais viavel para solucionar o “déficit” de energia sustentavel e
renovavel (GEBOERS et al., 2011). Isso porque ela representa o maior volume potencial e o
menor custo para producdo de biocombustiveis e bioquimicos (ZHANG; PEL; WANG, 2016).
Estima-se que a producdo anual de biomassa seja entre 80 a 164 bilhdes de toneladas de
matéria seca, tendo o potencial de deslocar uma propor¢ao significativa de recursos fosseis
como matéria-prima para a producao de combustiveis e produtos quimicos (ZHANG et al.,

2016).

Além disso, a biomassa ¢ a unica fonte sustentavel de carbono organico e pode ser
obtida em todo o mundo na forma de materiais orginicos, como por exemplo residuos
florestais, madeira e seus residuos, culturas agricolas e residuos da agroindustria. Ela também
apresenta um ciclo fechado no qual o CO: liberado pela sua transformagdo em produtos
quimicos, combustiveis ou energia ¢ recapturado pelas plantas através da fotossintese

(SERRANO-RUIZ; LUQUE; SEPULVEDA-ESCRIBANO, 2011).



Capitulo 1 — Introdug@o 2

Apesar do processo de hidrélise da biomassa comestivel (amidos e 6leos vegetais) ser
bem mais simples que a da biomassa de materiais lignoceluldsicos, a primeira pode levar a
concorréncia de terras para a produgdao de alimentos, o que pode acarretar o aumento dos

precos dos mesmos, como ocorrido em 2007 e 2008.

Com vistas a se evitar este problema, a utilizagdo da biomassa oriunda dos residuos
agroflorestais surge como uma alternativa promissora devido a sua abundancia e ao seu baixo
custo de obtencao. Por outro lado, por se tratar de um material lignoceluldsico, possui fortes
ligagdes quimicas, recalcitrante e de dificil degradacdo. Isso eleva o custo de conversdo dessa

fonte renovavel em biocombustiveis e bioprodutos.

Virias tecnologias tém sido estudadas visando facilitar ¢ diminuir os custos da
degradagdo da biomassa lignocelulésica. O pré-tratamento da biomassa destaca-se como a
principal tecnologia que visa romper as estruturas da lignocelulose e aumentar a
acessibilidade das enzimas aos agucares fermentaveis presentes na celulose e hemicelulose da

biomassa (ZHANG et al., 2016).

No entanto, na escolha da tecnologia de pré-tratamento mais adequada a ser utilizada
deve também considerar o tipo de matéria prima, manipulagdo € processo, composicao €
tamanho do vaso de tratamento, eficiéncia da fermentagdo, concentracdo € composi¢dao
enzimatica, disposic¢do de residuos e oportunidade para gerar co-produtos (YANG; WYMAN,
2008).

A literatura fornece uma visdo geral das diferentes abordagens para o pré-tratamento
de lignocelulose. As tecnologias de pré-tratamento podem ser categorizadas como quimicas,
fisicas, bioldgicas ou suas combinagdes. Os pré-tratamentos quimicos sao tipicamente
conduzidos sob pressdo a temperaturas significativamente acima do ponto de ebuli¢do do
solvente (por exemplo, dgua ou liquidos organicos), com ou sem a adi¢do de catalisadores. Os
pré-tratamentos fisicos incluem fragmentacdo mecanica (por exemplo, moagem de bolas e
moagem de disco hiimido), extrusdo e irradiacdo (por exemplo, ultra-sons, microondas, raios
v). Os pré-tratamentos biologicos geralmente empregam fungos de podridao branca, que agem

pela degradagdo enzimatica da lignina (WAN; LI, 2012).

Os pré-tratamentos puramente fisicos ou bioldgicos requerem entradas de energia

relativamente altas ou tempos de pré-tratamento longos (dias ou semanas), respectivamente,
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para melhorar os rendimentos de sacarificagdo para um nivel comercialmente viavel e,
portanto, ndo sdo praticas atualmente para aplicagdes industriais. A maioria dos estudos de
pré-tratamento recentes se concentrou em processos fisico-quimicos em que a biomassa
lignocelulosica ¢ desconstruida quimicamente e depois processada fisicamente para reduzir o

tamanho de particula (ZHANG et al., 2016).

Pré-tratamentos de lignocelulose que utilizam solventes organicos (mais comumente
conhecidos como pré-tratamentos organosolv) tem sido intensamente estudados desde o seu
desenvolvimento na industria de celulose e papel e emergiram como uma das estratégias de
pré-tratamento mais promissoras para o aprimoramento da sacarificacdo enzimdtica da

lignocelulose (CALVO-FLORES; DOBADO, 2010).

E embora as pesquisas sobre a aplicacdo destes solventes tenham progredido
significativamente nos ultimos anos, as revisdes abrangentes que descrevem os pré-

tratamentos organosolv sdo limitadas (ZHAO; CHENG; LIU, 2009).

Os pré-tratamentos organosolv utilizam solventes tais como élcoois alifaticos de
cadeia curta (por exemplo, metanol, etanol), polidis (por exemplo, glicerol, etilenoglicol (EG),
trietilenoglicol), acidos orgéanicos, acetona, dioxano e fenol. Alguns desses solventes
organicos (como o metanol, o etanol, a acetona, o acido acético, o valerolactona (GVL) e o
glicerol) podem ser obtidos a partir de fontes renovaveis, aumentando sua aplicagdo para a
producdo sustentdvel de combustiveis e produtos quimicos. Além disso, alguns pré-
tratamentos organosolv possibilitam a obten¢do de lignina relativamente pura, baixa em
enxofre e menos condensada do que a obtida por outros pré-tratamentos de lignocelulose.

Essa lignina de "alta qualidade" pode ser potencialmente transformada em produtos de maior

valor (CALVO-FLORES; DOBADO, 2010).

Mais recentemente, o termo "organosolv" também foi aplicado a processos de pré-
tratamento de biomassa lignoceluldsica que utilizam solventes orgénicos tais como carbonatos
de alquileno, N-metil-N-6xido de morfolina (ou 4-6xido de 4-metilmorfolina),
metilisobutilcetona e 2-metil-tetrahidrofurfurano e liquidos i6nicos compostos de cations e

anions organicos (HOU; LI; ZONG, 2013).

No entanto, os processos de tratamento desses liquido i6nico sdo relativamente caros

em comparagdo com os outros processos de organosolv devido aos altos custos associados a



Capitulo 1 — Introdug@o 4

sua producdo e recuperagdo, apesar do seu potencial em dissolver e descristalinizar o

componente de celulose da biomassa (BONAWITZ; CHAPPLE, 2010).

O pré-tratamento utilizando solventes organicos GVL ou glicerol, objeto desse estudo,
sio relatados constantemente na literatura. Por exemplo, HORVATH et al. (2008)
consideraram o GVL um solvente organico ideal porque tem baixo ponto de fusdo (-31°C),
baixa pressao de vapor e ¢ miscivel com dgua. Além disso, QI et al. (2014) reforgam que € um
solvente seguro e renovavel, que pode ser derivado de lignocelulose. De acordo com
SHELDON (2014) , sua sintese parte da degradacdo de agucares hexoses que produzem o
HMF que subsequentemente ¢ convertido em acido levulinico (LA) e depois em GVL. No que
se refere aos seus efeitos como solvente organico, WU et al. (2016) relatam que o GVL
apresenta-se efetivo na extragdo de lignina e na degradacdo de glicose e xilose. Além disso
apresentam baixa formacao de subprodutos inibidores da fermentagdo tais como furfural,
HMF, é&cido latico, foérmico e acético. ZHANG et al. (2016) também ressaltam que
recentemente 0 GVL recebeu significativa atencdo como solvente organico pois pode alcangar
a sacarificagdo completa de biomassa a baixas concentragdes de 4acido. Esta abordagem difere
do processo tradicional de organosolventes uma vez que produz agucares soluveis em vez de

substrato rico em celulose para subsequente sacarificagao.

No que se refere ao glicerol, ISMAIL et al. (2010) relataram que ele ¢ considerado um
solvente organico atraente porque ¢ um composto ndo inflamavel e baixa pressao de vapor.
Além disso, ¢ sintetizado naturalmente a partir da conversdo de matérias-primas de
triglicérides de segunda geragdo - 6leos vegetais ndo comestiveis, 0leo de algas ou residuos de
Oleos e gorduras de cozinha - em biodiesel e precursores quimicos (SHELDON, 2014). Em
um trabalho utilizando o glicerol como organosolvente, MARTIN et al. (2011) relataram que
a solubilizacdo de lignina aumentou proporcionalmente com a concentra¢do de glicerol,
atuando mais seletivamente na lignina do que em xilano. Reportaram também que o pré-

tratamento com glicerol foi eficaz aumentando a hidrolise enzimatica de celulose.

Outros autores ainda reforcam que o GVL exibe as caracteristicas mais importantes de
um meio de reagdo ideal, incluindo a possibilidade de usa-lo para a producao tanto de energia
quanto de produtos que consomem carbono (ALONSO; WETTSTEIN; DUMESIC, 2013). E
renovavel, tem baixo ponto de fusdo, altos pontos de ebulicao e de fulgor, baixa toxicidade,

alta solubilidade em &4gua para auxiliar a biodegradagdo e ndo forma uma quantidade
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mensuravel de perdxidos ao longo do tempo (HORVATH et al., 2008). Além disso, a
recuperagdo do GVL ¢ simples e eficiente, pois ndo forma um azedtropo com agua; o ultimo
pode ser removido por destilagdao, o que resulta em um processo que demanda menos energia

para a reciclagem que o etanol por exemplo (MEHDI et al., 2008).

Foi demonstrado que a desidratagdo de agucares em compostos furdnicos resultam em
rendimentos muito maiores quando o GVL ¢ usado como solvente juntamente com uma
pequena quantidade de 4gua (GURBUZ et al., 2013). Recentemente, uma produgdo em escala
laboratorial de carboidratos com alto rendimento (70-90%) de uma série de fontes de
biomassa usando uma mistura solvente de GVL, dgua e acido diluido foi relatada. O GVL
pode ser separado dos carboidratos soltiveis pela adi¢cdo de NaCl ou extracdo com CO,. Além
disso, O GVL ¢ estavel em sistemas acidos em altas temperaturas (470 K) (LUTERBACHER
et al., 2014).

A literatura disponibiliza varios trabalhos que utilizam o glicerol ou o0 GVL como
solvente organico, variando o tipo de biomassa pré-tratada, as condigdes de temperatura,
tempo de reacdo, concentracdo dos solventes na solu¢do de reagdo e os catalizadores. No
entanto, apesar dessas variaveis, o objetivo comum ¢ o de aumentar a digestibilidade da
glicose através da hidrolise enzimdtica com vistas a produgdo de bioquimicos e

biocombustiveis.

A solu¢do de reacdo geralmente ¢ um solvente organico e 4gua variando suas
proporcdes. Nesse sentido, este trabalho apresenta a novidade de utilizacdo do glicerol
juntamente com GVL com o intuito de verificar se essa associacdo contribuiria com o
aumento da digestibilidade da glicose presente no bagaco de cana estudado. Ressalta-se que
na literatura consultada ndo foram encontrados trabalhos que utilizaram-se dessa associacao

para esse fim.

Assim, neste trabalho foi realizado o estudo do processo organosolv com o uso de y-
valerolactona (GVL) associado ao glicerol como sistema de interesse. O objetivo geral foi o
de avaliar os efeitos da associacdo do y-valerolactona (GVL) com glicerol no pré-tratamento
do bagago de cana visando melhorar a disponibilizagao e digestibilidade da glicose contida na

biomassa. E os objetivos especificos foram:
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v’ Caracterizar, através de hidrdlise 4cida, a composi¢do da biomassa bagago de cana

submetido as diferentes condigdes de pré-tratamentos;

v' Avaliar a digestibilidade, via hidrdlise enzimdtica, da biomassa bagag¢o de cana

submetido as diferentes condi¢des de pré-tratamento.

v’ Verificar as altera¢des na estrutura da biomassa associadas as diferentes condi¢des de
pré-tratamentos utilizando as técnicas de microscopia eletronica, infravermelho e

difracdo de raio-x.;

v Avaliar a recuperagdo de solvente GVL, por indugdo de solugdo bifasica a partir do

hidrolisado originado das diferentes condigdes de pré-tratamentos;
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CAPITULO 2 - REVISAO DE BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo foi realizada uma breve revisao bibliografica referente ao contexto das
biorrefinarias de biomassa lignocelulodsica, estrutura da biomassa lignocelulosica, processos
de pré-tratamento mais comuns ¢ o uso do processo organosolv com discurso de esforcos
gerais deste pré-tratamento € o uso do GVL associado ao glicerol como forma de pré-
tratamento. Primeiramente serd abordado o assunto biorefinarias e biomassa, compreendendo
0 seus conceitos € componentes estruturais. Em seguida, serdo discutidos os processos de pré-
tratamento mais utilizados enfatizando a utilizagdo de organosolv e em especifico, abordando

o uso de GVL e glicerol como solventes no pré-tratamento de biomassa lignoceluldsica.

2.1. Biomassal/biorrefinarias: oportunidades e desafios

Virias tecnologias de conversdo de biomassa em bioetanol tem sido estudadas nos
ultimos 50 anos, mas um conceito de biorefinaria ¢ atualmente integrado como a conversao de
varias matérias-primas de biomassa em varios produtos. Para isso, sdo utilizadas diferentes
tecnologias de processamento, com foco primdrio em biocombustiveis (bioetanol , biodiesel e
biogas) e subprodutos, incluindo bioquimicos e bioenergia de valor agregado (calor e energia)

(GAVRILESCU, 2014).

A biorrefinagem oferece flexibilidade de requisitos de matéria-prima e eficiéncia
energética vantajosa em comparagdo com a producdo de um tUnico combustivel (PANDE;

BHASKARWAR, 2012).

De acordo com ALONSO; BOND; DUMESIC (2010), sao consideradas trés classes
gerais de matéria prima derivada da biomassa apropriada para produgdo de energia renovavel:

amido (incluindo agucares), triglicerideos e lignocelulose.

As matérias-primas a base de amido, sdo derivadas de culturas agricolas como milho,
trigo e batata, por exemplo. Sdo chamadas de biomassa comestivel, formadas por
polissacarideos unidos por ligacdes glicosidicas que sdo facilmente hidrolisadas em

mondmeros de aglicares fermentaveis para producao de etanol.
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Aquelas a base de triglicerideos, sdo compostas por acidos graxos e glicerol e suas
fontes para producdo de biodiesel incluem varios Oleos vegetais (girassol e canola, por

exemplo), residuos de dleo e algas.

Por fim, as matérias-primas a base de material lignocelulosico sdo aquelas compostas
por trés diferentes fragdes de celulose, hemicelulose e lignina cuja porcentagem varia de
acordo com o material. Estes trés compostos juntos sdo responsaveis pela integridade
estrutural das plantas e em geral pode ser encontrada, por exemplo, nas culturas agricolas e

seus residuos, residuos municipais, residuos florestais e do processamento de madeira.

O material lignocelulésico tém sido considerado uma matéria prima apropriada para
produgdo sustentavel de biocombustiveis (etanol e butanol) e bioquimicos (acido latico, acido
succinico, etc.), devido principalmente seu baixo custo de obtencdo e abundancia (ZHANG;

DOHERTY; O’HARA, 2017).

Estima-se que a produgdo anual de biomassa seca seja de 80 a 164 bilhdes de
toneladas com potencial de substituir uma proporcao significativa de material fossil utilizado
como matéria prima para a producdo de combustiveis e produtos quimicos (ZHANG et al.,

2016).

Somente nos Estados Unidos, a area florestal produz cerca de 368 milhdes de
toneladas de biomassa e a area agricola, cerca de 998 milhdes, totalizando aproximadamente
1.3 bilhodes de toneladas de biomassa seca por ano. Essa quantidade € suficiente para produzir
biocombustiveis para atender mais de um terco da atual demanda de combustiveis de
transporte daquele pais. Os 6rgdos ligados a pesquisa e desenvolvimento de biomassa, energia
e agricultura Americana estabeleceram um objetivo nacional para a biomassa abastecer 5% da
demanda total de energia industrial e elétrica, 20% do consumo de combustivel do transporte
e 25% de produtos quimicos e materiais até o ano de 2030, exigindo assim um suprimento

anual de aproximadamente 1 bilhdo de toneladas de biomassa secas (PERLACK et al., 2005).

Por outro lado, a composi¢do da biomassa lignoceluldsica apresenta alto grau de
complexidade quimica e recalcitrancia (lignina oferece uma extra protecdo a celulose e
hemicelulose) que aumenta custo de processamento em comparacdo com a biomassa

comestivel facilmente degradavel (MAKI-ARVELA et al., 2007). Esse custo ¢
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aproximadamente duas vezes mais alto que o custo de produzir etanol com milho (ALONSO;

BOND; DUMESIC, 2010).

Este ¢ considerado um dos maiores problemas para tornar a utilizacdo da biomassa
lignoceluldsica economicamente vidvel. Nesse sentido, a otimizagdo de processos de pré-
tratamento e da hidroélise da biomassa tem sido objeto de estudo de muitos pesquisadores com

o intuito de diminuir custos e aumentar a eficiéncia de conversao da mesma (PICCOLO;

BEZZO, 2009).

Antes de direcionar a atencdo para o assunto pré-tratamento, objeto de grande
interesse desse trabalho, serd apresentada com uma riqueza maior de detalhes, a estrutura que
compde os materiais lignoceluldsicos, destacando suas caracteristicas quimicas que as tornam

tdo dificeis de serem descontruidas.

2.1.1. Estrutura da biomassa lignocelulésica

A maior parte da matéria seca das plantas terrestres ¢ feita de paredes celulares
vegetais que consistem em distintas camadas. A camada primaria da parede celular ¢ a
camada mais externa e dessa forma, ¢ a mais distante da membrana plasmatica em uma célula

madura (MANSUR et al., 2013).

Depois que atinge a maturidade, uma segunda camada celular surge entre a parede
primaria e a membrana plasmatica da célula. Essa segunda camada consiste em fibras de
celulose dentro de uma matriz de hemicelulose (principalmente glucuronoarabinoxilano) e
juntamente com a lignina sdo os maiores constituintes da massa de fibras vegetais (ZHANG et

al., 2016).

A

Figura 1, mostra a estrutura celular considerando a celulose, hemicelulose e lignina:
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Fonte: Adaptado de MENON; RAO (2012) apud LOPES (2017)

Figura 1 — Estrutura de uma célula vegetal
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Nas células vegetais, cerca de 40 a 50% ¢ celulose, 25 a 35% de hemicelulose e 15 a
20% de lignina, havendo uma varia¢do de acordo com o tipo de biomassa (MAKI-ARVELA
et al., 2007).

Dada essa maior quantidade de celulose, os pesquisadores normalmente usam o termo
biomassa lignocelulésica para descrever qualquer fibra vegetal, independente da origem
filogenética ou auséncia efetiva de lignina em sua parede celular primaria (ZHANG et al.,

2016).

A Tabela 1 apresenta as diferentes composicdes de celulose, hemicelulose e lignina

para varios tipos de biomassa.

Tabela 1 — Composic¢do de biomassas lignoceluldsicas

Biomassas Composicio de CEll‘bOid.l‘;lIOS (% peso seco)
Celulose Hemicelulose Lignina
Sabugo de milho 32.3-45.6 39.8 6,7-13.9
Palha de milho 35.1-39.5 20.7-24.6 11.0-19.1
Palha de arroz 29.2-34.7 23.0-25.9 17.0-19.0
Casca de arroz 28.7-35.6 11.9-29.3 15.4-20.0
Palha de trigo 35.0-39.0 22.0-30.0 12.0-16.0
Farelo de trigo 10.5-14.8 35.5-39.2 8.3-12.5
Bagaco de cana 32.0-45.0 27.0-32.0 14.0 - 24.0
Palha de sorgo 32.0-35.0 24.0-27.0 15.0-21.0

Fonte: Adaptado de MENON e RAO (2012) apud LOPES (2017)

Em vegetais superiores, 36 cadeias paralelas de celulose sao agregadas via ligagdes de

hidrogénio e for¢a de van der Waals para formar microfibras de 3 a 5 nm de diametro

(MATTHEWS et al., 2006).

A maior parte da celulose ao longo do comprimento de uma microfibrila ¢ cristalina
em uma das duas formas (Ia e If), com regides amorfas intervenientes (BROWN, 2004). As
microfibrilas de celulose sdo ainda ordenadas por ligagao de hidrogénio a hemicelulose em
agregados maiores (ou macrofibrilas) de 50 a 250 nm de didmetro e residem dentro de uma
matriz ndo cristalina tanto de hemicelulose quanto de lignina ou pectina (DING; HIMMEL,

2006).
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2.1.1.1. Celulose

Celulose ¢ uma cadeia longa nio ramificada homo polissacaridica composta de
monodmeros de glicose unidas por ligacdes covalentes -1,4-glicosidicas entre subunidades de
celobiose e ¢ o biopolimero mais abundante na terra (BROWN, 2004). Estas ligagdes ocorrem
entre os atomos de carbono C4 e C1, resultando em um extenso polimero de cadeia linear com

trés grupos hidroxilas em cada unidade de anidroglicose — AGU (KLEMM et al., 2005).

O numero de mondmeros de glicose nos polimeros de celulose ¢ expressa pelo numero
de AGU’s que a constitui, que por sua vez define o grau de polimerizagdo — DP desta mesma
cadeia que varia dependendo da espécie vegetal, da camada da parede celular em que a

celulose se encontra e do tipo de tratamento que ela recebe (JORDAN et al., 2012).

Por exemplo, para a madeira os valores sdo tipicamente entre 300 e 1700 DP. Para o
algodao e outras fibras vegetais, entre 100 e 10.000. As fibras regeneradas da celulose contém
de 250 a 500 DP. Através do tratamento acido e hidrolise enzimatica, a celulose pode ser
quantitativamente decomposta em D-glicose. A degradacdo parcial da cadeia produz
substratos em poOs microcristalinos com valores de DP entre 150 e 300. E devido ao grande
numero de grupos hidroxila e das ligacdes P-1,4-glicosidica, ¢ facil formar intra e
interligagdes de hidrogénio que tornam a celulose resistente ao tratamento quimico e

bioldgico, tornando-a altamente insoluvel em solventes comuns (KLEMM et al., 2005).

A Figura 2 apresenta a estrutura da celulose com suas ligagdes B-1,4-glicosidicas:

OH OH [ OH i OH
0 o) 4 65 0 o)
HO 0 LO 1.0 OH
HO OH HO OH | HO—3 20H | HO OH
L Jn-3

Fonte: ZHANG et al. (2016)

Figura 2 — Estrutura da celulose.
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2.1.1.2. Hemicelulose

Enquanto a celulose ¢ um homopolimero linear de glicose, a hemicelulose consiste em
um hetero polissacarideo ramificado formado por pentoses (xilose e arabinose) e hexoses
(manose, glicose e galactose), acidos de aclcar e xiloglucanos, xilanos, mananos,

glucomananos e B-(1—3, 1—4)-glucanos (SCHELLER; ULVSKOV, 2010)

As ligacdes B-1,4 na cadeia principal das hemiceluloses permitem que esses
polissacarideos formem ligagdes de hidrogénio tanto com elas mesmas quanto com celulose
(EBRINGEROVA; HROMADKOVA; HEINZE, 2005). Ao contrario da celulose, as
estruturas das hemiceluloses sdo muito varidveis (tanto na natureza da cadeia principal,
ligagdes e substituintes) para formar microfibrilas de linha de cristal, dessa forma podem ser

descritas como amorfas (ZHANG et al., 2016).

A hidrolise da hemicelulose ¢ intrinsicamente mais complexa que a da celulose por
causa da heterogeneidade de substratos dentro de uma determinada célula vegetal, entre
células na mesma planta e entre as paredes celulares de diferentes plantas (PAULY et al.,

2013).

Ela ¢ covalentemente ligada a lignina, servindo assim de conexdo entre as fibras de
lignina e de celulose, proporcionando rigidez a rede celulose-hemicelulose-lignina. Embora
sua remog¢ao raramente seja completa durante o pré-tratamento da biomassa, a maioria dos

solventes pelo menos a solubilizam parcialmente (HARRIS; TRETHEWAY, 2009).

A Fonte: SANTOS et al. (2012)

Figura 3 apresenta a estrutura da hemicelulose com suas ligagdes e heterogeneidade de

compostos:
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Fonte: SANTOS et al. (2012)

Figura 3 — Estrutura da hemicelulose

21.1.3. Lignina

Lignina ¢ um complexo e reticulado polimero de mondmeros fenolicos com
constituintes aromaticos e alifaticos. E totalmente amorfa e hidrofobica e formada por trés
unidades estruturais principais: p-hidroxifenilo (H), guaitil (G) e siringil (S) e fenilpropano

que diferem na substituicdo do grupo metil do anel aromatico (JOHN; THOMAS, 2008).

Estas unidades estruturais estdo ligadas por uma variedade de éteres (por exemplo, o-
0-4, B-O-4 e 4-0O-5) e carbono-carbono (B-B, B-5 e 5-5), cuja formagdo ¢ catalisada por

enzimas lacase e peroxidase durante a biossintese de lignina (MANSUR et al., 2013).

Como resultado dessas ligacdes (diretas ou indiretas) com outros componentes da
parede celular, um desafio fundamental na compreensdo da quimica da lignina ¢ a
incapacidade de isolar a lignina em seu estado nativo da fibra vegetal. O que ¢ conhecido
sobre a estrutura da lignina € que ela depende ndo apenas da planta e/ou do tecido vegetal de
que a originou, mas também o método quimico utilizado para sua extragao (ZHANG et al.,

2016).

A lignina envolve as fragdes de hemicelulose e celulose, e uma fungdo do pré-
tratamento de biomassa ¢ despolimerizar a lignina de modo que as por¢des de carboidratos
possam ser acessadas. A lignina pode ser removida da biomassa para isolar a fracdo de
carboidratos através da despolimerizacao/solubilizacdo em solugdes de alcool alcalino, de
efeito semelhante para o processo de fabricagdo de pasta de papel Kraft (MOSIER et al.,

2005). Ela também pode ser coletada ap6s o pré-tratamento e hidrélise acida ou enzimadtica
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para extragdo de aglcares pentoses e hexoses da hemicelulose e celulose, respectivamente

(WYMAN et al., 2005).

Embora a lignina possa ser isolada, ainda existe dificuldades na utilizacdo destas
técnicas. Assim sendo, uma op¢ao para a utilizagdo de lignina seria queima-la para producao
de calor e eletricidade. Um relatério do Laboratorio Nacional de Energia Renovavel (NREL)
dos Estados Unidos, sugere que em uma biorrefinaria integrada para a producgao de etanol
celulosico, a lignina e outros residuos solidos possam ser usados para fornecer calor e
poténcia a uma taxa superior a energia necessaria para conduzir o processo (ADEN; FOUST,

2009).

Além disso, alternativas sdo sugeridas que permitem a producdo de intermedidrios
funcionais a partir da lignina para produzir produtos quimicos valiosos. Por exemplo, a
lignina pode ser usada como uma matéria-prima na producdo de resinas fendlicas, uma vez
que € rica em compostos aromaticos oxigenados. Outros estudos relatam estratégias de
pirdlise para a producdo de bio-6leos e aromaticos de lignina (ALONSO; BOND; DUMESIC,
2010).

A Fonte: SANTOS et al. (2012)

Figura 4 apresenta a estrutura da lignina com suas liga¢des, heterogeneidade e

complexidade de compostos:
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Figura 4 — Estrutura da lignina

2.1.2. Conversao da biomassa lignocelulésica em biocombustiveis e bioquimicos

E importante destacar que dentre os biopolimeros que compdem a lignocelulose, a
celulose (polimero de glicose) ¢ a mais valiosa, pois ela pode ser convertida em glicose
(hexose) e subsequentemente fermentada para produzir combustiveis, acidos e solventes. Ou
ainda, ela pode ser desidratada para produzir acido levulinico e/ou hidroximetilfurfural -
HMF, que sdo moléculas precursores para produgdo de quimicos, combustiveis, solventes e

outros polimeros (GEBOERS et al., 2011).

Também por hidrolise, a hemicelulose (pentoses e hexoses) pode ser convertida em
xilose (pentose) para a produgdo de furfural, que ¢ uma molécula precursora para a producao
de resinas, combustiveis, quimicos e nylon. Por fim, a partir da lignina (polimero de fenol)
podem ser produzido fenois, gasolina, arenos e diesel. Por essa gama de possibilidades para

producao nao s6 de combustiveis, mas também os outros produtos acima relacionados, os
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materiais lignoceluldsicos tem sido considerado os mais promissores candidatos para

substituir aqueles atuais baseados em petréleo (HUANG; FU, 2013).

O fluxograma da Fonte: adaptado de HUANG e FU (2013)

Figura 5 ilustra as possibilidades de obtencao de produtos a partir dos materiais

lignocelulosicos em uma biorrefinaria.

Moléculas Quimicos,

precursoras |:> combustiveis,
(furfural, HMF e solventes e polimeros
acido levulinico)

[ D Acidos,
Celulose Gli combusti
- icose ~
(polimeros de |:> (hexose) |:> Fermentagdo |:> veis e
glucose)
solventes
. Hemicelulose : Xilite
Biomassa Xilose Resina
) e, (pentoses e (pentose) >
Lignoceluosica hexoses) Furfural :> coml?ustl
velis,
Lionina quimicos
(polir%eros de |:> Fendis, arenos, e nylon
fenol) gasolina, diesel 6,6

\

Fonte: adaptado de HUANG e FU (2013)

Figura S — Producdo de quimicos e combustiveis

O primeiro passo para utilizagao de celulose ¢ a despolimerizagdo em oligossacarideos
e glicose soluveis. Entretanto, polimeros naturais sdo formados por estruturas cristalinas
robustas com alta estabilidade quimica, fazendo a despolimerizagdo um processo dificil

(REGALBUTO JR, 2009).

Na literatura sdo citados alguns meétodos ja estabelecidos cujo objetivo ¢ o de
promover a desestabilizagdo quimica da celulose. De acordo com SALVADOR; SANTOS;
SARAIVA (2010), a primeira delas é conhecida como hidrolise enzimatica cujo processo €
catalisado por enzimas denominadas celulases. No entanto, ¢ limitada pela baixa eficiéncia de

conversdao ¢ o alto custo das enzimas. A segunda, hidrolise acida, ¢ catalisada por acidos
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minerais, com destaque para o sulfurico e acido cloridrico. Entretanto, além de também
apresentar baixo rendimento, seu uso em larga escala enfrenta varios problemas como a
corrosao dos equipamentos, a recuperacdo catalitica e a necessidade de tratamento dos

residuos dos acidos, gerados em grande quantidade.

Muitas tecnologias de pré-tratamento associadas a estes 4cidos também tém sido
desenvolvidas para reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar sua area superficial para
melhorar a eficiéncia e seletividade da reacdo. A exemplo cita-se a moagem de bolas,
solubilizagao/precipitagdo em liquidos idnicos, acidos liquidos/alcalinos solugdes, método do

plasma atmosférico ndo térmico, dentre outros (ZHANG et al., 2010).

2.1.3. Pré-tratamento da biomassa lignocelulésica

Conforme j& mencionado anteriormente, o pré-tratamento da biomassa lignocelulésica
¢ um importante processo para a sua transformagdo em biocombustiveis e/ou bioprodutos.
Isso porque a resisténcia estrutural inerente da lignocelulose a sacarificagdo enzimadtica
dificulta a obtencdo dos acucares fermentdveis da lignocelulose bruta. O pré-tratamento
interrompe a estrutura da lignocelulose e aumenta substancialmente o acesso das enzimas a
hemicelulose e a celulose. Como resultado, a extensao e a taxa de sacarificagdo enzimatica

sdo aumentadas e os custos diminuem drasticamente.

ZHANG:; PEI; WANG (2016) destacam que o pré-tratamento ¢ essencial para alterar a
estrutura da biomassa lignoceluldsica, a fim de aumentar a digestibilidade enzimatica e obter
uma eficiente conversdo de bioetanol. No entanto, ndo existe uma abordagem universal de
pré-tratamento para a conversao de biomassa. Portanto, a escolha da abordagem o6tima de pré-
tratamento baseia-se em caracteristicas das fontes de matérias-primas e produtos, bem como

viabilidade economica e impacto ambiental.

J4

No pré-tratamento da biomassa lignocelulosica ¢ necessario para reduzir a
cristalinidade da celulose, aumentar a porosidade da biomassa e melhorar a acessibilidade
enzimdtica (celulase) a celulose para melhorar a producdo de acucares fermentdveis

(ZHANG; DOHERTY; O’HARA, 2017).

Além disso, um pré-tratamento eficaz além de aumentar a eficiéncia enzimatica, deve

minimizar as perdas de carboidratos e minimizar87 a formagdo de subprodutos inibidores da
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fermentagdo. Estes subprodutos geralmente sdo encontrados em hidrolisados e incluem o
acido foérmico, acido acético, acido levulinico, furaldeido 2-furaldeido (furfural), 5-

hidroximetil-2-furaldeido (HMF), vanilina e outros aldeidos (PARAWIRA; TEKERE, 2011).

A escolha da abordagem de pré-tratamento depende das caracteristicas das matérias-
primas e dos produtos finais. Além disso, o pré-tratamento ¢ reconhecido como um passo
chave devido a sua influéncia essencial na maioria dos outros processos, incluindo requisitos
de redugdo de tamanho, carga e taxas de hidrolise enzimatica e toxicidade de fermentagdo

(WYMAN et al., 2005).

A resisténcia estrutural inerente a da biomassa lignoceluldsica as enzimas de
sacarificagdo faz o custo dos actcares fermentaveis da lignocelulose bastante onerosa. O pré-
tratamento perturba essa estrutura e aumenta substancialmente o acesso enzimatico a
hemicelulose e celulose (WEINGARTEN et al., 2010). Como resultado, a taxa de
sacarificacdo enzimatica da lignocelulose melhora dramaticamente (ZHANG; DOHERTY;

O’HARA, 2017).

A escolha da tecnologia de pré-tratamento e as condi¢des de pré-tratamento
selecionadas ndo impacta apenas sobre a sacarificagdo enzimatica, mas também sobre a
escolha da matéria-prima de lignocelulose, manuseio e processamento, composi¢do e tamanho
do vaso de pré-tratamento, eficiéncia da fermentacdo, carga e composi¢do da enzima,

eliminacdo de residuos e oportunidades para gerar co-produtos (SELIG et al., 2007).

Portanto, o pré-tratamento € a tecnologia central em um sistema de produ¢do com base
na sacarificacdo enzimatica da lignocelulose. Discussdes recentes fornecem uma visdo geral
das diferentes abordagens para o pré-tratamento (HAUSSER; MARINKOVIC; ESTRINE,
2013).

As tecnologias de pré-tratamento podem ser categorizadas como quimicas, fisicas,
biologicas ou suas combinagdes. Pré-tratamentos quimicos sdo tipicamente conduzidos sob
pressdo a temperaturas significativamente acima do ponto de ebulicdo do solvente (por
exemplo, agua ou solventes organicos), com ou sem adi¢do de catalisadores. Os pré-
tratamentos fisicos incluem a fragmentacdo mecanica (por exemplo, moagem de bolas e

moagem de disco molhado), extrusdo e irradiacao (por exemplo, ultra-som, microondas, raios
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v). Pré-tratamentos bioldgicos geralmente empregam fungos que atuam por enzimas na

degradacdo da lignina (KARATZOS; EDYE; DOHERTY, 2012).

Pré-tratamentos puramente fisicos ou biologicos requerem entradas de energia
relativamente elevadas ou pré-tratamento longos (dias ou semanas), para melhorar o
rendimento da sacarificagdo a um nivel comercialmente viavel (ZHANG; DOHERTY;

O’HARA, 2017).

No entanto, a maioria dos estudos de pré-tratamento recentes se concentrou em
processos fisico-quimicos em que a biomassa lignocelulosica ¢ desconstruida quimicamente e

depois processada fisicamente para reduzir o tamanho de particula (ZHANG et al., 2016).

Recentemente, pré-tratamentos de lignocelulose que utilizam solventes organicos
(mais conhecidos como pré-tratamentos organosolv) tém sido estudados intensamente desde
seu desenvolvimento na industria de papel e celulose e tem sobressaido como uma das mais
promissoras estratégias de pré-tratamento para aprimorar a sacarificacdo enzimadtica da

lignocelulose (ZHANG; DOHERTY; O’HARA, 2017).

E ¢ sobre esse tratamento, objeto de grande interesse deste estudo, que tratard
detalhadamente o item a seguir, abordando os principais tipos de solventes organicos
utilizados, suas interacdes com a biomassa, suas vantagens, desvantagens, enfatizando os dois

solventes organicos utilizados neste trabalho: y-valerolactona (GVL) e glicerol.

2.1.4. Pré-tratamento organosolv

O pré-tratamento organosolv ¢ considerado o mais promissor pré-tratamento. As
vantagens inerentes a esse processo incluem a separacao de celulose de alta pureza, produgao
de lignina de alta qualidade e alta eficiéncia no fracionamento da hemicelulose quando
comparado com os pré-tratamentos convencionais e recuperacdo de solvente organicos

(ZHANG et al., 2016).

O mecanismo de pré-tratamento por organosolv inclui trés tipos de reagdes quimicas.
No primeiro, a degradacdo da lignina ocorre a partir da clivagem da ligagdo éter na posigdo de
carbono das cadeias laterais em condigdes de pré-tratamento de baixa e média intensidade
para a clivagem da ligacao do éter alfa-aril, condi¢des graves para a clivagem da ligagdao do

éter beta-aril (LI et al., 2012).
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No segundo tipo de reagdo quimica, as ligacdes glicosidicas da hemicelulose e
celulose sdo interrompidas originando oligossacarideos e monossacarideos de acordo com as
condigdes de pré-tratamento de organosolv. Finalmente, os oligossacarideos e
monossacarideos se desidratam para gerar furfural (de pentoses) e HMF (de hexoses), que se
degradam ainda mais para formar acido levulinico e acido féormico, respectivamente (KIM;

PAN, 2010).

De acordo com a literatura, o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica com
solvente organico ainda ¢ uma abordagem pouco estudada, mas é uma area promissora e

fortemente incentivada pelos seguintes motivos:

1) O solvente organico permite a separacdo de celulose em alta pureza com apenas
uma pequena degradacdo. A celulose € recuperada como so6lidos, enquanto a maior parte da
lignina e hemicelulose ¢ dissolvida no solvente. Consequentemente, o resultado da remocgao
de lignina e hemicelulose resulta na reducdo da recalcitrancia e aumento da area de superficie
da celulose, aumentando assim a acessibilidade enzimatica a hidrolise e producdo de bioetanol

por fermentacao (KOO et al., 2011).

2) A lignina de alta qualidade isolada pode diminuir o custo de varios produtos
quimicos porque tem uma ampla gama de aplica¢des industriais, incluindo adesivos e resinas
especificas para revestimentos, construcdo, plastificantes de concreto para construgoes,
materiais de friccdo para produtos de freio de alto desempenho, graxa, entre outros (ARATO;

PYE; GJENNESTAD, 2005).

3) O pré-tratamento com solvente orginico demonstra maior eficiéncia no
fracionamento de hemicelulose em comparagdo com tratamentos convencionais. A
hemicelulose, que ¢ quase completamente hidratada no pré-tratamento com solvente organico
com alta concentragdo de acido, pode ser convertida em bioetanol e outros produtos quimicos

de alto valor, tais como furfural e xilitol (ZHAO; CHENG; LIU, 2009).

4) O pré-tratamento com solvente organico recupera rapidamente o solvente usando

destilagdo e o reutiliza no pré-tratamento

5) O pré-tratamento com solvente organico possui relativamente baixo investimento.

Como ha obtencao de receita de alto valor dos subprodutos no pré-tratamento com solvente
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organico, pequenas plantas podem ser construidas e em locais mais flexiveis (PYE et al.,

2008).

Ainda de acordo com ZHANG; PEIL; WANG (2016), no pré-tratamento com solvente
organico, as ligagdes internas de lignina e hemicelulose sdo quebradas, separando a biomassa

lignoceluldsica em fracdes macromoleculares principais: celulose, hemicelulose e lignina.

A Figura 6 mostra como ocorrem as duas separagdes fundamentais no pré-tratamento

por organosolventes:

Sacarificagdo
—| /fermentagdo/ [—>| etanol
sélidos destilacao
Biomassa .| Pré-tratamento —
Lignoceluosica organosolv - I_> 1gnina

liquidos solidos

| Recuperacao

de solvente

liquidos )
| xilose
outros
quimicos

Fonte: adaptado de ZHANG:; PEI; WANG, (2016)

Figura 6 — Fluxograma do pré-tratamento por solvente organico

Primeiro, a biomassa lignoceluldsica ¢ tratada com solvente organico a altas
temperaturas e pressdes por um tempo especifico. A maior parte da lignina e hemicelulose se
degrada em fragmentos de pequeno peso molecular, dissolvendo-se no solvente. A celulose €
separada e fica altamente suscetivel a hidrdlise enzimatica e a fermentagdo. A segunda
separacao ¢ conseguida por dilui¢do, secagem e precipitacao de liquidos ricos em lignina para
recuperagao e depois reciclagem do solvente para o pré-tratamento. A xilose e a lignina de
alta pureza, com potencial para vdarias aplicacdes industriais, sdo obtidas na segunda
separacdo. Durante o pré-tratamento com solvente orgénico, sdo adicionados catalisadores
acidos para aumentar a taxa de remocao de lignina e diminuir a temperatura de pré-tratamento

porque os catalisadores acidos clivam as ligacoes facilmente degradadas por acidos (ligacdes
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éter aril e arilglicerol-beta-aril) para ajudar a estabilizar os fragmentos de lignina

(GHOZATLOO; MOHAMMADI-ROVSHANDEH; HASHEMI, 2006).

Os 4cidos minerais (acidos cloridrico, sulfurico e fosforico) e acidos organicos (acidos
oxalico, acetilsalicilico e salicilico) também podem ser utilizados como catalisadores no pré-
tratamento com solvente organico (SUN; CHENG, 2002). Uma grande variedade de solventes
organicos com ou sem catalisadores tem sido utilizado para estudar o pré-tratamento variando

de temperatura ambiente a 240°C (ZHANG:; PEI; WANG, 2016).

O conhecimento dos impactos dos solventes orginicos em escala microscopica na
biomassa pré-tratada ¢ limitado. No entanto, em uma escala macroscopica as propriedades do
solvente, como a viscosidade e o tamanho da molécula (volume molar), sdo importantes para
as interagdes com o substrato no pré-tratamento. A penetracdo de solvente nos poros resulta
em mudangas fisicas da biomassa e a arquitetura do substrato € importante para a
desconstru¢do da lignocelulose. Outras propriedades dos solventes que possuem importante
relacdo com o pré-tratamento, incluem alteragdo da polaridade pelo ion hidrogénio. O
desempenho do solvente ¢ classicamente correlacionado pelos parametros de solubilidade e
solvatocromico. A polariza¢do ¢ mensurada empiricamente como oposi¢ao a medida direta da

constante dielétrica do solvente (ZHANG et al., 2016).

A Tabela 2 mostra a comparagdo dos principais solventes organicos utilizados no
tratamento de biomassa lignocelulosica no que diz respeito a suas estruturas quimicas e

constantes fisicas.
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Tabela 2 — Estruturas e constantes fisicas para sele¢ao de solvente organico para pré-
tratamento
Constantes fisicas
Solvente Estrutura quimica  Classificacio® Pont.o ~de l.)on't o~de Pressio de
ebulicao, ignicdo, vapor. Pa
OC OC p 9
Etanol MO CHy Antiprético 783 13 (253(93)
Butanol HO™ " CHy Antiprotico 117,7 35 (2%2%)
S i 1530
Acido acético ’_Jl\ Polar estruturado 117,9 43-44.5 200 C
HyC”~ “OH (20°C)
0
Acido formico JL Polar estruturado® 101 68,9 ;é? g
H” “oH (20°C)
Etileno glicol Ho™ "M Polar estruturado 197 111,1 (2080 Q)
OH 3
Glicerol HD\)\/UH Polar prético 290 160 (50°C)
0
Glicerol o= ]/\DH Polar protico® 137-140 110 Nao
carbonato o P disponivel
Metanol HO—CH;3 Polar protico 64,5 11-12 (12%80(?)
0
. . » 7300
Acetato de etil Hie ™0 ’JL‘CH; Dipolar aprético 77,1 -4 (20° C)
. 0
Tetrahidrofuran . i 17600
THF { ! Dipolar aprético 66 -14 (20° C)
Carbonato de O~ Dipolar altamente 2
etileno ﬂ:(n - aprotico® 243 160 (20°C)
Carbonato de o Dipolar altamente 417 132 4
propileno °:< aprotico ’ (50°C)
0
Dipolar altamente 24000
Acetona HyC Jl\cm; aprotico 56,1 -17 (20° C)
Metil isobutil e Dipolar altamente 800
cetona -MIBK |-|:,.::)\/JJ\1;,:|-|:l aprotico® 17,5 17.8 (20° C)
2-Metiltetra- o . ~
CH
hidrofurano - 2- f_?’ ’ Dlpoiai ilitarﬁlente 80 -11,11 di Niﬁ, 1
MTLEF proético sponive
y valerolactona '3\(3/5”3 Dipolar altamente 207 ’1 Nio
GVL aprotico® disponivel
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Exceto onde indicado, sdo fornecidas constantes fisicas para materiais a 25 ° C e 100 kPa, e ponto de
ebulicdo, permissividade relativa, pressdo de vapor e a toxicidade foi tirada de MARCUS (1993). @
Previsdes de ZHANG et al. (2016). ® Extraido de DURAND et al. (2011).

Fonte: adaptado de ZHANG et al. (2016).

Apesar dos parametros ja citados serem importantes na definicdo do tipo solvente
organico a ser aplicado em um determinado pré-tratamento, o parametro de solubilidade
“Hildebrand”, possivelmente ¢ o mais utilizado e é obtido experimentalmente a partir de
medidas de viscosidade, determinando o poder de dissolucdo do solvente (DURAND et al.,

2011).

Se o valor desse parametro for similar ao do substrato, entdo espera-se uma boa
dissolucdo. Esses parametros ainda ndo estdo disponiveis para a celulose e a lignocelulose,
mas para a lignina o valor estimado ¢ de 22,5 o qual est4 préximo de muitos organosolventes,
o que explica o comportamento deles em relagdo a ela. No entanto, aspectos de engenharia,
tais como custo e facilidade de recuperacao, t€ém que serem levados em conta na escolha do
solvente adequado. Da mesma forma, outras questdes como a saude (ex. toxicidade),
seguranga (ex. pressdo de vapor) e impactos ambientais também sdo importantes e devem ser

levados em consideragao (ZHANG et al., 2016).

ZHANG; PEI; WANG (2016) também ressaltam que a escolha do pré-tratamento
baseia-se em caracteristicas da matéria-prima e dos produtos, bem como viabilidade

econdmica e impacto ambiental.

A Tabela 3 apresenta alguns organosolventes com seus respectivos parametros de

solubilidades e classificagdo no que se refere a satide, seguranca e meio ambiente:
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Tabela 3 — Parametro de solubilidade e classifica¢ao dos solventes

Parimetro de Classificacdo do solvente®
Solvente “sﬁ:::}: ll)lf;:;,, Saude Seguranca Meio Amb.¢

Etanol 26,5 4 3 4,0
Butanol 23,1 3 5 43
Acido acético 21,4 3 6 50
Acido formico 24,9 2 6 53
Etileno glicol 32,9 3 3 4,3
Glicerol 36,1 - - -
Glicerol carbonato - - - -
Metanol 29,6 3 5 5,0
Acetato de etil 18,1 5 4 4,7
THF 19,4 5 6 4,7
Carbonato de etileno 29,6

Carbonato de propileno 27,2

Acetona 20,0 4 4 473
MIBK 17,0 5 6 4
2-MTHF 17,4 5 6 4
GVL 23,1 - - -

Parametros e classificacdo: JESSOP et al. (2012) e MAKI-ARVELA et al. (2010), classificagdo: °
Valores obtidos da Sociedade Americana de Quimica, Instituto de Quimica Verde. ¢ Média de
pontuagdo de impacto de ar, agua e residuos.

Fonte: adaptado de ZHANG et al. (2016)

Dentre todos os solventes organicos, os alcoois sdo os mais utilizados para o pré-
tratamento de biomassa. Aqueles que possuem baixo ponto de ebuli¢do, baixo custo e
facilidade de recuperagdo como o etanol e o metanol, tem sua utilizagdo favorecida. Contudo,
os alcoois com alto ponto de ebuli¢do, como o etileno glicol e o glicerol, oferecem baixas
demandas de temperatura e pressdo, mas aumentam o consumo de energia para serem
recuperados. Na utilizacdo de dlcoois como organosolventes, a biomassa lignocelulésica de
tamanho reduzido "cozinha" o liquido de reagdo a elevadas temperatura e pressao com ou sem
catalisadores. Grandes hemiceluloses e polimeros de lignina sdo divididos em pequenos
fragmentos que se dissolvem no licor quente. Além disso, o acido acético, furfural, varios
acucares de hexose e pentose e extragdes lipofilicas da biomassa aparecem no licor quente. A
filtracdo ¢ empregada para obter solidos como celulose recuperada. O licor resultante,
também chamado de licor preto, € rico em lignina e hemicelulose. Os sdlidos sao lavados com

solvente quente e 4gua para posterior sacarificagdo e fermentacao para bioetanol. O licor preto
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¢ evaporado e condensado para recuperacdo do solvente e o licor preto concentrado ¢
misturado com 4agua acidificada para a precipitagdo de lignina. Filtracdo e destilacao
adicionais sao aplicadas para separar o furfural, extrativo, acido acético e xilose (ZHANG;

PEL; WANG, 2016)

Normalmente, as condi¢des do pré-tratamento com dalcool variam com base nas
caracteristicas da biomassa, mas podem ser geralmente categorizadas nas seguintes faixas:
temperatura de cozimento de 180-195 °© C; tempo de cozedura de 30-90 min; concentracao de
solvente alcodlico de 35-70% (m/m); uma proporg¢ao de licor para solidos de 10-25% (m/m).

O pH do licor varia de pH 3,8 a pH 2,0 (ARATO; PYE; GJENNESTAD, 2005).

Os catalisadores s3o comumente usados em condi¢des brandas para auxiliar o pré-
tratamento. Os mais utilizados sdo o acido sulfurico, acético, acido formico, alcalino
(hidroxido de sédio - NaOH) e metal terra rara neutro. No pré-tratamento sem catalisadores, ¢
necessaria uma temperatura de cozimento elevada (> 185° C) para acidificar o licor solvente

por grupos acetil libertados pela hidrélise da hemicelulose.

Um estudo de revisdo feito por ZHANG et al. (2016) mostrou que os catalisadores
acidos sdo os mais utilizados em pré-tratamento utilizando etanol como solvente organico,
pois proporcionam uma maior digestibilidade de glucano quando comparado com a ndo
adi¢do ou quando catalisado por base. Além disso, reduzem a temperatura e tempos de reagao.
Revelou ainda que a melhora na digestibilidade de glucano com a adig@o de catalisador acido
nao depende dos aumentos na eficiéncia de deslignificagdo e sim de uma reducdo no grau de
polimerizacdo da celulose (com um aumento contabil nas "extremidades" da cadeia de
celulose acessiveis as enzimas), redu¢do do comprimento médio da fibra e aumento da
porosidade do substrato da biomassa pré-tratada obtida em condi¢des acidas. Todos estes

efeitos podem levar a uma maior acessibilidade de celulose as enzimas hidroliticas.

O estudo também relatou que o uso de acidos organicos ou sais inorganicos como
catalisadores durante o pré-tratamento oferece a oportunidade de reduzir significativamente a
corrosdo, um parametro chave para a ampliagdo da tecnologia de pré-tratamento do

laboratério para a escala comercial. (DEL RIO; CHANDRA; SADDLER, 2010)

Uma avalia¢ao de seis sais inorganicos (FeCls, Fea(SO4)3, FeSOas, AICl3, Alx(SO4)3,

MgSO4) como catalisadores para o pré-tratamento com etanol de palha de cevada revelou que
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o FeClz ¢ o mais eficaz e melhora a digestibilidade de glucano na fibra residual em
aproximadamente 30% quando comparado com 1% de H>SO4 Além disso, melhorou a
eficacia do pré-tratamento ao catalisar a desidratagdo de carboidratos e também reduziu a
formagdo de produtos da degradagdo de carboidratos, furfural e HMF, devido a acidez

reduzida (KIM et al., 2010).

Os catalisadores acidos organicos também apontaram valores significativos nos
sistemas de pré-tratamento organosolv. A presenga de acido acético durante o pré-tratamento
de bagaco de eucalipto reduziu o teor de etanol exigido em mais de 80% sem aumentar a
pressdo de reacdo inicial ou afetar negativamente a digestibilidade de glucano (TERAMOTO;

LEE; ENDO, 2009).

A combinagdo deste processo com moagem de bolas melhora ainda mais a
digestibilidade do glucano, embora a alta demanda de energia durante o pré-tratamento fisico

exclua a aplicacdo industrial pratica (ZHANG et al., 2016).

A concentragdo de etanol também € outro fator significativo na deslignificacdo na
presenca de um catalisador dcido. Em menores concentracdes de etanol em catalise 4cida,
ocorre a clivagem das ligagdes a e B-éter na lignina e produz fragmentos de lignina com pesos
moleculares menores que se tornam soluveis, enquanto concentragdes mais altas de etanol
aumentam a solubilizagdo da lignina sem necessariamente ocorrer essa fragmentagdao (NI;

HU, 1995).

Clivagem das ligacdes éter B-O-4 (da glicose) ¢ o passo principal para a
despolimerizagdo da lignina em varias biomassas, incluindo a graminea “miscanthus” e
“kanlow switchgrass”, um tipo de pinheiro denominado “loblolly pine” e uma planta
florifera denominada “buddleja davidii”’ com solucdes de etanol acidificado (HALLAC; PU;
RAGAUSKAS, 2010).

No entanto, HAGE et al. (2010) relataram a clivagem de liga¢des a-éter como a causa
primaria da despolimeriza¢do de lignina com etanol catalisado por acido durante o pré-
tratamento de miscanthus. Por outro lado, HAGE et al., (2009) consideraram uma conclusao
precoce e inconsistente, apesar das condigdes de reacao similares. Isto pode ser porque as
ligacdes a-éter sao mais fracas que as ligagdes B, € assim sdo mais faceis de decompor, mas

nao conduz necessariamente a despolimerizagao.
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SANNIGRAHI; RAGAUSKAS; MILLER (2010) observaram que no pré-tratamento
de biomassa com etanol catalisado por acido, aumentaram a desidratacdo das cadeias laterais
e condensacao da lignina na biomassa de “miscanthus”. Relataram também que aumentou a
concentragdo dos grupos fenois e diminuiu a massa molecular dos fragmentos de lignina. No
entanto, a estrutura da lignina central ndo foi alterada. Embora tenha sido formada lignina
altamente condensada durante o pré-tratamento, a eficiéncia da deslignificagdo ndo foi

prejudicada.

Apesar da deslignificacdo ser a principal caracteristica do pré-tratamento do etanol, o
processo também tem impactos na celulose e na hemicelulose, apesar dos efeitos ndo serem
uniformes. Por exemplo, o aumento da cristalinidade da celulose foi observado apos o pré-
tratamento com acido-etanol como resultado da hidrélise da hemicelulose amorfa, da celulose

e remogao da lignina na biomassa de pinheiro (PAN et al., 2008).

Em contraste, a cristalinidade da celulose permaneceu efetivamente inalterada apds o
pré-tratamento com acido e etanol em biomassa de graminea em condi¢des similares de pré-

tratamento anteriormente descrito (CATETO; HU; RAGAUSKAS, 2011).

A remoc¢do da hemicelulose e as alteragdes na estrutura da celulose sdo tdo
importantes quanto a deslignificacdo quando se considera a eficiéncia da sacarificagdo
enzimatica da celulose na biomassa lignoceluldsica pré-tratada com etanol. Por exemplo, a
conversao da cristalinidade dimorfa da celulose (Io e IB) para formas para-cristalinas e
amorfas mais facilmente degraddveis com uma diminui¢do do grau de polimerizac¢do - DP tem

sido observada durante o pré-tratamento de biomassa com etanol (HALLAC et al., 2010).

Por outro lado, ndo ha correlagdo entre a digestibilidade de glucano e a deslignificagao
da biomassa de palmeira ou solubilizagdo de hemicelulose em madeira de eucalipto durante o

pré-tratamento com etanol (GOH et al., 2011).

De uma forma geral, os estudos abordados nessa revisdo confirmam que a
acessibilidade das enzimas de sacarificagdo de celulose a seu substrato ¢ afetada pela
deslignificacdo, tamanho de particula, remoc¢do de hemicelulose e/ou porosidade da biomassa.
Estes sdo fatores chave que determinam a digestibilidade do glucano na biomassa pré-tratada

com etanol (ROLLIN et al., 2011).
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O 4cido acético e o acido formico sdo os co-solventes de éacido organico mais
estudados para o pré-tratamento de biomassa organossolvido. O 4cido acético e o acido
formico tém pontos de ebuli¢ao de 118 © C e 100,8 ° C, respectivamente. Como resultado, os
pré-tratamentos de biomassa que utilizam esses co-solventes podem ser conduzidos em
temperaturas relativamente baixas (isto ¢, perto de seus pontos de ebulicdo) sob pressao

atmosférica (FERRER et al., 2013).

Acido férmico e 4cido acético reagem com perdxido de hidrogénio para formar
peroxiforme acido e acido peroxiacético (acido peracético). Estes acidos peroxilicos sdo
oxidantes fortes e agentes de deslignificagdo muito eficazes; Como resultado, o acido formico
e o acido acético, em combinacdo com o peroxido de hidrogénio, tém sido usados no pré-

tratamento / polpacdo de biomassa (ZHAO et al., 2014).

O pré-tratamento com organossolv acido organico pode ser realizado com ou sem
catalisador de acido mineral ou na presenca de perdxido de hidrogénio. No entanto, deve-se
notar que a esterifica¢do (ou seja, formilagdo) da celulose durante o pré-tratamento do acido
formico pode limitar a digestibilidade da celulose apesar da remoc¢do de lignina e

hemicelulose (ZHAO; CHENG:; LIU, 2009)

Enquanto a digestibilidade da celulose apds o pré-tratamento do acido férmico pode
ser melhorada pela deformilagdo alcalina, a melhora na digestibilidade do glucano decorrente
da deformilagdo pds-tratamento depende da extensdo da formilagdo que, por sua vez, depende
da concentragdo de acido formico usada durante o pré-tratamento (ZHAO; CHENG; LIU,
2012).

Combinagdes de acidos organicos também sdo usadas para organossolucdo, pré-
tratamento de biomassa lignocelulosica. Por exemplo, VANDERGHEM et al., (2012)
predizem a digestibilidade méaxima da celulose de 75,3% em biomassa de miscanthus
giganteus ap0s pré-tratamento com uma mistura de acido férmico e acido acético usando

analise de superficie de resposta.

Combinando misturas de acidos organicos para pré-tratamento e deslignificagdo pos-
tratamento com H>O,, SNELDERS et al., (2014) demonstraram 95,5% de deslignificacdo da

palha de trigo. O pré-tratamento otimizado de acido peracético de estagio unico do bagago de
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cana-de-agucar ¢ capaz de fornecer 82% de digestibilidade do glucano (ZHAO; WANG:; LIU,
2008)

ZHAO; WU; LIU (2011) combinaram pré-tratamento acido peroxilico com pré-
tratamento alcalino em um processo de dois estagios, o que reduz a quantidade de acido
peroxilico requerido de 50% em peso a 15% em peso mas melhorou a digestibilidade de

glucano para 90%.

Os acidos organicos como acido férmico e acido acético para tratamento de biomassa
podem ser utilizados a pressdao atmosférica, mas causam corrosdo ¢ acetilagdo de celulose
(ESPINOZA-ACOSTA et al., 2014). Além disso, o custo do perdcido organico limita o pré-
tratamento em grande escala, embora remova seletivamente a lignina em condi¢des
moderadas. Outros tipos de solventes organicos, como a acetona (ARAQUE et al., 2008) ¢ a
dimetilformamida (DMF) também tem sido estudados para o pré-tratamento da lignina

(GHOZATLOO; MOHAMMADI-ROVSHANDEH; HASHEMI, 2006).

21.41. Pré-tratamento de biomassa utilizando glicerol

O glicerol ¢ um organosolvente ndo toxico, viscoso e pode ser produzido por
saponifica¢do de triglicerideos em gorduras e 6leos ou a partir de propileno via sintética. O
glicerol bruto ¢ produzido como subproduto do biodiesel e o0 aumento da producao deste, tem
reduzido significativamente o custo de produgdo do glicerol. Este composto ja tem sido usado
a algum tempo como solvente para isolamento da lignina oriunda de madeira e como agente
de cozimento. No entanto, sua utilizacgdo como organosolvente para o pré-tratamento de

biomassa para melhorar a hidrolise enzimatica ¢ relativamente nova (ROMANI et al., 2013).

O glicerol pode ser usado sozinho como organosolvente ou combinado com catélise
alcalina para pré-tratamentos de biomassa lignoceluldsica para produzir sélidos prontamente
digestiveis. Entretanto, ¢ mais frequentemente utilizado em catalise acida (HUNDT;

SCHNITZLEIN; SCHNITZLEIN, 2013).

Em uma revisao de literatura, ZHANG et al. (2016) apresentaram os resultados do pré-
tratamento a base de glicerol em diferentes biomassas e mostraram melhorias na
digestibilidade da celulose. As condi¢des de experimentos e resultados dessa revisdo sdo

apresentadas nos paragrafos seguintes:
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Na auséncia de catalisador, SUN; CHEN (2008a) observaram que ¢ necessdria uma
temperatura de reagdo de 220°C e um tempo de reacdo de 3h sob pressdo atmosférica para
obter remog¢ao de hemicelulose de 70%, deslignificacdo de 65% e digestibilidade de glucano a
90% ap0s o pré-tratamento de palha de trigo com glicerol bruto que continha impurezas como
agua, sais e outros. O pré-tratamento atmosférico de palha de trigo com 220°C por 3h leva a

digestao de celulose de 72-75% (SUN; CHEN, 2008b).

Do mesmo modo, a digestibilidade de glucano de 98% e a deslignificacdo de 64,3% da
madeira de eucalipto s6 foi alcangada apds aproximadamente 70 minutos de pré-tratamento a

200°C em glicerol na auséncia de catalisador (ROMANI et al., 2013).

Na presen¢a de 10% de KOH, o pré-tratamento de madeira macia a 210°C durante 15
min leva a uma digestibilidade de celulose de 97% enquanto o pré-tratamento de madeira dura
a 190°C durante 15 minutos resultou na digestibilidade da celulose de 95% (HUNDT;
SCHNITZLEIN K.; SCHNITZLEIN M., 2013)

Em comparac¢do com o pré-tratamento da biomassa por glicerol com catalise basica, a
catalise 4cida requer temperaturas de pré-tratamento relativamente baixas e/ou tempos de pré-
tratamento relativamente baixos e/ou concentracdes relativamente baixas de catalisador para
obter maior digestibilidade de glucano. O pré-tratamento eficiente da biomassa
lignoceluldsica com glicerol acidificado geralmente requer temperaturas de reagdo de menor

que 200°C (ZHANG et al., 2013).

Por exemplo, MARTIN et al. (2011) chegaram a uma digestibilidade de glucano de
90% no bagaco de cana-de-aglicar apds o pré-tratamento em glicerol a 190°C durante 60
minutos com H>SOs4 a 0,94%. A combinagdo de glicerol acidificado e irradiagao de

microondas reduziram ainda mais os tempos de reacao.

LIU et al. (2010) chegaram a rendimentos de aglcares redutores totais de 79% apods
apenas 6 min de pré-tratamento na biomassa de cedro japonés a 180°C na presenca de HCI
acidificado a 0,1%. O HCI ¢ mais eficaz como catalisador para processos de pré-tratamento
com glicerol do que outros acidos, incluindo H>SO4 por causa de sua baixa pKa (~ -6) e,

portanto, alta acidez.
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ZHANG et al. (2013) avaliaram em escala de laboratorio (4 g de massa seca em 40 g
liquido) o pré-tratamento do bagago de cana-de-aclcar a temperaturas relativamente baixas
(<130 ° C) utilizando glicerol acidificado. O pré-tratamento do bagaco de cana-de-a¢ticar com
glicerol contendo < 20% de 4gua e 1,2% de HCI a 130°C durante 60 min resultou em fibras
com digestibilidade de glucano >88%, apesar da deslignificagdo relativamente baixa (<40%).
Além disso, demonstraram o pré-tratamento de glicerol acidificado na escala-piloto num
reator horizontal agitado e, apesar de uma reducdo significativa no tempo de reagdo (de 60
min a 15 min), a da concentracdo de catalisador acido (de 1,2% a 0,4% de HCI) e a relacao
liquido/sélido (de 10:1 para 6:1), conseguiram obter uma digestibilidade de glucano (90%)
comparavel com a obtida na escala laboratorial. Atribuiram a maior eficiéncia do pré-
tratamento na escala piloto o melhoramento da mistura e transferéncia de calor obtida no

reator horizontal.

Por conseguinte, investigaram o efeito do pré-tratamento sobre a sacarificagdo do
bagaco de cana-de-actcar por misturas de enzimas complexas e simples. O bagago de cana-
de-acticar pré-tratado com glicerol acidificado (0,4% em peso de HCl) e a explosdo de vapor
subsequente foram sacarificados mais facilmente com uma mistura binaria de celulase (CBH I

e BG) do que o pré-tratado com acido diluido ou NaOH combinado com explosao de vapor

Esses resultados indicaram que o pré-tratamento de glicerol acidificado oferece a
oportunidade de simplificar a complexidade das misturas de enzimas necessarias para a
sacarificagdo da biomassa lignoceluldsica, o que pode levar a uma redugao significativa no
custo do processo. Além disso, gerou niveis mais baixos de produtos de degradacio do agucar
(furfural e HMF) do que o pré-tratamento somente com acido diluido (sem glicerol) a um
nivel similar de digestibilidade de glucano. Os baixos niveis de produtos de degradagdo de
acucar podem ser devidos a produgdo de glicerol e derivados de carboidratos, que protegem a

degradacdo dos agucares.

O glicerol como pré-tratamento organosolv funciona através de uma classificagdo de
deslignificacdo, reducdo de tamanho de particula e melhoria do acesso de celulase a celulose.
Espera-se que os mecanismos de deslignificacio no pré-tratamento com glicerol sejam
semelhantes aos outros processos organosolv; isto €, clivagem de ligacoes de éter aril em
lignina e clivagem de ligacdes éter entre carboidrato e lignina. No entanto, informacdes

detalhadas sobre a extensdo da clivagem dessas ligagdes e a condensagdo de lignina ndo estdo
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disponiveis. A deslignificagdo com pré-tratamento de glicerol catalisado com acido ¢
geralmente menor do que a obtida com o pré-tratamento de etanol catalisado por 4cido ou
EG130 para atingir o nivel similar de digestibilidade de celulose. A solubilidade relativamente

baixa da lignina no glicerol ¢ a causa mais provavel para esta observacdo (SONG et al., 2013).

O comprimento médio da particula de biomassa do bagago pré-tratado acidificado com
glicerol ¢ muito menor do que o bagaco pré-tratado acidificado. Os moddulos de ligagao a
carboidratos (CBMs) sao dominios de proteinas que desempenham um papel fundamental na

mediagdo da ligagdo de celulase a celulose (SHOSEYOV; SHANI; LEVY, 2006).

Os CBMs recombinantes foram utilizados para sondar a acessibilidade da enzima em
madeira macia pré-tratada com glicerol acidificado e os resultados indicam que a
acessibilidade da celulase (e, portanto, digestibilidade de glucano) no residuo resultante ¢

maior que a obtida de outros pré-tratamentos de poliol, incluindo EG (LIU et al., 2010).

21.4.2. Pré-tratamento de biomassa utilizando y-valerolatcone (GVL)

O y-valerolactona (GVL) pode ser obtido a partir de biomassa e apresenta melhorias
significativas no desempenho da reacdo em comparagdo com meio aquoso, tais como aumento

da atividade catalitica e maior seletividade para o desejado produto de reagdo

(LUTERBACHER et al., 2014).

Por exemplo, altos rendimentos de acido levulinico (~70%) a partir de celulose
usando GVL como solvente foram obtidos usando Amberlyst 70 como catalisador em

comparacao com rendimentos de 20% obtidos em agua (ALONSO et al., 2013).

Além disso, significativos aumentos de seletividade foram alcangados usando GVL
como solvente em comparagdo com reagdes em agua para a conversao de agucares C5 e C6
em seus correspondentes componentes furanicos furfural e HMF que sdo valiosos compostos

precursores (QI et al., 2014b).

Em um estudo que avaliou a taxa de hidrolise da celobiose utilizando GVL em
diferentes proporgdes com adgua, MELLMER et al. (2014) verificaram que houve tendéncia
exponencialmente crescente com o aumento da concentragdo de GVL. Por exemplo, a

constante da taxa de hidrolise para a conversao de celobiose em GVL-H>O (4: 1) mostrou um



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica 35

aumento significativo de 31 vezes em comparacdo com o valor somente em H>O nas mesmas
condi¢des de reagdo. Assim, concluiram que a taxa de hidrolise da celobiose catalisada por
acido ¢ aumentada significativamente usando GVL como solvente, promovendo a taxa

crescente de clivagem de ligagdo B (1 — 4).

Esses mesmos autores também estudaram a hidrolise de celulose em polimeros de
glucose usando GVL como solvente e agua em condi¢des similares ao estudo com a
celobiose. Os resultados também mostraram um aumento da hidrolise da celulose em glucose

de 25 vezes maior na propor¢ao de GVL-H>O (4: 1) quando comparado com somente com a

agua.

FANG e SIXTA (2015) realizaram um trabalho utilizando GVL e 4gua no pré-
tratamento de p6 de madeira com o objetivo de recuperar celulose da fracdo de madeira,
acucares da hemicelulose e lignina pura. As varidveis foram a porcentagem de agua no
sistema (35 a 50%), temperatura (150 a 170° C), tempo de rea¢do e catalizador acido.
Alcangaram resultados de 90,5% de pureza de celulose, média de 40% da lignina recuperada
por precipitacdo simples em agua. O restante da lignina poderia ser recuperada através da
extracdo liquido-liquido usando, por exemplo, acetato de etila. O tempo de reacdo pode ser
reduzido por menos da metade do tempo quando adicionado o catalizador acido sem que os

resultados alterassem significativamente.

Recentemente LUTERBACHER et al. (2015) relataram um processo ndo enzimatico
alternativo para despolimerizar a biomassa usando y-valerolactona (GVL) como solvente.
Neste processo, uma mistura contendo 80% em peso ou mais de GVL, agua e 2% ou menos
de H>SO4 foi usada para recuperar 70-90% de polissacarideos de biomassa como agucares
soluveis e 85-95% de produtos identificaveis como produtos de desidratagdo (furfural, 5 -
(hidroximetil) furfural e ido levulico). A produgdo de carboidratos na presenga de GVL ¢
melhor em comparagdo com a conversdo em agua pura devido aos efeitos favoraveis do
solvente sobre a cinética de hidrolise e desidratacdo catalisada por acido envolvida nos

sistemas de carboidratos.

(LUTERBACHER et al., 2015b) A abordagem baseada em GVL pode ser usada em
paralelo com o aprimoramento da lignina para produzir carboidratos soliveis com alto

rendimento (~70%) a partir de biomassa sem o uso de enzimas, liquidos i6nicos ou acidos
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concentrados. A lignina foi isolada ap6s uma etapa inicial de hidrdlise em que a palha de
milho foi tratada em um reator em batelada de alta concentragdo de solidos a 393 K por 30

min em uma mistura de solvente consistindo de 80% em peso de GVL e 20% em peso de

agua.

Em trabalho anterior estes mesmos autores usaram misturas de g-valerolactona (GVL),
agua e H,SO4 a baixa concentragdes para despolimerizar a fragdo de carboidratos biomassa.
Segundo os autores, o GVL catalisado por acido promove a desconstru¢ao da biomassa a
acucares, aumentando a taxa de reagdes melhor que tratamentos concorrentes utilizando
liquidos i6nicos. O aumento da hidrolise dos polissacarideos foi alcangada devido ao efeito do
GVL na solvatagao do proton e sua seletividade na diminui¢do da barreira de ativacdo na
hidroélise dos polissacarideos quando comparado com outros métodos utilizados na hidrolise

4cida (LUTERBACHER et al., 2014).

Solventes organicos como a y-valerolactona (GVL) tém sido mostrado para aumentar
as taxas de sacarificacdo, dissolvendo a lignina e aumentando a atividade de prétons acidos
(MELLMER et al., 2014). O sistema GVL-agua mostrou que os sistemas aumentam a
producdo de glicose durante o sacarificagdo para perto de 80%, que foi duas vezes tanto

quanto o rendimento obtido com o sistema idéntico agua (LUTERBACHER et al., 2014).

Tendo em vista as citagdes encontradas na literatura sobre as vantagens de se utilizar
tanto o GVL quanto o glicerol como organosolventes, este trabalho propds a utilizagdo de
ambos em conjunto com o intuito de verificar se isso potencializaria a desconstru¢do da
biomassa e consequentemente a digestibilidade da glicose quando comparado com cada um

de forma individual.

2.1.5. Recuperagao dos solventes pos pré-tratamento

De acordo com CONSULTANT (1987) solventes usados sdo um dos tipos mais
comuns de residuos perigosos, bem como um dos problemas ambientais mais frequentes.
Mesmo que esses produtos quimicos sejam relativamente faceis de reciclar e reutilizar, muitas
vezes 0s custos para isso favoreceram o descarte em vez de recuperagdo. A situacdo estd
mudando rapidamente, no entanto, devido a novos requisitos regulamentares, nova disposi¢ao
econdmica, € uma maior conscientizagdo por parte dos geradores sobre as vantagens da

reciclagem.
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Ainda de acordo com o mesmo autore, dentre essas vantagens cita-se a reducdo da
quantidade de material a ser descartado; reducdo da responsabilidade do transporte e
eliminagdo fora do local; e redugcdo na compra de solventes virgens. No entanto, algumas
desvantagens sao citadas, tais como: gasto de tempo e mao-de-obra especializada para avaliar,
desenvolver e testar as opgdes de recuperagdo; gastos de capital nos sistemas operacionais,
manuten¢do, treinamento e gerenciamento; novos riscos podem ser incorridos, como o
aumento da exposi¢do dos trabalhadores a possiveis solventes toxicos, incéndios,
derramamentos, vazamentos, etc; a recuperagao no local pode contribuir para outras

liberagcdes ambientais, como emissdes atmosféricas e/ou aumento de aguas residuais;

Segundo CONSULTANT (2010) em 2007 foram geradas 119.000 toneladas de
residuos perigosos na Irlanda foram solventes orgénicos e, dessas, 55.400 toneladas foram
exportadas para recuperagdo ou descarte. Esta geracdo estd relacionada principalmente ao
setor farmacéutico ¢ em quantidades muito menores, aos setores de fabricacdo de tintas,
eletronicos e dispositivos médicos. No entanto, de acordo com o Plano Nacional de Gestdo de
Residuos Perigosos da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) 2008-12, deve-se reduzir a
exportacdo e aumentar o tratamento interno de residuos perigosos. Mas para isso ¢ necessaria

ter capacidade e instalagdes de tratamento de solventes.

No que se refere a recuperagdo do GVL, MEHDI et al. (2008) relataram em seu
trabalho que sua ¢ recuperagao ¢ simples e eficiente, pois ndo forma um azeotropo com agua;
o ultimo pode ser removido por destilacdo, o que resulta em um processo que demanda menos

energia para a reciclagem que o etanol por exemplo.

De acordo com LUTERBACHER et al. (2015a) a modelagem econdmica inicial do
processo de pré-tratamento revelou que uma varidvel-chave para tornar o processo
economicamente vidvel ¢ a separacdo bem-sucedida e a reciclagem do solvente GVL.
Relataram em seu trabalho que uma separa¢ao bem-sucedida foi obtida pela adicao de CO
liquido, que formou uma fase de GVL expandida com CO> que, diferente do GVL puro, ndo ¢
mais soliivel com 4gua. Esta adigdo de CO> concentra os agucares 4 a 5 vezes na fase aquosa
usando um processo de separacao e reutilizacdo de GVL com baixo consumo de energia. No
entanto, as altas pressoes (> 5 MPa) envolvidas no processo de separacdo de CO; podem levar
a problemas de seguranga e aumento de custos com equipamentos € energia, o que os levou a

explorar solugdes de separagdo alternativas.
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Uma técnica de extracdo liquida de CO; modificada foi utilizada por SHUAI;
QUESTELL-SANTIAGO e LUTERBACHER (2016) para avaliar a recuperacdo de GVL da
suspensdo de pré-tratamento. A técnica envolveu bombear CO; liquido continuamente a alta
pressao e recuperando GVL continuamente em um vaso de baixa pressao conectado. Mais de
99,5% do GVL foram recuperados e quase todos os acUcares, lignina e material sélido
ficaram na fase aquosa. Apenas uma quantidade insignificante dos agucares solubilizados (0,3
a 1%) foram extraidos na fase CO»-GVL. A recuperagdo dos agticares foi melhorada em
compara¢do com o sistema descontinuo usado anteriormente (0,3-1% vs. 10-20%) e isso se
deve provavelmente a redugdo da mistura inversa das fases GVL-CO, e aquosa na
configuracdo continua (LUTERBACHER et al., 2014). Em resumo, a extracdo de CO; deixou
todos os agucares no substrato e levou a uma maior concentragdo final de acucar,
simplificando o processo de recuperacdo do GVL. Em contraste, a lavagem com agua poderia
separar o xilano do glucano, mas exigiria medidas adicionais para recuperar o GVL do licor

diluido (SHUAIL QUESTELL-SANTIAGO; LUTERBACHER, 2016).

Uma consideracdo importante do ponto de vista econdmico € a recuperagdo e
reciclagem do sistema solvente. O GVL, que pode ser feito a partir de biomassa, ¢ atualmente
um solvente caro, € para o processo para ser econdmico, € necessario que pelo menos 98%
dele seja reciclado. Para alcangar alto indice de recuperacdo, estes autores estudaram varios
co-solventes orginicos que foram adicionados ao sistema GVL/agua com o objetivo de
aumentar a recuperacao do GVL, acucares e subprodutos da fermentacdo. Dos co-solventes
estudados, tolueno alcangou maior eficiéncia de extragdo: 64,4% de GVL, 26,7% de furfural,
19,2% de écido levulinico e acido formico e 41,3% de HMF foram recuperados na fase
organica, enquanto 94,3% de aglcares e todas as ligninas e huminas precipitadas

permaneceram na fase aquosa (MOTAGAMWALA et al., 2016).

A separacdo dos acucares do hidrolisado a base de GVL ¢é necessaria para maior
atuacao biolodgica, ja que o GVL tem um efeito inibitorio no crescimento microbiano.21 Uma
fase aquosa contendo mais de 90% dos agucares pode ser obtida pela adicao de NaCl ou CO>
liquido ao hidrolisado GVL/H>0, levando a um sistema bifasico que consiste em um liquido
aquoso contendo os agucares, juntamente com um liquido orginico que consiste
principalmente de GVL. No entanto, a inducdo bifasica por adi¢do de sal complica o
processamento a jusante, pois tem um efeito inibitério no crescimento microbiano

(MOTAGAMWALA et al., 2016).
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Mesmo apesar dessa desvantagem indicada pelos autores anteriores, ZHANG;
DOHERTY e O’HARA (2017) realizaram um trabalho no qual induziram a formagdo de
solucao bifasica pela adicdo do sal (NH4)>SOs até a saturagdo de hidrolisado cujo
organosolvente presente foi o n-propanol. Na fase solvente ficou contido o solvente, produtos
de degradagao de agtcar e ligninas com baixo peso molecular e na fase aquosa, sal e aglicares
soluveis. A fase de solvente foi diretamente reutilizada para pré-tratamento, enquanto a fase
aquosa foi destilada para reciclar sal e dgua. A fase de solvente de reciclagem direta para o
pré-tratamento quatro vezes levou a uma ligeira diminui¢ao na digestibilidade do glucano de
100% (solvente fresco) para 96%. A reutiliza¢do direta da fase solvente também levou a um
aumento significativo na concentracdo de furfural de 2,4 g/kg para 15,1 g/kg, enquanto a
reciclagem de agua e o sal em fase aquosa por destilagdo levou a um aumento substancial na
concentracdo de xilose de 3,2 g/kg para 13,5 g/kg ap cinco lotes de pré-tratamentos. Além
disso, o rendimento total de ligninas de alto peso molecular aumentou gradualmente de 38%

para 49%.

Tendo este ultimo trabalho citado como referéncia para recuperagao de solventes, esse
estudo concentrou esfor¢os na indugdo de uma solugdo bifdsica do hidrolisado do pré-
tratamento pela adi¢ao do sal NaCl, de mais fécil acesso € menor curso. O objetivo também
foi o de separar na fase solvente os proprios solventes, produtos de degradacao e lignina. J& na

fase aquosa, sal e acucares soluveis.



Capitulo 3 — MateriaisS € MEOAOS. ........ccuiiiuiiriieiiiiiieitieeit ettt ettt te e e eveeseaeeveanaeaes 40

CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentadas todas as técnicas e analises utilizadas em cada um dos
experimentos realizados ao longo do desenvolvimento deste trabalho, assim como os materiais e

as metodologias empregadas.

A Figura 7 apresenta resumidamente o fluxograma cronoldgico das analises realizadas:

Coleta e preparo da
biomassa

l

Pré-tratamento da biomassa

v

N\

Amostras sodlidas Amostras
— biomassa - Liquidas
Hidrdlise Hidrodlise Indugao de
acida enzimatica solucao bifasica
Composicao Digestibilidade Recuperacéao de
da biomassa rendimento da solvente e
(glicose, xilose e glicose e da quantificacao de
lignina) biomassa acucares e
subprodutos
TR Alteracao
-, ) estrutural da
DRX, MEV biomassa sodlida

Figura 7 - Fluxograma resumido das etapas deste trabalho
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Ressalta-se que toda parte experimental foi realizada na “Queensland University of
Technology - QUT”, na cidade de Brisbane, Estado de Queensland, na Australia em diferentes

laboratorios do Centro de Ciéncia e Engenharia daquela Universidade.

As andlises de infra-vermelho, microscopia eletronica e difracdo de raio x foram
realizadas em equipamentos que estao instalados nos laboratorios do Central Analytical Research
Facility — CARF. O CARF ¢ um centro analitico que contém varios laboratérios que abriga
instrumentos para analisar as propriedades fisicas, mecanicas, quimicas e biologicas de sélidos,

liquidos e gases.

As outras analises foram realizadas em equipamentos instalados nos laboratorios do
Centre for Tropical Crops and Biocommodities - CTCB. O CTCB ¢ um centro de pesquisa

especializado em agricultura tropical e no setor de biocommodities de alto valor.

3.1. Planejamento dos experimentos

Os experimentos deste trabalho foram planejados com o intuito de realizar o pré-
tratamento da biomassa utilizando GVL associado ao glicerol em diferentes propor¢des,
mantendo constante as outras variaveis, tais como volume de reacdo, massa de biomassa

utilizada, temperatura e tempo de reacao.
A Tabela 4 apresenta detalhadamente as condi¢des experimentais trabalhadas:

Tabela 4 — planejamento do experimento

Condic¢des experimentais

Acido Massa de Solu¢do Tempera- Tempo

Pré-tratamentos  GyL, Glicerol, Agua, sulfirico biomassa, de tura de de
g g g 72%, g g reacio, reacio, °C reacio,
g min
80% GVL/0%Gli 40 0 10 0,236 5 50 120 60
70%GVL/10%Gli 35 5 10 0,236 5 50 120 60
60%GVL/20%Gli 30 10 10 0,236 5 50 120 60
50%GVL/30%Gli 25 15 10 0,236 5 50 120 60
40%GVL/40%Gli 20 20 10 0,236 5 50 120 60
20%GVL/60%Gli 10 30 10 0,236 5 50 120 60
0%GVL/80%Gli 0 40 10 0,236 5 50 120 60

GVL - gamma-valerolactona; GLi - glicerol


https://research.qut.edu.au/biorefining/capabilities/infrastructure-capabilities/centre-for-tropical-crops-and-biocommodities/
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Conforme pode ser observado na tabela anterior, foram preparadas sete diferentes
condi¢des de pré-tratamento variando a porcentagem de GVL associado ao glicerol e fixando as
outras variaveis. Na primeira condi¢cdo de pré-tratamento, foi utilizado 80% de GVL e 0% de
glicerol, o que correspondeu a 40 e 0g, respectivamente. As demais condi¢des alteraram somente
a porcentagem de GVL que foi diminuindo em relacdo ao glicerol até a razdo de 0 para 80%. Os
outros parametros do experimento permaneceram constantes, tais como a massa de agua, de

acido sulfurico, de biomassa, temperatura e tempo de reacao.

3.2. Preparacao da amostra

De acordo com HAMES et al. (2008), ¢ de suma importancia a conversdo da biomassa
bruta em um material uniforme quando se tem como objetivo analisar sua composi¢cdo em
acucares e lignina. Essa uniformidade se refere principalmente ao tamanho das particulas e

umidade das amostras.

A padronizagdo do tamanho das particulas ¢ importante pois uma amostra com desvio
para um tamanho de particula menor pode resultar em altos teores de carboidratos e
consequentemente baixos teores de lignina devido a excessiva degradacdo dos carboidratos
durante a hidrdlise acida. Por outro lado, o desvio para um tamanho de particula maior, pode
resultar em baixos teores de carboidratos e consequentemente altos teores de lignina, devido a

hidroélise incompleta de agucares poliméricos para agicares monomericos.

No que se refere ao teor de umidade, o excesso alterard a concentracdo do acido no
processo de hidrolise 4cida e isso pode resultar em um baixo teor de carboidratos devido a
hidrélise incompleta de actcares poliméricos em acticares monomeéricos. Hidrélise incompleta
deixa os aglcares oligoméricos insoliveis, estes sdo incorretamente contados como residuo

insoluvel, resultando em alto teor de lignina.

O procedimento para uniformizagdo de amostras proposto pelo autor descreve varias
técnicas de secagem e reducdo de tamanho. No entanto, essa revisao limitou-se somente "aquelas

mais relevantes que foram utilizadas neste trabalho.

O bagaco de cana-de-acticar utilizado neste trabalho foi cedido pela empresa
sucroenergética Racecourse Sugar Mill (Mackay Sugar Limited) em Mackay, Australia. A coleta

da amostra foi realizada no patio de estocagem de bagaco, etapa apds a trituragdo e moagem da
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cana de agucar. Foram utilizados sacos plésticos transparentes para acondicionamento e

transporte de aproximadamente 5kg do material.

Apos a coleta, o bagago foi lavado com agua corrente e posteriormente encaminhado para
secagem em estufa de convecgao forcada (Qualtex digital, Australia) a 45 £ 3° C durante 48
horas, uma vez que o material estava muito umido devido a lavagem. Por tltimo, a amostra foi
triturada em moinho de facas (Retsch SM100, Retsch GmBH, Alemanha). Apo6s lavagem,
secagem e trituragdo, o bagago passou pelo peneirador automatico (Endecotts Octagon Digital
Sieve Shaker, Australia) em duas etapas simultdneas com peneiras de aberturas entre 1000 e 500
microns (nimero de mesh 18 e 35), originando materiais de tamanho entre 1 e 0,5 mm. Este
material selecionado foi coletado e armazenado para o pré-tratamento. O processo de preparagao
das amostras seguiu a metodologia desenvolvida pelo National Renewable Energy Laboratory —

NREL, descrito por HAMES et al. (2008).

As fotos da Figura 8 apresentam os equipamentos utilizados no preparo da amostra, (a),

(b) e (c) e o resultado final comparativo entre a biomassa antes e depois de ser preparada (d):



(b)

(c) (d)

. L. ‘

(a) — forno de convecgdo; (b) — moinho; (c) — peneirador; (d) — bagaco antes e depois do preparo
Fonte: autor

Figura 8 — Processo de preparo da amostra
3.3. Pré-tratamento da biomassa

Antes de realizar o pré-tratamento propriamente dito, foi determinada a umidade e
solidos totais da biomassa de acordo com a metodologia desenvolvida pelo National Renewable
Energy Laboratory — NREL e descrita por SLUITER et al. (2008). Para isso, foram utilizados
trés cadinhos de aluminio previamente lavados, secos e pesados em balanga analitica (A&D
Weighing, AND GX-600, Japao). Em cada um dos cadinhos foi pesada a quantidade aproximada
de 1g da biomassa e posteriormente levados a estufa de convec¢do forcada (Memmert, UF30,
Alemanha) a 105 £ 3° C durante 4 horas. Depois desse periodo, foram retirados do forno e

colocados em dessecadores até o resfriamento para posterior pesagem. Apos repeticdo desse
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procedimento por duas vezes por 4 horas, esse tempo de exposi¢ao ao forno foi reduzido para 1
hora repetidamente até massa constante. Esse dado ¢ importante para calculo da quantidade exata
de agua a ser adicionada no sistema, considerando o volume total de reacdo em 50mL, conforme

j& exposto anteriormente.

De acordo com as quantidades especificadas no item 3.1, a biomassa e os reagentes do
experimento foram transferidos para baldes de vidro (Ace Glass Inc., EUA) de 100mL resistente
a pressdo. Os frascos foram selados com tampas de rosca e imersos em um banho de 6leo de
parafina pré-aquecido a 120°C durante 60 minutos sob agitagdo magnética a 300 rpm. Apds esse
procedimento, os frascos foram retirados do banho de 6leo, o excesso foi retirado com papel
toalha e os frascos imersos em um recipiente com gelo para resfriamento. Posteriormente, 40mL

de 4gua destilada foram adicionados a cada um dos frascos.

As fotos da Figura 9 mostram os baldes durante o banho de 6leo no pré-tratamento (a) e

(b), apds o pré-tratamento (c) e apos a adi¢do dos 40mL de agua (d):



(d)

(a) e (b) — baldes durante pré-tratamento; (c) — baldes pds pré-tratamento; (d) — baldes pos
adi¢do de agua.
Fonte: autor

Figura 9 — Processo de pré-tratamento da biomassa

Apo6s adi¢do dos 40mL de agua destilada supracitados e homogeneizacao, aliquotas de
15mL de cada um dos baldes foram coletadas em tubos de centrifuga de mesmo volume para
posteriores analises. O restante do conteido dos frascos foi filtrado a vacuo em kitassato
utilizando Funil de Buchner e filtro Whatman 541. Outra amostra liquida de aproximadamente
50mL foi coletada em tubos de centrifuga Falcon de mesmo volume, também para posteriores
analises. Ambas amostras liquidas foram coletadas em recipientes hermeticamente fechados e
estocadas em freezer a — 20° C, para evitar degradacdo de compostos de agucares e seus

subprodutos.

Ap0s a filtragem, a biomassa retida foi lavada com 100mL de 4gua destilada por duas
vezes, outras duas vezes com 100mL de NaOH 0,2% e novamente com agua destilada até

obtenc¢do de pH entre 5 e 7, verificado com fita-papel pH.
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As fotos da Figura 10 mostram a aliquota de amostra liquida coletada antes da filtracao
(a), o processo de filtragdo (b), a aliquota coletada depois da filtracdo (c) e o processo de

lavagem da biomassa (d):

wlllm LL

(a) — amostras antes da filtragdo; (b) — processo de filtracdo; (c) — amostras depois da filtragao;
(d) — lavagem da biomassa
Fonte: autor

Figura 10 — Processo de filtragdo e coleta das amostras liquidas

Depois do excesso de umidade ter sido retirado pelo vacuo, o montante da biomassa foi
pesado e dividido em duas partes iguais. A primeira foi encaminhada para secagem no freeze dry
(BenchTop Pro with Omnitronics, VirTis SP Scientific, EUA), para posterior realizacdo de
hidrdlise acida, e a outra metade foi armazenada em refrigerador a 4° C para posterior realizacao
de hidrdlise enzimadtica e andlises estruturais. Cada uma das condi¢des de pré-tratamentos foi

feita em duplicata para cada um dos dois lotes.
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3.4. Hidroélise acida

Esta analise € uma etapa muito importante deste trabalho, pois ¢ a partir dela que foi feita
a “Determinacao Estrutural de Carboidratos e Lignina”, ou seja, a quantificagao de agucares e
lignina existentes na biomassa estudada. A realizagdo desta foi orientada pela metodologia
desenvolvida pelo National Renewable Energy Laboratory — NREL e descrita por SLUITER et
al. (2012). As amostras das biomassas pré-tratadas e uma amostra de bagaco in natura (sem
tratamento), com aproximadamente a mesma massa, foram congeladas por 24 horas em freezer a
- 80° C e posteriormente foram secas em “freeze dry” por 72 horas sob pressdo e temperatura
aproximadas de 100 uB e — 70° C. Novamente foram determinados os sélidos totais e umidade

remanescentes utilizando a mesma metodologia de SLUITER et al. (2008) descrita no item 3.3.

As fotos da Figura 11 mostram o momento em que as amostras foram colocadas no

“freeze dry” para secagem:

(2) (b)

(a) — amostras no freeze dry; (b) — freeze dry em funcionamento
Fonte: autor

Figura 11 — Processo de secagem por freeze dry

Apos esse processo, aproximadamente 0.3g de biomassa seca de cada um dos sete tipos
de pré-tratamentos e do bagaco in natura foram pesadas e colocadas em tubo de pressdo (Ace
Glass Inc., US) de 150mL. Em cada um destes tubos foram adicionados 3,0 = 0,01 mL de acido

sulfarico 72% e incubados em banho maria (Ratec, Thermoregulator TH6P, Australia) a 30,0 +
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3° C por um periodo de 1h. De 15 em 15 minutos a solugdo biomassa + acido foi homogeneizada

com um bastio de vidro, individual para cada tubo.

Ao final de 1h, os tubos de pressdao foram retirados do banho maria e adicionados em
cada um 84 + 0,04 mL de agua ultrapura, tendo o cuidado de enxaguar os bastdes ao retira-los
dos tubos de forma a evitar a perda de biomassa. Os tubos foram hermeticamente fechados com
tampa de rosca, encaminhados para a autoclave (Tomy SX-500E, Japao), e incubados por uma

horaa 121°C.

Juntamente com os tubos contendo a solucdo de biomassas + acido, seguiram para a
autoclave, tubos contendo 10mL de solug¢do padrdo de recuperacdo de agucar (SRS) mais 348ul
de acido sulfurico 72%. Para o preparo de 100mL dessa solucao, foram utilizados 0,2g de D-
glicose, 0,07g de D-xilose, 0,02g de D-galactose e 0,02g de L-arabinose. O volume foi dividido
em frascos volumétricos de 10mL e aqueles nao utilizados foram acondicionados em freezer a —

20° C para posterior e/ou eventual uso, em caso de repeti¢do do experimento.

Apds completo o ciclo da autoclave, os tubos foram retirados e colocados novamente em
banho maria a 30 + 3° C para resfriarem até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente,
procedeu-se a filtragdo a vacuo do contetido dos tubos em kitassato utilizando funil de vidro e
cadinhos filtrantes. Estes cadinhos foram previamente lavados, secos e colocados em mufla a
575 + 25° C por 4h para atingir a massa constante. Retirados da mufla, foram colocados em

dessecador por 1h para resfriamento e depois pesados novamente.

Apods a filtragem, uma aliquota de amostra liquida de aproximadamente 50mL foi
coletada em tubos de centrifuga marca Falcon de mesmo volume. Essas amostras liquidas foram

utilizadas para determinagdo de agucares e de lignina soltvel, explicadas a seguir.

As fotos da Figura 12 mostram os tubos de ensaio apds retirados da autoclave (a) e o

processo de filtracdo a vaculo (b):



(b)

(a) — tubos de ensaio ap6s a autoclave; (b) — processo de filtragdo a vacuo
Fonte: autor

Figura 12 — Processo de filtracao p6s hidrolise acida

Destes 50mL, foram retiradas aliquotas de 5SmL para imediata determinacdo de lignina
soluvel, uma vez que essa analise deve ser realizada no maximo 6 horas depois da hidrdlise
acida. Para isso, esse volume foi adicionado em baldo volumétrico de 25mL e completado com
agua destilada, diluindo assim essa amostra em cinco vezes. Apos dilui¢do e homogeneizacao,
estas amostras foram encaminhadas ao espectrofotometro (GBC, Cintra 40 UV-Visible
Spectrometer, Australia) para leitura de absorbancia em comprimento de onda ultra violeta - UV

de 240nm.

O restante das aliquotas que permaneceu nos tubos de centrifuga foram estocadas no
freezer a -20° C para posteriores andlises de glicose, xilose e arabinose. Depois de coletadas as
aliquotas acima mencionadas, a biomassa remanescente nos tubos de pressao foi transferida para
os cadinhos utilizando aproximadamente SO0mL de agua destilada. Apds a total filtragem da agua,
os cadinhos contendo os residuos insoluveis (biomassa remanescente) foram encaminhados para
a estufa de conveccdo forcada para secagem e depois foram resfriados no dessecador e
posteriormente pesados. Depois disso, os cadinhos foram encaminhados para a mufla, resfriados
no dessecador e pesados, seguindo a mesma metodologia ja abordada neste mesmo item. Pela
diferenca de peso entre os cadinhos antes e depois da mufla, obteve-se a porcentagem da lignina

insolavel das biomassas.

As fotos da Figura 13 mostram as amostras para leitura no espectrofotometro (a) e

cadinhos na estufa de convecgao forcada (b):



(a) — Amostras para leitura em espectrofot()metro;' (b) — Cadinhos no forno de convecgao
Fonte: autor

Figura 13 — Processo preparacdo de amostras liquidas e secagem de cadinhos

Da aliquota que restou dos 50mL, foram retirados outros 10mL e adicionados em frascos
de vidro juntamente com 0,5g de carbonato de calcio para neutralizagdo. Apos agitagao por dois
minutos e decantag¢do do precipitado, aproximadamente 1mL do sobrenadante foi coletado com o
auxilio de uma seringa e filtrado utilizando filtros de 0,45um diretamente em frascos apropriados
para leitura de agucares em cromatografia liquida de alta performance — HPLC, descrita no item

3.6.

Os resultados obtidos no HPLC foram langados em planilha eletronica para corre¢do de
valores e célculos quantitativos dos carboidratos estruturais glicose, xilose e arabinose. Todo
experimento e andlises de hidrdlise 4cida foram realizados em duplicata para cada um dos dois

lotes.

As fotos da Figura 14 mostram as amostras liquidas extraidas da hidrolise acida (a) e as

amostras ja preparadas para leitura em HPLC (b):



(2)
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(a) — Amostras da hidrélise acida; (b) — Amostras para leitura em HPLC
Fonte: autor

Figura 14 — Processo coleta e preparacao de amostras liquidas
3.5. Hidrdlise Enzimatica

A realizacdo dessa analise foi orientada pela metodologia do National Renewable Energy
Laboratory — NREL, descrita por SELIG; WEISS; JI (2008). Para condugdo deste experimento,
foram utilizados frascos de vidro de 20mL contento 5g de solucdo de reagdo, no qual foram
adicionados: 2% em peso de celulose, 0,25mL de solu¢do tampao de citrato 1M (concentracio
final de 0,05M) para manter pH a 4,8 ¢ 0,02% em peso do antibidtico azida de sddio para evitar
o crescimento de microrganismos. Além disso, foi adicionada a enzima accellerase
(accellerase™ 1000, Sigma-Aldrich) para hidrdlise enzimdtica a uma dosagem de
aproximadamente 20 FPU/g de celulose (0,5 mL de solugdo Accellerase / g de celulose). A
reacdo deste experimento ocorreu a 50 ° C durante 72 h numa incubadora rotativa (Ratek OM 11

Orbital Mixer, Australia) com uma velocidade de agitacdo de 150 rpm.

As aliquotas de amostragem foram de 0,2mL retiradas nos tempos de 6, 12, 24, 48 e 72h.
Estas amostras foram centrifugadas a 9.000 g durante 5 min em centrifuga ¢ 0,1 mL do
sobrenadante foi diluido 10 vezes em agua destilada em tubos de 2mL. As amostras diluidas
foram coletadas com auxilio de uma seringa e filtradas através de filtro de disco de 0,22um
diretamente em frascos proprios para andlise da digestibilidade de glicose no HPLC. Todo
experimento e analises de hidrolise enzimatica foram realizadas em duplicata para cada um dos

dois lotes.

As fotos da Figura 15, mostram os frascos preparados para iniciar a hidrélise enzimatica

(a) e o experimento na incubadora (b):


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c9870?lang=en&region=US

FT R A N W T W

(a) — Frascos preparado para a hidrélise enzimatica; (b) - Experimento em incubadora
Fonte: autor

Figura 15 — Preparo e funcionamento da hidrolise enzimatica
3.6. Analise de HPLC

Para determinacdo das concentragdes dos compostos das amostras, foram utilizados dois
sistemas de HPLC. Para os solventes (GVL e glicerol) e produtos de degradacdo de agucares
(furfural HMF) foi utilizada a coluna Bio-Rad Aminex HPX- 87H e detector de indice de
refragdo e detector de UV (280 nm). Foi utilizado acido sulftirico (H2SO4) em concentracao de
SmM como fase mével a taxa de fluxo de 0,6 mL/min e temperatura da coluna a 65°C. Para as
concentragdes de agucares (glicose, xilose e arabinose), durante a hidrolise acida, hidrolise
enzimatica e nas amostras liquidas coletadas apds o pré-tratamento, utilizou-se a coluna
Phenominex RPM. Foi utilizada agua destilada como fase moével, taxa de fluxo de 0,5mL/min e
temperatura da coluna de 85°C. Esta metodologia foi conduzida de acordo com aquela descrita
por ZHANG; DOHERTY; O’HARA (2017). Todas concentracdes determinadas por HPLC

foram realizadas em duplicata para cada um dos dois lotes.

As fotos da Figura 16 mostram um dos HPLC utilizados para estas analises (a) e as

amostras sendo introduzidas no equipamento para leitura (b):
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'
do; (b) — introdugdo de amostras no HPLC

(a) — Equipamento HPLC utiliza
Fonte: autor

Figura 16 — Equipamento e leitura de amostras em HPLC
3.7. Recuperagao do solvente apés pré-tratamento

A metodologia utilizada para realizagdo desta técnica foi baseada naquela descrita por
ZHANG; DOHERTY; O’HARA (2017). Para isso, as aliquotas do hidrolisado foram coletadas
depois do pré-tratamento, descritas no item 3.3, foram descongeladas a temperatura ambiente
para serem saturadas com sal e induzidas ‘a formagdo de solugdo bifasica chamadas de fase

liquida e fase solvente.

Para determinagdo do ponto de saturag¢do do sal das amostras liquidas dos diferentes tipos
de pré-tratamento, SmL de cada uma delas foram transferidas para tubos de centrifuga de 15mL
e a eles adicionados aproximadamente 2g de sal NaCl. Apds agitagdo em vortex por tempo
suficiente para dissolver a quantidade maxima de sal, o conteudo do tubo foi filtrado a vacuo em
kitassato utilizando Funil de Buchner e filtro Whatman 541. O sal excedente retido no filtro foi
lavado 3 vezes com 20mL de etanol 96% e encaminhado para secagem durante 20min em estufa
de conveccao forcada (Memmert, UF30, Alemanha) a 105 + 3° C. Depois de resfriados em
dessecador, os filtros contendo o sal excedente foram pesados e a diferenca entre a quantidade de
sal adicionada e a quantidade de sal retida no filtro determinou o ponto de saturacdo do sal na

aliquota.

Apos a determinacao do ponto de saturagdo do sal, outras aliquotas de 10mL destas
mesmas amostras foram transferidas para tubos de centrifuga também de 15mL. A elas foi
adicionado sal de forma gradual até atingir a satura¢do, formando assim solugdes bifasicas que

foram denominadas fase aquosa e fase solvente. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a
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1000 rpm durante 5 min em centrifuga Beckman (GS- 6R, Beckman, EUA) para efetiva
separacgdo das fases. A fase aquosa (inferior ao tubo), foi retirada com o auxilio de uma seringa e
transferida para outro tubo. Tanto a fase solvente quanto a fase aquosa foram pesadas para
futuros calculos. Cem microlitros, 100ul, de cada uma das fases foram retirados e diluidos em
900 pl de agua ultrapura em tubos de 1,5mL. Ap6s homogeneizagdo, o volume foi coletado com
o auxilio de uma seringa e filtrado utilizando filtros de 0,45um diretamente em frascos

apropriados para leitura no HPLC, conforme descrito no item 3.6.

As concentracdes de acucares (glicose, xilose e arabinose) e seus produtos de degradagdo
(5-hidroximetil furfural - HMF e furfural) foram determinadas nas duas fases, enquanto a
concentragdo do GVL e glicerol somente na fase aquosa. As concentragdes dos solventes GVL e
glicerol ndo puderam ser determinados na fase solvente por HPLC por causa das altas
concentragdes que podem afetar a precisdo dos resultados. No entanto, foi calculada com base na
massa total j& conhecida (massa de GVL e glicerol adicionada em cada tipo de pré-tratamento) e
a massa em fase aquosa determinada por HPLC. Este experimento também foi conduzido em

duplicata para cada um dos dois lotes.

A foto da Figura 17 mostra as aliquotas do hidrolisado apds a indug¢do de solucdo bi-

fasica:

Fonte: autor

Figura 17 — Processo separacdo das fases aquosa e solvente
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3.8. Caracterizagao da biomassa sélida apds o pré-tratamento

A fracdo solida gerada a partir das diferentes condi¢des de pré-tratamento foram
coletadas e secadas em estufa de conveccdo forcada e partir delas foi reservada as andlises de
caracterizagdo de suas estruturas solidas pelas seguintes analises: Espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier - FT-IR, Microscépio eletronico de varredura — MEV

e Difragdo de Raio X — DRX que serdo detalhadas nos itens a seguir.

3.8.1. Caracterizagao por infra vermelho - FT-IR

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier - FTIR ¢ uma técnica
usada para obter um espectro infravermelho de absor¢do ou emissdo de um soélido, liquido ou
gas. Um espectrometro FTIR coleta simultaneamente dados de alta resolucdo espectral em uma
ampla faixa espectral. Isso confere uma vantagem significativa sobre um espectrometro
dispersivo, que mede a intensidade em uma faixa estreita de comprimentos de onda por vez. O
termo espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier origina-se do fato de que
uma transformada de Fourier (um processo matematico) ¢ necessaria para converter os dados

brutos no espectro real (GRIFFITHS; DE HASSETH, 2007).

Essa técnica foi utilizada neste estudo para auxiliar na avaliagdo das mudancas nos
grupos funcionais das amostras provocadas (ou ndo) pelos pré-tratamentos aos que as mesmas
foram submetidas. Neste trabalho foi utilizado um FTIR Nicolet, modelo IS IS50 GC-IR
modules and the Thermo Scientific OMNIC Mercury GC software.

As fotos da Figura 18 mostram a preparagdo das amostras e sua introdu¢do das mesmas

no equipamento para realizacao da referida analise.



(a)

(b)

K.-

(a) — Preparagao das amostras; (b) — Equipamento FT-IR utilizado;

Fonte: autor

Figura 18 — Caracterizagdo das amostras em FT-IR

3.8.2. Caracterizagao por microscopia eletronica de varredura - MEV

Um microscopio eletronico de varredura - MEV € um tipo de microscopio eletronico que
produz imagens de uma amostra, examinando a superficie com um feixe focalizado de elétrons.
Os elétrons interagem com atomos na amostra, produzindo varios sinais que contém informagoes
sobre a topografia e a composicao da superficie da amostra. O feixe de elétrons € varrido em um
padrdo de varredura e a posi¢do do feixe ¢ combinada com o sinal detectado para produzir uma

imagem.

A estrutura das biomassas submetida as diferentes condicdes e pré-tratamento e a nao
tratada foram avaliadas por essa técnica em diferentes magnitudes utilizando o microscopio de
marca TESCAN MIRA3 FEG-SEM (Field Emission Scanning Electron Microscope), operando a

uma tensao de 2, 3 ou 4 kV, com aumentos de 100 a 50.000 vezes.

Antes de introduzidas no microscopio, as amostras foram revestidas com carbono usando
um dispositivo de revestimento por aspersao a vacuo para melhorar a condutividade das amostras
e, assim, a qualidade das imagens obtidas pelo microscopio. Para fazer esse revestimento foi
utilizado o equipamento 30008 - Vacuum Evaporator with Diffusion Pump, Floor Model,

110VAC / 60Hz, localizado no mesmo laboratorio que o microscopio.

As fotos da Figura 19 mostram a preparagdo das amostras ¢ sua introdu¢do das mesmas

no equipamento para realizac¢do da referida andlise.



Gty

Tuesdays 2PM -5
Wednesdays 2 M- PV

(a) e (b) - Preparacdo das amostras (revestimento de carbono); (c) — Amostras preparadas; (d) -
Equipamento microscopio utilizado
Fonte: Autor

Figura 19 - Caracterizacao das amostras em SEM

3.8.3. Caracterizacao por Difracao de Raio X - DRX

A Difra¢ao de Raio X — DRX, ¢ uma técnica usada para determinar a estrutura atomica e
molecular de um cristal, na qual os atomos cristalinos fazem com que um feixe de raios X
incidentes difrate em muitas direcdes especificas. Medindo os angulos e as intensidades dos
feixes difratados, um cristalografo pode produzir uma imagem tridimensional da densidade de
elétrons dentro do cristal. A partir desta densidade de elétrons, as posi¢des médias dos d&tomos no
cristal podem ser determinadas, bem como suas ligacdes quimicas, sua desordem e varias outras

informagdes (EWALD, 1999)

Neste trabalho, os espectros de DRX correspondentes as amostras das biomassas pré-
tratadas e ndo tratada foram adquiridos com o proposito de avaliar a cristalinidade da celulose

presente nestes materiais. As amostras secas foram colocadas em suporte em formato de


https://pt.wikipedia.org/wiki/Modelo_at%C3%B4mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Difra%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dire%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%82ngulo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cristalografia_de_raios_X
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estereoscopia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Densidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/El%C3%A9tron
https://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_qu%C3%ADmica
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pastilhas e prensadas a uma pressao de 5t. Posteriormente as mesmas foram encaminhadas para

realizacdo da leitura no aparelho.

O equipamento utilizado foi um difratdmetro da marca PANalytical, modelo X Pert PRO
tubo de cobalto e filtro de cobalto (CoKa = 1,541%) Gonidometro horizontal, radiacao de 40kev
(40mA).

O indice de cristalinidade da celulose (IC%) foi calculado segundo a metodologia

sugerida por SEGAL et al (1959) utilizando a Equagdo 1, abaixo:

%IC = [(Ioo2 — lam)/Io02] x 100 (Equacgao 1)
Onde:
Ioo2 = intensidade no pico cristalino 20 (representa o maior valor da coluna)

L.m = intensidade da parte representativa a regido amorfa 18° (representa o valor para o
angulo 20 = 18 graus)

As fotos da Figura 20 mostram a preparagdo das amostras e sua introducdo no

equipamento para realiza¢do da referida analise:



— amostras dentro do equipamento.

Figura 20 — Caracteriza¢do das amostras por DRX
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Os principais resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho serdo apresentados
e discutidos neste capitulo. Inicialmente, foram apresentados resultados obtidos via hidrolise
acida, da composicdo da biomassa submetida as diferentes condi¢des de pré-tratamentos. Em
seguida, apresentou-se os resultados obtidos pela hidrélise enzimatica, da digestibilidade
dessa mesma biomassa. Na sequéncia, foram apresentados os resultados das alteracdes
provocadas na estrutura da biomassa utilizando as técnicas de microscopia eletronica, infra
vermelho e difragdo de raio-x. Por ultimo, apresentou-se o estudo sobre a viabilidade de
recuperagdo de solvente GVL no hidrolisado originado das diferentes condi¢des de pré-

tratamentos, por inducao de solugao bifasica.

4.1 Hidrélise acida

A Tabela 5 apresenta os teores de glicose, xilose e lignina associados as diferentes
condi¢cdes de pré-tratamentos. Conforme ja descrito no capitulo anterior, item 3.4, e
resumidamente relembrado aqui, a biomassa depois de submetida as diferentes condi¢des de
pré-tratamento, foi separada por filtracdo, lavada e seca em estufa. Posterior a isso, uma
porcao dessa massa seca foi utilizada para realizar a hidrolise acida, andlise que viabilizou

estes resultados mostrados a seguir:

Tabela 5 — Composi¢ao da biomassa

Composicao da biomassa, %

Pré-tratamentos Glicose  Xilose Lignina
80% GVL/0%Gli 75.65 7.66 10.06
70%GVL/10%Gli 73.11 9.33 10.28
60%GVL/20%Gli 71.25 8.99 10.13
50%GVL/30%Gli 68.80 9.18 11.55
40%GVL/40%Gli 66.09 9.72 13.69
20%GVL/60%Gli 61.99 9.67 17.30
0%GVL/80%Gli 55.40 8.65 24.66
Nao tratada 36.85 16.05 30.98

A Figura 21 expressa esses mesmos resultados de composi¢ao da biomassa mostrados

na Tabela 5, mas em formato de grafico, o que facilita uma melhor visdo das diferengas entre
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os resultados obtidos para a composicdo da biomassa nas diferentes condi¢des de pré-

tratamento:

Composigao da biomassa, %

N3o tratado
0%GVL/80%Gly
20%GVL/60%Gly
40%GVL/40%Gly
50%GVL/30%Gly
60%GVL/20%Gly
70%GVL/10%Gly

80% GVL/0%Gly

Il

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0

Lignina ™ Xilose M Glicose

Figura 21 — Composi¢ao da biomassa recuperada do pré-tratamento

Antes de discutir esses resultados, ¢ importante ressaltar que para a glicose, os maiores
valores numéricos significam melhores resultados, uma vez que demonstra que o pré-
tratamento foi mais eficiente na desconstrugdo da estrutura lignocelulosica e por consequéncia
houve maior acesso a glicose. Com relagdo a xilose e a lignina, o raciocinio € o oposto: os
menores valores numeéricos significam melhores resultados. Isso porque o pré-tratamento mais
eficiente dissolve maior quantidade de hemicelulose e de lignina e consequentemente menores

quantidade de xilose e lignina sdo extraidas na composic¢ao da biomassa pela hidrdlise acida.

No que se refere a glicose, pode-se observar uma melhoria de aproximadamente 1,5
vezes no resultado quando compara-se a biomassa “Nao tratada” com a biomassa pré-tratada
que apresentou o pior resultado (0%GVL/80%Gli - somente com glicerol). E essa melhoria

pode chegar a pouco mais de 2 vezes quando a biomassa “Nao tratada” ¢ comparada com o o

melhor pré-tratamento (80%GVL/0%Gli - somente GVL).
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O pré-tratamento com 20% de GVL, apresentou uma melhoria de resultado de glicose
em aproximadamente 11% quando comparado aquele com 0% de GVL. Isso indica que a
adicado do GVL no sistema teve um efeito positivo ao pré-tratamento. Comparando somente
os pré-tratamentos que contém GVL entre si, a maior diferenca no resultado de glicose foi de
aproximadamente 8% entre os pré-tratamentos 40%GVL/40%Gli e 20%GVL/60%Gli. Nos
outros, foi observada melhoria no resultado de glicose de 3 a 4% de um pré-tratamento para
outro. Diante disso, observa-se que a melhoria dos resultados nao foi proporcional ao aumento

da porcentagem de GVL aos pré-tratamentos.

Outra observagao feita ¢ que individualmente o GVL teve um melhor efeito solvente
do que o glicerol (75,66% contra 55,41%) no que se refere a dissolucdo da celulose e
consequente disponibilizacdo da glicose. Além disso, observou-se que ao adicionar GVL, os
resultados foram melhorando a medida que se aumentou a porcentagem de GVL, porém em
uma propor¢ao menor. No entanto, a mistura dos dois solventes ndo potencializou o resultado

de glicose pois o melhor resultado dentre todos foi aquele com maior porcentagem de GVL

(80%).

Aplicando o Teste de Tukey para os resultados de glicose, verifica-se que os pré-
tratamentos com 60 e 70% de GVL nao apresentaram diferengas significativas entre si, mas os
demais sim. Isso significa que utilizando 60 ou 70% de GVL os resultados seriam

considerados estatisticamente iguais.

Teste Tukey para Glicose, %

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 75.65 a6
70%GVL/10%Gl 73.11 a5 a6
60%GVL/20%Gl 71.25 a5 a6
50%GVL/30%Gli 68.80 a4 as
40%GVL/40%Gli 66.90 a3 a4
20%GVL/60%Gli 61.99 a3
0%GVL/80%Gli 55.40 a2
Nao tratado 36.85 al

Em relacdo a xilose, oriunda da dissolucdo da hemicelulose, observa-se uma melhora
de aproximadamente 46% pelo pior pré-tratamento, 0%GVL/80%Gli (somente com glicerol),

quando comparado com o bagago “Nao tratado. Ja o melhor resultado, 80%GVL/0%Gli
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(somente GVL), quando comparado com o “Nao tratado” a melhoria observada no resultado

aproxima-se de 52%.

O pré-tratamento com 20% de GVL, apresentou uma piora no resultado de xilose de
aproximadamente 12% quando comparado aquele com 0% de GVL. Isso permite observar
que a adi¢do de GVL ao sistema inicialmente prejudicou o pré-tratamento no que se refere a
dissolu¢do da hemicelulose. Nos pré-tratamentos com mistura de GVL e glicerol em
diferentes proporcdes, os resultados de xilose foram bem semelhantes. No entanto, a condigao
de pré-tratamento, 80%GVL/0%Gli (somente GVL), apresentou melhoria de resultado em
aproximadamente 9% quando comparado com o pior resultado dos pré-tratamentos,

0%GVL/80%Gli (somente glicerol).

Outra constatagdo foi de que individualmente o GVL teve um melhor efeito solvente
do que o glicerol (7,66 contra 8,65%) no que se refere a dissolucdo da hemicelulose e
consequente disponibilizagdo da xilose. Observou-se também que ndao houve melhoria nos
resultados de xilose proporcional ao aumento da porcentagem de GVL aos pré-tratamentos.
Somado a isso, observa-se que a mistura dos dois solventes nas diferentes propor¢des nao

potencializou suas ac¢des solventes, ou seja, ndo houve sinergia entre eles neste sentido.

Para os resultados de xilose, o Teste de Tukey mostrou que os pré-tratamentos com
20, 30, 40, 50, 60 e 70% de GVL nao apresentaram diferencas significativas entre si. Isso
significa que independente da porcentagem de GVL, os resultados seriam considerados

estatisticamente iguais.

Teste Tukey para Xilose, %

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste

80%GVL/0%Gli 7.66 al

70%GVL/10%Gli 9.33 a2

60%GVL/20%Gl 8.99 a2

50%GVL/30%Gli 9.18 a2

40%GVL/40%Gli 9.72 a2

20%GVL/60%Gli 9.67 a2

0%GVL/80%Gl1i 8.65 al a2

Nao tratado 16.05 a3

Por fim, em relagdo a lignina, observa-se uma melhora de aproximadamente 20% do

pré-tratamento 0%GVL/80%Gli (somente glicerol) quando comparado com o bagaco “Nao
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tratado”. Ja o melhor resultado, 80%GVL/0%Gli (somente GVL), quando comparado com o

“Nao tratado”, a melhora do resultado aproxima-se de 65%.

O pré-tratamento com 20% de GVL, apresentou uma melhoria de aproximadamente
30% de lignina quando comparado aquele com 0% de GVL, ou seja, a adicdo de GVL ao pré-
tratamento proporcionou melhor resultado no que se refere a dissolucdo da lignina. Do
tratamento com 20 para 40% de GVL, também houve uma reducao na lignina de aproximados
20%. O melhor resultado para lignina foi obtido com na condi¢do de pré-tratamento
utilizando somente GVL, 80%GVL/0%Gli, e este apresenta melhora de aproximadamente

60% quando comparado como pior resultado 0%GVL/80%Gli (somente glicerol).

Dessa forma, foi observado que individualmente, o GVL teve um melhor efeito
solvente do que o glicerol (10,06 contra 24,66%) no que se refere a dissolucdo da lignina.
Observou-se também que ndo houve melhoria nos resultados de lignina proporcional ao
aumento da porcentagem de GVL. Além disso, observa-se que a mistura dos dois solventes
nas diferentes proporgdes inicialmente melhorou a dissolucao da lignina, mas que a partir de

60% os resultados mostraram-se semelhantes.

Quando os resultados entre os pré-tratamentos sdo comparados entre si, essa melhoria

varia entre 1,02 e 1,36 vezes.

Estatisticamente, o Teste de Tukey mostrou que os resultados de lignina para os pré-
tratamentos com 60, 70 e 80% de GVL ndo apresentaram diferengas significativas entre si.
Isso significa que independente da porcentagem de GVL, os resultados seriam considerados
estatisticamente iguais. Ja os resultados com as demais porcentagens apresentaram diferencas

entre si.

Teste Tukey para Lignina, %

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 10.06 al
70%GVL/10%Gl 10.28 al
60%GVL/20%Gl 10.13 al
50%GVL/30%Gli 11.55 a2
40%GVL/40%Gli 13.69 a3
20%GVL/60%Gl1 17.3 a4
0%GVL/80%Gli 24.66 as

Nao tratado 30.98 a6
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No que se refere a literatura, PYE et al. (2008) mostraram que o pré-tratamento com
solvente organico aumentou os rendimentos e as taxas de conversdo de sacarificagdo de
celulose em comparagdo com a sacarificagao catalisada por acido. Além disso, a temperatura,
a pressao de pré-tratamento e uma condicdo de pH neutro reduzem a degradacdao de

carboidratos em furfural e HMF indesejaveis (KIM; PAN, 2010).

A literatura cita que o uso de solvente organico no pré-tratamento melhora o
rendimento na sacarificacdo, sendo que concentragdes superiores a 50% sdo observadas em
diferentes trabalhos. NOVO et al. (2011) estudando a deslignificacdo do bagago de cana

utilizando glicerol como solvente observaram melhores resultados com 80% de glicerol.

4.2 Hidrélise ou Sacarificagcao Enzimatica

A Tabela 6 apresenta os resultados da digestibilidade de glicose das biomassas
submetidas as diferentes condicdes de pré-tratamentos. Conforme ja descrito no capitulo
anterior, item 3.3, e resumidamente relembrado aqui, a biomassa depois de submetida as
diferentes condigdes de pré-tratamento, foi separada por filtracdo, lavada e seca em estufa.
Posterior a isso, uma porcdo dessa massa seca foi utilizada para realizar a hidrolise

enzimatica, analise que viabilizou os resultados mostrados a seguir:

Tabela 6 — Digestibilidade da glicose

Digestibilidade da glicose, %

Tempo, 80% GVL/ 70%GVL 60%GVL/ 50%GVL 40%GVL/ 20%GVL 0%GVL/  Néo

h 0%Gli M0%Gli  20%Gli  /30%Gli  40%Gli  /60%Gli 80%Gli tratado
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
6 36.9 38.2 41.8 42.3 39.2 32.9 26.6 6.9
12 471 53.0 59.9 54.0 494 41.7 31.3 7.6
24 59.8 68.7 79.3 741 65.2 54.9 39.4 11.0
48 72.4 82.6 95.7 88.3 81.1 63.3 45.8 11.5
72 76.9 86.5 93.6 87.9 84.5 65.5 45.2 6.6

A Figura 22 expressa esses mesmos resultados de digestibilidade da glicose mostrados
na Tabela 6, mas em formato de grafico, o que facilita uma melhor visdo do comportamento

dos resultados obtidos para esta analise ao longo do tempo de reagao:
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Disgestibilidade da glicose, %

100.0 -
90.0 - —+— 80% GVL/0%Gly
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Figura 22 — Digestibilidade da glicose

Como pode ser observado na tabela e no grafico anteriormente apresentados, a
digestibilidade da glicose apresentou variagdes de resultados de acordo com cada condigdo de
pré-tratamento a que a biomassas foi submetida. As discussdes a seguir discorridas foram

baseadas nos resultados da Gltima amostra coletada, ou seja, 72h.

Comparando o bagaco “Nido tratado” com os pré-tratamentos extremos,
0%GVL/80%Gl1 (somente glicerol) e 80%GVL/0%Gli (somente GVL), observa-se uma
melhoria na digestibilidade da glicose que aumenta de 6,6 para 45,2% e de 6,6 para 76,9%,
respectivamente. Ressalta-se que ao contrario do resultado da glicose na composicdo da
biomassa, o pré-tratamento 80%GVL/0%GIli (somente GVL) ndo apresentou o melhor
resultado de digestibilidade, mas o 0%GVL/80%GIi (somente glicerol), apresentou o pior
resultado, coincidindo com o resultado da composi¢do da biomassa em termos de glicose.
Neste caso, pode-se dizer que o melhor resultado em termos de glicose na composi¢do da

biomassa nao significa melhor resultado de digestibilidade da mesma.

O pré-tratamento com 20% de GVL, apresentou uma melhoria de aproximadamente
30% de digestibilidade de glicose quando comparado aquele com 0% de GVL. Dessa forma,

percebe-se que a adicdo de GVL ao pré-tratamento proporcionou melhor resultado. Do
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tratamento com 20 para 40% de GVL, também houve uma melhoria aproximada de 20%. Os
resultados para os pré-tratamentos com 40, 50 e 70% de GVL apresentaram resultados
proximos entre si, com 84.5, 87.9 e 86.5% de digestibilidade. J& o pré-tratamento com 80% de
GVL mostrou uma piora no resultado quando comparado com os anteriormente descritos,
diminuindo a digestibilidade para 76.9%. O melhor resultado para a digestibilidade da glicose
foi obtido com na condi¢do de pré-tratamento 60%GVL/20%Gli que alcangou 93,6%. Com
isso, pode-se perceber que a digestibilidade da glicose ndo esta vinculada diretamente ao
aumento da porcentagem de GVL no pré-tratamento. Percebeu-se também que a maioria dos
pré-tratamentos com os dois solventes misturados apresentaram melhores resultados de
digestibilidade quando comparados com aqueles realizados com um dos solventes

individualmente. Isso demonstra que a mistura potencializou os resultados.

Observou-se individualmente, que o pré-tratamento 80%GVL/0%Gli (somente GVL)
resultou em uma maior digestibilidade da glicose do que o 0%GVL/80%Gli (somente
glicerol), 76,9 contra 45,2%. Observou-se também que houve melhoria crescente nos
resultados de digestibilidade da glicose até o pré-tratamento com 60%, quando atingiu o 4pice
de 93,6% de digestibilidade. Nas condi¢des de pré-tratamentos seguintes, com 70 e 80% de
GVL, os resultados decairam para 86,5 e 76,9%, respectivamente. Isso indica que a mistura
dos dois solventes entre 40 e 70% de GVL potencializou suas agdes solventes, pois

apresentaram resultados melhores que os dos solventes sem mistura um com o outro.

Aplicando o Teste de Tukey nos resultados da digestibilidade da glicose, pode-se
perceber que os pré-tratamentos com 50, 60 e 70% de GVL ndo apresentaram diferencas
significativas entre si. Isso significa que independente da porcentagem de GVL, os resultados
seriam considerados estatisticamente iguais. Ja os resultados com as demais porcentagens

apresentaram diferencas entre si.

Teste Tukey para Digestibilidade da glicose 72h, %

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gl1 76.9 a4
70%GVL/10%Gli 86.5 as
60%GVL/20%Gli 93.6 as
50%GVL/30%Gli 87.9 a5
40%GVL/40%Gli 84.5 a4 a5
20%GVL/60%Gli 65.5 a3
0%GVL/80%Gli 452 a2

Nao tratado 6.6 al
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4.3 Rendimento da biomassa, recuperagao de componentes e rendimento
da glicose

O rendimento da biomassa, nada mais ¢ do que a quantidade de biomassa seca que
restou depois do pré-tratamento em relacdo a quantidade inicial que foi utilizada, expresso em
porcentagem. Ressalta-se que resultados com maiores valores de rendimento de biomassa nao
significam melhor resultado, uma vez que uma menor quantidade de biomassa foi dissolvida

pelos organosolventes e consequentemente restou maior quantidade apds o pré-tratamento.

Os componentes recuperados relacionam os componentes da biomassa apds o pré-
tratamento com o rendimento da biomassa em relacdo a composi¢ao da biomassa sem pré-
tratamento, ou seja, do bagaco bruto. O raciocinio sobre como interpretar os resultados como
mais ou menos promissores segue 0 mesmo da composi¢cdo da biomassa, ja explicado no item

4.1.

Por fim, o rendimento da glicose esta relacionado com o componente recuperado da
biomassa e com a digestibilidade da glicose para cada condi¢do de pré-tratamento. Nesse
sentido, os resultados mais promissores sdo aqueles de maior valor numérico e 0os menos

promissores, os de menor.

A Tabela 7 mostra os resultados de todos esses conceitos acima descritos, assim como
a forma com que cada um deles foi calculado. Nessa mesma tabela sdo encontrados dados dos
“componentes da biomassa” e de “digestibilidade da glicose”. Ambos conceitos e resultados
ja foram apresentados e discutidos anteriormente. No entanto eles se encontram nesta tabela a

fim de auxiliar o entendimento.
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Tabela 7 — Rendimento, composi¢ao e componentes recuperados da biomassa; digestibilidade e rendimento da glicose.

Rendimento da Composi¢io da biomassa (%)" Componentes recuperados (%)° Digestibilidade Rendimento da

Pré-tratamento . da glicose 72h . e

biomassa (%)* Glicose Xilose  Lignina Glicose Xilose Lignina (%)* glicose 72h (%)
80% GVL/0%Gli 40.49 75.65 7.66 10.06 83.12 19.34 13.15 76.94 63.95
70%GVL/10%Gli 40.50 73.11 9.33 10.28 80.35 23.56 13.44 86.54 69.54
60%GVL/20%Gli 40.54 71.25 8.99 10.13 78.38 22.72 13.26 93.55 73.33
50%GVL/30%Gli 43.01 68.80 9.18 11.55 80.30 24.62 16.04 87.89 70.58
40%GVL/40%Gli 46.45 66.09 9.72 13.69 83.31 28.15 20.53 84.52 70.41
20%GVL/60%Gli 48.81 61.99 9.67 17.30 82.11 29.43 27.26 65.53 53.81
0%GVL/80%Gli 53.09 55.40 8.65 24.66 79.82 28.63 42.26 45.24 36.11
Nao tratado 100.00 36.85 16.04 30.98 100.00 100.00 100.00 6.62 6.62

*Rendimento da biomassa (%) = quantidade de biomassa depois do pré-tratamento (g) / quantidade de biomassa usado no pré-tratamento (g) x 100%. *Componentes foi
calculado baseado na biomassa seca. “Componente recuperado (%) = componente da biomassa depois do pré-tratamento (%) x rendimento da biomassa (%) / componente da
biomassa antes do pré-tratamento (%) ¢Digestibilidade da glicose (%) = quantidade total de glicose depois da hidrélise enzimética (g) / (quantidade total de glicose na
biomassa depois do pré-tratamento (glicose contente (%) X quantidade de biomassa (g)) x 1.11) x 100%. “Rendimento da glicose (%) = glicose recuperada (%) x
digestibilidade da glicose (%) / 100.
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No que se refere ao rendimento de biomassa, pode-se observar que o pré-tratamento
menos promissor foi aquele sem GVL, 0%GVL/80%Gli, e o resultado mais promissor ficou
entre os pré-tratamentos com 60, 70 e 80% de GVL (60%GVL/20%Gli, 70%GVL/10%Gli e
80%GVL/00%Gli), dada a proximidade de seus valores. Observa-se que o pré-tratamento
com a menor quantidade de GVL, 20%GVL/60%Gli, melhorou o resultado em
aproximadamente 8% em relagdo aquele com zero de GVL, 0%GVL/80%Gli. Os resultados
foram melhorando gradativamente com o aumento da porcentagem de GVL até o pré-
tratamento 50%GVL/30%Gli. A partir dessa porcentagem, os resultados obtidos foram muito
proximos. Isso demonstra que os resultados foram melhorados com a adicdo do GVL no

sistema, mas ap0s atingir a propor¢ao 6tima, estes permaneceram constantes.

Estatisticamente, o Teste de Tukey revelou que os resultados para rendimento da
biomassa nos pré-tratamentos com 50, 60, 70 e 80% de GVL ndo apresentaram diferengas
significativas entre si. Os pré-tratamentos com 20 ¢ 40% de GLV também nao apresentaram
diferentes entre si. Isso significa que independente da porcentagem de GVL, os resultados
seriam considerados estatisticamente iguais. Ja os resultados com as demais porcentagens

apresentaram diferengas entre si.

Teste Tukey para Rendimento da biomassa, %

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 40.49 al
70%GVL/10%Gl 40.50 al
60%GVL/20%Gl 40.54 al
50%GVL/30%Gl 43.01 al
40%GVL/40%Gli 46.45 a2
20%GVL/60%Gl 48.81 a2
0%GVL/80%Gl1 53.09 a3
Nao tratado 100.00 a4

Em relacdo aos componentes recuperados da biomassa, observa-se que para o
componente glicose, o melhor resultado encontrado foi para a condi¢do de 60%GVL/20%Gli,
78,38%. No entanto, este resultado ¢ somente 6% melhor que o pior entre eles,
40%GVL/40%Gli, com 83,31% de recuperagdo. Neste caso, valores mais baixos de glicose
significam que apds o pré-tratamento houve a extracdo e/ou recuperagao de menor quantidade

de glicose, uma vez que, provavelmente, maior quantidade foi extraida durante o pré-
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tratamento. As outras condigdes de pré-tratamento provavelmente foram menos eficientes na

extragdo de glicose e por isso apresentaram resultados com maiores porcentagens de glicose.

O Teste de Tukey revelou que todos resultados dos pré-tratamentos para recuperagao
da glicose sdo estatisticamente iguais. Somente o resultado para o bagago ndo tratado ¢ que

apresentou diferenca estatistica.

Teste Tukey para Recuperacio da glicose, %

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 83.12 al
70%GVL/10%Gl 80.35 al
60%GVL/20%Gl 78.38 al
50%GVL/30%Gl 80.30 al
40%GVL/40%Gli 83.31 al
20%GVL/60%Gli 82.11 al
0%GVL/80%Gl 79.82 al
Nao tratado 100.00 a2

O mesmo raciocinio para a “composicdo da biomassa” deve ser seguido para os
componentes xilose e lignina. Para a xilose, verifica-se que o melhor resultado foi para o pré-
tratamento 80%GVL/0%Gli, com 19,34% de xilose. Esse valor representa resultado em torno
de 53% melhor quando comparado com o pior resultado, neste caso o pré-tratamento

20%GVL/60%Gli, cujo resultado foi de 29,43%.

Estatisticamente, o Teste de Tukey mostrou que os resultados para recuperagdo da
xilose nos pré-tratamentos com 50, 60 e 70 de GVL ndo apresentaram diferencas
significativas entre si. Os pré-tratamentos com 0, 20 e 40% de GLV também ndo
apresentaram diferentes entre si. Isso significa que independente da porcentagem de GVL, os
resultados seriam considerados estatisticamente iguais. J4 os resultados com 08% de GVL e o

“Nao tratado” apresentaram diferengas estatisticas.
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Teste Tukey para Recuperacio da xilose, %

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 19.34 al
70%GVL/10%Gli 23.56 a2
60%GVL/20%Gli 22.72 a2
50%GVL/30%Gli 24.62 a2
40%GVL/40%Gli 28.15 a3
20%GVL/60%Gli 29.43 a3
0%GVL/80%Gli 28.63 a3
Nao tratado 100.00 a4

Para a recupera¢dao da lignina, os trés maiores percentuais, 60, 70 ¢ 80% de GVL
apresentaram valores bem proximos uns dos outros, 13.26, 13.44 ¢ 13.15% respectivamente.
Isso mostrou que o aumento na porcentagem de GVL de 50 para 80% ndo resultou em
aumento proporcional na deslignificagdo. No entanto, quando comparamos os resultados
destes trés melhores pré-tratamentos com o pior deles, 0%GVL/80%Gli com 42.26%,

verifica-se um melhor resultado cerca de 3.3 vezes.

Aplicando o Teste de Tukey, verificou-se que os resultados para recuperagdao de
lignina nos pré-tratamentos com 50, 60, 70 e 80% de GVL ndo apresentaram diferengas
significativas entre si. Isso significa que independente da porcentagem de GVL, os resultados
foram considerados estatisticamente iguais. J4 os resultados com as demais porcentagens

apresentaram diferencas.

Teste Tukey para Recuperacio da lignina, %

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 13.15 al
70%GVL/10%Gli 13.44 al
60%GVL/20%Gl 13.26 al
50%GVL/30%Gli 16.04 al
40%GVL/40%Gli 20.53 a2
20%GVL/60%Gli 27.26 a3
0%GVL/80%Gli 42.26 a4
Nao tratado 100.00 as

No que se refere ao rendimento da glicose apos as 72h de sacarificagdo enzimadtica,
pode-se observar que o pré-tratamento de pior resultado, 0%GVL/80%Gli, melhorou o

rendimento em aproximadamente 5,5 vezes quando comparado com o bagago “Nao tratado”.
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Quando este ¢ comparado com o melhor resultado, 60%GVL/20%Gli, a melhoria no resultado

chega a 11 vezes.

Comparando os pré-tratamentos extremos, 0%GVL/80%Gli (somente glicerol) e
80%GVL/0%GIli (somente GVL), observa-se que este ultimo apresentou resultado 1,77
melhor do que aquele. No entanto, ressalta-se que assim como no resultado da digestibilidade
da glicose, o pré-tratamento 80%GVL/0%GIli (somente GVL) ndo apresentou o melhor

resultado, mas o 0%GVL/80%Gli (somente glicerol), apresentou o pior resultado.

O pré-tratamento com 20% de GVL, apresentou uma melhoria de aproximadamente
1,5 no rendimento da glicose quando comparado aquele com 0% de GVL. Dessa forma,
percebe-se que a adigdo de GVL ao pré-tratamento proporcionou melhoria no resultado. O
resultado dos pré-tratamentos com 40 e 50% de GVL foram bem proximos, mas atingiu o
apice com 60%. Com 70 e 80% de GVL verificou-se uma piora no resultado de 5 e 13%
quando comparado com o melhor resultado, 60%GVL/20%Gli. Percebeu-se também que
todos pré-tratamentos com os dois solventes misturados apresentaram melhores resultados de
rendimento quando comparados com aqueles realizados com os solventes individuais. Isso

demonstra que a mistura potencializou os resultados.

Estatisticamente, o Teste Tukey revelou que os resultados para rendimento da glicose
nos pré-tratamentos com 40, 50, 60, 70% de GVL nao apresentaram diferencas significativas
entre si. Isso significa que independente da porcentagem de GVL, os resultados seriam
considerados estatisticamente iguais. Ja4 os resultados com as demais porcentagens

apresentaram diferengas entre si.

Teste Tukey para Rendimento da glicose 72h, %

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 63.95 a3 a4
70%GVL/10%Gli 69.54 a4
60%GVL/20%Gl 73.33 a4
50%GVL/30%Gl 70.58 ad
40%GVL/40%Gli 70.41 a4
20%GVL/60%Gli 53.81 a3
0%GVL/80%Gl1i 36.11 a2

Nao tratado 6.62 al
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Os graficos da Figura 23, Figura 24 e Figura 25 expressam os mesmos resultados da
Tabela 7 em formato de grafico, o que facilita uma melhor visdo do comportamento dos

resultados obtidos para essas analises e/ou com esses calculos:

Rendimento da biomassa, %
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40% GVL/40%Gly
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Figura 23 — Rendimento da biomassa
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Figura 24 — Componentes recuperados

Rendimento da glicose, %
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Figura 25 — Rendimento da glicose

4.4 Recuperagao de solvente, carboidratos e subprodutos

A Tabela 8 mostra os resultados da concentragdo e distribuicdo do solvente GVL
associado ao sistema bifasico formado, conforme ja elucidado no capitulo 3. Além dos
resultados, ¢ mostrado no rodapé da mesma tabela, como cada um destes resultados foram

calculados.
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Tabela 8 — Concentragao e distribuicao de GVL

Concentraciao de GVL, Distribuicio de massa de

Pré-tratamento® g/ke GVL (%)
pP Fase Fase Fase Fase

solvente® aquosa’ solvente aquosa
80% GVL/0%Gli 3.35 35.24 10.53 76.99 23.00
70%GVL/10%Gli 2.90 34.81 11.98 74.39 25.60
60%GVL/20%Gli 2.94 33.94 11.52 74.65 25.34
50%GVL/30%Gli 2.75 33.29 12.10 73.34 26.65
40%GVL/40%Gli 2.52 32.31 12.83 71.57 28.42
20%GVL/60%Gli - 4.23 0 100 0
0%GVL/80%Gli - 0 0 - -

3Concenctragdo inicial dos solventes antes da indugdo de separacdo de fase. "Coeficiente de distribui¢do:
concentracdo do componente (g/kg) na fase solvente / concentracdo do componente (g/kg) na fase aquosa.
“Valores calculados: (quantidade total do componente (g) — quantidade do componente na fase aquosa (g,
concentragdo do componente na fase aquosa (g/kg) x quantidade da fase aquosa (kg)) / quantidade total da fase
solvente (kg)) ‘Resultados determinados por andlise de HPLC. Distribui¢do da massa de GVL: quantidade total
de GVL em cada fase (g) / quantidade total de GVL nas duas fases (g) x 100%

A primeira observagdo que pode ser feita, ¢ que a concentracdo de GVL ¢ maior na
fase solvente para todos as condigdes de pré-tratamentos, exceto para o 0%GVL/80%Gli, que
nao possui GVL em sua composi¢do. Pode-se observar também que tanto a concentragdao
quanto a distribui¢cdo deste solvente ndo varia muito de uma condicao para outra. No entanto,
nota-se que maiores propor¢des de GVL proporcionam um melhor resultado de recuperagao,
que vai decaindo conforme diminui a porcentagem de GVL. Estes nimeros mostram que o
uso do GVL no pré-tratamento tem grande viabilidade de recuperagdao ao final do pré-
tratamento, com resultados superiores a 74% para a maioria dos casos estudados neste

trabalho.

Pelo Teste de Tukey verificou-se que os resultados da concentragdo do GVL na fase
solvente foram estatisticamente iguais entre os pré-tratamentos com 50 e 60% de GVL e
também entre os com 70 e 80%. Os resultados dos outros pré-tratamentos foram considerados
diferentes entre si. Para o GVL na fase aquosa, houve igualdade estatistica entre os pré-

tratamentos com 50, 60 e 70% de GVL. Os demais apresentaram diferencas estatisticas.
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Teste Tukey para Concentracio de GVL na fase solvente, g/kg

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 35.24 a4
70%GVL/10%Gli 34.81 a4
60%GVL/20%Gli 33.94 a3
50%GVL/30%Gli 33.29 a3
40%GVL/40%Gli 32.31 a2
20%GVL/60%Gli 4.23 al
0%GVL/80%Gli 0

Teste Tukey para Concentracio de GVL na fase aquosa, g/kg

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 10.53 al
70%GVL/10%Gl 11.98 a2
60%GVL/20%Gl 11.52 a2
50%GVL/30%Gl 12.10 a2
40%GVL/40%Gl 12.83 a3
20%GVL/60%Gli 0
0%GVL/80%Gl1 0

A Figura 26 e a Figura 27 expressam esses mesmos resultados de concentragdo e
distribuicdo de GVL mostrados na Tabela 8, mas em formato de grafico, o que facilita uma

melhor visdo do comportamento dos resultados obtidos:
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Concentracio de GVL, g/kg

0% GVL/80%Gly
20% GVL/60% Gly
40% GVL/40% Gly
50% GVL/30%Gly
60% GVL/20%Gly

70% GVL/10% Gly

80% GVL/0%Gly

=
n

10 15 20 25 30 35

= Fase aquosa ® Fase solvente

Figura 26 — Concentragao de GVL
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Figura 27 — Distribui¢do de massa de GVL
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Em sequéncia, a Tabela 9 mostra os resultados da concentracdo e distribuicao de
glicose, carboidrato oriundo da dissolugdo da celulose. No rodapé da mesma, também ¢

mostrado como cada um destes resultados foram calculados.

Tabela 9 — Concentracao e distribuicao de glicose

Concentracio de glicose, Distribuicio de massa de
Pré-tratamento * g/kg glicose (%)"
pb Fase Fase Fase Fase
solvente® aquosa’ solvente aquosa

80% GVL/0%Gli 0 0 0.25 0 100
70%GVL/10%Gli 0 0 0.20 0 100
60%GVL/20%Gli 0 0 0.19 0 100
50%GVL/30%Gli 0 0 0.19 0 100
40%GVL/40%Gli 0 0 0.18 0 100
20%GVL/60%Gli - 0 0 - -
0%GVL/80%Gli - 0 0 - -

sConcenctragdo inicial dos solventes antes da indugio de separacio de fase. "Coeficiente de distribuicio:
concentragdo do componente (g/kg) na fase solvente / concentracdo do componente (g/kg) na fase aquosa.
“Valores calculados: (quantidade total do componente (g) — quantidade do componente na fase aquosa (g,
concentragcdo do componente na fase aquosa (g/kg) x quantidade da fase aquosa (kg)) / quantidade total da fase
solvente (kg)). ‘Resultados determinados por andlise de HPLC. Distribui¢do da massa de GVL: quantidade total
de GVL em cada fase (g) / quantidade total de GVL nas duas fases (g) x 100%

Verifica-se, pelos resultados anteriormente mostrados, que ndo foi encontrada glicose
na fase solvente e que o pouco dela detectada, encontra-se na fase aquosa. Ressalta-se ainda
que, os pré-tratamentos 20%GVL/60%Gli e 0%GVL/80%Gli ndo formaram fase aquosa
devido a alta concentragdo de glicerol. Com isso, pode-se deduzir que pouca quantidade de

glicose foi retida no hidrolisado e que ela ¢ pouco soltivel nos organosolventes em questao.

Verifica-se pelo Teste de Tukey que os resultados para a concentracdo da glicose na
fase aquosa foram estatisticamente iguais para os pré-tratamentos com 60 e 70% de GVL. Os

outros resultados apresentaram diferengas entre si.

Teste Tukey para Concentracio de glicose na fase aquosa, %

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 0.25 a3
70%GVL/10%Gl 0.20 a2
60%GVL/20%Gl 0.19 a2
50%GVL/30%Gli 0.19 al a2
40%GVL/40%Gli 0.18 al
20%GVL/60%Gl 0

0%GVL/80%Gli 0
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A Tabela 10 mostra os resultados da concentracdo e distribuicdo da xilose, que € o
principal carboidrato oriundo da dissolu¢do da hemicelulose. Logo abaixo dessa tabela, no

rodapé, foi descrito como cada um destes resultados foram calculados.

Tabela 10 — Concentragdo e distribui¢ao de xilose

Concentracao de xilose, Distribuicdo de massa da xilose
. a /K %)°¢
Pré-tratamento Fase - Fase Fase o) Fase
D solvente® aquosa’ solvente aquosa

80% GVL/0%Gli 0.14 0.20 1.37 12.79 87.2
70%GVL/10%Gli 0.22 0.17 0.77 18.41 81.58
60%GVL/20%Gli 0.28 0.17 0.60 21.94 78.05
50%GVL/30%Gli 0.34 0.16 0.47 25.39 74.60
40%GVL/40%Gli 0.44 0.16 0.36 30.54 69.45
20%GVL/60%Gli - 0.28 0 100 0
0%GVL/80%Gli - 0.26 0 100 0

“Concenctragdo inicial dos solventes antes da indugio de separacio de fase. "Coeficiente de distribuicdo:
concentracdo do componente (g/kg) na fase solvente / concentracdo do componente (g/kg) na fase aquosa.
“Valores calculados: (quantidade total do componente (g) — quantidade do componente na fase aquosa (g,
concentragcdo do componente na fase aquosa (g/kg) x quantidade da fase aquosa (kg)) / quantidade total da fase
solvente (kg)). ‘Resultados determinados por andlise de HPLC. Distribuigdo da massa de GVL: quantidade total
de GVL em cada fase (g) / quantidade total de GVL nas duas fases (g) x 100%

A partir dos dados desta tabela, observa-se que a concentragdo e consequentemente a
distribuicao de xilose estd concentrada na fase aquosa em todas as condigoes de pré-
tratamentos, exceto para o 20%GVL/60%Gli e 0%GVL/80%Gli, que nao formaram fase

aquosa devido a alta concentracdo de glicerol.

Observa-se também que tanto a concentracdo quanto a distribuicdo deste solvente nao
varia muito de uma condicdo para outra. No entanto, nota-se que nos pré-tratamentos com
maiores propor¢des de GVL, maiores valores de xilose foram encontrados na fase aquosa. Em
comparagdo com a glicose, pode-se observar que a xilose foi encontrada em maior

concentragdo e que ela tem mais afinidade como os solventes utilizados neste estudo.

Pelo Teste de Tukey verificou-se que nenhum dos resultados da concentracdo de
xilose na fase aquosa foram considerados estatisticamente iguais. Por outro lado, na fase
solvente os pré-tratamentos com 40, 50, 60 e 70% de GVL apresentaram resultados

estatisticamente iguais. Os demais apresentaram diferencas estatisticas.
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Teste Tukey para Concentracio de xilose na fase aquosa, g/kg

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 1.37 as
70%GVL/10%Gli 0.77 a4
60%GVL/20%Gli 0.60 a3
50%GVL/30%Gli 0.47 a2
40%GVL/40%Gli 0.36 al
20%GVL/60%Gli 0
0%GVL/80%Gli 0

Teste Tukey para Concentracio de xilose na fase solvente, g/kg

Pré-tratamentos Médias Resultados do teste
80%GVL/0%Gli 0.20 a2
70%GVL/10%Gl 0.17 al
60%GVL/20%Gl 0.17 al
50%GVL/30%Gli 0.16 al
40%GVL/40%Gl 0.16 al
20%GVL/60%Gli 0.28 a4
0%GVL/80%Gl1 0.26 a3

A Figura 28 e a Figura 29, a seguir, expressam esses mesmos resultados de
concentracdo ¢ distribuicao da xilose mostrados na Tabela 10, no entanto, em formato de

grafico, o que facilita uma melhor visualiza¢do do comportamento dos resultados obtidos:
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Concentracao de Xilose, g/kg

0% GVL/80%Gly
20%GVL/60% Gly
40% GVL/40%Gly
50% GVL/30%Gly
60% GVL/20%Gly

70% GVL/10% Gly

w“n

80% GVL/0%Gly

=

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
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Figura 28 — Concentracdo de xilose

Distribuiciao de massa de xilose, %
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Figura 29 — Distribuicdo de massa de xilose
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Nas andlises realizadas, ndo foram encontrados resultados para os subprodutos da
degradacdo dos carboidratos, principalmente no que se refere ao furfural e HMF, que, como ja
explanado anteriormente, sao inibidores do processo de fermentacao. Olhando pela otica da
producao de etanol pela fermentacdo, isso ¢ uma vantagem pois evita-se preocupagdes neste
sentido. Porém, o furfural e o HMF sdo compostos precursores para a producdo de outros

produtos de grande interesse e valor econdmico.

Sendo assim, de uma forma geral, ressalta-se que a baixa concentragdo glicose e xilose
na fase solvente e a auséncia de subprodutos, favorece a recuperagdo do mesmo em alto grau

de pureza.

Nesse sentido, MELLMER et al. (2014) relataram que o pré-tratamento em
temperaturas mais baixas ¢ favoravel para a desconstru¢do da biomassa no solvente GVL para
produzir aglicares C5 e C6 sem conversdao para os produtos de aclcar aos componentes
furdnicos correspondentes. E importante ressaltar que a operagdo no solvente GVL leva a
taxas mais altas de reagdes catalisadas por 4acido em comparacdo com reagdes em agua,
permitindo assim altas taxas de conversdo de biomassa a baixas temperaturas que sao
favoraveis a produgdo seletiva de monossacarideos versus subsequente formacdo de
compostos furanicos. Esse comportamento previsto explica os resultados encontrados em que
altos rendimentos de agucares foram produzidos pela desconstru¢do de biomassa em GVL em
temperaturas amenas (por exemplo, 430-490 K) utilizando concentra¢des diluidas de 4cidos

minerais (por exemplo, 0,005 M)

4.5 Caracterizagao da biomassa sélida apés o pré-tratamento

Conforme ja explanado em item apropriado no capitulo 3, foram realizadas trés
diferentes técnicas para verificar quais foram as alteragdes que o pré-tratamento provocou na
biomassa. Sdo elas a relembrar: Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

- FT-IR, Microscopio eletronico de varredura — MEV e Difragdo de Raio X - DRX.

Ressalta-se que essas técnicas ndo foram realizadas para a biomassa em todas as
condi¢des de pré-tratamentos. Para tal, foi selecionado aquele que apresentou melhor
resultado de digestibilidade de glicose, melhor rendimento de biomassa e glicose, que foi o
pré-tratamento com 60%GVL/20%Gli. Para fins comparativos, foram escolhidos também a

biomassa submetida ao pré-tratamento sem a presenca de GVL, 0%GVL/80%Gli, aquela sem
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a presenca de glicerol, 80%GVL/0%Gli e aquela denominada “Nao tratada”. Os itens a seguir
mostram e discutem os resultados obtidos para essas analises em cada um dos materiais

analisados.

4.5.1 Caracterizagao por FT-IR

A andlise espectroscopica de infravermelho por transformada de Fourier ¢ uma técnica
rapida e ndo destrutiva para a determinacdo qualitativa e quantitativa de componentes de

biomassa na regido média do infravermelho (TUCKER et al., 2001).

A alta absorbancia de fundo infra vermelho da agua ¢ um obstaculo quando o FTIR ¢
empregado na andlise da biomassa solida imida, mas o ATR-FTIR permite a atenuacdo da
radiagdo incidente e fornece espectros infra vermelho sem a absorbancia do fundo da dgua. A
preparagao da amostra € um ponto critico, porque o FTIR funciona bem com componentes

individuais extraidos da parede celular da planta (SMITH-MORITZ et al., 2011).

O FT-IR fornece informagdes sobre certos componentes na parede celular da planta
através de bandas de absorbancia e tem sido amplamente empregado para estudar os

componentes individuais ou a estrutura da biomassa (MOUILLE; ROBIN, 2003).

Neste trabalho, a espectroscopia FT-IR foi realizada para detectar as alteragdes
quimicas dos grupos funcionais da biomassa sem e com o0s pré-tratamentos na regido de
4000-600 cm™!. Numeros de picos caracteristicos foram usados para analisar as mudangas

quimicas que ocorreram na lignina e carboidratos.

A posigdo e intensidade dos picos nos espectros obtidos das amostras analisadas sao
semelhantes, porém foram verificadas alteracdes nos espectros da biomassa tratada quando
comparada com a ndo tratada, conforme pode ser visualizado na Figura 30 e Figura 31. As

atribui¢des da intensidade de cada um dos picos foram conduzidas de acordo com a literatura.
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(a) 80%GVL/0%Gli; (b) 60% GVL/20% Gli; (c) 0%GVL/80%Gli; (d) Néo tratado
Figura 30 — Espectros do FT-IR
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Figura 31 — Espectros do FT-IR (continuagao)
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Foram observadas variagcdes nos espectros quando comparada a biomassa ndo tratada
com a tratada e também entre as biomassas pré-tratadas. Comparado com a biomassa nao
tratada (d), os picos associados a lignina 1726 cm™!, 1606 cm™', 1507 cm™!, 1230 cm ™' e 833
cm ! desapareceram ou atenuaram-se nos espectros da biomassa pré-tratada ((a), (b) e (c)),

indicando a remogao parcial deste componente na biomassa pré-tratada.

A banda a 1726 cm™! foi atribuida a ligagdes de éster de dcido urdonico entre os grupos
acido carboxilico na hemicelulose e os grupos hidroxilas fenolicas na lignina e/ou entre os
grupos acidos carboxilicos a partir do acido hidroxicinamico da lignina e os grupos hidroxila
da unidade de arabinofuranose (WANG et al., 2016). Verifica-se nos espectros que essa banda
esta presente somente na biomassa nao tratada (d) e ausente em todas as outras que passaram
pelo pré-tratamento ((a), (b) e (c)). Isso induz a crer que todos os pré-tratamentos foram

eficazes no rompimento dessas ligagdes.

As bandas em 1606 cm ™! e 1507 cm™! sdo atribuidas a vibragdes aromaticas esqueletal
da lignina (LIU et al., 2009). Checando os espectros, verifica-se que essas duas bandas estdo
presentes na biomassa ndo tratada (d) e na biomassa (c), que foi pré-tratada com

0%GVL/80%Gli. Nas demais essa banda encontra-se ausente. Isso pode indicar que o pré-tratamento

sem o GVL nao foi eficaz na ruptura destas ligacoes.

A banda a 1230 cm™! esta associada com ligagdes B-éter na lignina e entre a lignina e
carboidratos (LIU et al., 2009), e a banda a 833 cm ™! est4 relacionada com a vibragdo do plano
em lignina siringil (LI et al., 2016). Analisando os espectros, verifica-se que a banda 1230 cm™
! aparece na biomassa nio tratada, mas naquelas pré-tratadas aparece de forma bem branda.
Isso ¢ um indicio de que todos os pré-tratamentos foram eficazes no rompimento dessas

ligagdes.

Por fim, as bandas a 2848 e 2915 cm™ !, foram atribuidas a estiramento de ligacdes C-
H e a vibragdes também de ligagdes C — H; respectivamente. A primeira estd associada a
lignina e a segunda, a celulose e/ou hemicelulose (MA et al., 2015). Pode-se verificar nos
espectros que essa banda esta presente na biomassa nao tratada (d) de forma mais acentuada e
e nas outras que passaram pelo pré-tratamento ((a), (b) e (c)) apresentam-se de forma bem
mais branda e/ou inexistem, indicando que os pré-tratamentos se mostraram eficazes no

rompimento dessas ligagdes.
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A Tabela 11 resume as bandas de absorvéncia correspondentes aos grupos funcionais

apresentadas acima.

Tabela 11 — Grupos funcionais encontrados na biomassa

Comprimento de

onda (cm-1) Grupo Funcional Polimero
833 Vibragao na lignina siringil Lignina
1,230 estiramento de ligagdoes C-O + C-O Lignina
1,507 vibrag¢do em anel aromatico C-H Lignina
1,606 vibragao em anel aromatico C-H Lignina
1,726 Ligagoes Lignina
2,848 estiramento de ligagdes C-H Lignina
2,915 vibragdo em anel aromatico C-H Celulose e¢/ou hemicelulose

4.5.2 Caracterizagao por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Esta técnica foi utilizada com o intuito de verificar as alteragdes estruturais causadas
na biomassa nas trés diferentes condi¢cdes de pré-tratamentos pré-determinadas € no bagago
ndo tratado. As fotos da Figura 32 e Figura 33 mostram em diferentes magnitudes, essas

alteragcdes comparando-as com a ndo tratada.
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Figura 32 — Alteracdes estruturais na biomassa (magnitude de 100x e 500um)

Nas fotos da (a) 80%GVL/0%Gli; (b) 60%GVL/20%Gli; (c) 0%GVL/80%Gli; (d) Biomassa
“Nao tratada”
Fonte: autor

Figura 32 ¢ possivel observar as alteragdes estruturais que os pré-tratamentos
provocaram nas fibras lignoceluldsicas das biomassas. A foto identificada como (a) representa
a biomassa submetida a condi¢do de pré-tratamento com 80%GVL/0%Gli, a foto (b) a
condicdo 60%GVL/20%Gli, a foto (c) a condicdo 0%GVL/20%Gli e a foto (d) a condi¢do da

biomassa “N4ao tratada”.
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Por elas, observa-se que a biomassa “Nao tratada” apresenta estruturas rigidas com
fibras ordenadas. Sua superficie compacta e pouco porosa dificulta o acesso as enzimas. Apos
o pré-tratamento, foi possivel observar mudangas estruturais no material tratado que se
apresentou mais desestruturado em relacdo a sua morfologia original. A quantidade de
ranhuras e a rugosidade das biomassas se tornaram mais proeminentes demonstrando a

separagdo da compacta estrutura lignocelul6sica.

Por meio dessas fotos foi possivel perceber diferencgas significativas no nivel de
desestruturacao da morfologia entre as trés biomassas pré-tratadas e a ndo tratada. Nota-se
que na biomassa submetida ao tratamento 60%GVL/20%Gli (foto (b)), apresenta um nivel de
desestruturacdo bem maior que as demais, seguida por aquela submetida ao tratamento
80%GVL/0%Gli (foto (a)), 0%GVL/80%Gli (foto (c)) e “Nao tratado” (foto (d)), em ordem

decrescente de desestruturagao.

As fotos da Figura 33 representam as mesmas imagens acima identificadas, porém
com um nivel maior de detalhamento. As primeiras foram capturadas com magnitude de 100x
e 500um e estas, com magnitude de 1000x e 50um. A esse nivel de detalhamento, ¢ possivel
observar que o revestimento de lignina e hemicelulose nas fibras de celulose foram removidas
em maior propor¢do na foto (b) que retrata o pré-tratamento com 60%GVL/20%Gli, onde ¢é

possivel os feixos de fribra com maior nitidez.
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(a) 80%GVL/0%Gli; (b) 60%GVL/20%Gli; (¢) 0%GVL/80%Gli; (d) Biomassa “Nao tratada”
Fonte: autor

Figura 33 — Alteragdes estruturais na biomassa

4.5.3 Avaliacao da cristalinidade por Difragcao de Raio X — DRX e FT-IR

A cristalinidade foi calculada por dois métodos diferentes para fins de comparacao dos
resultados entre si. O primeiro deles a ser apresentado foi por Difragdo de Raio X - DRX e

posteriormente, por Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier - FT-IR.
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O grafico da Figura 34 apresenta os espectros resultantes da andlise de difracdo de raio

— X para os pré-tratamentos 80%GVL/0%Gli, 60%GVL/20%Gli, 0%GVL/80%Gli e “Nao

tratado”, representados pelos espectros (a), (b), (c) e (d), respectivamente.

Difracao de Raio-X

(©)

(b)

(2)

10 15 20 25 30 35 40

2 theta
Figura 34 — Espectros de Difragdo de raio-X - DRX

A partir dos dados numéricos que originaram estes espectros, foi calculado o indice de

cristalinidade - Crl de cada uma das biomassas. Estes resultados podem ser visualizados na

Tabela 12:
Tabela 12 — Calculo do indice de cristalinidade
Indice de Cristalinidade
80%GVL/ 60% GVL/ 0%GVL/ Nio

0%Gli 20% Gli 80%Gli tratado

Too2! 39704 32646.9 63427 43332.8
Lsm? 17410 16756.3 31671.9 15462.75

Indicede 56.151 48.674 50.066 64.316

cristalinidade
= intensidade da parte

Tooa = intensidade no pico cristalino 20 (representa o maior valor da coluna). Ium
representativa a regido amorfa 18° (representa o valor para o angulo 2theta=18 graus). 3Crl= (Iooz - Ism) / Loo2 *

100
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A Figura 35 expressa esses mesmos resultados do calculo do indice de cristalinidade
mostrados na Tabela 12, mas em formato de grafico, o que facilita uma melhor visdo do

comportamento dos resultados obtidos:

Indice de cristalinidade
70.000

60.000

50.000
40.000
30.000
20.000
10.000

0.000

80% GVL/0%Gly 60%GVL/20%Gly 0% GVL/80%Gly Nio tratado

Figura 35 — Indice de cristalinidade

Observando os resultados apresentados, verifica-se que a biomassa pos pré-tratamento
sofreu uma redu¢o na cristalinidade em comparagdo com o bagaco nao tratado. Comparando
entre si a biomassa que foi tratada, constata-se que o pré-tratamento com 60%GVL/20%Gli
apresentou o menor resultado, seguido do pré-tratamento 0%GVL/80%Gli e por ultimo o

80%GVL/0%Gli.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E SUGESTOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, verificou-se que o pré-tratamento de

bagaco de cana pela associagdo do y-valerolactona e glicerol visando a digestibilidade da

glicose presente na biomassa ¢ uma estratégia promissora em biorrefinarias. Além disso,

pode-se concluir que:

v

v

O uso de GVL/Gli favoreceu o aumento da digestibilidade do bagaco em até
8,3 vezes quando comparado com o bagaco sem pré-tratamento, o que mostra
que além de ampliar a disponibilidade de glicose, o uso do mesmo amplia o
acesso das enzimas a celulose insoluvel de dificil acesso pela presenca de

lignina e hemicelulose.

As técnicas de microscopia eletronica, infravermelho e difratometria de raio-x
foram capazes de mostrar que o pré-tratamento GVL/GIi gerou alteragdes nas

fibras e no estado cristalino do bagaco.

O GVL pode ser recuperado em propor¢des superiores a 74% sem a destilacao
do mesmo na fase aquosa, o que sugere que a saturagdo salina ser uma forma

importante na recuperagdo do mesmo.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v

Avaliar a recuperagdo do GVL na fase aquosa por destilacdo e outras técnicas

promissoras;

Avaliar a economia de recuperagdao do GVL;

Simular o processo de produgdo de etanol 2G com GVL em escala piloto e/ou

industrial considerando os aspectos técnicos € economicos.
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