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RESUMO

A producdo de etanol de segunda geracdo a partir de residuos agroindustriais, evitando
sentido fontes vegetais alimenticias € uma alternativa para substituir combustiveis e
produtos derivados do petréleo. Quando se trata de materiais lignoceluldsicos para a
producdo- doetanol 2G, encontra-se uma ampla variedade de biomassas, como é o caso da
palha e sabugo do milho e da palha e bagaco da cana-de-acucar. Entretanto, devido a
complexidade do material se faz necessario realizar um pré-tratamento da biomassa para que
essa estrutura se torne mais acessiveis e posteriormente ser realizado o processo de
hidrolise, nos tempos de 24 horas,48 hporas e 72 horas, com temperatura de 50°C e rotagéo
de 150 rpm. Neste trabalho foi realizadoo pré-tratamento organossolve etanol/agua com
palha e sabugo do milho e palha e baga¢o da cana-de-agucar, com intuito de se obter uma
polpa rica em celulose para posterior uso em hidrolise enzimatica e producédo de etanol de
segunda geracdo. As biomassas e as polpas obtidas foram caracterizadas quanto a sua
principal composicdo quimica (celulose, hemiceluloses,lignina). As biomassas pré-tratadas
foram submetidas ao processo de hidrélise enzimatica e a eficiéncia das hidrélises foram
inicialmente avaliadas com relacdo aos teores deacUcares redutores totais obtidos, todas as
biomassas analisadas tiveram boa quantidade de acUcares fermentaveis, apesar do bagaco
de cana apresentar maior disponibilidade de celulose para se fracionar, o sabugo de milho
apresentou melhor reacdo ao processo organossolve com um bom indice de solubilizacdo
de hemiceluloses e disponibilidade de celulose, consequentemente, ocasionou uma
quantidade de acUcares redutores totais superior as demais biomassas avaliadas, em
qualquer tempo avaliado neste trabalho, tendo como ponto étimo de reagédo 72 horas.

Palavras-chave: Biomassa lignocelul6sica; Pré-tratamento; Hidrélise; Fermentacéo.



ABSTRACT

The production of second-generation ethanol from agro-industrial residues, avoiding in
this sense plant food sources, is an alternative to replace fuels and petroleum-derived
products. When it comes to lignocellulosic materials for the production of 2G ethanol,
there is a wide variety of biomasses, such as corn straw and cob and sugarcane straw and
bagasse. However, due to the complexity of the material, it is necessary to carry out a
pre-treatment of the biomass so that these structures become more accessible and then
carry out the hydrolysis process, in the times of 24 hours, 48 hours and 72 hours, with a
temperature of 50 °C and rotation of 150 rpm. In this work, an organosolve ethanol/water
pretreatment with corn straw and cob and sugarcane straw and bagasse was carried out, in
order to obtain a pulp rich in cellulose for later use in enzymatic hydrolysis and
production of ethanol from second generation. The biomasses and pulps obtained were
characterized as to their main chemical composition (cellulose, hemicelluloses, lignin).
The pre-treated biomasses were submitted to the enzymatic hydrolysis process and the
hydrolysis efficiency was initially evaluated in relation to the levels of total reducing
sugars obtained. cellulose to fractionate, the corn cob showed a better reaction to the
organosolve process with a good index of hemicellulose solubilization and cellulose
availability, consequently, it caused a higher amount of total reducing sugars than the
other evaluated biomasses, at any time evaluated in this work, having as optimal reaction
point 72 hours.

Keywords:  Lignocellulosic biomass; Pre-treatment; Hydrolysis; Fermentation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo esquematica da parede celular da célula vegetal .............c.ccooeevienn oo 15

Figura 2. Representagédo das ligacdes de hidrogénio supramolecular da celulose.............. e
17

Figura 3. Estruturas dos alcoois cumarilico(l), coniferilico (1) e sinapilico (H1)........cccceev.. ... 18
Figura 4.Esquema de uma estrutura quimica da lignina ..........cccceoeerinein e e 18
Figura 5. Representagdo da cana-d-aGUCAT ..........ccoeveerierieinieneese e e 20
Figura 6. Componentes externos do sabugo do MilN0 ... 22

Figura 7.Esquema ilustrando a ruptura das interagcdes entre os trés principais constituintes da

DiomMassa HGNOCEIUIBSICA ............civieieiie e 1ees 23
Figura 8. Composi¢ao da biomassa in NALUFA ...........ccceeeiieiieiiiie e e 33

Figura 9. Composicdo quimica das biomassas obtidas apdés o pré-tratamento.

Figura 10. Acucares Redutores Totais Sabugo de Milho bruto e Pré-tratada(g/L) produzidos ap6s

hidrolises, nos tempos de 24 horas,48 horas € 72 hOras. .........cccveveieeieeieceece e e, 39
Figura 11. Acucares Redutores Totais Palha de cana Bruto e Pré-tratada (g/L) produzidos

aposhidraélises, nos tempos de 24 horas,48 horas € 72 NOras. ..........ccveveeeeveececie s e 39
Figura 12.Acucares Redutores Totais Palha de Milho Bruto e Pré-tratada (g/L) produzidos
aposhidrolises, nos tempos de 24 horas,48 horas € 72 NOras .........ccccveveveieviene s s o 40

Figura 13. Aclcares Redutores Totais Bagaco de cana Bruto e Pré-tratada (g/L)

produzidos aposhidrolises, nos tempos de 24 horas,48 horas € 72 horas. .........ccveveveeieiiveienn oo 41
Tabela:
Tabela 1. Principais Técnicas De Pré-Tratamento De Biomassa Lignocelulésica.................. 24



SUMARIO

L. INTRODUGAOD ..ottt s et 11
2. OBUIETIVOS ...ttt b bbbt bRt b e bbb ne e 13
2.1, ODJELIVO GEIAL ... 13
2.2, ODJetiVOS BSPECITICOS ....veiiiieieiiieiie ettt e ste e e ra e aeaneennees 13
3. REVISAOBIBLIOGRAFICA ...t 14
3.1, Residuos lIgNOCEIUIOSICOS ........ocviiiieiieie ettt sae e nneas 14
3.2. Pricipais constituintes da biomassa lignoceluldsica............ccoevirerciininiiiie e 15
BL2. L CRIUIOSE ...ttt bbbt b e e e 15
3132, LEGNING ottt bR b bbb 18
3.2 Bagaco e a palha da cana-0de aQUCAr..........ccc.civiieiiieiieiie e see et 19
3.34. CURUIa dO MITNO ...ttt sneebe e nnees 20
3.5. PrE-TrATAMENTOS .....eeviiiieieiteiie ettt sttt et e et st e bt e s b e eneenee e 21
3. 6. Process0S Organ0SSOIVE..........cuiiiiiiiiiii et 24
3.7, HidrOlise ENZIMALICA ... .c.eiveieiieieeeieiere ettt e et tesresreeseeneeneeneens 25
4. MATERIAL E METODOS ......coviieeeeieeeieeee sttt tsses s s ssses s s sesss s ssnes s s 27
O |V (=Y g 1= W - S PSSSS 27
4.2 Pré-Tratamento Organ0SSOIVE ........ccviiiiieiie et ste et e e sae e nneas 28
4.3 Caracterizacdo da biomassa € das POIPAS .........coverieieiiiiie e 28
4.4 Teor de lignina KIason iNSOIUVEL.............coiiiiiiiiii e 28
4.5 Teor de lignina KIason SOIUVEL............coeiiiiiiieii e 29
4.6 Teor de POlISSACANTAROS ......cveuiiueieiieieiteieie ettt sb et bese et n s 30
O -0 o[- o [ 4 L PP 31
4.8  Hidrolise ENZIMALICA .......ciiiieieiiie ettt 31
4.9 Quantificacdo dos Aclcares Redutores totais (ART) ....cvieeiiireine e, 31
5. RESULTADOS E DISCUSSAQ .....c.oviiiviiereieeeseetees et eses s sesssses s ssssessenensnens 31
5.1 Composicdo Quimica da Matéria-prima ..........ccccoceeieiiieiiieieeie e 33
5.2 Pré-tratamento e caracterizacao das biomassas pré-tratadas............cccocceeveeveeveiieieece e, 34
5.3 Acucares Redutores obtidos na hidrélise enzimatiCa...........ccccvevveveierieresese e, 38
TR ©o [0 1157 Uo RSP PRPRSSR 41
I & (-3 =1 =] o] - USSR 42

10



1. INTRODUCAO

A ampla vinculagdo do planeta em relacdo ao petroleo e seus derivados, até o dado
momento, tem sido motivo de debates entre as maiores poténcias econémicas internacionais
na questdo da geracdo de energia. A plausivel diminui¢cdo na oferta de tais combustiveis e 0
acréscimo na emissdo de poluentes, originando mudancas climaticas graves, tém impulsionado
a procura por fontes de energia sustentaveis (ISLAM; WANG; REHMAN; DONG; HSU;
LIN; LEU, 2020)

O Brasil possui ampla capacidade agroindustrial, aumentando assim a escala de
residuos gerados, e consequentemente 0s impactos ao meio ambiente e a saude da populacéo.
Desta forma, inovacdes tecnoldgicas sdo empregadas com o objetivo de reciclar e reutilizar
0s materiais agropecudarios de maneira correta ( MOHAN et al., 2016).

A producéo de etanol utilizando residuos de biomassa é denominada como etanol
de segunda geracdo ou etanol celuldsico (2G). Diante a suando competitividade com fontes
alimenticias, os materiais lignoceluldsicos tem sido umaalternativa com alto potencial
para substituir combustiveis e produtos derivados do petréleo (ROSALES-CALDERON e
ARANTES, 2019).

Além da versatilidade, a biomassa lignocelul6sica proporciona uma gama de beneficios
em relacdo as outras fontes, como a multiplicidade e disponibilidade existentes a nivel global,
além de fornecer a probabilidade de producdo local, através da utilizacdo de residuos
(BURUIANA et. al 2014). Nesta perspectiva, 0 uso de biomassas lignocelulésicas possui
ainda mais destaque, pois estd disponivel em abundancia, tanto na sua forma natural
(florestas, capim, entre outros) com fins energéticos ou ndo, quanto na forma de residuos da
agroindustria (bagaco de cana- de- acucar, palha de milho, palha de cana-de-aglcar entre
outros), o que faz com que se maximize a lucratividade do cultivo. No entanto, a utilizacdo
de biomassa lignoceluldsica acarreta um problema essencial no seu reaproveitamento, que
consiste na escassez de processos que sejam economicamente acessiveis para realizar a
quebra da biomassa em seus constituintes (celulose, hemiceluloses e lignina). A
desconstrucéo deste material pode ser alcangada através de um pré-tratamento, que tem sido
alvo de diversos estudos (MUSSATO, 2016). Os processos de pré-tratamentos em geral tem
como funcdo alterar as interacOes entre lignina, hemicelulose e celulose, reduzir a agao
protetora da lignina, reduzir a estrutura cristalina da celulose, tornando a estrutura mais
porosa, de forma a tornar os compostos de interesse mais acessiveis. Quando o objetivo é a
producdo do etanol 2G, o pré-tratamento da biomassa tem como objetivo tornar a celulose apta a

hidrélise, aumentando a catalise enzimética, e por consequéncia o rendimento de agucares
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fermentesciveis. Existem uma gama de tratamentos que podem ser aplicados para esse fim,
0s quais podem incluir métodos fisicos, quimicos, biolégicos ou uma combinagdo de
métodos. Os mais utilizados séo 0s processos organossolve, kraft, sulfito e exploséo a vapor
(BULKAN; FERREIRA; TAHERZADEH, 2021).

Conforme Wei-Kit et al. (2017), menciona o pré-tratamento da biomassa
lignocelulosica atraves do processo organossolve é feito com uma combinacdo de solventes
organicos e agua em alta temperatura. Existem muitos tipos de solventes, os mais usados
sdo: etanol, metanol acetona. Em associacdo com os solventes, também sdo empregados
acidos organicos (&cido acético e acido formico)(NAIR; SIVAKUMAR, 2020) A alternativa
do solvente é determinada pelo processo que esta sendo investigado e pelo custo e facilidade
de aquisi¢do do solvente. O principal solvente usado no processo organosolve € o etanol, em
raz&o do seu custo ser relativamente baixo, ndo poluente,fécil recuperagdo porque tem menor
ponto de ebulicdo podendo ser recuperado por destilacdo. (BARUAH et al., 2018).Embora
existam diversas vantagens ambientais do etanol 2G, a eficiente degradacéo da lignocelulose
representa um gargalo na producdo e comercializacdo biocombustivel em grande escala
(HONGZHANG; WANG, 2017). Isso se deve a presenca de uma lignina de natureza
recancitrante e com ligacdes quimicas complexas, que impede a eficiente desestruturacéo da
biomassa, (CHUNG, 2016; PARK; et al.,2018). Dessa forma, é imprescindivel a
deslignificacdo da lignocelulose, com a aplicacdo de pré-tratamentos que permitam diminuir
a resisténcia desses materiais a acdo de enzimas hidroliticas, promovendo a liberacdo de

acucares fermentesciveis para a producao do etanol 2G (PARK; et al., 2017).
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2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo geral

Nesse sentido, visando o reaproveitamento da fracdo solida (polpa) de amostras
de bagaco de cana-de-acucar, palha de cana-de-acgucar, palha de milho e sabugo de milho
serdo submetidas a pré-tratamento organossolve para a separacdo de lignina e
hemiceluloses, com a finalidade de avaliar em qual dessas biomassas esse fracionamento
sera mais efetivo, basendo-se na formacéo de uma polpa de celulose mais pura.

Investigar a eficiénciado pré-tratamento organossolve na separacdo da lignina e
hemiceluloses, em amostras de bagaco e palha de cana-de-acucar , sabugo e palha de
milho, baseando-se na formacdo de uma polpa de celulose mais pura e sua contribuicéo

na hidrélise enzimatica

2.2.0bjetivos especificos

» Caracterizar a composicdo da estrutura das biomassas;
» Realizar o pré-tratamento organossolve etanol/agua;

» Quantificar as proporc¢des de agucares de interesse para a producédo de

biocombustiveis,entre outros produtos que possam oferecer valor comercial.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Residuos lignoceluldsicos

Os materiais lignocelulodsicos sdo a fonte renovavel mais abundante na natureza,
consistindo principalmente em matérias-primas agroindustriais, residuos urbanos e
madeira de angiospermas e gimnospermas. Essas biomassas sdo formadas essencialmente
por trés componentes estruturais que integram a parede celular das plantas: celulose,
hemiceluloses, e lignina (Figura 1), numa estrutura cristalina vegetal altamente estavel
(CALIARI et al., 2017)

Dos materiais citados, os residuos agroindustriais em particular os residuos
agroindustriais de culturas como milho, soja, cana-de-agucar que possuem destaque para
usos energéticos, por serem uma materia prima de facil estocagem, baixo custo e abranger
uma vasta variedade. (DHYANI e BHASKAR, 2018)

Figura 1-Representacdo esquematica da parede celular da célula vegetal

Vegetal Célula vegetal

Microfibrilas de
celulose

Parede celular

Fonte: Adaptado de RITTER, 2008

Aproximadamente 40 milhdes de toneladas de materiais vegetais ndo comestiveis,
abrangendo os caules de trigo, palha de milho (os talos e folhas) e restos da exploragdo

madeireira, que sdo, em sua maioria, descartados. (FERNANDES,2017). Biomassas como
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bagaco de cana-de-agUcar, palha de milho, palha da canade-agucar e o sabugo do milho,
podem ter um novo aproveitamento para a producdo de bioprodutos de valor agregado e
também para a producdo de biocombustiveis (BAETA, et al.,2016; TRAVAINI; et al.,
2016).

Além dessa versatilidade vegetal, a biomassa lignocelul6sica proporciona uma
gama de beneficios em relacdo a outras fontes, como a multiplicidade e disponibilidade
existentes a nivel global, pouca conexéo de fatores ambientais, além de seu uso representar
baixa competicdo com alimentacdo humana e animal (BURUIANA; et. al, 2014). Nesta
perspectiva, reaproveitamento de biomassas lignocelulésicas se destaca, pela alta
disponibilidade, tanto na sua forma natural (florestas, capim, entre outros), com fins
energéticos ou nao, quanto na forma de residuos da agroindustria (bagaco de cana-de-
acucar, palha e sabugo de milho, palha de cana-de-agUcar, entre outros), o que faz com que
se maximize a lucratividade do cultivo. (VALLEJOS; et. al.2012).

3.2.Pricipais constituintes da biomassa lignoceluldsica

3.2.1. Celulose

E um polissacarideo, homopolimero de unidades repetidas de glicose unidas por
ligagBes glicosidicas do tipo B-1,4 (GALIWANGO et al., 2019)e de estrutura linear
abrangendo regides cristalinas e amorfas e as regides cristalinas altamente arranjadas
conferem protecédo e resisténcia celular na degradacdo por agentes externos, o que nédo
ocorre com as regides amorfas, onde a orientacdo € mais fraca, intermolecular e mais
sensivel a degradacdo (BHAT et al., 2019)

As cadeias de celulose sdo  envolvidas em microfibrilas, que sdo consolidadas por
meio de ligagdes de hidrogénio intramoleculares, que proporcionam resiténcia a celulose,
essas interacdes intermoleculares entre as hidroxilas (Figura 2), sdo responsaveis pela
formacéo das fibras vegetais,tornando a microfibrila mais rigida (ZABED et al., 2016)

.De acordo com Isenmann (2016), celulose é uma macromolécula extensa e linear
que é constituida por unidades de celobiose, seu indice de cristalinidade variam de acordo
com a origem e processsamento de nateria prima, além disso em conjunto com a
hemicelulose contém agrupamento hidroxilas que sdo responsaveis pela absor¢do da

umidade e pelas ligacdes de hidrogénio.

15



Figura 2. Representacdo das ligacBes de hidrogénio supramolecular da
celulose
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Fonte: SANTOS er al. (2012)

3.1.1. Hemiceluloses

As hemiceluloses, também denomidadas de polioses, sdo heteropolissacarideos
ramificados complexos, que se encontram na fibra vegetal associadas a celulose e lignina,
contribuindo para a rigidez da parede celular das plantas (TERRONE et al., 2018) (figura 3).
De maneira geral, as hemiceluloses sdo divididas em quatro grupos de polissacarideos com
estruturas diferentes: (1) xiloglicanos (xilanos); (2) manoglicanos (mananos); (3) xiloglucanos
(XG); e (4) B-glucanos de ligacdo mista. Os polissacarideos do tipo xilana sdo os principais
componentes da hemicelulose, também denominada de cadeia principal, correspondendo certa
de 20 a 30% da massa seca total do tecido vegetal, possuem poucas regides cristalinas e sua
macroestrutura € mais suscetivel a entrada de agentes quimicos e bioldgicos (REN; SUN,
2010)

Esses heteropolissacarideos, com dimens@es oligdbmeras, possuem uma variedade de aglcares
nas cadeias, como por exemplo: pentoses (B-D-xilose; a-L-arabinose), hexoses (f-D-manose; -D-
glicose; a-D-galactose) e acidos (4-acido metil glucurdnico; a-D-galacturdnico) (JUNG et al.,
2015).As hemiceluloses diferem da celulose por terem diferentes acucares, cadeias
ramificadas e uma massa molecular mais baixa, sendo que seu grau de Polimerizacao varia de
menosde 100 a no méximo 200 (Sun et al., 2014). Devido a esta menor massa molecular, por
suas moléculas serem ramificadas com cadeias laterais curtas e estrutura mais amorfa, elas

sd0 mais suscetiveis a hidrolise do que a lignina e a celulose (AJAO et al.;2018).
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3.2.2. Lignina

A lignina é uma macromolécula amorfa, formada essencialmente por componentes
fenolicos derivados dos precursores monomeéricos: alcool coniferilico, alcool sinapilico e
alcoolp-coumarilico (Figura 3)( (KELLOCK et al., 2016)

Figura 3. Estruturas dos alcoois cumarilico(l), coniferilico (I1) e sinapilico (I11).
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Fonte: Fengel e Wegener (1989).

Seu material é hidrofobico e estruturalmente tridimensional, com grande nimero
de ramificacOes, podendo ser considerada um polifenol, o qual é composto por um arranjo
irregular de vérias unides de fenilpropano, que pode conter grupos hidroxila e metoxila
como substituintes no grupo fenil (VIEIRA,2016) Na literatura, existem diversos modelos
de lignina construidos por analises espectroscépicas e funcionais. Na Figura 4 ¢é

demostrado um modelo estrutural da lignina adaptada por Silva (2010); Ferreira (2015).

Figura 4. Esquema de uma estrutura quimica da lignina
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Fonte: Adaptado de SILVA (2010) e FERREIRA (2015).

Dependendo da espécie de planta, sua morfologia e reagentes empregados no
processo de isolamentos dessas plantas, as distribuices desses grupos funcionais presentes
na lignina sofrem variacbes (SCHUTYSER, W. et al.;2018) Portanto, seu grau de
polimerizacdo e sua diversidade, tem relacdo com sua origem, sendo bem poucas as
possibilidades de existéncia de duas macromoléculas de lignina idénticas com o mesmo
sequenciamento de unidades fendlicas (SCHUTYSER, W. et al.;2018)

A lignina tem como caracteristica conferir rigidez e forca no caule e tecido, nos
materiais  lignoceluldsicos, fazendo com que se obtenha crescimento ascendente
permitindo o fluxo de sais minerais e agua, que circulam através do xilema sob pressdo
negativa, sem gerar colapso do tecido. A aderéncia entre as fibras de celulose e a lignina é
aumentada pelas ligagOes covalentes entre das cadeias de lignina e os constituintes da
celulose e das hemiceluloses (L1U, 2012)

A aptiddo de sintetizar da lignina foi uma adequacdo importante para as plantas,
gue permitiu que estas se expandam pelo ambiente terrestre. Esta resisténcia gerada nas
plantas diminui a predacgdo de herbivoros, pois, sua estabilidade quimica faz com que seja
indigerivel por estes animais (TAIZ; ZEIGER, 2004).

3.2. Bagaco e a palha da cana-de agUcar

O bagaco e a palha da cana-de-acucar sdo geradosnas usinas de agucar e alcool,
como subprodutos resutante da colheita, moagem e esmagamento da cana-de-acucar para
extracdo do caldo da cana. Essa etapa é utilizada no processo de fabricacdo do agUcar e etanol
de primeira geracdo (1G) (VAZ, 2020)

No pais o residuo que € mais gerado a partir do processamento da can-de-aglcar é o
bagaco, fazendo com que sua utlilizacdoa seja visto de maneira positiva no uso de
biorrefinarias, pois ter& menor custo e possui bastante  disponibilidade(
CARPIO;Souza,2017;CHANDELL et al.; 2021). A safra de 2021/2022 teve estimativa de
producdo de 570 milhGes de toneladas (CONAB,2022), considerando que 15% desse
material ¢ bagaco de cana-de-agicar somando 85 milhdes toneladas de bagaco, que tem
como principal destinacdo a queima em caldeiras de combustdo para geracdo de vapor e
eletricidade CARPIO;Souza,2017;CHANDELL et al.; 2021).

Sua composicdo ( polissacarideos, lignina e cinzas) e avaliada quimicamente e
fisicamente, levando em consideragdoo volume de poros, tamanho e cristalinidade. Tais
parametros possuem grande influéncia no tipo de processamento que sera adotado para o

bagaco de cana e por isso devem ser estudados (VAZ, 2020)
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O bagaco da cana-de-acucar, em relacdo a seus componentes macromoleculares
estruturais, e composto por celulose (CsH100s), hemiceluloses (CsHgOs4) e de
lignina(C7H1003).e sua e por uma macromolecula que passa por inimeras modificacbes se
torna interessante para producdo de materias distintos e também aplicacdes diversas(
BEZERRA W.F.P; et al.;2022)

Os residuos da cana também s&o utilizados na coogeracdo de energia elétrica. Para
se determinar o poder calorifico deste material € necessario o conhecimento das
propriedades fisicoquimicas de cada componente. Energeticamente, o bagaco da cana
demonstra ser uma opcao acessivel, mostra-se uma opc¢édo viavel e atrativa. No caso de o
bagaco e a palha da cana-deacucar serem utilizados exclusivamente para a producdo de
energia elétrica, seria possivel produzir cerca de 200 kW/h de energia elétrica por tonelada
de cana em sistemas eficientes; asusinas produzem menos do que 50 kW/h por tonelada.
Com a reforma do setor elétrico, em 1999, o produtor independente de energia passou a ter
acesso a rede de transmissdo e distribuicdo, o que permitiu que usinas de cana-de-agucar
conseguissem monetizar a energia eletrica (DIAS et.al ;2013).

A palha da cana-de-agucar é um residuo gerado pelo desfolhamento da cana a partir
do processo de colheita mecanizada, constitui cerca de 25% de toda massa vegetal da
planta, e composta por folhas secas, verde e ponteiras que sdo o topo da cana-de-agucar

(RIPOLLI; et al.,2000), conforme esquema demostrado na Figura 5.

Figura 5. Representacdo da cana-de-agucar
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Fonte: Adaptacdo de MANECHINI, RICCI JUNIOR; DONZELLI (2005)

Sua composicao é descrita por Santos (2014) que demostrou que a palha de cana in natura possui

constituicdo de cerca de 38% de celulose, 29% de hemiceluloses e 24% de lignina.
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Embora a palha tenha alto potencial energético, seu uso ndo é considerado viavel
para cogeracao de energia, pois, a mesma detém grandes obstaculos como o alto custo de
operacdo e transporte, neste contexto, a palha de cana-de-agucar possui apenas a funcéo de
protecdo do solo, pois, estudos demonstram que camadas de palha agregam beneficios

para o solo, como nutri¢do e diminuicdo de erosdo (ROSSETTO,; et al.,2010).

3.3. Cultura do Milho

No Brasil, os residuos do setor sucroalcooleiro sdo 0os mais amplamente estudados,
diante da vasta disponibilidade de matéria-prima, entretanto, existem diversos tipos de
residuos lignoceluldsicos que se apresentam como promissores para a producédo do etanol
desegunda geragdo, como é o caso dos residuos do milho.

O milho é originario da América Central e pertencente & familia das gramineas. E
uma cultura que possui colheita anual e, devido a seu valor nutritivo, é utilizado
principalmente na inddstria alimenticia, para alimentagdo humana e animal. O milho se
encontra entre as trés espécies vegetais mais cultivadas no mundo, depois do arroz e do
trigo (MELO, 2010). No ano de 2022 o pais produziu cerca de 261,4 milhGes de toneladas
de milho (CONAB,2022).Existe grande geracdo de residuos da producéo de milho em todo
mundo, estima-se quepara cada 100 espigas de milho, sdo produzidos 18 quilos de sabugo, e
sendo 10% de sua massa representada pela palha (MELO, 2010; FaoStat, 2008) que sao,
na maioria dos casos, subutilizados, mostrando-se promissores para a producdo de etanol
de segunda geracdo(etanol 2G) .

A palha de milho é um material promissor para a producdo de etanol
lignocelul6sico devido ao seu teor de carboidratos, abundancia e renovabilidade. De
acordo com estudos que mediram o potencial de producdo do etanol celulésico a partir da
palha, sua composicdo lignocelulésica é de cerca de 36 % de celulose, 34% de
hemiceluloses e 14% de lignina(ROCHA et al.2017).

E um subproduto que muitas vezes é deixado de lado ap6s a colheita do milho e por
issose torna um residuo excedente e embora seja também muito utilizado em artesanatos
sua utilizacdo ainda € sem definicdo pré-definida, mesmo tendo uma quantidade que é
consideravelrepresentando 10% do peso da planta (PAES, 2008).

Dos residuos do milho, o sabugo localiza-se na parte central das espigas, onde 0s
graosficam presos. E 0 rejeito que se obtém apos a espiga ser debulhada para a retirada dos
gréos demilho. A composicao do sabugo de milho, apresenta cerca de 35% de celulose, 26
% de hemiceluloses, 18% de lignina (ROCHA et al.2017).
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O sabugo apresenta grande concentracdo de celulose e hemiceluloses que podem
tornar- se fontes de acgucares fermentesciveis para a geracdo de etanol celuldsico, sendo
formado por quatro partes distintas: palha fina, palha grossa, anel lenhoso e medula. A
palha fina estd na parte externa do sabugo e representa 4,1% de todo seu peso. A palha

grossa segue a palha finae representa 33,7% do peso do sabugo de milho. O anel lenhoso

apresenta-se no interior do sabugo com 60,3%, recobrindo a medula, que com 1,9% do
peso total (KAZIENKO, 2009; SANTOS, A. F, 2010) conforme Figura 6.

Figura 6. Componentes externos do sabugo do milho
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Fonte: Adaptado de FOLEY e VANDER-HOOVEN, 1981 apud SILVEIRA (2010)

3.1/ Pré-tratamentos

A bioconversdo da biomassa lignocelulose em bioetanol e outros produtos de valor
agregado é limitada pela complexa associacdo entre lignina-hemicelulose-celulose, pois as
fibras desses materiais sdo resistentes a degradacdo (MEIGHAN; et al., 2017). Devido a
recalcitrancia da lignocelulose, para o isolamento dos principais componentes da
biomassa, é necessario aplicar um pre-tratamento, que promova a redistribuicdo e
modificacdo da estrutura dessa biomassa, influenciando diretamente no sucesso das etapas
de hidrolise e fermentacdo microbiana(ZIAEI-RAD et al., 2021) (figura 7)
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Figura 7. Esquema ilustrando a ruptura das interacdes entre os trés
principaisconstituintes da biomassa lignocelul6sica.

Lignina Hemicelulose

Celulose

Fonte: Chaturvedi; Verma,(2013)

Na literatura, varios autores tém descrito técnicas para pré-tratamentos da biomassa
lignoceluldsica, tais como: osfisicos, quimicos, bioldgicos ou combinagdes entre estes
(tabela 1). A escolha do método a ser aplicado estd diretamente ligado ao resultado
desejado, pois diferentes mecanismos de acdo podem levar a geracdo de varios produtos
(GUTSCH, et al., 2012). De maneira geral, 0s pré-tratamentos ideais devem ter baixo custo
de capital e operacdo, serem eficientes na desconstrucdo das fibras de diferentes biomassas,
além de permitirem a utilizacdo de menos reagentes ou biomassa tratada (ZHU; et. al,
2015). Na matriz lignocelulosica eles dever ser eficientes para quebrar a lignina, aumentar a
porosidade do material, reduzir a cristalinidade da celulose, facilitando o acesso as cadeias
poliméricas (ZABEHD et al.; 2016).
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Tabela 1 - Principais Técnicas De Pré-Tratamento De Biomassa Lignocelul6sica.

Processo Descricdo Referéncia
o Adquire a eficacia da biodegradacdo da biomassa lignocelulésica
O Bactérias ara otimizar a eficacia do processo de hidrélise.Neste Sindhu et al.,
8 Fungos processo os fungos podres brancos séo frequentemente 2016
= Enzimas usados, pois degradam a lignina, causam menor dano ao meio
9 ) :
o0 ambiente e consome menos energia.
Reduz do tamanho da particula e aumenta a area superficial,
Moagem fazendo com que a estrutura lignocelulésic fique exposta . Kucharska et al.,
2018.
8
= Aument ar rfici ntato, facilitan .
> . u ?b'lo'dd?j area deh%Jp,e} cie d_e c:) ato, facilitando Puligundla et al.,2016.
T Microondas acessibilidade para a hidrolise enzimatica
Modificagdo estrutural através do processo de cavitagdo Bussemaker etal., 2013.
Utrassom
o Parte da hemicelulose do material é hidrolisado e uma fragdo da Jiang et al., 2013
H|drpI|se lignina é solubilizada, fazendo com que promova um maior
acida contato com a celulose.
P Reduz a cristalinidade da celulose, extrai lignina e desacetila e
e) Hidrdlise e . o g .Kumar et al.,2009.
O alcalina hidrolisa o acido urdnico presente nas hemiceluloses
=
2
4 o Possui agentes deslignificantes que pronmovem interagdes fortes Silvei |
Liquido  gntre as moleculas, podendo agir também sobre a celulose. Hlveira et al.,
idnico 2015b.
Hidrolisa parcialmente as hemiceluloses, reduz a cristalinidade
CcO2 da celulose,e aumenta a acessibilidade para hidrolise enzimatica Serna et al. 2016.
X Rompe estruturalmente parede celular pela hidrdlise &cida de Adbor et al. 2011
Explosdo a  hemjceluloses e modifica e redistribui a lignina. g ; '
vapor
Extrai seletivamente a lignina, com melhores resultados quando
19( Organosolv existe a presenca de catalizadores, podendo ser eles acidos oU 7.4 et al., 2009.
O basicos
<
Z Separacao fisica de fibras do material com descristalizacdo de o
oq AFEX ; ; i i Silveira et
A . celulose, remove parcialmente hemiceluloses, e possui potencial
= mmonia de modificacdo da lignina al.,2015a.
O fibre
@) .
expansion)

FONTE: Adaptado de Ramos et al (2019).



3.1.1. Processos Organossolve

Os pre-tratamentos tipo organossolve surgiram em 1970, como uma alternativa de
substituicdo aos processos Kraft e sulfito utilizados na producdo de papel, devido a estes
ualtimos produzirem poluentes para o ar e a agua (RODRIGUES, 2017) . Os pré
tratamentos consistem em uma combinagdo de solventes organicos sendo eles: metanol,
etanol, acetona dentre outros, podendo existir ou ndo em sua composi¢do um catalisador,
que é empregado no ropimento de ligacbes no complexo lignocelulésico (KUMAR,;
SHARMA, 2017) A vantagem desses tipo de pré-tratamento € permitir a recuperacéo e
reutilizacdo do solvente orgénico, além do isolamento da lignina, como um material sélido
para utilizacdo na industria ( (PICCININO et al., 2018). Por isso, tem atraido atencédo dos
pesquisadores, devido a sua capacidade em permite o fracionamento de biomassa vegetal
em celulose, hemiceluloses e lignina com grau de pureza relativamente elevado. Por outro
lado, a escolha do solvente utilizado neste processo pode limitar seu desenvolvimento
devido ao alto custo,
que ndo é favoravel a industria, sendo importante selecionar um solvente de baixo valor
para um processo eficiente e economicamente viavel(SUN; et al., 2016).

Dentre os solventes organicos, 0 mais vantajoso para promover a desprotonacao é o
etanol. Adicionalmente, devido ao seu alto indice de reducéo, baixo custo e condicdes de
operacdo favoraveis (baixo ponto de ebuli¢do), promove sua recuperacdo por destilagdo
simples (MEIGHAN et al., 2017). Além disso, alcoois primarios como o etanol e o
metanol apresentam melhor seletividade para separacdo do que os alcoois secundarios e
terciarios. O uso do etanol é menos toxico e o pré-tratamento pode ser realizado com uma
menor concentracdo desse solvente, em comparagdo com o pré-tratamento com metanol
(ROMAMI et al., 2016) O pré-tratamento organossolve também é eficiente, por ter a
capacidade de espacgar pequenas fracbes de materiais lignoceluldsicos com pureza
relativamente alta. Em relacdo aos obstaculos do processo, a reducdo da temperatura e/ou
concentracédo de etanol na etapa de lavagem da polpa, reduz a solubilidade da lignina,
causando reaparecimentoda lignina na superficie da fibra. Segundo Chin et al. (2014) isso
acontece devido ao desenvolvimento de ligagGes intermoleculares entre os fragmentos de
lignina, causando condensacao desses fragmentos soluveis.

Apos o pré-tratamento, a fragdo de celulose pode ser transformada em glicose para
produzir etanol e outros produtos quimicos (LIMA et al.;2019) As hemiceluloses sollveis

em &gua podem ser hidrolisadasem mondmeros (principalmente xilose) que podem ser
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fermentados em etanol ou convertidos em furfural, xilitol e outros produtos. A lignina
gerada no processo organossolve é de alta qualidade, com alto grau de pureza, ja que é
livre de enxofre e pode ser usada como resina fendlica em pos de poliuretanoe resinas epoxi
e em muitos outros produtos (ZHANG K, PEI Z, WANG D.;2016).

3.2.Hidrolise enzimatica

Uma das etapas para a producdo do etanol celuldsico € o processo de hidrolise. A
hidrolise consiste na quebra das cadeias poliméricas da biomassa lignocelulésica e
transformacéo dos carboidratos presentes em monomeros de agucar.(SRIVASTAVA N. et
al.;2020); Duas vias sao comumente usadas para hidrolise, sendo elas: hidrélise acida e
hidrolise enzimatica das matérias-primas pré-tratadas. Nos dois casos existem varios modos
de operagdo, a escolha de qual se adequa deve ser baseada em uma variedade de
consideracBes, tais como qual produto bruto serd utilizado, o organismo usado para
fermentar os agUcares liberados e o custo beneficio.

A hidrolise acida acontece quando um &acido mineral (a4cido obtido a partir de uma
substancia mineral inorganica) € utilizado em uma solugdo aquosa, que pode ser diluida ou
concentrada. Os acidos mais utilizados nesta reacdo de hidrolise, sdo acidos sulfiricos
(H2S04) e acido cloridrico (HCI). (OLIVEIRA et al.; 2017) Ahidrolise 4cida concentrada
é realizada a baixa temperatura (cerca de 30°C) e gera altos rendimentos de hexoses e
pentoses, causam apenas uma quantidade limitada de produtos de degradacdo do acgucar,
porém,o uso de grandes quantidades de acido requer, durante a hidrélise, uma recuperacao
de &cido eficiente (ANDRADE et al., 2019).

Atualmente, a hidrélise enzimatica tem recebido destaque, porque nela  as reacdes
sdo0 muito especificas, 0 que minimiza a geracdo de subprodutos indesejaveis (por
exemplo, furanos) nestas reacGes a hidrdlise é alcancavel sob condicdes de operacdo
menos drasticas (pH em torno de 5, temperatura abaixo de 50°C e pressao atmosférica)
(FLORENCIO; BADINO; FARINAS, 2017), resultando em menor consumo de energia e
menor dano ambiental. Além disso, evita os problemas de corrosdo de equipamentos
causados pelo uso de &cidos minerais (MARTIN; et al., 2007; WOLF, 2011; MEIGHAN,
2016) e proporciona altos rendimentos de glicose com pouca formagdo de subprodutos,
facilitando as condigdes para o uso do hidrolisado em processos subsequentes de
bioconversdo. No entanto, para obter um bom rendimento com hidrdlise enzimaética, é
necessario um tempo de reacdo prolongado e para melhorar a acessibilidade da enzima a

celulose, conforme mencionado, as matériasprimas devem ser submetidas a etapa de pré-
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tratamento (WOLF, 2011; MARABEZI, 2014; SANTOS,L. C, 2017).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Matéria-prima

As amostras de bagaco e palha de cana-de-acgucar, colhidas na safra de 2020 atraveés
do método de colheita necanizada, foram cedidas pela empresa Bionergética Aroeira S/A
localizada em Rodovia BR-452, Tupaciguara — MG. O sabugo de milho foi gentilmente
cedido pela empresa JC Ragdes e Insumos Siderurgicos Ltda, localizada em Uberlandia-

MG, e a palha de milho foi obtida na fazenda Bom Jardim Colombo em Araguari-MG.

O bagaco de cana foi utilizado da forma como foi recebido pela usina apds a saida
da moenda, com teor umidade de 51%. Depois de secas, as palhas de milho e de cana-de-
acucar foram trituradas em liquidificador, até atingirem dimensdes inferiores a 4mm. O
sabugo de milho foi triturado em um triturador de forragens e peinereado, sendo

selecionadas particulas com dimensdes inferiores a 2mm.

4.2 Pré-Tratamento organossolve

O processo de pré-tratamento das diferentes biomassas foi realizado no Instituto de
Quimica da Universidade de S&o Paulo (IQSC-USP), na cidade de S&o Carlos - SP. As
reacOes foram realizadas em um retor de alta pressdo, com capacidade de 7L, controle de
agitacdo e aquecimento, a um temperatura de 180° C, constituindo uma liga altamente
resistente a corrosao e pressao

Para o pré-tratamento foram utilizados 500 g (massa seca) de biomassa e 5 L da
solucdoetanol/agua (1:1, v:v), nas condi¢Oes: temperatura de 180°C, tempo de 2 horas, em
sistema estatico. A relagdo solido-liquido foi fixada em 1:10 (m/v). Ap6s o pré-
tratamento, as polpas obtidas foram dispersas em um desfibrador e foram filtradas a vacuo
para remocao do licor. Ap0s esta etapa as polpas foram lavadas com agua em abundancia
até que a agua ndo apresentasse mais residuos. Em seguida as polpas foram filtradas a
vacuo e armazendas para as etapas seguintes do estudo. Posteriormente, foi determinado o

rendimento em massa do prétratamento a partir da Equacéo 1.

rR="+100
l'.f.

b |
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Sendo:
R = Rendimento do pre-tratamento (%)

Ms = Massa seca final da biomassa apds o preé-
tratamento.M; = Massa seca da biomassa inicial (in

natura).
4.3 Caracterizacao da biomassa e das polpas

Todas as biomassas utilizadas neste estudo, bem como as polpas obtidas apos
serem submetidas ao processo de pré-tratamento orgassolve, foram caracterizadas quanto

a sua composicao quimica. As caracterizacdes realizadas estdo descritas a seguir.
4.4 Teor de lignina Klason insoluvel

A determinagdo da quantidade de teor de lignina Klason insoluvel, foi realizada
seguindoa norma Tappi T22 on-98. Foi pesado 1 grama de amostra e transferida para um
almofariz com15 mL de &cido sulfarico 72%. Este composto foi masserado até conseguir
extrair o maximo de desfibramento, sendo que esse processo foi realizado por 2 horas.
ApoOs esta etapa, a misturafoi transferida para um baldo de 1 L, completou-se com um
volume de 0,56 L de agua destiladae a mistura resultante foi aquecida sob um sistema de
refluxo por 4 horas. A seguir, a solugdo foi filtrada utilizando um funil de vidro
sinterizado n° 4, previamente tarado. Coletou-se o filtrado para se analisar posteriormente
a lignina Klason solGvel e também o teor de polissacarideos por HPLC. O material retido-
no funil de vidro foi seco em uma estufa a 105 °C por 24 horas e resfriada em um
dessecador até se ober resultados de massa constante. A massade lignina Klason insoltvel
seca foi obtida pela subtragdo da massa do funil seco, da massa final seca do funil com

lignina. A porcentagem de lignina Klason insoltvel foi determinada pela Equagéo 2.

m
%Lignina = m—1 x 100
2

Sendo::

% Lignina insoltvel= teor percentual de lignina Klason insoltvel
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m1= massa (g) de lignina Klason insoltvel seca

m> = massa (g) de biomassa/polpa inicial seca

4.5 Teor de lignina Klason soluvel

A quantidade de lignina soluvel em meio &cido foi analisada atraves de
espectroscopiana regido ultravioleta que foi medida da seguinte forma: as solucdes para
analise foram preparadas usando o filtrado retirado da etapa anterior (item 3.3.1) e diluido
com agua destiladaaté a concentracdo final de acido sulfurico de 0,05 mol/L. Foi medida a
absorbancia do filtradonos comprimentos de onda de 280nm e 215 nm. A contragéo g/L

de lignina klason solavel foicalculada pela Equacéo 3.

C _ (4,53xA315) — Azgo
g/L 300

Sendo:
CgL = concentracdo de lignina Klason solivel em meio &cido

Az15 = valor da absorbancia a 215nm
Azgo = valor da absorbancia a 280nm

A Equacdo opera os principios da Lei de Beer. Os dois valores de absorbancia
refletema necessidade de corrigir os compostos de furfural formados durante a hidrélise,
que interferemna medicdo da lignina Klason soltvel. A absorbancia em 280 nm é uma
correcdo para compostos de furfural e a absorbancia em 215 nm é uma medida da

concentracdo de lignina solavel, conforme mostrado nas equacdes 4 e 5, respectivamente:

Azgo= valor da absorbancia a 280 nm
Ax1s5= valor da absorbancia a 215 nm
CD= concentracdo dos carboidratos (g/L)

CL= concentracéo da lignina soltvel (g/ L)
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Os valores 0,68 e 0,15 s&o a absorbancia molar dos produtos de decomposicéo de
carboidratos a 280 nm e 215 nm, respectivamente, e os valores 18 e 70 séo a absorbancia
molarde lignina solGvel em 280 nm e 215 nm, respectivamente.

A partir da concentracdo de lignina soltvel obtida pela Equacdo 3, foi determinda a
massade lignina solGvel ajustada para 575 mL. Com esta massa, foi entdo determinada a

porcentagemde lignina klason soltvel utilizando a equacao

4.6 Teor de polissacarideos

O teor de polissacarideos foi determinado por andlise cromatografica a partir da
analisedo filtrado obtido na determinacéo do teor de lignina Klason insoltvel (item 3.3.1),
por meio da deteccdo dos seguintes compostos que foram hidrolisados: celobiose, glicose,
xilose, arabinose, &cido acético, furfural e hidroximetilfurfural (HMF). As solucGes
contendo os hidrolisadosforam filtradas através da membrana SEP PAK C18 (Agua) para
separar lignina soltvel e demais produtos de degradacdo. As demais condicOes da anélise

foram:

POLIOSES; HIDROXIMETILFURFURAL E FURFURAL :
o Cromatdgrafo — Waters (Alliance e2695) , Detector - indice de Refracdo 2414 Rl
Detector de arranjo de fotodiodos 2998 PDA;
. Coluna - Aminex HPX 87 H (300 x 7,8mm BIO-RAD). Eluente - H2SO4
0,005mol.L™ . Fluxo - 0,6 mL.min *;

o Determinagdo furfural e 5-HMF: detector de arranjo de diodos (PDA) no

comprimento de ondade 274nm;
e Determinacdo dos acidos e acUcares: detector de arranjo de diodos (PDA) no

comprimento deonda de 210 nm;

Apos a quantificacdo dos compostos por HPLC, a celobiose e a glicose foram
convertidas em equivalentes de celulose; xilose e arabinose no xilano e arabinanos e
acido acético no grupo acetil. O componente HMF foi convertido em celulose e o
componente FF em xilano. Portanto, a determinagdo dos teores de celulose e
hemiceluloses foram realizadas multiplicando-se a quantidade de cada analito
determinada por HPLC por seus respectivos fatores de conversdo. A conversdo dos
componentes do hidrolisado em celulose e hemiceluloses foi realizada de acordo com as
Equacdes 6 e 7 (GURGEL, 2016).
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(0.95 xCelg,+ 0.90 xGlio,+1,29 XHMFo,+ 3,52 xAF,

Celulose% = [ WH041250415100  (6)

mi

(0.088xXilo,+ 0.88 xArao,+1,375 xFFoy+ 0,717 xAAy,

mg

Hemiceluloses% = [ )VHZO+HZSO”‘]X100 (7)

4.7 Teor De Cinzas

1g de material € inserido em um cadinho de porcelana préviamente seco e tarado, e
este foi levado a uma mufla com temperatura de 800°C por 2 horas. O cadinho ap0s resfriar é
pesado e determinado a massa do cadinho com as cinzas. A massa de cinzas seca foiobtida
pela subtracdo da massa do cadinho vazio seco, da massa final seca do cadinho com cinzas. A

porcentagem de cinzas foi determinada pela Equacéo 9.

m
%Cinzas = m—l x 100
2

©))
Onde:

% Cinzas= teor percentual de cinzas contido nas
amostras
m1l = massa (g) de cinzas seca

m2 = massa (g) de biomassa inicial seca

4.8 Hidrolise Enziméatica

Apo0s o pré-tratamento das quatro biomassas, as fragdes solidas foram hidrolisadas
utilizando o coquetel enzimatico Cellic® CTec3 (Novozymes). Os ensaios foram
conduzidos em frascos do tipo erlenmeyer de 50 mL, em tampao citrato de sédio, 0,05
mol/L, pH 4,8, comcarga enzimatica de 10 FPU/g de celulose, sendo a mistura composta
de 5% de sdlidos totais evolume final da reacdo de 25 mL. Os frascos foram mantidos a
uma temperatura de 50°C, sob agitacdo de 150 rpm por 72 horas. As hidrdlises foram

realizadas em triplicatas.
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4.9 Quantificacdo dos Aclcares Redutores totais (ART)

Ap0s as hidrolises, as fracdes liquidas contendo os agucares foram centrifugadas a
10.000 rpm (8760 G) por 10 minutos e filtradas em membrana de 0,20pum (Chromafil®
Xtra CA-20/25). Os acucares foram quantificados pelo método do acido 3,5
dinitrosalissilico - DNS (MILLER, 1959). As reacdes foram realizadas com 100 pL de
hidrolisado e 100 pL de DNS por 10 minutos no banho-maria em ebulicdo. Apos esse
periodo, a reacéo foi resfriada em banho de gelo e adicionado 800 pL de agua destilada e

lidas a 540nm. Todas as dosagens foram realizadas em triplicatas.

A concentracdo de ART (g/L) foi calculada conforme Equacao 9.

((((ABS +0,0393)/0,0035)/0,1)xd
ART(!J/L) = 1000

©)

Sendo,

ABS = Absorbancia do teste;

d = Diluicao do hidrolisado antes da leitura;

1000 = Fator de converséo de pg/ mL para g/L;

0, 1="Volume de amostra do hidrolisado (mL);

0,0393 = Coeficiente linear da reta (a); 0,0035 = Coeficiente angular da reta (b); ae b
foram determinados a partir de uma curva padréo utilizando glicose, com

acucarredutor de referéncia.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Composi¢ao Quimica da Matéria-prima

Para determinar se o pre-tratamento foi efetivo na desestruturacdo da lignocelulose
das biomassas avaliadas, os materiais brutos foram caracterizados. Desta maneira foram
obtidas as quantificacdes de lignina, hemiceluloses, celulose e cinzas de cada uma das
biomassas (Figura 8).
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Figura 8: Composicéo da biomassa in natura
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Podemos verificar nos dados apresentados na Figura 8, que a biomassa que
apresentou maior teor de celulose foi o bagaco de cana-de-agicar com um percentual-de
41,25 % de celulose, este valor é semelhante ao citado por Costa B.E.B et al. (2021)
querelatam valores 32-48% de celulose e 19-24% de hemiceluloses. A palha de cana-de-
acucar apresentou teor de 38,31-% de celulose, cujo valor também é bastante semelhante
ao relatados por Costa B.E.B et al. (2021) que expdem indices de 40-44% de celulose e
30-32% de hemiceluloses.

Para a palha de milho, os percentuais de celulose e lignina encontrados sdo de
31,97% e 21,77% respectivamente, dados que estdo poucos menores aos reportados por
Rochaet al. (2017) que demostram percentuais de 36,70% de celulose e 34,2 % de
hemicelulose.O percentual de celulose e lignina encontrado para sabugo de milho neste
trabalho foi de 33% e 19,54% respectivamente, resultados proximos aos encontrados por
Gomes M.G. et al. (2020) que em suas analises encontrou 39,84% de celulose e 22,25% de
lignina .Esses dados mostram que essas matérias-primas sdo bastante promissoras para a
producdo de etanol de segunda geracdo que é o etanol produzido de material
lignoceluloésico, mais especificamente da fracdo celuldsica, devido ao volume gerado e a
composicao majoritaria de celulose que as compdem.

Quando as duas biomassas geradas pela cana-de-agUcar (palha e bagaco) sdo
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comparadas com as outras matérias-primas abordadas neste trabalho geradas do milho
(palhae sabugo) o bagaco da cana apresentou uma quantidade maior de lignina em sua
constituicdo sendo 27,03 %, valor semelhante ao encontrado pelo autorH. Yu et al.
(2015) que foi de 26,4%, para a palha da cana-de-agUcar, dado este que também €
semelhante ao citado por que obteve 22-25% de lignina. Esses dados demostram que essas
biomassas necessitam de um pré-tratamento mais eficaz para separacdo dessa lignina da
celulose, para se obter uma hidrolise mais eficiente. Enquanto a palha e o sabugo de milho
possuem uma maior facilidade de se realizar a hidrdlise enzimatica, pois as mesmas
apresentaram menor quantidade de lignina, assim possuem uma maior facilidade da
enzima chegar até a celulose, que é a molécula de interesse para hidrolise.

Este estudo também avaliou o percentual de hemiceluloses em cada uma das
biomassas e verificou que esses heteropolissacarideos estdo presentes em maior
quantidade na palha e o sabugo de milho. As hemiceluloses, assim como a celulose e a
lignina, também podem ser reaproveitadas e gerar uma série de produtos. O seu
fracionamento, liberam monossacarideos, a maioria de xilose e arabinose, manose,
galactose, glicose em menor quantidade e alguns acidos, que podem ser convertidos(a) em
acucares, biocombustiveis, produtos quimicos entre outros (Ren and Sun, 2010; Chandel,
etal., 2018)

A andlise do teor de cinzas de bagaco e palha de cana-de-acucar estdo de acordo
com os valores reportados na literatura por FREDERICC. et al. 2012 e por Cordeiro et al.
(2018). O teor de cinzas € um dado importante e de relevancia, ja que esses componentes
podem interferir no processo de fermentacdo, pois baixos indices de cinzas favorecem a
condicdo tamponante da matéria-prima, e faz com que aconteca parcialmente a
neutralizacdo de catalizadores acidos (MOREIRA; et. al., 2015).

5.2 Pré-tratamento e caracterizacao das biomassas pré-tratadas

Os pré-tratamentos tem por objetivo modificar a complexa estrutura
lignocelulosica, removendo a lignina e hemiceluloses, bem como reduzir o grau de
polimerizagdo, o tamanhodas particulas, a cristalinidade da celulose e aumentar os poros
da éarea superficial (FERREIRA; TAHERZADEH, 2020). Neste estudo, amostras de
bagaco e palha de cana-de-acucar, palha e sabugo de milho in natura foram pré-tratadas
por organossolve para a separagdoda fracdo de lignina e hemiceluloses. Os rendimentos de
polpas obtidos apos os pré-tratamentos foram de 65,95% para o bagaco de cana, 51,00%

para a palha de cana, 52,37% para a palha de milho e 49,41% para o sabugo de milho.
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Portanto, observou-se uma perda de massa de: 34,05%no bagaco de cana, 49,00% na palha
de cana, 47,63% na palha de milho e 50,59% no sabugo de milho. A Figura 9 apresenta os
valores de caracterizacdo de cada uma das biomassas ap0so pré-tratamento organossolve e
seus respectivos desvios-padroes.

Figura 9: Composicdo quimica das biomassas obtidas apés o pré-tratamento.
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Um pré-tratamento de boa eficiéncia visa separar a maior quantidade possivel de
celulose das outras fracdes que compdem os materiais lignoceluldsicos, sendo assim, se
faz necessario realizar uma comparacao das biomassas antes e apds o pré-tratamento para
se obter um dimensionamento mais adequado de como foi a eficiéncia desse processo.
Observando de maneira geral, todas as biomassas analisadas obtiveram um aumento nos
teores de celulose emsua composicdo apos o pré-tratamento. Este aumento € consequéncia
da remocdo dos demais componentes durante o pré-tratamento.

A amostra que apresentou uma maior quantidade de celulose disponivel para se
fracionar posteriormente em glicose foi o bagaco de cana-de-acUcar, que obteve uma
disponibilidade de celulose com valores em torno de 56,11%, o que aumentou de forma
positivaa disponibilidade de celulose que anteriormente ao pré-tratamento era de 41,25%.

Nas hemiceluloses no bagaco de cana, houve reducdo em 16,43 % em sua
composicgdo, e também houve um decréscimo de lignina total ao final do pré-tratamento,
finalizando com 21,05% de lignina, dados pouco melhores aos encontrados por Borges et
al. (2021), que com as mesmas condigdes de pré-tratamento, obteve dados de 53,3% de
celulose, 20,80 % de hemiceluloses e 31,0 % de lignina, essa pequena diferenca pode
ocorrer pela disparidade de cultivares plantadas e indices temporais que podem ser
distintos.

As hemiceluloses sdo os componente mais complexos da parece celular da

lignocelulose, isso porque esses heteropolissacarideos forma ligacbes complexas com a
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celulose e a lignina, além de estruturalmente, junto com as pectinas, fornecerem a matriz
na qual as fibrilas elementares de celulose cristalina estdo incorporadas (JEOH et al.,
2007) Por ter essa conformacdo na parece celular de vegetais como madeira, palha e
gramineas, as hemiceluloses se tornar uma barreira para uma completa utilizacdo da
celulose. (JEOH et al., 2007).Assim, para uma eficiente producdo de etanol celuldlico,
essas interacOes devem ser levadas em consideracdo, antes de da total remocdo das
hemicelulloses (REN; SUN, 2010)

A maior remocao de lignina ocorreu na biomassa do bagaco-de-cana (22,12%,)
seguida da palha de milho (19,56), Palha de cana (12,89) e sabugo de milho (9,21), porém
0 sabugo de milho também teve a melhor porcentaual de lignina no seu estado bruto.

Os subprodutos gerados pelo milho, apesar de apresentarem percentuais menores
de celulose no material bruto, mostraram que o pré-tratamento organossolve foi eficiente,
comparado as outras biomassas, pois, ambos resultados obtiveram nimeros que diferiram
em mais de 20% na presenca de celulose na amostra apds o pré-tratamento organossolve,
no sabugo de milho, Freitas (2011) também realizou pré-tratamento organossolve
etanol/agua de sabugo de milho, tendo dados com 47,9%de celulose em sua composicao,
dados que ficaram proximos aos encontrados no presente trabalho, que foram de 55,27%.

Com relacdo ao teor de hemiceluloses, Freitas (2011) reportou ter encontrado apés
0 pré-tratamento, o valor de 18,2%, sendo este valor similar ao obtido nesteestudo que foi
de 18,40% de hemiceluloses. Estes valores também representam um decréscimo ao final
de sua reacdo, sendo que, inicialmente o sabugo in natura obtinha em sua composicao
35,15%, e com essa diminuicdo no percentual de hemiceluloses, provavelmente sera
gerada uma quantidade menor de inibidores em sua composi¢éo, favorecendo o processo
de fermentacdo. Em relacdo a quantidade de lignina, os dados obtidos por Freitas (2011) e
os resultados encontrados neste trabalho tiveram dados um pouco diferentes, pois, no
trabalho de Freitas (2011) teve um decréscimo significativo de lignina ap0s o pre-
tratamento finalizando com apenas 5% de ligninas totais em seu resultado, essa diferenca se
deve ao fato de que aqueleartigo usou, para aumentar sua remoc¢éao de lignina durante a
lavagem da polpa, hidroxido de sodio (NaOH) com concentracdo de 1%, o que néo foi
usado no presente trabalho, para minimizar os contaminantes, diminuir o custo de
producdo e reduzir as etapas de processo, umavez gque, sem usar esse composto nao tera
que equilibrar novamente o pH, e também economizara custos em relagdo a recuperacao
de alcali. Houve uma mudanca na estrutura da lignina apos o pré-tratamento, uma vez que
elas tiveram uma reducdo na lignina soltvel, isso se deve a solubilizacéo de ligninas ap0s

0 pré-tratamento. Um fato também relevante para se mencionar é que as ligninas podem
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estar dispersas na amostra, porém, ndo aderidas na celulose e hemiceluloses, pois, nao
foram usados quimicos para essa retirada, entdo esses valores podemser ainda maiores.
Assim como o sabugo, a palha de milho reagiu muito bem ao pré-tratamento
organossolve utilizando etanol/agua, pelo fato de aumentar consideravelmente a
disposicao decelulose em sua composicéo, ao final do processo encerrou com 50,72 % de
celulose, dado quea palha de milho in natura alcangou somente 31,97%. Com relacédo as
hemiceluloses, a reacdo foi concluida com 25,12% de hemiceluloses, resultados com
teores 9,12% menores do que possuia anteriormente ao processo organossolve. Ja a
lignina ndo teve um decréscimo muito elevado, concluindo com um percentual de 17,51%
de lignina, decaindo somente o percentualde 1,71% em sua composicao final de lignina.
N&o foram encontrados na literatura outros trabalhos que realizaram 0 processo
organossolve etanol/dgua nesta biomassa, porém, Santana (2020), realizou processo
organossolve utilizando glicerol, empregando ferrita de cobalto (CoFe:Os) como
catalizador na reacdo, totalizando o seu percentual de celulose em 69,4%, e tendo
resultados ainda melhores na reducéo de lignina e hemiceluloses, com 15,7 % de ligninae
5,7 % de hemiceluloses. Apesar de seu percentual de hemiceluloses serem bem pequenos
e assim devendo gerar uma menor quantidade de inibidores, nesse processo terd que
realizar um procedimento a mais ao final de sua reacdo, pois a presenca de ferrita de

cobalto podera interferir no processo de fermentacao e a mesma deve ser removida.

5.3 AcUcares Redutores obtidos na hidrolise enzimatica

Neste estudo foram avaliadas as biomasas antes e apds o pré-tratamento, com cargas
de solidos de 5%, em diferentes tempos de reacdo; 24, 48 e 72 horas Diversos estudos fazem
aplicacdo de extrato enzimatico no material, de acordo com a quantidade de massa, neste
trabalhose introduziu a quantidade de enzimas inseridas no meio, de acordo com o percentual
de celulose disponivel, que foi anteriormente quantificada como reportado anteriormente.

Dentre todas as amostras avaliadas, a que apresentou maior concentracao foi o sabugo de
milho pre-tratado no tempo de 48 e 72 horas, respectivamente, com concentragdes de
35,88 e 27,17 de g/L, valores que foram consideravelmente aumentados pois anteriormente
0s mesmos obtinham percentuais de 7,63 e 8,49 g/L de ART (Figura 10). Resultados
semelhantes foram encontrados por Costa-Filho (2021), que através de um processo

organossolve, obteve um percentual de 42,72% de celulose e apds hidrdlise enzimatica no

tempo de 48 horas obteve ARTde 28,22 g/L.
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Figura 10: Acucares Redutores Totais Sabugo Bruto e Pré-tratada (g/L) produzidos apés
hidrolises, nostempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas.
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Quando se compara os tempos de reacdo de cada uma das biomassas pode-se notar
que oaumento da concentracdo de ART ndo esté relacionado com a quantidade de tempo que
acontece a reacdo, isso ocorre em todas as biomassas estudadas, pois, cada uma tem um
tempo de reacdo 6timo para se hidrolisar e ter melhores resultados. Na palha da cana pré-
tratada o tempo que tevemaior teor de ART foi em 24 horas com 13,34 g/L (Figura 11).

Figura 11: Acucares Redutores Totais Palha de cana Bruto e Pré-tratada (g/L) produzidos apds
hidrélises,nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas.
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Pode-se notar também que neste material (palha de cana) no tempo de 72 horas
observaseum declinio da concentracdo de ART em sua composi¢do comparando o material

bruto com o pre-tratado. Este dado pode ser explicado por existirem muitos elementos
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determinantes no momento da hidrdlise enzimatica, tais como a presenca de inibidores
(ALVES, 2014), que coma queda de hemiceluloses na composicdo da biomassa durante o
pré-tratamento, pode ter geradouma quantidade de inibidores maior no tempo de 72 horas,
podendo ter ocasionado uma quebra da producdo glicosidica neste tempo, de forma a ser
mais viavel neste tipo de material que se realize a hidrdlise em 24 horas de reacao.

Para a palha de milho foi observado sua maior producdo de ART no tempo de 24
horas com 18,09 g/L para o material pré-tratado, e essa por¢do entra em decréscimo em cada
um dos tempos, tendo a maior baixa no tempo de 72 horas, com quantificagdo de 10,98%
(Figura 12). Verifica-se também que para o tempo de 72 horas a biomassa pré-tratada

apresentou resultados piores que a biomassa bruta.

Figura 12 AgUcares Redutores Totais Palha de Milho Bruto e Pré-tratada (g/L)
produzidosapés hidrélises, nos tempos de 24 horas,48 horas e 72 horas.
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Ainda com relacdo a palha de milho, também houve um grande decréscimo de
hemiceluloses no seu arranjo quando comparado com seu material in natura, porém, de
acordo com MOON; LIU (2012), pré-tratamentos geralmente aplicam altas temperaturas em
sua realizagdo, e esse fato faz com que os produtos hidroliticos, principalmente
hemiceluloses, gerem compostos inibidores provenientes de furano, como furfural, que é
advindo da quebra de pentoses (xilose e arabinose) e o hidroximetilfurfural (HMF), que é
gerado pela deterioracdo das hexoses (glicose, manose e galactose). Esses inibidores
retornam para as células e inibem o crescimento celular, fazendo com que, reduzam as
atividades enzimaticas, tenha dano no DNA (&cido desoxirribonucleico) e iniba proteinas e
sinteses de RNA (&cido ribonucleico) (OLEA.; et. al., 2012).

Para 0 bagaco de cana-de-agucar foram observados acréscimos de ART em cada um
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dos tempos avaliados, sendo que os melhores resultados foram obtidos para a amostra preé-
tratada, que teve inicialmente um teor de 14,22 g/L no tempo de 24 horas, e finalizou com o

numero de maior importancia de sua biomassa em 72 horas: 20,39 g/L (Figura 13).

Figura 13: Aclcares Redutores Totais Bagaco de cana Bruto e Pré-tratada (g/L) produzidos apds
hidrolises,nos tempos de 24 horas,48 horas e 72 horas.
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Comparando com as demais biomassas analisadas, estudos feitos por Pereira et. al.
(2016), citam que o bagaco de cana-de-agucar contém um indice de cristalinidade maior que
as palhas avaliadas, isso faz com que se tenha maior facilidade de romper as fracbes
sacaridicas, além do que, a parede celular também possui tamanhos distintos entre si.

De todas as biomassas estudadas no presente a que obteve uma menor quantidade de
hemiceluloses apds o pré-tratamento foi o bagaco de cana-de-agucar, isso também facilita o
processo de hidroélise, pois assim podera gerar uma quantidade reduzida de inibidores e fazer

comque haja um crescimento gradativo na hidrélise enzimatica.
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6. Conclusao

As caracterizagdes de todas as biomassas estudadas demonstraram que todas elas tém
umbom potencial para producdo de etanol de segunda geracao, visto que todas possuem
uma grande quantidade de polissacarideos que estariam disponiveis para obter aglcares
fermentaveis.

A etapa de pre-tratamento conseguiu enriquecer a biomassa em relacdo a fracéo de
celulose, e remover parte da lignina e das hemiceluloses, podendo assim facilitar o acesso
de enzimas e maximizar o processo de hidrolise para se transformar esses materiais em
glicose e aumentar o rendimento na fermentacao.

Dentre todas as biomassas estudadas, a que teve uma maior disponibilidade de
celulose, que é o polissacarideo de maior interesse, foi 0 bagaco da cana-de-aglcar com
41,25 % de celulose disponivel antes da etapa de pré-tratamento e 56,11 % apds o pré-
tratamento organossolve.

Ap0s o pré-tratamento, a amostra que teve maior quantidade de celulose disponivel,
emrelacdo a todas as biomassas estudadas, foi 0 bagaco de cana-de-acucar finalizando com
56,11% de celulose disponivel em sua composi¢cdo, no entanto, o processo foi melhor
maximizado no sabugo de milho pelo fato de ter aumentado em sua composicdo final
18,05% de celulose, enquanto o bagaco de cana-de-agUcar acrescentou 14,87% de
celulose.

Em relacdo a eficiencia na formacgdo de glicose, o sabugo de milho teve uma
producdode acglUcares bem maior em relacdo as demais biomassas estudadas, totalizando,
em seu melhortempo de reacdo que foi 72 horas, 35,88 g/L de ART para a amostra pré-
tratada, e também obtendo uma quantidade de ART consideravel nos tempos de 24 e 72

horas de hidrolise, gerando valores maiores que as demais biomassas em qualquer tempo.
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