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ASSUMPCAO, S.M.N. de. Pré-tratamento quimico combinado do bagaco da cana visando a
producdo de etanol de segunda geracdo. 99 f. 2015. Dissertacdo (Mestrado) — Escola
Politécnica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2015.

RESUMO

O etanol de segunda geragdo (E2G) surge como alternativa sustentavel de energia, uma vez
que utiliza residuos agroindustriais, tais como bagaco e palha da cana de agUcar, na sua
producdo. Estes materiais sdo constituidos majoritariamente por celulose, lignina e
hemicelulose. A celulose é um dos produtos de maior interesse e, quando hidrolisada
disponibiliza uma fragéo rica em hexoses facilmente fermentaveis. No entanto, ela encontra-se
protegida por uma barreira de lignina e hemicelulose que dificulta a acdo de micro-organismos,
na sua conversdo a monémeros de glicose. As etapas de pré-tratamento visam desagregar a
matriz lignina-carboidrato e tornar acessivel a celulose a sacarificacdo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficiéncia do pré-tratamento quimico do bagaco da cana de agUcar
utilizando &cido sulfurico diluido seguido do perdxido de hidrogénio alcalino. Os experimentos
foram realizados em evaporador rotativo. O tratamento &cido ocorreu entre 105 °C e 120 °C e,
concentracdo H2SO4 de 0,75% (v/v) e 1,45% (v/v). O tratamento alcalino oxidativo com H20-
7,5% (v/iv) a 80°C e pH 11,5. A avaliacdo da solubilizacdo da lignina e hemicelulose foi
mediante caracterizacdo quimica do bagaco in natura e pre-tratado. O pré-tratamento &acido
favoreceu a solubilizacdo da fracdo hemicelulésica, enquanto que a combinacdo com H20-
alcalino permitiu a solubilizacdo / remocéo da lignina e hemicelulose, com menor degradacéo
da cadeia celulésica, baixa producdo dos inibidores furfural e 5-hidroximetilfurfural e, baixa
precipitacdo de residuos sélidos. O pré-tratamento combinado a 1,45% (v/v) H2SO4 a 120 °C
seguido de 7,5% H202 a 80 °C resultou numa fracdo sélida com 71,04% de celulose com
remocdo de 80,0% de hemicelulose e 73,3% lignina. As analises em Espectroscopia por
Reflectancia Difusa na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (DRIFTS)
mostraram uma reducdo na intensidade das bandas espectrais relativas aos grupos funcionais
presentes a lignina e hemicelulose do bagaco pré-tratado, quando comparado ao in natura,
indicando alteracdo na estrutura quimica com a remocao destes compostos. Com a Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) foi revelado mudancas morfoldgicas do bagago pré-tratado
com a formacdo de fendas e agregados amorfos. E, com as analises termogravimétricas (TGA)
e andlise térmica diferencial (DTA) observou-se que o bagaco pré-tratado apresentou maior
estabilidade térmica que o bagaco in natura, em virtude da remocéo da lignina e hemicelulose.
Com o estudo, pode se verificar que o pré-tratamento combinado foi mais eficiente que o pré-
tratamento em separado, aliado a condi¢Ges operacionais amenas.

Palavras chaves: bagago da cana de agucar, pré-tratamento quimico combinado, E2G.



ASSUMPCAO, S.M.N. de. Combined chemical pretreatment of sugarcane bagasse in order to
second generation ethanol production. 99 pp. 2015. Master Dissertation — Escola Politécnica,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2015.

ABSTRACT

The second-generation ethanol (E2G) appears as a sustainable alternative, since it uses
agricultural residues such as bagasse and straw of sugarcane in its production. These materials
are constituted mainly of cellulose, lignin and hemicellulose. The cellulose is one of the
products of greatest interest, when hydrolyzed providing a rich fraction hexoses easily
fermentable. However, it is protected by a cover formed by lignin and hemicellulose that
inhibits the action of micro-organisms in its conversion to glucose monomers. Pretreatment
steps aim to break down the lignin-carbohydrate matrix and became accessible to the cellulose
saccharification. The objective of this study was to evaluate the chemical pretreatment
efficiency of bagasse using dilute sulfuric acid followed by alkaline hydrogen peroxide. The
experiments were performed in a rotary evaporator. The acid treatment was among 105 ° C and
120 ° C and H>SO4 concentration of 0.75% (v/v) and 1.45% (v/v). The alkaline oxidative
treatment with 7.5% H>O, (v/v) at 80 ° C at pH 11,5. The evaluated of solubilization of lignina
and hemicellulose was used chemical caracterization of in nature and pretreated bagasse. The
pretreatment acid favored removal of the hemicellulose fraction, while the pre-treatment
combined resulted in the solubilization of lignin and hemicellulose, less degradation of the
cellulosic chain, low production of furfural and 5-hydroxymethylfurfural inhibitors and low
formation of solid waste. The pretreatment of 1.45% (v/v) H2SO4 120 ° C followed 7.5% (v/v)
H202 80 ° C presented a pulp with higher cellulose content of 71% with removal of 80.0%
hemicellulose and 73.3% lignin. In the analysis with Diffuse Reflectance Fourier Transformed
Infrared Spectroscopy (DRIFTS) showed a reduction in the intensity os spectral bands relating
of the functional groups in the lignin and hemicellulose of pretreated bagasse, when compared
with bagasse without pretreatment, indicating change in chemical structure with the removal of
these compounds. The Scanning Electron Microscopy (SEM) revealed the morphological
change of pretreated bagasse to the formation of cracks and amorphous aggregates. And, with
the thermogravimetric analysis (TGA) and differential thermal analysis (DTA) noted that
pretreated bagasse showed a higher termal stability than the in nature bagasse due to removal
of lignin and hemicellulose. In the study, it was observed that the combined pretretament was
more efficient than the pretreatement separately, and with mild operation conditions.

Keywords: sugarcane bagasse, chemical pretreatment, E2G
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1.0 INTRODUCAO

A matriz energética mundial €, predominantemente, caracterizada pelo uso dos
combustiveis fosseis. No entanto, o agravamento dos efeitos das mudancas climaéticas, a
elevacdo dos precos e a provavel escassez dos derivados do petrdleo, tem alterado este cenario,
de modo a garantir trés critérios: sustentabilidade, economicidade e seguranca. Neste contexto,
0s biocombustiveis destacam-se em razdo do carater renovavel e abundancia de matérias
primas. O bioetanol é o biocombustivel mais difundido no Brasil, obtido comercialmente a
partir da fermentacdo do caldo da cana de agUcar, e, por isso, denominado etanol de 12 geracao.

Segundo o Ministério de Minas e Energia (2015) o Brasil detém a matriz energética mais
limpa do mundo com 39,3% de energia renovavel. Os derivados da cana de acucar (etanol e
bioeletricidade) representam 15,8% desta matriz. A extragéo do caldo para a producéao do etanol
e acUcar responde por cerca 30% do potencial energético da cana, o restante encontra-se na
forma de residuos (bagaco e palha). Uma pratica comum é a utilizacdo do bagaco como
combustivel em caldeiras para a geracdo de vapor (cogeracdo). Segundo a Unido da
Agroindustria Canavieira de Sdo Paulo - UNICA (2015) o reaproveitamento destes residuos
atingiu, em maio de 2015, o marco de 10 mil MW de energia elétrica produzida, atras apenas
das fontes hidricas e gas natural. Além disso, o bagago também pode ser utilizado na ragdo para
gados, e a palha deixada na lavoura com o intuito de permitir a reciclagem de nutrientes, ou
ainda, queimada no campo visando facilitar o corte na colheita manual. No entanto, desde 2007,
a UNICA e o Governo do Estado de Sdo Paulo assinaram protocolo que incentiva a
mecanizacao da colheita, e logo a reducao das queimadas. O prazo para a eliminacdo da queima
da palha em areas mecanizaveis foi antecipado de 2021 para 2014 e, em areas ndo mecanizaveis
de 2031 para 2017. Essa medida implica aumento da disponibilidade da palha, e oferece uma
oportunidade em impulsionar o seu uso na producdo da bioeletricidade, juntamente com o
bagaco, embora a sua reutilizacdo acarrete custos operacionais com etapas de transporte e
limpeza. Estes residuos agricolas, todavia, possuem alto teor de aguUcares fermentesciveis, o
que confere uma excelente alternativa na conversdo destes em etanol de segunda geracao (E2G).
Segundo Zancaner e Santos (2013), 0 E2G pode ampliar em até 50% a producdo do etanol, sem

alterar as areas de plantio e nem competir com a produgéo de alimentos.
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O bagago proveniente dos processos de moagem da cana de agucar, e a palha, composta de
folhas e ponteiras, sdo constituidas majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina, e por
compostos de baixo peso molecular, representados por extrativos, cinzas e proteinas. Na
celulose é formada a glicose, a qual encontra-se fortemente protegida pela matriz lignina-
carboidrato, dificultando o acesso dos agentes hidroliticos na producdo do E2G. Por isso, é
imprescindivel a inser¢do de etapas preliminares com objetivo de promover a maior abertura
fisica da estrutura celular e, assim facilitar o ataque quimico ou enzimatico a celulose. Na etapa
de pré-tratamento, a estrutura vegetal é modificada através da remocao de fracdes massicas de
lignina e hemicelulose. As etapas de hidrélise e fermentacdo seguintes sdo responsaveis pela
quebra da cadeia celulésica em monémeros de glicose e, a sua fermentacdo a etanol. Etapas de
purificacdo sdo necessarias para a remocao de residuos do produto final, e a sua especificacdo
para uso comercial.

O preé-tratamento é de grande relevancia na producéo do E2G por exercer forte influéncia
nas etapas subsequentes. O desafio é aumentar eficiéncia e baixar os custos de produgéo.
Existem diversas alternativas de pré-tratamento e, estas podem ser realizadas por meios fisicos,
quimicos, bioldgicos e também uma combinacdo entres eles. A determinacdo da tecnologia a
ser empregada depende de fatores como a maxima acessibilidade a celulose, baixa formacéo de
inibidores, baixo consumo de energia e de insumos. (CHATUVERDI e VERMA, 2013). Os
pré-tratamentos quimicos tem sido amplamente estudado em razéo da sua viabilidade técnica e
econbmica, e podem ser classificados em &cidos, alcalinos, oxidativos, que diferem entre si,
pela acdo dos reagentes, bem como pelo mecanismo envolvido para a modificacdo estrutural da
parede celular. Os pré-tratamentos acidos proporcionam a hidrdlise da hemicelulose e a
formacdo de uma fracdo sélida rica em celulose e lignina. O &cido sulfarico e &cido fosforico
sdo os mais utilizados. Os pré-tratamentos alcalinos promovem elevada deslignificacdo da
biomassa, e remocdo parcial da hemicelulose, pela agdo dos hidroxidos de sédio e célcio. Ja os
pré-tratamentos oxidativos contemplam a remoc¢do dos dois componentes supracitados por
oxidacdo da estrutura. O peroxido de hidrogénio e o 0z0nio sdo reagentes mais comuns.
Ressalta-se, que o pré-tratamento com agentes oxidantes exige meio alcalino, e por isso, sao
também classificados como pré-tratamento alcalino oxidativo.

A combinacdo entre diferentes tipos de pré-tratamento tem se mostrado vantajosa por
resultar numa fracdo massica pré-tratada com baixo teor de lignina e hemicelulose e, com
condi¢Ges amenas de operacdo. Muitos estudos tém buscado a otimizacdo desta tecnologia.
Chen e colaboradores (2012) utilizaram a combinacdo do acido sulfurico diluido e a irradiagdo

de micro-ondas no tratamento do bagaco da cana de agucar. Mendes e colaboradores (2014) e
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Gomez e colaboradores (2010) optaram por utilizar o pré-tratamento com &cido sulfdrico
diluido seguido do hidroxido de sodio. Os resultados encontrados mostraram a desestruturagdo
da parede celular, com remocdo da lignina e hemicelulose assim como a quebra da
cristalinidade da cadeia celulosica. No entanto, os estudos apresentaram elevado custo
energético (micro-ondas) e a tendéncia dos alcalis na formacdo de sais irrecuperdveis que
incorporam na biomassa, diminuindo assim a eficiéncia das etapas de digestibilidade. No
entanto, ainda assim, o pré-tratamento quimico combinado pode ser uma alternativa atrativa

quanto a maior digestibilidade da biomassa.

1.1 Objetivo Geral
Avaliar o pré-tratamento combinado do bagaco da cana de aglcar com &cido sulfurico
diluido, seguido do perdxido de hidrogénio alcalino visando a producéo do etanol de segunda
geracdo. Desta forma, pretende-se contribuir com os esforcos que vem sendo realizados com o
intuito de tornar o processo de converséo de biomassas lignocelulésicas em etanol de segunda

geragdo, uma alternativa vidvel a ser incorporada a matriz energética brasileira.

1.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar o pré-tratamento quimico combinado do bagaco da cana-de-agtcar com H2SO4
diluido seguido do H20O> alcalino;

e Determinar as modificacGes na estrutura quimica do bagago in natura apds o preé-
tratamento através da Espectroscopia Refletancia Difusa na Regido do Infravermelho
com Transformada de Fourier (DRIFTS);

e Verificar as alteragdes morfoldgicas sofridas pelo bagaco apds o pré-tratamento
combinado por meio da analise microscépica eletrénica de varredura (MEV);

e Auvaliar o comportamento térmico e determinar a temperatura de decomposi¢do do
bagaco pré-tratado com a Termogravimetria (TGA) e Andlise Térmica Diferencial
(DTA);

e Determinar a composi¢do quimica do bagaco pré-tratado e compara-lo com o bagacgo in
natura através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Auvaliar o grau de remogé&o da lignina e hemicelulose e, a obtencéo da celulose com o
pré-tratamento combinado proposto e comparar com 0s resultados de pré-tratamento

dispostos em literatura.



17

2.0 REVISAO DA LITERATURA

A evolucdo das energias renovaveis no Brasil e 0os principais conceitos quanto a
composicao e as propriedades quimicas da cana de acucar e do etanol combustivel, em especial
do etanol de segunda geracao estdo dispostos nessa se¢do. Assim como, a avaliacdo dos tipos
de pré-tratamento na separacdo dos constituintes da biomassa (bagaco da cana de agucar)
enfatizando, principalmente, o pré-tratamento com acido sulfarico diluido, seguido do alcalino

oxidativo com perdxido de hidrogénio alcalino.

2.1.Energias Renovaveis e os Biocombustiveis

Os combustiveis de origem féssil ainda representam uma significativa parcela das fontes
primarias de energia. A necessidade de reduzir esta dependéncia e permitir uma maior
flexibilizacdo da matriz energética tem impulsionado a busca por fontes alternativas. As
energias renovaveis sdo caracterizadas por atender os critérios de sustentabilidade no
fortalecimento da indUstria nacional, aumento do valor agregado as matérias primas agricolas,
mitigacdo das mudancas climaticas e geracdo de emprego e renda.

O Brasil, em 2012, atingiu de 42% da energia renovavel em sua matriz energética,
enquanto que a média mundial foi de 13%. No entanto, nos anos seguintes foi observado um
pequeno recuo desta oferta, chegando a 40,1% em maio de 2015, em razdo da retragdo da
geracdo hidraulica e crise no setor sucroalcooleiro. A Figura 1 apresenta a oferta interna de
energia (OIE) do Brasil entre 2012 - 2015 disponibilizada pelo Ministério de Minas e Energia
(MME).



Figura 1 Oferta interna de energia anos 2012 - 2015
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Nota: OIE 2015 referéncia até més Maio 2015

Dentre as energias renovaveis, 0s biocombustiveis no Brasil representam uma
oportunidade para aumentar a vantagem competitiva frente aos outros paises, e também suprir
a demanda crescente no setor de transportes. Além disso, merecem destaque por serem oriundos
de matéria prima renovavel. O etanol e o biodiesel sdo dois principais tipos de biocombustiveis,

e podem ser oriundos, por exemplo, da cana de agucar, girassol e dendé. O etanol é um
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combustivel eficiente que vem sendo usado desde a implantacdo do Programa Proalcool na
década de 70 que incentivou a producdo em larga escala deste combustivel a partir da

fermentacao do caldo da cana de agUcar.

2.1.1 Etanol biocombustivel

O etanol, também conhecido como alcool etilico, € um composto organico liquido,
volatil, incolor, toxico, inflamavel e com cheiro caracteristico. E constituido de dois 4tomos de
carbonos (C) ligados a cinco &tomos de hidrogénio (H) e um grupo hidroxila (OH) com férmula
quimica CoHsOH. A presenca do grupo hidroxila na cadeia torna o composto polar, favorecendo
a miscibilidade em outros compostos polares, como a agua. Possui um alto ndmero de
octanagem, 0 que permite maior taxa de compresséo, aliada a baixa emissao de gases poluentes.
De acordo a UNICA (2010) o etanol representa uma reducdo de 89% da emissdo de gas
carbonico (CO2) quando comparado a gasolina. Na Tabela 1 sdo apresentadas as principais
propriedades fisicas e quimicas da gasolina e do etanol. O ciclo completo da emisséo e
reabsorcdo do CO>, desde a plantacdo da cana de agUcar até a sua queima em forma de etanol,
encontra-se disponivel no Anexo A.

No Brasil, este combustivel é usado como um substituto da gasolina, ou pelo menos,
como um aditivo a mesma. As especificacdes regulamentadas pela Agéncia Nacional de
Petréleo e Biocombustiveis - ANP as diferem pelo teor de agua presente, sendo elas: o etanol
hidratado combustivel (EHC) que corresponde ao teor maximo de 4,9% (v/v) de agua, e €
utilizado diretamente como combustivel veicular e, o etanol anidro combustivel (EAC) com

0,4% (v/v) de agua, e misturado a gasolina C visando a melhoria no desempenho do motor.

Tabela 1 Propriedades fisicas e quimicas do etanol e da gasolina

Propriedades Unidade Etanol Gasolina C6-C12
Peso molecular g/mol 46 ~114
Densidade do liquido g/cm® 0,79 0,74
Octanagem - 102-130 90-100
Ponto de ebulicéo K 351 300 -510
Ponto de fusdo K 129
Temperatura de auto ignicao K 636 523 -733
Solubilidade em agua % em volume 100 ~0

Fonte: Balat, 2011
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A produgdo do etanol recebeu forte incentivo governamental devido as crises do
petréleo e, também com o objetivo de diminuir a dependéncia de importacdo destes
combustiveis. Apesar disso, a crise financeira mundial em 2008 afetou negativamente os
investimentos em canaviais que tiveram uma reducdo abrupta de crédito, e logo, um maior
endividamento das empresas. As safras posteriores também sofreram com as condicBes
climaticas adversas, como a forte seca, e 0 aumento do preco do aglcar, que provocou a
producdo do agucar em detrimento do etanol, levando as empresas a experimentarem uma serie
de fusdes com multinacionais e a desativacdo ou faléncia de usinas. A Figura 2 evidencia as
oscilagdes da balanca comercial do etanol provocadas pela crise econdémica. Entre os anos de
2004 — 2008 o etanol brasileiro foi bastante exportado para diversos paises, a exemplo do Japéo,
China, Unido Europeia e Estados Unidos, motivado por questbes ambientais, discutidas no
Protocolo de Kyoto e, pela inseguranca na disponibilidade dos combustiveis fosseis. Entretanto
essa forte expansdo do etanol brasileiro foi interrompida, entre os anos de 2009-2012, pela crise
financeira mundial. Ainda pela Figura 2, pode se perceber que a partir de 2012 foi iniciado a
recuperacdo do setor sucroalcooleiro crescimento das exportacdes, e diminuicdo das

importac@es, o que implica o retorno do incentivo a producéo do etanol.

Figura 2 Importacdo e Exportagdo do etanol no Brasil
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1 UDOP: Unido dos Produtores de Bioenergia
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Os estudos comprovam que o etanol brasileiro, oriundo da cana de agUcar, apresenta
uma vantagem competitiva grande frente aos seus concorrentes, por apresentar um balanco
energético mais favoravel, como pode ser visto na Figura 3. Segundo Oliveira e colaboradores
(2014) este fator é bastante influente nas decises econdmicas dos processos por estabelecer 0s
fluxos de energia deste processo, isto €, por identificar e quantificar a energia fossil investida e
a energia obtida por meio dos processos de producdo do combustivel. Valores superiores a um
(1) significam que a energia obtida € maior que energia gasta, portanto o balango energético €

positivo e viavel economicamente.

Figura 3 Balanco Energético das matérias primas para a producao etanol
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Fonte: Adaptacao Unica, 2014; Salla e Cabello, 2010

Como pode ser visto, a cana de agucar o balanco energético é na ordem de 9,3, isto €,
para cada custo agricola e industrial envolvido no processamento da cana, sdo geradas cerca de
9,3 unidades de energia renovavel, etanol. Segundo Oliveira e colaboradores (2014) os custos
representam consumo de combustivel para o transporte em maquinas agricolas e, utilizacdo de
fertilizantes e defensivos agricolas, enquanto que, 0s custos industriais sdo referentes a
eletricidade, edificacOes e transporte do produto até o consumidor. A cana de agUcar apresenta

um balango energético cerca de sete vezes superior ao etanol obtido pelo milho, oriundo dos
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Estados Unidos, e quatro vezes maior ao etanol obtido pelo trigo e beterraba, oriundo de paises
europeus. (SALLA e CABELLO, 2010; UNICA, 2014).

2.2 Cana de acUcar

A cana de agUcar € uma planta semiperene, por permitir varios cortes sem a necessidade
de replantio. Possui também um metabolismo fotossintético eficiente devido a elevada taxa de
conversdo da energia radiante (solar) em energia quimica, responsavel pela producéo da matéria
organica. Outra caracteristica peculiar deste vegetal é o autocontrole na perda de agua em
ambientes secos. (Companhia Nacional de Abastecimento Brasileiro - CONAB, 2015).
Pertencente ao grupo das Saccharum officinarum L., familia das gramineas, a sua producéo é
favorecida em locais com alta incidéncia solar e disponibilidade de agua no solo, sendo ela
considerada um vegetal essencialmente tropical. A sua estrutura é constituida de partes
subterraneas, raizes e rizomas, e partes aéreas como o colmo, as folhas e flores. Ainda segundo
a CONAB (2015), no colmo ocorre a formagéo do produto de interesse, a sacarose. A fase de
florescimento da cana de agUcar, apesar de ser essencial para a sobrevivéncia da planta, também
é um fator indesejado do ponto de vista da producdo do aclcar porque, as flores inibem o
crescimento do colmo, logo ocorre perda do rendimento em agucar. Além disso, outros fatores
podem influenciar no desenvolvimento da planta, sendo eles: idade fisiologica, condi¢bes
climaticas durante o desenvolvimento e maturacdo, propriedades fisicas, quimicas e
microbioldgicas do solo. Em fungdo dessas caracteristicas, o setor sucroalcooleiro brasileiro
apresenta dois periodos distintos de colheita, sendo de setembro a marco para a regido Norte/
Nordeste, e de abril a novembro para o Centro-Sul. As regides brasileiras possuem niveis de
produtividade diferenciadas, em razdo das tecnologias empregadas e a¢bes governamentais
implementadas.

Na ultima safra (2014/15) o Brasil produziu 634,8 milhdes de toneladas de cana, o que
representa uma queda na producéo de 3,7% em relagdo a safra anterior, decorrente da queda de
5,7% na produtividade. As condic¢bes climaticas desfavoraveis principalmente na Regido do
Centro-Sul, maior centro produtor, provocaram esse decrescimo.

Na Figura 4 verifica-se que desde a safra 2010/11 a produtividade da cana de agUcar
brasileira tem apresentado quedas, em virtude das condigdes climaticas adversas,
principalmente as restricdes hidricas durante o periodo de crescimento da planta, seguido das
dificuldades financeiras vivenciadas pelo setor, que tende a reduzir os investimentos nos

canaviais. Em contrapartida, a partir do mesmo periodo ocorreu uma expansao da area agricola
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visando atender a demanda de biocombustiveis. De acordo com a CONAB (2015) ocorreu um
aumento de 0,7% na area de plantio do pais.

Figura 4 Variacéo percentual acumulada da cana de aglicar em relacéo a safra anterior no Brasil
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A cadeia produtiva da cana de agUcar é bastante estruturada, e pode ser segmentada em
dois grupos: o primeiro referente a cadeia principal onde sdo produzidas agucar, alcool e
aguardente a partir do tratamento do caldo extraido pela moagem da cana, e 0 segundo que
considera a producéo do etanol de segunda geracao (E2G) e bioeletricidade a partir dos residuos
da cadeia principal para a producéo de produtos de alto valor agregado.

O etanol, o acucar e a bioeletricidade sdo os produtos mais importantes na cadeia
produtiva da cana de agUcar. Na Figura 5 é mostrado o esquema da cadeia produtiva da cana de
acucar. De acordo com a CONAB (2015), a producdo de acucar alcangou 35,56 milhdes de
toneladas, representando uma queda de 6,1% em relacdo a safra anterior. Por sua vez, no etanol

houve um incremento de 2,5% com producao de 28,66 bilhdes de litros de etanol.



ACUCAR

Figura 5 Cadeia produtiva da cana de agtcar
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Os residuos agroindustriais dos canaviais, bagaco e a palha, possuem alto potencial

energético e podem ser reaproveitados, principalmente, na geracdo de eletricidade (cogeracdo)

ou na producdo do etanol de segunda geracdo (E2G). Por se tratar de processos competitivos

por utilizarem a mesma matéria prima, o conhecimento prévio da estrutura vegetal e da

composicao destas biomassas pode se tornar um grande aliado nesta deciséo, uma vez que, 0S

processos de cogeracdo sdo limitados pelo teor de agua presente na biomassa.

De acordo com Zancaner e Santos (2013) para a cogeracdo o0s residuos agroindustriais

devem possuir umidade maxima em 50% em massa, porque acima deste valor ocorre a perda

de poder calorifico do combustivel. Com menor quantidade de energia gerada e, logo menor

desempenho nas caldeiras na geracdo de vapor. A Tabela 2 € apresentado os valores do poder

calorifico inferior obtidos com a queima de alguns residuos agricolas, dentre eles o bagaco e a

palha da cana.
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Tabela 2 Poder calorifico inferior de residuos agroindustriais

Combustivel Poder calorifico (kcal/kg)
Bagaco da cana (20% H,0) 3.200
Bagaco da cana (50% H-O) 1.850
Bambu (10% H-0) 3.700
Casca de arroz (12% H»0) 3.300
Casca de cacau (8% H»0) 3.900
Lascas de madeira 3.300
Lenha (40% H.0) 2.400
Palha da cana (15% H-0) 3.100
Palha da cana (50% H-0) 1.800
Palha de amendoim (12% H.0) 3.100
Palha de trigo (20% H20) 3.200

Fonte: Alfa Laval Aalborg, 2015 e Lamonica, 2005

2.3 Materiais lignocelulésicos: bagaco da cana

Os materiais lignocelul6sicos sdo caracterizados por serem fibrosos e capazes de formar
uma estrutura vegetal complexa devido ao entrelagamento entres os principais constituintes,
sendo eles os polissacarideos (agtcares complexos), como a celulose (hexoses) e hemicelulose
(pentoses) e a lignina. Podem ser oriundos de biomassas vegetais como o0s produtos agricolas,
bambu e sisal, e por residuos agroindustriais, bagaco e cascas. Na Tabela 3 é apresenta a

composicao massica dos trés principais compostos para diferentes biomassas lignocelulosicas.
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Tabela 3 Composigdo massica em diferentes materiais lignoceluldsicos

Material Celulose Hemicelulose Lignina
Bagaco da cana 32-48 19-24 23-32
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Madeira dura 43-47 23-35 16-24
Palha de trigo 37-41 27-32 13-15
Palha de cevada 31-45 27-38 14-10
Casca de cerais 39-47 26-31 3-5
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Espiga de milho 45 35 15
Forragem de milho 38-40 28 7-21

Fonte: Santos et al., 2012

Dentre as biomassas apresentadas, o bagaco da cana destaca-se por ser altamente
energético e de grande abundéancia, uma vez que sua producao esta atrelada ao desempenho da
safra da cana de acUcar. Segundo Rabelo e colaboradores (2011), safra brasileira deste vegetal
produz em média de 280 kg de bagaco para cada tonelada de cana moida. Além disso, quando
comparado a palha da cana, 0 seu custo de transporte para o reaproveitamento € menor, uma
vez que € obtido logo apds a extracdo do caldo, nos processos de moagem, enquanto que a palha
é parcialmente deixada na lavoura com intuito de proteger o solo da proliferacdo de micro-
organismos e na reciclagem dos nutrientes. De acordo com Silva e Monquero (2013) no sistema
de colheita mecanizada é deixada sobre o0 solo uma camada de palha que pode superar até 20 t
hat.

A partir dos compostos que constituem o bagaco pode se obter uma gama de produtos
com alto valor agregado, como evidenciado na Figura 6. A compreensao da complexidade da
parede celular, e o conhecimento prévio das caracteristicas e propriedades de cada um dos seus

componentes permite a separagdo e o reaproveitamento deles de forma rentavel.
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Figura 6 Produtos obtidos a partir do bagaco da cana
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Fonte: Elaboracédo Prépria

2.3.1 Celulose

A celulose (CeH100s5) é um dos materiais poliméricos mais abundante na natureza, e é
caracterizada por possuir uma cadeia longa e alto peso molecular. As hidroxilas séo 0s grupos
funcionais predominantes. A celulose, juntamente com a lignina e hemicelulose constitui a
parede celular dos vegetais com composi¢do massica variando de 20 a 99%. A celulose pode
ser definida como um homopolissacarideo linear e uniforme, formado por unidades repetitivas
(mondmeros) de celobiose (dimero de glicose), unidas entre si por liga¢des 3-1,4- glicosidicas,

como mostrado na Figura 7.
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Figura 7 Estrutura da celulose
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Fonte: Adaptacdo Fengel e Wegener, 1989

Moléculas de celulose correlacionam entre si, paralelamente, por ligacoes de hidrogénio
que dao origem as fibrilas que as unem a lignina e hemicelulose. A associacao destes polimeros
torna a celulose de dificil acessibilidade a reagentes e catalisadores e, insolubilidade na maioria
dos solventes, o que explica a sua baixa reatividade e elevada resisténcia a a¢cdo microbiana.
(SANTOS et al, 2012). Os grupos funcionais de hidroxilas (OH) existentes em sua estrutura
estabelecem ligacGes intramoleculares, entre grupos hidroxilas da mesma molécula, e
intermoleculares, entre grupos hidroxilas de cadeias adjacentes, de forma a permitir a formacéo
de fases cristalinas. As ligacdes intermoleculares conferem a rigidez a celulose, enquanto que
as ligacOes intramoleculares sao responsaveis pela formacao das fibras vegetais.

Segundo Pitarelo (2013), a celulose possui sete formas cristalinas, sendo elas Ia, Ip, II,
I, iy, V) e 1V, Cada uma delas apresenta caracteristicas fisicas e quimicas proprias, tais
como solubilidade, densidade, ponto de fusdo e estrutura cristalina, além de propriedades
opticas e elétricas. Dentre elas, a celulose tipo I (Ia. ¢ IB) é a de maior abundancia por ser oriunda
durante a sintese do vegetal, e por isso é denominada celulose nativa. As demais formas sdo de
natureza sintética, podendo ser obtidas por tratamentos térmicos ou alcalinos. Isto ocorre, pois
as cadeias da celulose nativa se abrem e se recombinam de forma aleatéria, dando origem a

uma nova forma alomoérfica.
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As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos constituidos por unidades de agucares

diferentes ligados entre si. Possuem uma cadeia curta e ramificada e, em fungéo disso sdo mais

reativas que a celulose. As ramificagcdes propiciam a menor energia das ligagdes. Além disso,

seu carater amorfo permite uma maior absorcdo de agua, o que contribui para a maior

flexibilidade das fibras e também, maior area especifica.

Dentre os acUcares que a compdem, as xilanas ou pentoses sdo predominantes. Séo

formadas pela condensacdo de unidades de xilose, associadas a grupos acetil, arabinosil e

glucoranosil. Os grupos funcionais mais abundantes na hemicelulose s&o: as hidroxilas (OH),

seguido das ligacGes acetil (COCHz) nos aneis dos agucares e das ligacGes éster aos grupos

acetil. A hemicelulose de gramineas, como o bagaco da cana de acucar, é formada

majoritariamente por xilanas altamente acetiladas. (PITARELO, 2013).

Figura 8 Representacdo das unidades de polissacarideos que compdem a hemicelulose
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Segundo Santos e colaboradores (2012), a hemicelulose e a celulose séo estruturalmente
semelhantes por conterem grupos de acucares, mas em funcao do tipo da cadeia, assim como a
estrutura reticular elas apresentam diferentes comportamentos reacionais. Na Tabela 4 €

possivel verificar as principais diferencas entre os dois compostos.

Tabela 4 Principais diferencas entre a celulose e a hemicelulose

Fatores Celulose Hemicelulose Referéncias

Heteropolimeros

Natu[eza das Homopollmer_o (mondmeros de (unidades de hexoses e Candido et al (2012);
ligacOes glicose) Chen et al (2012)
pentoses)

Graude Alto (100 < n < 1500) Baixo (50 < n < 300) Agbor (2011)
polimerizagao

Agbor (2011); Ferreira
Tipo de cadeia Linear Ramificada e Rocha (2009); Chen et

al (2012)
Morfologia do Regides cristalinas e amorfas Amorfa Santos etal (2012);
polimero g Alvira et al (2010)
Absorcdo de &gua Baixa absergao (somente na Alta absorcéo Ferreira e Rocha (2009)
regido amorfa)

Hidrolise com
L . . - e Santos et al (2012);
acidos organicos a Baixa (Hidrolise lenta) Alta (Hidrolise rapida) Candido et al (2012)
quente
Solubilidade em .
solugdes alcalinas Baixa Alta Rabelo (2010); Fengel e

diluidas Wegener (1989)

Devido a sua estrutura ramificada a hemicelulose é mais propensa a sofrer a hidrolise,
quando comparada a celulose. A sua degradacdo por hidrolise &cida ou por oxidacdo séo as
alternativas mais comuns. Segundo Ayala (2012), a sua degradacéo por acidos é mais viavel
por atacar mais facilmente as ligacGes éster e acetil, provocando a formacéo do acido acético.
O &cido acético torna o meio reacional ainda mais &cido, permitindo assim o avango na

degradacéo de novos grupos.
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2.3.3 Lignina

A lignina é a segunda macromolécula polimérica mais abundante dentre os materiais
lignocelulosicos e representa cerca de 20 a 30% (em massa) da biomassa. A sua formacao
acontece de maneira gradual, e vai sendo incorporada a estrutura durante o crescimento vegetal.
E um polimero amorfo e hidrofébico constituido por moléculas arométicas e grupos alifaticos
(Figura 9). Sua estrutura é formada por diversos monémeros de fenil propano ligados por
diferentes tipos de ligacdes, como a do tipo carbono-carbono (C-C) ou tipo éter (ROR”), tais
como as hidroxilas (OH), carbonilas (CO), carboxilas (COOH), ésteres (RCOOR’) e ligacdes
etilénicas (CH2). (ALVES, 2011).

Figura 9 Estrutura parcial da lignina
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O teor de aromaéticos na lignina é elevado, e isto é resultado da intensa polimerizacdo
desidrogenativa dos seus precursores, sendo eles: alcool coniferilico, alcool sinapilico e alcool
p-cumarilico mostrados na Figura 10. A concentracdo destes alcoois nos materiais
lignocelulosicos dependem da espécie do vegetal, e 0 bagaco da cana como uma graminea,

possui 0s trés precursores citados acima.

Figura 10 Estrutura quimica dos precursores da lignina
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Fonte: Fengel e Wegener, 1989

A lignina recobre os demais polissacarideos dificultando os processos fermentativos na
obtencdo do etanol. Segundo Pitarelo (2013), este composto € de fundamental importéncia a
sobrevivéncia da planta por exercer o transporte de &gua e nutrientes, e também por ser
responsavel pela resisténcia mecanica da planta, assim como sua protecéo contra a degradacéo
quimica e enzimatica. A sua estrutura quimica é complexa, e entdo para a producdo do E2G é
necessario “desmontar” a parede celular do vegetal, retirando a lignina, de forma a permitir o
aproveitamento da glicose existente na celulose. Os processos de degradagdo da lignina
envolvem reacles bioquimicas simultdneas com a rupturas das ligagdes, hidroxilacbes e
demetilagbes. A maior remocdo da lignina induz a uma etapa de digestibilidade da biomassa
mais eficiente, pois isso permite a menor concentragdo dos compostos fenolicos responsaveis

por inibir a atividade de enzimas e micro-organismos.
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2.3.4 Extrativos e Cinzas

Além dos compostos estruturais formados por lignina, hemicelulose e celulose, as
espécies vegetais também sdo constituidas de outras substancias com baixo peso molecular. Sua
composicdo é bastante variavel e dependente de fatores como a espécie da planta e a regido a
qual foi cultivada Além disso, sdo responsaveis por caracteristicas como cheiro, cor e
resisténcia ao apodrecimento do vegetal. (ESTEVES, 2011)

Os constituintes em menores proporcdo dividem-se em duas classes: a primeira
corresponde aos extrativos, por serem extraiveis em agua e solventes organicos neutros, ou
ainda volatilizados em presenca de vapor. Os extraiveis no bagago sao representados pelos 6leos
vegetais e minerais, acidos graxos e ceras. A segunda classe € considerada de dificil extracdo
e, sdo denominados de cinzas. Em biomassas lignocelulésicas sdo representados pelos sais,
Oxidos de potéssio, célcio e manganés e, sodio. Para Fengel e Wegener (1989) os extrativos e

cinzas representam entre 5-20% (em massa) de todo material lignocelulésico.

2.4 Etanol a partir de biomassa lignocelulésica

Segundo o Centro de Tecnologia Canavieira— CTC (2014), a Italia inaugurou, em 2013,
a primeira fabrica do mundo de producdo do E2G em escala comercial, com capacidade de 75
milhdes de litros de etanol a partir da palha de arroz e trigo. Em seguida, vieram os Estados
Unidos em 2014, com trés plantas de producdo de E2G a partir dos residuos da colheita do
milho e do sorgo como a palha e o sabugo, sendo a DuPont com potencial estimado em 113
milhdes de litros de E2G/ano, a Abengoa Bioenergy e o Projeto Liberdade da POET-DSM
(Advanced Biofuels) com cada um representando 95 milhdes de litros etanol/ano. O Brasil, por
sua vez, foi o terceiro pais a desenvolver o etanol celulésico e, o primeiro no hemisfério sul. A
sua primeira unidade, inaugurada em 2014, foi a Bioflex Agroindustrial com capacidade
instalada em 82 milhdes de litros/ano. No mesmo ano, a Raizen em unidade anexa a sua Usina
Costa Pinto, ja existente, iniciou o processamento do E2G em S&o Paulo com capacidade de
producdo de 40 milhdes de litros de etanol/ano. De forma geral, os projetos brasileiros utilizam
como matéria prima, o bagaco e a palha da cana de agucar, e a tecnologia de produgéo do E2G
instalada nas usinas foi desenvolvida com parcerias estrangeiras como a Beta Renewables e a
logen Corporation, com adaptacGes da variedade da cana como matéria prima.

Atualmente, o setor sucroalcooleiro na producdo do E2G brasileiro depende de

subsidios governamentais que permitam a competicdo com as indudstrias petroliferas, e o
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reconhecimento da importancia dos combustiveis renovaveis na matriz energética nacional. No
entanto, 0 E2G j& € uma realidade, e apesar da crise energética atual, o etanol ainda € visto
como um combustivel renovavel viavel, por garantir a producéo de um maior volume de etanol

de forma a atender a ao mercado nacional.

2.4.1 Producéo E2G

A producdo do E2G é um desafio e, sua vantagem competitiva esta em converter a
biomassa lignocelul6sica em agucares fermentesciveis em escala industrial. No entanto, se essa
conversdo for feita com baixo custo é possivel aumentar a produtividade de forma sustentével,
mantendo inalterada a disponibilidade de alimentos e area de plantio. Diferentemente do que
ocorre com o etanol de 12 geracdo, a producdo do E2G necessita de etapas preliminares visando
diminuir a resisténcia do acesso de catalisadores (micro-organismos e enzimas) na estrutura da
celulose, onde encontra-se o aglcar de interesse (glicose). As etapas estdo descritas na Figura
11.

Figura 11 Processo produtivo simplificado do E2G
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Fonte: Elaboracao Prépria

O pré-tratamento e a hidrolise séo as etapas que mais impactam no custo de producao

do E2G, ja que sdo responsaveis por desestruturar a parede celular e disponibilizar a glicose
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para a acdo dos micro-organismos. Conforme o estudo do Banco Nacional de Desenvolvimento
Econbmico e Social (BNDES) em conjunto com o Laboratério Nacional de Ciéncia e
Tecnologia do Bioetanol (CTBE) (2015) o custo de producdo do litro de E2G (R$ 1,50)
encontra-se proximo do etanol convencional (R$ 1,10), e a expectativa que até 2020 esta
diferenca seja ainda mais acentuada, podendo o E2G atingir custos de producdo na ordem de
R$ 0,70 e R$ 0,50. Todavia, esta reducdo dos custos estd atrelada a necessidade do

aprimoramento da tecnologia na producéo do etanol.

2.5 Pré-tratamento do bagaco

A bioconversdo do bagaco em etanol envolve duas etapas: a hidrélise da celulose para
a producdo dos monoémeros de glicose e, a fermentacdo destes em etanol. Para que a etapa de
hidrélise enzimética seja eficiente € necessario romper a barreira vegetal formada pela lignina
e hemicelulose, desestruturando a parede celular do vegetal por meio dos pré-tratamentos. O
objetivo do pré-tratamento é tornar a celulose mais susceptivel ao acesso das enzimas na
hidrolise. Segundo Morais (2010), sem o pré-tratamento, a acdo das enzimas € lenta e com
rendimentos inferiores a 20%, mas a insercdo de uma etapa de pré-tratamento resulta em
rendimentos superiores a 80%. A avaliacdo da eficiéncia desta etapa € funcdo de rendimento,
seletividade, funcionalidade e custo de operacdo. Para isso alguns critérios devem ser atendidos
como a ruptura do complexo lignina-carboidrato, preservacao da cadeia celuldsica, reducdo do
grau de polimerizacdo e cristalinidade dos constituintes, aumento da area superficial e baixa
producdo de substancias de degradacdo dos acUcares tais como acido acético, furfural, 5-
hidroximetilfurfural e compostos fendlicos.

Véarios métodos tém sido propostos para a separacdo e aproveitamento dos materiais
lignocelul6sicos, podendo estes serem classificados em fisicos (tratamento mecénico por
trituracdo, moagem, ultrassons e micro-ondas), quimicos (liquidos idnicos, agentes oxidantes,
acidos, alcalis, solventes organicos e AFEX- explosdo com solugdo de amonia), fisico-quimicos
(explosdo a vapor d’agua, fluidos supercriticos e a auto hidrélise com agua liquida quente
(LHW)) e bioldgicos (agéo de micro-organismos). Além da possivel combinagéo entre eles. A
determinacéo do melhor tipo de pré-tratamento depende de dois fatores, 0 material a ser tratado
e a finalidade proposta, pois todos 0s processos tem vantagens e desvantagens relacionados ao
modo como ocorrerdo as alteracfes quimicas da parede celular. Na Tabela 5 é apresentado um
resumo dos principais tipos de pré-tratamentos com 0s seus respectivos fatores de modificacéo

estrutural, vantagens e desvantagens.
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Pré-tratamentos Fatores

Vantagens

Desvantagens

Referéncias

Moagem e trituragdo; Radiacdo e

Fisicos Altas temperaturas

Alcalinos e AFEX

Acidos
Quimico

Agentes Oxidantes

Solventes Organicos
(organossolv)

Bioldgico Micro-organismos (Fungos)

Exploséo a vapor,
Exploséo a CO;
e LHW

Fisico-Quimico

Reducdo tamanho da particula; Reducédo
cristalinidade.

Remocéo da lignina; Despolimerizagéo da
hemicelulose.

Remocéo da hemicelulose; altera estrutura da
lignina.

Remocéo efetiva a hemicelulose; Baixa
degradacéo da celulose; Nao geracdo de
residuos sélidos.

Remocéo da lignina e hemicelulose;
Obtencéo da lignina com alto grau de pureza.

Remocéo lignina e hemicelulose; Baixo
gasto energético; ldeal para materiais com
alto teor de carboidratos.

Aumento da area superficial; eficiéncia
energética.

Alto gasto energético; Ndo remocao de
lignina e hemicelulose e Formacao de
inibidores.

Formac&o de sais irrecuperaveis; Baixa
eficiéncia em residuos com alto teor de
lignina e Corroséo.

Necessidade neutralizacdo; Ataque
pouco efetivo a lignina e Corrosao.

Necessidade ajuste de pH do reagente.

Necessidade remocéo do solvente
residual; Formacao de inibidores; Alto
custo na recuperacdo do solvente.

Maior tempo de residéncia; Alto custo;
Taxa de hidroélise baixa; Menor
rendimento em acucares.

Equipamentos resistentes a alta presséo;
Alto controle das variaveis de processo;

Etapa adicional para remogéo da lignina.

Agbor et al (2011);
Santos et al (2012);
Sarkar et al (2012).

Agabor et al (2011);
Kumar et al (2009);
Sarkar et al (2012).

Candido et al (2012);
Chatuverdi e Verma
(2013).

Dawson Boopathy
(2008); Chatuverdi e
Verma (2013); Rabelo
etal (2011).

Sun et al. (2002);
Agbor et al (2011);
Santos et al (2012).

Balat (2011);
Zheng et al (2009);
Ogeda e Petri (2010).

Sun et al. (2002);
Alvira et al (2010)
Ogeda e Petri (2010).

Fonte: Elaboracao Prépria
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Dentre os pré-tratamentos, 0s quimicos possuem maior numero de publicacfes devido
a infinidade de combinacGes possiveis. Eles diferem entre si pela acdo dos reagentes e, pelo
mecanismo envolvido para a modificacdo estrutural da parede celular para aumentar o

rendimento e a acessibilidade das enzimas a celulose.

2.5.1 Pré-tratamento acido

O pre-tratamento acido utiliza principalmente solucgdes de acido cloridrico, sulfurico e
fosforico responsaveis pela decomposicdo da hemicelulose. O acido sulfurico € preferivel em
razdo do baixo custo quando comparado o cloridrico e fosférico, como por exemplo. Fatores
como concentracdo acida e temperatura da reacdo sdo limitantes, pois condi¢Ges severas podem
favorecer a degradacdo da celulose e da hemicelulose, com a formacgdo do furfural, 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF) e &cido acético, caracterizados por serem fortes inibidores de
fermentacdo. (SARKAR, et al. 2012).

O uso de &cidos concentrados promove uma melhor digestibilidade da biomassa quando
comparado aos acidos diluidos; e também degradam fortemente a lignina por reacGes de
condensacéo, fazendo-a precipitar. Além disso, requerem equipamentos resistentes a corrosao.
Ja com &cidos diluidos é verificada uma maior efetividade na remocgédo da hemicelulose, baixa
degradacéo da celulose e lignina, aliado ao baixo custo operacional. Bluhum e colaboradores
(2012) indicaram que concentracdes entre 0,5-1,5 % (v/v) sdo mais usuais. Pitarelo (2013)
verificou que sdo necessarias etapas de moagem e lavagem antes do pré-tratamento &cido. A
moagem visa aumentar sua area superficial e, a lavagem reduzir o teor de cinzas e impurezas
na biomassa. 1sso ocorre, pois a area superficial do bagaco e o teor de cinzas atuam como um
efeito tamponante sobre a acdo do acido, resultando no seu maior consumo para a obtencdo do
pH adequado aos processos do pre-tratamento.

Acidos minerais agem por meio da hidrélise da xilana, polimero predominante na
hemicelulose, para formar as xiloses ou pentoses. Este tipo de pré-tratamento exerce pouca
influéncia quanto a extracdo da lignina, apenas permitem reacOes de condensacdo capazes de
promover uma alteracdo em sua estrutura devido a formacgdo das pseudo-ligninas, que se
redistribuem na parede celular, de modo a torna-la mais acessivel aos processos posteriores. A
Figura 12 apresenta a reacdo da formacdo das pseudo-ligninas ao reagir a lignina com &cido

sulfurico, como por exemplo.
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Figura 12 Reacdo tipica entre a lignina e o &cido sulfarico na formacgéo das pseudo-ligninas

CH™ HC—S04H
H,S0, +
—_—t + H
OCH; OCH;

H,D[?H] _O|oH]
Fonte: Alves, 2011

Canilha e colaboradores (2011) estudaram o efeito da concentracdo da xilose
(hemicelulose) com a variagdo da concentracao do acido. Utilizaram o bagago da cana de agucar
como matéria prima, e as condi¢des operacionais foram: concentracdo do acido sulfurico entre
0,5-2,5 m/m, tempo de residéncia entre 5-35 minutos, e temperatura entre 112-150 °C. Com a
caracterizacdo quimica do material pré-tratado os autores observaram que o tempo era a
variavel de menor influéncia na etapa de pré-tratamento, mas que a interacdo entre a
concentracdo e a temperatura eram bem significativos. 1sso pode ser evidenciado através do
grafico de superficie de resposta (Figura 13) apresentado por eles, onde foi verificado que a
concentragdo e temperatura eram grandezas diretamente proporcionais. Os autores
consideraram uma concentracdo minima de 10% (m/m) de hemicelulose no bagaco pré-tratado,
e para obté-lo era necessario aumentar a concentracdo do acido sulfirico e a temperatura
reacional. Sendo assim, a condi¢cdo 6tima determinada pelos autores foi concentracéo de acido
sulfurico em 2% (m/m), tempo de residéncia de 30 minutos e temperatura de 150 °C. A
composicao final do bagaco pré-tratado sélido deu-se em 8,76% de hemicelulose, 56,52% de

celulose e 29,93% de lignina.
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Figura 13 Efeito do teor de hemicelulose em funcao da concentragédo acida e temperatura apés o pré-
tratamento
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Fonte: Canilha et al., 2011

Candido e colaboradores (2012) estudaram o efeito do tempo de reacdo no pre-
tratamento do bagaco da cana de agucar. Foram utilizadas concentracdo de acido sulfarico em
10% (v/v) e temperatura em 100 °C. A reacdo foi conduzida em tempos pré-determinados
dentro do intervalo de 0 - 60 minutos. Com os resultados, 0s autores reafirmaram que a relacédo
entre o tempo reacional e perda massica dos componentes ndo é linear devido a complexidade

da estrutura vegetal como pode ser visualizado na Figura 14.

Figura 14 Gréfico de perda de massa versus o tempo de reagéo
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Em adicdo, eles também apresentaram a caracterizacdo do bagaco para os intervalos de
tempo estudados (Tabela 6). Verificaram que a hemicelulose apresentou maior indice de
remocao quando comparado a lignina e celulose, devido a menor complexidade da sua estrutura
(regides amorfas). Com relacdo a celulose e a lignina insoltvel é observado que suas respectivas
composi¢des quimicas mantiveram aproximadamente constante, decorrente da cristalinidade
de celulose e a pouca interferéncia do meio acido a lignina. A lignina sollvel apresentou
pequeno grau de remocéo. O tempo de 40 minutos foi considerado satisfatorio quanto aos
objetivos do trabalho. A partir de 40 minutos evidencia-se 0 aumento dos teores de lignina,
hemicelulose e celulose na biomassa indicando que ndo existe mais a remocdo destes
componentes, mas sim a formacédo de espécies indesejadas que podem inibir os processos de

hidrolise e fermentacdo posteriores.

Tabela 6 Composicdo quimica em diferentes tempos do bagaco pré-tratado com &cido sulfurico

Tempo reacdo (min)  Celulose (%) Lignina insoltvel (%) Lignina soltvel (%) Hemicelulose (%)

0 47,44 23,43 7,31 21,20
5 50,17 23,47 6,38 18,38
10 51,98 24,58 6,55 15,96
20 53,88 26,02 5,72 13,93
30 53,96 26,18 5,99 12,68
40 53,76 25,90 6,87 10,57
50 55,06 29,57 5,71 9,18
60 53,21 28,37 6,07 11,37

Fonte: Candido et al., 2012

Por sua vez, Manzoor e colaboradores (2012) fizeram o pré-tratamento acido visando
uma maior deslignificacdo da biomassa. O bagaco da cana foi pré-tratado com varias
concentracdes de acido sulfurico (0,5 — 5% (m/v)) a diferentes tempos reacionais (30 — 180
minutos) mantendo constante a temperatura em 121 °C. Com este trabalho, os autores
verificaram que a condicdo de 4% H>SO4 a 180 minutos provocou maior grau de remocdo da
lignina chegando a 82%. No entanto, essa condi¢do degradou a celulose de forma bem

acentuada cerca de 88%.
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A hidrdlise enzimética da celulose é melhorada quando a biomassa pré-tratada possui
um baixo teor de hemicelulose, o que ratifica a necessidade de condigdes de temperatura e
concentracdo acida mais elevadas. Em contrapartida, condicdes operacionais muito severas
podem aumentar a degradacao dos agucares, e com isso permitir a formacéo de inibidores de
fermentagdo, diminuindo assim a eficiéncia global do processo de pré-tratamento. Os estudos
apresentados indicaram que o &cido sulfarico fornece respostas positivas e eficazes quanto a
remocao da hemicelulose. Fatores como concentracdo do acido e temperatura sdo 0s mais
influentes, enquanto que o tempo nao interfere de forma significativa.

O pre-tratamento quando submetido a maiores concentracfes de acido e tempo reacional
elevado também pode alterar as interagdes do complexo lignina-carboidrato na estrutura
celular, provocando assim a sua solubilizacdo. No entanto, nesta condicao ocorre a degradacao
da cadeia celul6sica, que do ponto de vista da producdo do E2G este resultado néo € satisfatdrio
Sendo assim, torna-se imprescindivel a inser¢do de uma etapa complementar afim de remover

a lignina, e concomitantemente preservar a celulose.

2.5.2 Pré-tratamento alcalino oxidativo

Uma alternativa promissora é o pré-tratamento alcalino oxidativo que utiliza agentes
oxidantes sob condicdo alcalina, como peroxido de hidrogénio, 0zénio e acido paracético. Estas
substancias potencializam a remocdo da lignina por oxidar seletivamente 0s compostos
aromaticos da lignina, sem a formacéo de residuos sélidos.

O peroxido de hidrogénio (H202) € um forte agente oxidante e atua tanto em solucgdes
basicas quanto acidas. E muito versatil por apresentar seletividade diferenciada quando
submetido em condicdes especificas, ou seja, a variacdo de temperatura, concentracdo, tempo
reacional e a adi¢do ou ndo de catalisadores pode tornar o peroxido de hidrogénio um forte
agente redutor, capaz de oxidar diferentes espécies. Mas a sua decomposicdo quimica pode ser
acelerada por influéncia do pH e temperatura. Segundo Mattos e colaboradores (2003) a taxa
de decomposic¢do aumenta cerca de 2,5 vezes para cada 10 °C de incremento de temperatura,
logo este reagente ser armazenado em locais de pouca variagdo de temperatura. O ideal é que
sejam refrigeradas. Tem grande aplicacdo nas inddstrias quimicas em reacfes de oxidacéao e
industrias de papel e celulose como agente branqueador, por permitir a retirada da lignina que
possui uma tonalidade escura.

Segundo Gould e Freer (1984) o pré-tratamento de biomassas com solucédo diluida de

perdxido de hidrogénio é capaz de remover cerca de 50% da lignina tornando a celulose mais
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disponivel a ocorréncia da hidrélise. Como a deslignificacdo dos materiais lignocelulésicos é
potencializado em meio alcalino, faz-se entdo necessario a adicdo de solucGes bésicas para
ajuste de pH, sendo o hidroxido de sodio o alcali mais utilizado. Sob esta condi¢cdo ocorre a
dissociacdo do peroxido de hidrogénio, e a formacdo do anion hidroperdxido (HOOY)
considerado a principal espécie ativa. Contudo, este reagente também ¢é instavel em meio
alcalino, e por isso, ainda decompde-se formando dois outros radicais livres, sendo eles:
superdxido (OO") e hidroxil (OH"). Estes tltimos séo responsaveis por oxidar a estrutura dos
constituintes da biomassa, por quebrar as ligacdes dos grupos hidrofilicos, e consequentemente
por dissolver a lignina e hemicelulose. Na auséncia de reagente, os radicais livres formados
(superoxido e hidroxil) podem reagir entre si, formando agua e oxigénio. (AYALA, 2012;
RABELO, 2010).

A reacdo de decomposicdo do perdxido de hidrogénio para a formacdo de espécies
ativas necessarias para as etapas deslignificacdo da biomassa é apresentada nas equacfes
dispostas a seguir.

H,0, & HOO™ + H;0* (3.1)
H,0, + HOO™ - OH™ 4 0; + H,0 (3.2)
OH™ + 0; + H;0" - 0, + 2H,0 (3.3)

H,0, + HOO™ + H,0* > 0, +3H,0 (3.4

Representacao da reacdo global simplificada (reacéo 3.5):

2 H,0, > 0, + 2 H,0 (3.5)

O pH é o fator de maior influéncia na oxidacdo dos grupos fenolicos da lignina e,
segundo Maziero e colaboradores (2012), somente com o pH acima de 11 existe uma
deslignificacdo significativa de biomassas lignocelulésicas. Na Figura 15 € apresentada o
mecanismo reacional da acdo do perdxido de hidrogénio na estrutura vegetal, onde é
evidenciado o efeito do pH da decomposicdo da lignina. A primeira (parte A) é a desejada, pois
nela ocorre a clivagem oxidativa do anel aromatico levando a sua abertura e a formagéo de
acidos organicos, dioxido de carbono e outros produtos organicos de baixo peso molecular. Em
adicdo, os radicais livres também promovem a remocdo do grupo funcional metil (OCHz). Estas

alteracOes na estrutura vegetal permitem a maior solubilidade da lignina em &gua, facilitando



43

assim a sua remocdo. A segunda (parte B) ocorre somente a oxidagdo dos grupos alifaticos da

macromolécula, sem a quebra do anel aromatico.

Figura 15 Mecanismo reacional da oxidac¢do da lignina com peréxido de hidrogénio alcalino
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Fonte: Maziero et al., 2012

O pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino tem sido aplicado em diversos
tipos de materiais lignocelulésicos tais como palha de trigo, palha de cevada e bagaco de cana
com o intuito de verificar a sua eficiéncia na remocao da lignina, e assim otimizar a efetividade
da etapa de hidrolise enzimatica.

Gould e Freer (1984) mostraram a eficiéncia do peroxido de hidrogénio, quanto a
remoc¢do da lignina, durante o pré-tratamento da palha de trigo. Para isso amostras foram
tratadas com 1% (m/v) de perdxido de hidrogénio (pH =11,5) a 25 °C durante 24 horas, e outras
foram pré-tratadas com agua destilada, sem o agente oxidante, mas mantendo inalterados os
valores de tempo reacional, temperatura e pH. Desta forma, os autores encontraram uma relagéo
da remocé&o da lignina contida no material lignocelul6sico em funcéo do tempo reacional, como

mostrado na Figura 16. Nela foi possivel verificar que o peréxido de hidrogénio removeu um
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pouco mais de 50% da lignina, enquanto que a solugdo sem o reagente removeu menos que
10%.

Figura 16 Solubilizagdo da lignina: (I) palha de trigo com H20: (Il) palha de trigo pré-tratado com H2O
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Dawson e Boopathy (2008) realizaram estudo semelhante ao anterior, mas desta vez,
utilizaram o bagaco da cana de aglcar como biomassa. O pré-tratamento ocorreu com o
perdxido de hidrogénio com concentracdo variando entre 1-5% (v/v), tempo de incubacdo de
24 e 48 horas e pH igual a 11,5 e 13. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7,
0s autores viram que altos valores de pH ndo propiciam a maior remocdo da lignina, e que o
maior tempo de incubacdo estudado (48 horas) promoveu maior perda massica deste
componente. A condicdo onde ocorreu maxima deslignificacdo foi na concentracdo de peroxido

de hidrogénio igual de 2% (v/v), tempo de 48 horas e pH=11,5.
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Tabela 7 Remocao massica de lignina dos pré-tratamentos alcalinos

Concentragéo Tempo (horas) H Perda massica
H.0, % (Viv) P P lignina (%)
2 48 11,5 60,45
5 48 13 56,04
1 48 13 55,70
2 48 13 51,45
1 24 13 51,32

Fonte: Dawson e Boopathy, 2008

Rabelo e colaboradores (2011) investigaram os efeitos do hidroxido de calcio e o
peréxido de hidrogénio no pré-tratamento do bagaco da cana de acUcar. Para ambos 0s
reagentes variaram concentracdo em 1 - 5% (v/v), tempo reacional entre 6 - 24 horas, e
temperatura entre 20 - 60 °C. O peroxido apresentou melhores resultados quando comparado
ao alcali, e isso péde ser observado pela maior preservacdo da cadeia celuldsica e maior
facilidade no manuseio do reagente, uma vez, que 0s autores observaram que o bagaco apds o
pré-tratamento com o hidréxido de célcio necessitou de uma lavagem mais minuciosa a fim de
evitar que o pH influencie nas etapas posteriores. Além disso, 0s autores encontraram que a
concentracdo € a variavel de maior influéncia no pré-tratamento, mas que também a interacéo
da concentracdo com o tempo e temperatura € significativa. A condi¢do étima para a ocorréncia
da hidrolise foi tempo de 24 horas, temperatura de 20 °C e concentracdo de peréxido de 5%
(v/v). Saha e Cotta (2014) utilizaram a palha de milho como material lignoceluldsico na
avaliacdo do pré-tratamento com perédxido de hidrogénio alcalino (pH=11,5). Neste estudo foi
utilizado 2% (v/v) do reagente na temperatura a 35 °C e tempo de 24 horas. Os autores
verificaram que nesta condi¢do houve a reducdo de 67% da hemicelulose e apenas 18% da
lignina na fragdo solida. Além disso, também observaram em estudo em paralelo que a
concentragdo do perdxido e o pH sdo os fatores que mais influenciam na melhora da hidrdlise
enzimaética, ratificando os resultados dos trabalhos anteriores.

Diferentemente dos estudos supracitados, Correia e colaboradores (2013) optaram pelo
bagaco de caju como biomassa para estudar as condi¢Bes Otimas do pré-tratamento com
perdxido de hidrogénio alcalino (pH =11,5). Eles analisaram as varia¢fes na concentracao do
peroxido em 0 - 4,3% (v/v) e tempo de incubagdo 30 minutos - 24 horas, e mantiveram a

temperatura fixa de 35 °C. O pré-tratamento resultou numa deslignificacdo efetiva quando a
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concentracdo do reagente foi maior que 2,15% (v/v), e que tempos maiores que 6 horas néo
influenciavam de forma significativa o processo. A condi¢do 6tima encontrada foi concentracdo
de peroxido igual 4,3% (v/v) com tempo de incubac&o igual a 6 horas. E possivel notar que o
tempo reacional otimizado no trabalho de Correia e colaboradores (2013) foi sensivelmente
menor quando comparado aos pré-tratamentos utilizando residuos agroindustriais nédo
provenientes de frutas, isso se deve provavelmente pela estrutura celular menos complexa do
bagaco de caju.

De acordo com os estudos apresentados infere-se que os parametros de concentracéo do
peroxido e o pH influenciam fortemente na eficiéncia do pré-tratamento. O perdxido de
hidrogénio em concentracfes baixas ndo afeta a lignina, devido a complexidade da sua
estrutura, o que ndo ocorre com a hemicelulose. Outro fator importante é o pH do peroxido de
hidrogénio, pois somente em meio alcalino ocorre a sua decomposicdo para a formacdo das
espécies ativas (hidroxil e superdxido). Apesar dos trabalhos com o pré-tratamento dos residuos
agricolas com o peroxido de hidrogénio alcalino apresentarem remog¢do da lignina e
solubilizacdo parcial da hemicelulose, foram utilizados tempos reacionais longos, maiores que
20 horas. Isso pode tornar o pré-tratamento inviavel economicamente. Rabelo e colaboradores
(2011) afirmaram que uma das possibilidades de diminuir o tempo reacional do pré-tratamento
é 0 aumento da concentracdo do peréxido de hidrogénio o que levaria a uma alta remocéo da
lignina, mas também uma alta probabilidade de degradacdo dos aglcares redutores. Outra
alternativa destacada por Pitarelo (2013) é o pré-tratamento combinado, que consiste na
combinacdo de processos acidos e alcalinos, como por exemplo, para a melhoria na hidrélise
enzimatica, onde o pré-tratamento &cido seria responsavel por remover a hemicelulose e
consequentemente o acido acético, o qual interfere na acdo da base, e o pré-tratamento alcalino

a lignina
2.5.3 Pré-tratamento combinado
O preé-tratamento combinado utilizando acido sulfurico e o hidroxido de sodio foi

estudado por Mendes e colaboradores (2012) que tiveram como foco a maxima preservacgéo da
celulose da forrageira Brachiaria brizantha cv. Marandu? e, por isso, estudaram a condicéo de

2 Brachiaria brizantha cv. Marandu é uma das espécies de forrageira, gramineas, mais utilizadas nos sistemas de
pecuaria extensiva no Brasil.
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acido sulfarico 1,5% (v/v) seguido do hidroxido de sodio 4% (v/v), ambos a 121 °C durante 30
minutos. Eles notaram que nesta condic¢éo houve elevada recuperacdo da cadeia celuldsica cerca
de 92%. Rezende e colaboradores (2011), por sua vez, utilizaram o bagaco da cana para a
méaxima remocao da lignina e, adotaram o pré-tratamento com &cido sulfarico 1% (m/v) a 121
°C por 45 minutos seguido do tratamento com hidréxido de sdédio com concentragdo 2% (m/v)
a 121 °C por 30 minutos. Isso resultou numa remocéo de 89% de lignina. Contudo, os autores
verificaram que logo apos a biomassa ser submetida ao pré-tratamento alcalino foi necessaria
uma insercdo de etapa de lavagem muito minuciosa, o que exigiu elevado volume de agua. Essa
etapa de lavagem posterior é imprescindivel, pois o pH alcalino e os residuos da soda propiciam
a formacdo de sais irrecuperaveis que podem ser incorporados na biomassa e, também, a
formacdo de compostos de inibi¢do da hidrélise e fermentacdo. Para Mendes e colaboradores
(2012) foi necessario a lavagem com agua quente, num volume equivalente a cinco vezes o
volume de hidréoxido utilizado.

Neste contexto o perdxido de hidrogénio alcalino pode ser um forte substituto ao
hidroxido de sodio no pré-tratamento combinado, uma vez que também age preferencialmente
na lignina e forma poucos residuos reacionais. Haripriya e colaboradores (2014) investigaram
0 pré-tratamento do bagaco da cana utilizando uma suspenséo de 1% de perdxido de hidrogénio
alcalino e 1% de &cido acético. O tratamento ocorreu a 37 °C durante 10 horas. Nesta condi¢ado
houve perda massica de celulose em 50%, resultado considerado insatisfatrio para a producéo
do E2G. Wang e colaboradores (2014) empregaram o acido fosfdrico concentrado (80% m/m)
seguido do perdxido de hidrogénio (1,77% m/m) por 5 horas para diversas biomassas
lignocelul6sicas. Os resultados encontrados neste estudo, estdo dispostos na Tabela 8, onde é
possivel verificar uma degradacdo média de celulose em 29%.

Tabela 8 Solubilizagdo dos componentes da biomassa ap6s pré-tratamento

Materiais lignoceluldsicos Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Palha de trigo 17,8 100 71,4
Forragem de milho 10,6 100 78,3
Residuos de bambu 42,9 95,0 76,9
Residuos de madeira 45,5 98,7 87,8

Fonte: Wang et al., 2014
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O pré-tratamento combinado com o uso do peréxido de hidrogénio permite a maior
remocao da lignina e hemicelulose. No entanto, nos estudos apresentados ainda houve uma alta
degradacéo da cadeia celulosica, resultado este ndo satisfatério quando € visado a producédo do
E2G. O 4cido acético é pouco usual em pré-tratamentos de biomassas lignoceluldsicas e, €
caracterizado por um reagente de dificil manuseio em razéo da sua toxidade e inflamabilidade.
O acido fosforico, por sua vez, representa um &cido eficiente na decomposicdo da estrutura
cristalina da celulose, mas o alto custo e o dificil manuseio o tornam inviavel de serem utilizados

no pré-tratamento de biomassas.

2.6 Hidrdlise e Fermentacéo

A hidrolise cida e a enzimatica sdo os dois tipos mais reportados em literatura. O uso
de &cidos concentrados favorece um alto rendimento na quebra das liga¢Ges de celulose, porém
requer equipamentos resistentes a corrosao, elevando os custos do processo. JA em &cidos
diluidos, a quebra das ligacGes é mais lenta, e por isso faz necessario elevar a temperatura
reacional. No entanto, temperaturas muito altas propiciam a degradacdo dos acUcares e da
lignina residual, levando a formagdo de inibidores. Tratando-se da hidrdlise enzimatica,
verifica-se uma reacdo heterogénea catalisada pelas enzimas celulases; sendo a celulose o
substrato insollvel, e as enzimas o catalisador soltvel. A celulase € um complexo enzimatico
composto por trés enzimas, sendo endoglicanase, exoglicanases e celobiases. As duas primeiras
sdo responsaveis por hidrolisar a cadeia de celulose formando a celobiose, enquanto a Gltima é
responsavel por hidrolisar a celobiose produzindo glicose. O uso de enzimas reduz a geracéo
de subprodutos e dispensa a utilizacdo de equipamentos resistentes, além de favorecer
condicBes de temperatura e pressdo mais amenas. Estes biocatalisadores sdo muito sensiveis e
de alto custo, o que exige forte controle do processo. Os fatores de maior influéncia na
desativacdo ou baixa eficiéncia das enzimas sdo: elevado teor de lignina, a cristalinidade da
celulose, a presenca de grupo acetil, alto grau de polimerizacgdo e baixa area superficial da fibra
de celulose.

A fermentacdo, por sua vez € um processo biolégico no qual 0s micro-organismos
produzem enzimas capazes de converter 0s agucares redutores, obtidos pela hidrdlise, em
etanol. Os micro-organismos devem atender critérios de modo a garantir uma producéo
alcodlica eficiente, tais como alta velocidade de fermentacéo, tolerancia aos inibidores e as altas

temperaturas. Os principais fatores que afetam esta etapa sdo a temperatura, o pH e a qualidade
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da matéria prima. As hexoses sdo facilmente fermentadas anaerobicamente pela levedura
Saccharomyce cerevisiae, cuja tecnologia encontra-se bem consolidada, por possuir elevada
eficiéncia e alta tolerancia ao produto formado (etanol). Segundo a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria— EMBRAPA (2013) as pentoses seguem um procedimento metabolico
diferente das hexoses. Atualmente cientistas em todo mundo estdo criando linhagens
recombinantes da levedura Saccharomyce cerevisiae por meio da engenharia genética com o
objetivo de torna-la naturalmente fermentadora de pentoses e suficientemente eficientes para
permitir sua utilizacdo em processos industriais.

O “vinho” que é resultante da etapa de fermentacao dos aglcares € composto de etanol
e subprodutos como o glicerol, &cidos organicos e agUcares redutores ndo fermentados dentre
outros. Para a separacdo e purificacdo do E2G sao realizadas sucessivas destilaces. A primeira
é a purificacdo do vinho com a eliminacdo parcial das impurezas como os aldeidos e ésteres. A
segunda consiste na destilacdo da corrente do destilado, oriundo da primeira coluna, chamada
de alcool bruto, onde resulta em duas fracbes denominadas de flegma, constituido de agua e
alcool, e a vinhaca composto de residuos do “vinho”. O flegma, por fim, é submetido a etapas
de retificacdo para a obtencdo do etanol hidratado com concentracéo alcodlica cerca de 97%. O
etanol anidro é resultado da desidratacdo do etanol hidratado, mediante destilacdo azeotrdpica,
destilacdo extrativa ou por adsor¢do em peneira molecular.

As etapas de hidrolise e fermentacdo podem ser prejudicadas pela agdo de substancias
inibidoras que alterem o metabolismo de enzimas e leveduras, com a danificacdo da parede
vegetal e, das membranas celulares dos micro-organismos. Estes compostos podem ser
classificados em dois grupos: inibidores originalmente presentes na biomassa, e 0s inibidores
produzidos por condi¢des severas de pré-tratamento. Os inibidores presentes na biomassa séo
facilmente liberados durante a etapa de pré-tratamento. Estes ndo afetam de forma significativa
0 crescimento microbiano. A resina oriunda dos extrativos e as cinzas séo os inibidores mais
comuns. No entanto, quando estes compostos sdo oriundos da degradacdo e desidratacdo dos
componentes majoritarios da biomassa (celulose, lignina e hemicelulose) ocorre a producéo de
substancias toxicas, responsaveis por desativar a acdo das micro-organismos na fermentacé&o,
causando assim uma baixa eficiéncia na etapa de sacarificacdo, pois degrada a glicose, o agucar
de interesse. De acordo com Pitarelo (2013) embora a grande maioria dos inibidores ser
removido do material fibroso com simples lavagens apds o pré-tratamento, parte ainda
permanece no interior das fibras devido a sua baixa solubilidade em agua.

Na Figura 17 é apresentado um esquema simplificado da formacdo dos principais

inibidores.
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Figura 17 Formag&o dos inibidores

Cinzas Acucares Inibidores
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/
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Hemicelulose

Xilose, arabinose ————» Furfural
» Acido acético

Lignina Compostos

> fendlicos

»Resina

Extrativos

Fonte: Rabelo, 2010

Na hemicelulose a degradacéo das pentoses pode produzir o furfural, e as hexoses levam
ao 5-hidroximetilfurufral (5-HMF). A decomposicdo destes inibidores também, propiciam a
formacdo do &cido levulinico e acido formico. A lignina quando degradada, forma diversos
compostos fenolicos, tais como o &cido 4-hidroxibenzdico, vanilina, catecol e o seringaldeido,
acido vanilico e acido ferGlico. (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000; MAICHE e
HUBER, 2010).

Desta forma, fica claro que a avaliacdo do pré-tratamento de biomassas lignocelulésicas
é de extrema importancia ao processo do etanol de segunda gera¢do, uma vez que, impacta de
forma significativa as etapas de hidrélise e fermentacdo. O pré-tratamento do bagaco da cana
de acUcar com acido sulfarico diluido seguido do perdxido de hidrogénio alcalino visa aumentar
a disponibilidade da celulose a hidrolise, através da remocéo de fracdes massicas de lignina e

hemicelulose, responsaveis por inibir a agdo de micro-organismos.

3.0 MATERIAS E METODOS

Nesta secdo do trabalho sdo apresentados 0s reagentes, matéria prima e equipamentos
utilizados na preparacdo e nos pre-tratamentos da biomassa. Também é explicitada a
metodologia adotada para o pré-tratamento quimico combinado usando &cido sulfarico diluido

seguido do perdxido de hidrogénio alcalino. S&0 mostrados os métodos de avaliagdo do pre-
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tratamento combinado proposto, sendo eles: a caracterizagdo quimica através das técnicas de
cromatografia liquida (CLAE) e espectroscopia de UV-visivel e também andlise por
espectroscopia refletancia difusa na regido do infravermelho com Transformada de Fourier
(DRIFTS), termogravimetria (TGA), analise térmica diferencial (DTA) e por microscopia

eletronica de varredura (MEV)

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

Na Tabela 9 sdo apresentados os reagentes utilizados na parte experimental.

Tabela 9 Reagentes utilizados nos experimentos

Reagente Grau de pureza (%) Fabricante
Acetonitrila P.A Merck
Acido acético P.A Synth
Acido sulftrico P.A F. Maia
Acido cloridrico P.A Synth
Acido férmico P.A Sigma-Aldrich
Acido glucordnico P.A Sigma-Aldrich
Alcool etilico P.A Synth
Amido sollvel P.A Reagen
D-Arabinose P.A Sigma-Aldrich
Biftalato de potassio P.A Vetec
Carbonato de sédio anidro P.A Nuclear
D-Celobiose P.A Sigma-Aldrich
D-Glicose P.A Sigma-Aldrich
Dicromato de potassio P.A Quimex
Furfural P.A Vetec
5-hidroximetilfurfural (5-HMF) P.A Chem Service
Hidroxido de sodio P.A Vetec
Metanol P.A Merck
lodeto de potéssio P.A Vetec
Molibdato de amonio P.A Reagen
Peroxido de hidrogénio 30% Vetec
Tiossulfato de sodio P.A Quimex

D-Xilose P.A Sigma-Aldrich
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3.1.2 Equipamentos

e Agitador de peneiras para analises granulométricas (Tipo magnética) marca Bertel,
e Autoclave vertical da marca Phoenix modelo AV-300;

e Analisador de umidade marca OHAUS MB25;

e Balanca analitica da marca Shimadzu modelo AUX 220;

e Balanca semi - analitica marca Shimadzu modelo UX-4200H;

e Banho maria marca Tecnal modelo TE- 054 mag;

e Bomba de véacuo Prismatec;

e Cromatografo liquido (CLAE) marca Shimadzu;

e Coluna de separacdo de acucares e acidos organicos da Bio-Rad modelo Aminex
HPX87H,;

e Coluna de separacdo de furfural e 5-HMF da Waters modelo p-Bondapack C-18 (5
mm);

e Difusor de reflectancia marca Shimadzu modelo IR- Prestige 21;

e Espectrofotdmetro UV-visivel Shimadzu modelo UV-2450;

e Estufa da marca Quimis modelo Q317B252;

e Evaporador rotativo da marca Fisatom modelo 802D;

e Forno Mufla marca Nova;

e Moinho de facas Thomas Wiley model 4;

e Moinho de facas Tecnal tipo Willy TE-648;

e Metalizador da amostra modelo Denton Vacuum LLC - Desk 1V;

e Microscopico eletrénico modelo Joel JSM-6390 1.0;

o Papel filtro qualitativo Macherey-Nagel (MN-617);

e Peneira de 42-60 mesh da marca Bertel,

e pHmetro marca Digmed modelo DM-20;

e Termobalanga marca Shimadzu modelo DTG-60.

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacfes da matéria prima e dos reagentes

3.2.1.1 Preparacdo do Bagaco da Cana de Acgucar (BCA)
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O bagaco in natura apds o processo de moagem para a obtencdo do caldo da cana
encontra-se impregnado por agucares residuais, extrativos e outros compostos inorganicos
solGveis em agua. Sendo assim, etapas de lavagem e secagem foram necessarias afim de
remové-los. Inicialmente, o bagaco foi submetido a processos ciclicos de lavagem por imersao
em &gua por 12 - 14 horas entre cada ciclo. A umidade foi removida através do processo de
secagem com ciclos com duracgdo de 180 minutos em estufa a 100 °C. O processo de secagem
foi continuo até o bagaco apresentar teor de umidade abaixo de 10%. A Figura 18A é
visualizado o aspecto do bagaco apds secagem. A Ultima etapa foi a adequacdo e padronizacéo
do tamanho dos gréos para o pré-tratamento. Segundo Sarkar e colaboradores (2012), a reducao
do tamanho das particulas podem gerar melhores resultados, mas também se forem muito
pequenas podem formar aglomerados no fundo do recipiente e interferir negativamente nas
etapas de pré-tratamentos. Desta forma, no presente trabalho foi determinado o tamanho da

particula em 42-60 mesh. A Figura 18B é o aspecto do bagaco apds os processos de peneiracao.

Figura 18 Fases da preparagdo do bagaco in natura

Elaboracédo Propria

3.2.1.2 Preparac0es das solugdes para os pré-tratamentos
Para o pré-tratamento acido foi utilizado o acido sulfarico diluido, enquanto que para o
pré-tratamento alcalino oxidativo, o perdxido de hidrogénio em meio alcalino. Em ambos os
casos foram necessérias a preparacdo e adequacdo prévia dos reagentes para a etapa de pre-
tratamento. A padronizacdo do &cido sulfurico foi utilizada a metodologia da titulagdo &cido-
base, com a solucdo bésica de hidroxido de sédio 0,1 mol/L. O perdxido de hidrogénio foi
preparado a partir do reagente a 30% (v/v) e a padronizagdo ocorreu mediante a metodologia
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de titulacdo por iodometria. Ressalta-se que o peroxido recém preparado foi alcalinizado com
a adicdo gradual da solucdo de hidréxido de sodio 4%. A medida do pH da solugdo foi através

do pHmetro.

3.2.2 Procedimentos para o pré-tratamento

3.2.2.1 Pre-tratamento acido: &cido sulfurico diluido

O procedimento do pré-tratamento cido foi realizada com variagOes de temperatura e
concentracdo de acido a fim de determinar qual a condicdo operacional mais favoravel a
solubilizac&o da hemicelulose. O &cido sulfurico (H2SOs4) foi escolhido devido a sua efetividade
aliado a baixo custo, quando comparado a outros acidos. As condi¢Bes do pré-tratamento foram
determinadas mediante estudo da literatura, onde viu-se que o &cido diluido deve apresentar
concentragdo menor 1,5 % (v/v). Quanto as temperaturas de trabalho, os autores estudados
utilizaram uma faixa entre 100 - 150 °C com acidos diluidos e, a partir desta que foram
selecionadas as temperaturas deste estudo. Para este trabalho foram utilizadas as seguintes
condigdes: concentracdo H2SO4 0,75% e 1,45% (v/v) e temperatura 105 °C e 120 °C. Para cada
temperatura foram testadas as duas condic¢des de concentragdo. Todos 0s experimentos foram
realizados em triplicata, de forma a assegurar a maior confiabilidade dos resultados.

O bagaco da cana de acucar (BCA) in natura, seco e peneirado, foi colocado juntamente
com o 4cido sulfurico diluido, previamente preparado, em baldo volumétrico na proporcédo
BCA/ H2SO4 de 1:10 (m/v). O baldo com a mistura foi acoplado em evaporador rotativo com
rotacdo fixa de 60 rpm durante 75 minutos. Ao fim deste tempo, o bagaco pré-tratado acido foi
lavado em agua corrente para neutralizacdo (pH = 6). A fracdo sélida resultante foi submetida
a ciclos de secagem em estufa a 100 °C com duragéo de 1 hora cada com o objetivo de remover
a umidade existente. Apos a estabilizacdo da massa, o bagaco seco foi retirado parcialmente
para anéalises de caracterizagao quimica, e o restante armazenado para o pré-tratamento alcalino

seguinte.

3.2.2.2 Pré tratamento alcalino: peroxido de hidrogénio alcalino

O bagaco pré-tratado com o &cido foi utilizado para o pré-tratamento alcalino. Neste
procedimento foram adotadas as condicdes fixas de temperatura e concentracdo do perdxido de

hidrogénio, definidas mediante estudo da literatura, a fim de avaliar sua influéncia na remocao
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dos compostos do bagago. Em reviséo bibliografica, o uso de peréxido de hidrogénio em baixas
concentragdes (1 — 4% (v/v) implica altos tempos reacionais, acima de 10 horas, entdo neste
estudo, optou-se por reduzir o tempo reacional para 180 minutos e, logo aumentar a
concentracdo do reagente. Os experimentos também foram realizados em triplicata.

A biomassa previamente tratada com &cido sulfurico diluido e seca foi inserida em um
baldo volumétrico com a solucao de peroxido de hidrogénio 7,5% (v/v) e pH=11,5. Adotou-se
uma razdo BCA/H0; de 1:20 (m/v). A mistura foi submetida ao pré-tratamento em evaporador
rotativo a 80 °C durante de 180 minutos e rotacdo de 60 rpm. Decorrido este tempo, o bagaco
pré-tratado também foi lavado em agua corrente a fim de obter um pH neutro, e a fracdo solida
resultante foi seca em estufa a 100 °C por ciclos de 1 hora para a remocao da &gua remanescente.
Ao fim, o bagaco foi armazenado em potes plasticos e guardado a temperatura ambiente para

posterior caracterizagdo quimica.

3.2.3 Analises de composicdo quimica do BCA

A caracterizacdo quimica consiste na identificacdo e quantificacdo dos constituintes do
bagaco. A metodologia utilizada foi descrita por Sluiter e colaboradores (2011).

3.2.3.1 Determinag@es do rendimento méssico e solubilidade dos componentes

Os rendimentos, expressos em relacao a fragdo sélida, foram calculados mediante razdo
entre a massa inicial utilizada e a final obtida ap6s os pré-tratamento. O rendimento do pré-
tratamento acido foi determinado em relacdo a massa do bagaco in natura, ja o rendimento do
pré-tratamento combinado foi determinado em relacdo a massa final do bagaco pré-tratado
acido. A anélise da solubilidade ou perda massica dos componentes majoritarios do bagaco
(celulose, lignina e hemicelulose) ap6s os pré-tratamentos foi através da Equagdo 3.6, onde €

possivel verificar a correlagdo da composicdo quimica inicial e final.

— _ (MXYp —(1_p(* x
S = <1 (m,-xyi)) x 100 = (1 R (yi) ) x 100 Equacio 3.6
Onde:

mp = massa de bagaco pre-tratado seco (g);

yp = fracdo méassica do componente no bagaco pré-tratado;
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mi = massa de bagago in natura seco (g);
yi = fracdo massica do componente no bagaco in natura;
S= solubilidade do componente ou perda massica do componente;

R= rendimento da etapa de pré-tratamento.

3.2.3.2 Determinacéo do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado em analisador de umidade da OHAUS modelo MB-
25. Para a analise de cada fracdo, cerca de 1,0 g de bagaco in natura e também pré-tratado foi
colocado na balanca e aquecido a 105 °C por aproximadamente 3 minutos. A balanca fornece

a porcentagem de perda massica relativa ao teor de umidade de cada amostra.

3.2.3.3 Hidrdlise acida

A hidrolise &cida é responsavel pelo ataque aos polissacarideos contidos no bagaco. A
lignina apresenta um comportamento diferenciado em presenca de acidos minerais
concentrados, por sofrer reacdes de condensacdo. Amostras de 2g de bagaco seco e moido
foram transferidas para béqueres de 100 mL e hidrolisadas com 10 mL &cido sulfurico 72%
(v/v), em banho termostatizado a 45 °C durante 7 minutos, sob agitagdo vigorosa. Em seguida,
as amostras foram transferidas para erlenmeyers de 500 mL, adicionando-se 275 mL de agua
destilada. Os frascos foram vedados com papel aluminio e autoclavados por 30 minutos a 120
°C. Apo6s a autoclavagem, as amostras ficaram esfriando a temperatura ambiente, e entdo
iniciou-se a filtracdo. A fracdo liquida obtida foi armazenada em baldo volumétrico de 500 mL,
o qual foi avolumado até a altura do menisco com agua destilada. Essa solucdo sera utilizada
para analises posteriores do teor de lignina soluvel, carboidratos, acidos organicos, 5-HMF e
furfural. A fracdo solida, retida no papel de filtro, foi utilizada para a determinacédo da lignina

insoltvel.

3.2.3.4 Determinacéo da lignina insoluvel em fragdo solida

A fracdo solida ainda foi lavada com agua destilada com o objetivo de neutralizar o pH
da amostra que encontrava-se acido. Em seguida, a amostra foi transferida para um pesa filtro
para a secagem em estufa a 105 °C ate a estabilizacdo da massa. A porcentagem massica da
lignina insoluvel foi obtida atraves da equacdo 3.7.



57

L; = (m—) X 100 Equacéo 3.7

Onde:

m; =massa da lignina insoltvel seca (g);
mc = massa de cinzas da lignina insoluvel (g);
ma= massa da biomassa pre-tratada seca utilizada (g);

L, = lignina insolavel (%).

3.2.3.5 Determinag&o da lignina soluvel em fragdo liquida

Uma aliquota de 5 mL da solucédo hidrolisada pelo acido sulfarico foi transferida para
um baldo volumétrico de 100 mL juntamente com 1,5 mL solugcdo de NaOH a 6,5 mol/L. O uso
de hidroxido de sodio foi utilizado para tornar a amostra com pH alcalino antes da anélise em
UV-visivel. O comprimento de onda lido foi 280 nm referente a lignina. A concentracdo da
lignina solGvel na amostra foi determinada pela equacdo 3.8. Os valores de absortividade do
furfural e 5-hidroximetilfurfural foram os mesmos utilizados por Gouveia e colaboradores
(2009).

L (4,187X10_2X (Alig_(sHMFx CHMF + Efurf X Cfurf)) - 3,2)(10_4)
s =

20 Equagéo 3.8

Onde:

Ls = concentracgdo da lignina solavel (g/L);

Aiig = absorbancia da lignina a 280 nm;

€nmr = absortividade do 5-hidroximetilfurfural (€ume = 114 L gt cm™);

Erurt = absortividade do furfural ( €= 146,85 L gtcm™);
Chwmr = concentragdo do 5-hidroximetilfurfural (g/L);

Crurf = concentracédo do furfural (g/L).
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3.2.3.6 Determinacéo dos carboidratos, acidos orgénicos e inibidores de fermentacéo

Para a determinacéo dos carboidratos, acidos organicos e dos inibidores de fermentacéo
foi utilizada a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). E para tal, foi utilizada a
solucdo liquida hidrolisada por acido sulfurico obtida em procedimento do item 3.2.3.3. As
andlises cromatograficas foram realizadas em Laboratorio de Controle de Processos Quimicos
(LaDABIO) existente na Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar) em Sao Paulo.

Para quantificacdo dos carboidratos e acidos organicos foi utilizada uma coluna de
separacdo Aminex HPX87H. Os compostos foram determinados através do detector de indice
de refracdo Shimadzu modelo RID-6A. A fase mdvel consistia em solucgdo de &cido sulfarico 5
Mm a vazdo de 0,6 mL/min e temperatura de 45 °C. J& para a determinacdo do furfural e 5-
hidroximetilfurfural utilizou-se a coluna da Waters modelo p-Bondapack C-18 , com fase
movel de solucdo de acetonitrila em agua na proporc¢éo de 1:8 acrescido de 1% de &cido acético
com o fluxo de 0,8 mL/min a 30 °C, mediante o detector de UV-visivel a 274 nm.

Para a quantificacdo dos compostos descritos foram realizadas previamente curvas de
calibracdo feita a partir dos padrdes dos acucares e acidos organicos com glicose, xilose,
arabinose, celobiose, acido acético, acido formico, acido glucurénico e dos inibidores com
furfural e 5-hidroximetilfurfural. O célculo da concentracdo dos agUcares foi mediante a
equacao 3.9.

. C X Cgp XVpgi ~
% aciucares = ( HPLE n: F”"“"") x 100 Equagcio 3.9
A

Onde:

% aguUcares = concentragdo do agucar obtidos no HPLC (g/L);

Cr=fator de correcéo de cada componente;

ma = massa seca de biomassa utilizada na caracterizacéo (g);

VriLtrabo = Volume do hidrolisado filtrado corresponde ao valor de 0,5 L.

O célculo da concentracdo dos inibidores e &cidos organicos seguem a mesma equacgao
dispostas para os agucares, somente alterando os respectivos valores dos fatores de correcdo.

Os fatores de correcdo para cada componente encontram-se dispostos no Apéndice C.
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3.2.3.7 Determinacéo de teor de cinzas

O teor de cinzas totais na biomassa foi determinado utilizando cerca de 2 g de bagaco
base seca (in natura e pré-tratada). O processo de calcinacédo foi realizado em mufla em dois
ciclos, sendo o primeiro a temperatura de 300 °C por 1 hora em cadinho tarado e tampado, € 0
segundo & 800 °C por 2 horas, em cadinho sem tampa. Decorrido do tempo, a porcelana foi
resfriada até a temperatura ambiente em dissecador a vacuo, e logo, pesada. Para a
determinacdo das cinzas contidas na lignina insollvel, determinadas nos procedimentos
anteriores, foi utilizada a mesma metodologia. A porcentagem de cinzas foi calculada pela
equacéo 4.0.

Cinzas = (%) x 100 Equacéo 4.0

A

Onde:

mc = massa de cinzas (g);
ma = massa da biomassa base seca utilizada (g);

Cinzas= teor de cinzas (% m/m).

3.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma técnica versatil e imprescindivel em
varios campos da ciéncia como geologia, eletrdnica e engenharia dos materiais. O microscépio
eletronico é um instrumento de alta resolucdo e com capacidade de ampliacdo em até 300.000x.
Diferentemente da microscopia comum que utiliza fétons, o MEV utiliza um feixe fino de
elétrons que quando emitidos, interagem com a superficie das amostras resultando em uma série
de radiag0es, tais como elétrons secundarios, elétrons retro espalhados e raios-X caracteristicos.
Estas radiacOes sdo captadas e convertidas em imagens que exibem as caracteristicas
morfoldgicas da amostra.

A técnica de microscopia eletrdnica de varredura foi utilizada na analise morfolégica do
bagaco de cana de agucar, apés os pré-tratamentos. A micrografia do bagago in natura foi
gerada visando melhor comparagdo com as micrografias obtidas com o bagaco pré-tratado. As
analises foram realizadas Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - Fundagdo Oswald Cruz
(FIOCRUZ) em microscopico eletronico modelo Denton Vaccum LLC Desk IV. As amostras,

inicialmente, foram metalizadas com 10 mm de ouro em atmosfera de argonio por 300



60

segundos, com vacuo de aproximadamente 500 Mtorr em equipamento Joel JSM-6390 1.0 com
tensdo de 12 kv, produzindo fotons de 4.500 keV. O angulo de incidéncia foi de

aproximadamente 38 deg e aproximacao de 500 X.

3.2.5 Espectroscopia por Infravermelho

A espectroscopia por refletancia difusa na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (DRIFTS) é uma técnica importante de analise quimica que permite deteccdo de todos
0s comprimentos de ondas simultaneamente, e proporciona uma maior qualidade na resolucéo
dos espectros. E uma ferramenta ttil no controle de qualidade, na identificacio e caracterizago
de amostras, que em virtude de serem constituidas de moléculas e atomos sdo capazes de
interagir e absorver a radiacdo eletromagnética. Os grupos funcionais das moléculas séo
caracterizados por ligagdes quimicas com forcas e tipos diferentes, que quando submetidas ao
calor, radiacdo infravermelha (1V), sofrem vibracdes intramoleculares devido a variacdo do
momento dipolar. Cada grupo funcional interage de maneira diferente com a onda
eletromagnética emitida. Quando a onda € absorvida, as moléculas se excitam e apresentam trés
tipos de energia: eletronica, rotacional e vibracional. A radiagdo infravermelha detecta a energia
vibracional, e a converte em bandas espectrais. As posicdes das bandas sdo representadas em
nimeros de onda (cm™) e comprimentos de onda (m) que geralmente encontram-—se entre 4000
- 40cm™ (em micrémetros: 2,5 - 25 um) denominado regido de infravermelho médio. Na
espectroscopia IV a intensidade das bandas, sinal analitico/ruido, pode ser codificado pela
absorbancia ou transmitancia, sendo a absorbancia a quantificacdo da energia absorvida da
radiacdo emitida, e transmitancia a fracdo da radiacdo transmitida.

Para a avaliacdo do pré-tratamento quimico combinado do bagaco de cana de agUcar, o
DRIFTS foi util na investigacdo qualitativa das alteracdes sofridas pela biomassa com a
solubilizacdo e/ou remocdo da lignina e hemicelulose. Os grupos funcionais existentes no
bagaco in natura foram identificados visando melhor analise das modificacGes do bagaco
quando submetido ao pre-tratamento. Na Tabela 10 sdo apresentadas atribuicfes tipicas dos
grupos funcionais para os principais componentes da biomassa lignocelulosica. As anélises
foram realizadas na Universidade Federal da Bahia (UFBA) em um Espectrofotdmetro modelo
IR Prestige 21 Shimadzu com registro espectral na regio 4000 - 400 cm™, acumulando 45

leituras com 4 cm-1.



Tabela 10 Atribuicges tipicas dos componentes da biomassa lignocelulésica
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Faixa de absorcgéo (cm™) Grupos Funcionais Atribuicéo
3640-3200 Vibragdo de deformagrflp axial OH (alcoois Celulose
e fenois)
3000-2840 Deformagao axial (ée::;lanos (tipico CHz e Extrativos e celulose
1870-1540 Deformgt_;ao axial de C=0 (qmdos Hemicelulose
carboxilicos, cetonas e aldeidos)
1610-1516 Vibracdo da quinona e dos anéis Lignina
aromaticos
i Vibragdo de deformag&o angular no L .
1420-1330 plano OH (fendis). Deformacio CH Lignina e carboidratos
1400-1200 Vibracdo de deformacéo grupos acetatos Hemicelulose
Estiramento C-O-H de alcoois primarios
e secundarios.  Estiramento de ligagdes .
1200-1000 glicosidicas. Vibragdo C-O-C de anéis Celulose e hemicelulose
aromaticos
i Deformagdo das ligagdes C-O (éter) e -
1170-1114 deformacéo de OH de alcoois primarios Celulose e lignina
1150-1085 Deformagdo axial de éteres alifaticos Lignina
900-675 Vibracgdo angul{ar CH de anéis Lignina
aromaticos
600-420 Deformacdo angular dos derivados do Lignina

benzeno

Fonte: Silverstein, 2006

3.2.6 Termogravimetria

A termogravimetria (TGA) é uma técnica termoanalitica caracterizada por medir a

variacdo da massa da amostra em funcdo da variagdo de tempo ou temperatura. Isto permite a

determinacdo da umidade, temperatura de decomposi¢cdo dos componentes da amostra

(estabilidade térmica), e a estimativa dos parametros cineticos nas reacdes de oxidacdo,
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combustdo e desidratacdo, por exemplo. Esta técnica pode ser classificada de acordo como a
andlise é conduzida, podendo ser: isotérmica onde a variagdo de massa é registrada em funcao
do tempo, a temperatura constante, semi-isotérmica por meio do aquecimento da amostra a
temperatura constante até que haja variacdo de massa, e dindmica por aguecimento da amostra
a uma variagdo de temperatura pré-determinada. Sendo esta ultima a mais usual devido a maior
rapidez e precisdo na obtencg&o dos resultados, e por isso a utilizada nas analises deste trabalho.

A analise téermica diferencial (DTA) registra os efeitos das transformagdes com ou sem
variacdes de massa, pela diferenca de temperatura. As mudancas de temperatura sdo causadas
pelas transicdes térmicas, reacdes endotérmicas e exotérmicas provocadas por mudanca de fase,
fusdo, sublimacéo, vaporizacao, reacdes de decomposicédo, oxidagéo entre outros.

Esta técnica foi Gtil na verificacdo da estabilidade térmica do bagaco pré-tratado frente
ao in natura, assim como a determinacdo da sua temperatura de decomposi¢do. Também foi
possivel a identificacdo dos eventos endotérmicos e exotérmicos quando fracdes de lignina e
hemicelulose sdo removidas do bagaco in natura. As condi¢Ges das analises termogravimétricas
seguiram os procedimentos descritos por Yang e colaboradores (2007) e Cruz e colaboradores
(2014) que estudaram os materiais lignocelulésicos com e sem pré-tratamento. Para este
trabalho, as analises foram realizadas no Laboratério de Catélise e Meio Ambiente na
Universidade Salvador (Unifacs) em termobalanca da Shimadzu modelo DTG-60. Foram
utilizadas no maximo 5 mg de bagaco com intervalo de temperatura 25- 800 °C, e taxa de

aquecimento de 20 °C/min em atmosfera inerte de Nitrogénio com vazéao de 100 mL/min.

4.0 RESULTADOS E DISCUSSOES

A avaliacdo dos efeitos causados apds o pré-tratamento combinado (&cido e alcalino
oxidativo) do bagaco € através da analise da composic¢do quimica, onde foram quantificados o0s
teores dos componentes estruturais (celulose, lignina e hemicelulose) e ndo estruturais (cinzas).
Analises texturais compreendidas em estudo do aspecto visual, por fotografias, e por MEV
pelas quais verificaram-se, respectivamente, as alteracdes na coloracdo e na morfologia do
bagaco apos a acdo quimica. Analise estrutural pelo DRIFTS para a identificacdo das mudancas
na estrutura quimica apos o pré-tratamento, e analises térmicas com TGA e DTA para o estudo
do perfil de decaimento méssico a e as transi¢des térmicas sofridas, ambas, pela degradacdo da

matéria organica.
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4.1 Determinagéo do teor de umidade

A deteccdo do teor de umidade é uma medida indireta da eficiéncia do processo de
secagem do bagaco ap06s os procedimentos. Para 0s processos de caracterizagdo quimica do
bagaco da cana, a umidade é um fator de grande influéncia por propiciar a proliferacdo de
micro-organismos e por facilitar a auto hidrdlise de componentes. Sendo assim, imprescindivel

a sua determinacéo e controle. Na Tabela 11 estdo os resultados obtidos.

Tabela 11 Teor de umidade das amostras

Condicbes do bagaco (Lé;:ﬁ?ge)}
Bagaco in natura 9,36
0,75% H2S0O4a 105 °C + H,0; 7,5% 80 °C 8,87
0,75% H»S04a 120 °C + H,0, 7,5% 80 °C 8,90
1,45% H»S04 a 105 °C + H,0, 7,5% 80 °C 8,47
1,45% H,SO4 a 120 °C + H,0, 7,5% 80 °C 8,91

Percebe-se que para o0 bagaco in natura e pré-tratado, o teor de umidade encontrou-se
abaixo de 10%, indicando que o processo de secagem foi eficiente, e que o material esta
adequado para as andlises subsequentes. Morando e colaboradores (2014) encontraram 9,44%

(m/m) e Maziero e colaboradores (2012) 10% (m/m) para o bagaco da cana de agUcar.

4.2 Caracteriza¢des quimica do bagaco in natura

A caracterizacdo do bagaco in natura foi importante pois com os dados obtidos foi
possivel verificar as variagbes da composi¢do quimica apds o pré-tratamento. As anélises foram
realizadas em duplicatas para maior confiabilidade dos resultados. A composicdo quimica do
bagaco in natura, assim como 0 comparativo entre as composi¢des encontrados por outros

autores estdo dispostos na Tabela 12.
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Tabela 12 Comparacdo da composi¢édo quimica de diferentes amostras de BCA

Composicao massica (%)

Componentes

Presente estudo Rabelo et al. (2014)  Rocha et al. (2011) Gomez et al. (2010)
Celulose 39,58 39,60 45,5 37,35
Hemicelulose 20,50 23,90 27,0 23,66
Lignina 22,57 25,80 21,10 25,10
Cinzas 0,91 3,80 2,20 1,79
Outros 16,44 7,0 4,2 12,1

A composi¢do do material lignoceluldsico varia de acordo com a espécie da cana, e
condicBes de colheita, tempo de corte, métodos de estocagem e processamento o qual foi
submetido. Isso justifica as variacGes das composicdes entre 0s bagacos encontrados. Quanto
ao teor dos componentes estruturais estdo de acordo com os resultados reportados em literatura.
Quanto as cinzas, € observado que foi obtido uma composi¢do massica inferior aos encontrados
pelos outros autores. Esta diferenca pode ser atribuida as sucessivas lavagens pelo qual o bagago
foi submetido durante todo o processo. Fengel e Wegener (1989) ratificam tal atribuicdo, por
relatarem que as cinzas e 0s extrativos podem ser facilmente removidos da biomassa
lignocelulésica por acdo de solventes e solucBes aquosas, pois geralmente sdo constituidos de

minerais e espécies como proteinas e sais inorganicos que séo sollveis em agua.

4.3 Caracterizacdes quimica do bagaco preé-tratado

Para a caracterizacdo do bagaco pré-tratado é importante salientar que os pré-tratamentos
possuem um rendimento reacional, e este precisa ser considerado nos calculos. Entéo, para cada
condicgéo de pré-tratamento multiplicou-se a composi¢cdo massica de cada componente, obtida
com a caracterizacgdo, pelo respectivo rendimento massico do pré-tratamento. Dessa forma, é
possivel obter uma correlagdo entre as porcentagens, possibilitando analisar na mesma base
massica as alteragdes do bagaco pré-tratado frente ao bagaco in natura.

Assim, como ocorreu no bagaco in natura, o balango de massa das composi¢des massicas
ndo alcangou 100%. Isso pode ser atribuido a ndo quantificagdo de compostos organicos
(extrativos), proteinas e outros agucares e &cidos provenientes da hemicelulose como a manose
e galactose. Contudo, Marabezi (2009) justificou que analise de composi¢do de materiais

lignocelulosicos € dificultada pela intensa associacdo entre as macromoléculas (lignina,
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celulose e hemicelulose). Durante os métodos analiticos da caracterizagdo quimica, fraces de

lignina e polissacarideos, as vezes, permanecem como residuo junto as fragdes isoladas de cada

componente, dificultando assim, a sua quantificacdo. O balanco massico inferior a 100% ¢é

também influenciado, se o nimero de etapas ou analises individuais é elevado, causando

sobreposicao de resultados, combinados com erros individuais.

4.3.1 Pré-tratamento acido

As Tabelas 13 e 14 apresentam os resultados obtidos somente quando o bagaco foi

submetido ao pré-tratamento acido. Nelas percebe-se que a quantidade de celulose aumenta em

relacdo a sua composicao no bagaco in natura ja apresentada. Isto € um indicativo do aumento

proporcional da cadeia celul6sica em relagéo a remocao/ solubilizacdo do demais componentes.

Tabela 13 Caracterizagéo quimica do BCA ap06s o pré-tratamento 4cido

Pré-tratamentos

Composicdo massica do BCA (%)

Rendimento
massico (%)

Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
0,75% H,S0,a105°C 39,14+ 0,11 16,77 £ 0,21 26,05+0,09 0,57+0,01 91,74
0,75% H>S0, a 120 °C 45,57 + 0,04 13,88 + 0,10 26,58 +0,45 0,75%0,02 77,35
1,45% H,S0O4a 105 °C 46,18 + 0,18 13,07 + 0,08 2474+ 0,47 0,79%0,01 80,56
1,45% H,SO,a120°C 46,88+0,12  12,89+0,20 23,02+0,39 0,74+0,01 79,37




66

Tabela 14 Comparativo da composi¢do quimica do BCA in natura e a composicdo corrigida do BCA ap06s
pré- tratamento acido

Composigdo massica do BCA (%)

Pré-tratamentos

Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
Bagaco in natura 39,58 20,50 22,57 0,91
0,75% H>S04 a 105 °C 35,91 15,38 23,90 0,52
0,75% H>S04 a 120 °C 35,24 10,74 20,56 0,58
1,45% H>SO4 a 105 °C 37,20 10,53 19,93 0,63
1,45% H>SO4 a 120 °C 37,21 10,23 18,27 0,59

E possivel inferir que o acido sulfurico apresentou maior tendéncia na remoco dos
acucares da hemicelulose e pouca influéncia na celulose e lignina. A hemicelulose por possuir
uma estrutura celular amorfa é logo hidrolisada. A lignina, por sua vez, pode interagir com
acido com a ruptura de ligacGes éster e éter do complexo lignina-carboidrato, propiciando a
formacdo de compostos de baixo peso molecular (pseudo-ligninas) que se redistribuem na
parede celular, de modo a torna-la mais acessivel aos processos posteriores.

A andlise da eficiéncia do pré-tratamento do acido sulfarico do bagaco sé foi possivel a
partir da quantificacdo da solubilizacdo dos componentes estruturais apds a a¢do quimica como
mostrado na Figura 19. Nela, verifica-se que para todas as condicBes de pré-tratamento acido
ocorreu remocdo de média de 45% da fragdo hemicelulésica. Para Agbor e colaboradores
(2011) a remocdo de, pelo menos, 50% da hemicelulose j& é suficiente para aumentar
significativamente a digestibilidade da celulose.

Quanto a cadeia celulosica os resultados revelaram que o pré-tratamento acido néo a
degradou de forma extensiva, com exce¢do da condigdo 0,75% (v/v) e 105 °C onde foi
observado uma solubiliza¢do de 17% da celulose. Isso pode ser explicado pela acéo acida na
regido amorfa da celulose e, também pela formacdo de compostos inibidores que a degradou.
Para a producédo do E2G esta perda massica da celulose ndo € interessante.
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Com relacgdo a lignina pdde observar que o pré-tratamento acido conseguiu remover no
maximo 17,7% da lignina, correspondendo a condi¢do &cida mais severa (1,45% (v/v) H2SO4
a 120 °C). Esse resultado ja era esperado devido a baixa interacdo do acido com os compostos
fenolicos presentes neste componente. Além disso, nesta mesma condi¢do é observado uma

baixa perda méssica da celulose (5,8%) resultado positivo para a produgdo do E2G.

Figura 19 Percentual da perda massica dos componentes majoritarios do bagaco ap6s o pré-tratamento
acido
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As biomassas ap0s serem submetidas ao pré-tratamento acido encontraram-se com alto
teor de lignina em sua composicao. A lignina durante a hidrolise enzimatica, por exemplo, pode
ser absorvida na superficie da enzima diminuindo a sua atividade e, durante a fermentagéo os
compostos fendlicos desativam a acdo das leveduras. Sendo assim, a etapa de deslignificagédo
é imprescindivel.

4.3.2 Pré-tratamento combinado

Uma fracdo do bagaco pré-tratado acido foi submetido ao pré-tratamento alcalino. Os
resultados da caracterizacdo quimica e os rendimentos massicos obtidos para cada condigdo

estdo disponibilizados na Tabelas 15 e Tabela 16.



Tabela 15 Caracterizagéo quimica do BCA ap6s pré - tratamento combinado
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Pré-tratamentos

Composigado méssica do BCA (%)

Rendimento
massico (%)

Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
&Zgz/;gg/fggaoé% C*  6500+072  1550+120  7.48+014 085+003 50,30
,3;2520/;’5'1;]8?3 ?Clzo Tt 69,07+ 0,0 922+004  10,60+0,02 078+00 50,28
ﬁfg:’/"?gﬁzggié‘)?’ Ct 67774067  1247+095  664+028 051006 48,16
1A% HS042120°C+ 00 00 u 001 809+061  11,88+003 088+002 50,64

H.0, 7,5% 80 °C

Tabela 16 Comparativo da composi¢ao quimica do BCA in natura e a composi¢do corrigida do BCA apos

pré - tratamento combinado

Pré-tratamentos

Composicao massica do BCA (%)

Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
Bagaco in natura 39,58 20,50 2257 0,01
0,75% H,SO4 a 105 °C +
H,0, 7,5% 80 °C 34,73 4,63 5,33 0,39
0,75% H,S0O4a 120 °C +
H,0, 7,5% 80 °C 32,69 7,84 3,76 043
1,45% H,S0,4 a 105 °C +
H,0, 7,5% 80 °C 32,64 6,00 3,20 0,24
0, o
1,45% H,S0,4 a 120 °C + 35.97 410 502 oas

H.0, 7,5% 80 °C

O pré-tratamento com é&cido diluido seguido do peroxido de hidrogénio alcalino

estudado nesse trabalho ndo gerou residuos sélidos, especialmente na etapa alcalina, porque a
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decomposic¢éo do perdxido de hidrogénio sé gera agua e oxigénio e, a pouca quantidade de agua
necessaria para a neutralizagdo do bagaco pré-tratado. Esses fatores séo relevantes a nivel
industrial, pois principalmente o minimo consumo de agua é muito desejado, em virtude do alto
custo envolvido. Assim como no pré-tratamento &cido, no pré-tratamento combinado também
foi feita a analise da solubilizacdo dos compostos majoritarios presentes no bagaco. Na Figura
20 é mostrado o percentual das fracGes lignocelulosicas solubilizadas, perda massica, apds o
pré-tratamento combinado.

A solubilizacdo dos componentes macromoleculares apds o pré-tratamento combinado
revela que houve uma efetiva remocdo da hemicelulose e lignina. Em média 72% (m/m) da
hemicelulose e 80% (m/m) da lignina presentes no bagaco in natura foram removidos,
indicando que o material remanescente apresenta majoritariamente celulose em sua composi¢ao
com minimas quantidades dos compostos que atuariam como inibidores nas etapas posteriores
da hidrdlise e fermentacdo. Ao realizar o pré-tratamento &cido e alcalino sequenciado, Kim e
Kim (2013) obtiveram uma deslignificagdo de 70% (m/m) e remocdo de 83% (m/m) de
hemicelulose, enquanto Wang e colaboradores (2014) tiveram remocao média de lignina em
78,6% (m/m) e hemicelulose 98% (m/m).

Com relagdo a composicao da celulose no bagaco in natura, o efeito do pré-tratamento
combinado ndo provocou a sua degradacdo em grande extensdo, sendo o percentual massico
maximo igual a 17,4% para o pré-tratamento a 0,75% H>SO4 105 °C seguido de 7,5% H.0:
80 °C. Neste trabalho, a solubilizacdo média da celulose para as quatro condi¢bes de pre-
tratamento combinado foi igual a 15,5% (m/m), sendo ainda inferior ao valor reportado por
Wang e colaboradores (2014) que encontraram 29% (m/m) e Haripriya e colaboradores (2014)
com 50% (m/m). Segundo Nada e colaboradores (2009), a celulose é composta de uma fase
15% amorfa, esta pode ter sido degradada com o pré-tratamento combinado deste estudo. A
existéncia da fase amorfa da celulose facilita os processos de hidrolise enzimatica devido a

maior acessibilidade das enzimas.
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Figura 20 Percentual perda massica dos componentes majoritarios do bagaco apds o pré-tratamento

combinado
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O resultado mais significativo do pré-tratamento combinado quando ocorre a minima

perda da cadeia celul6sica, aliada a alta solubilizacdo da lignina e hemicelulose foram para as

temperaturas de pré-tratamento &cido iguais a 120 °C. Nesta temperatura, a condicdo mais

severa do &cido (1,45% (v/v)) resultou em uma polpa pré-tratada com alto teor de celulose

(71,04 % m/m), como pdde ser visto na Tabela 15, devido a efetiva solubilizacdo/ perda da

camada protetora formada pela lignina (73,3% m/m) e hemicelulose (80% m/m).

Na literatura foram encontrados trabalhos semelhantes que utilizaram o pré-tratamento

combinado em biomassas lignoceluldsicas. Com o intuito da melhor comparacéo entre 0s

resultados obtidos com este estudo e os dispostos em literatura a Tabela 17 esta apresentada.
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Tabela 17 Resultados obtidos com o pré-tratamento combinado por diferentes autores

Pré-tratamento

Autores Combinado

Vantagens

Desvantagens

Solubilizacéo de 60,9%
hemicelulose e Remo¢éo de
75,7 % lignina.

H20- alcalino + Exploséo a

Chen H. et al., 2008
vapor

H,S0;, diluido + Micro-
ondas

Solubilizacéo de 80-98% de

Chen W. et al., 2012 :
hemicelulose.

Solubilizacdo de 98% da
hemicelulose e Remocéo
78,6% (m/m) lignina.

HsPO4 concentrado + H20;

Wang et al., 2014 .
alcalino

Longo tempo reacional
(120 horas).

Gasto energético.
Né&o afeta a lignina.

Corroséo dos equipamentos.
Degradacdo 29% m/m celulose

Nos estudos apresentados foi verificado uma eficiente remogéo da lignina e

hemicelulose, porém também elevado gasto energético e alta degradacdo da celulose, sendo

este Gltimo indesejado quando visa-se a producdo de E2G. Neste trabalho, a biomassa pré-

tratada apresentou uma rica fracdo celulésica, o que a torna susceptivel a ocorréncia das etapas

posteriores de sacarificacdo, aliada a condi¢cfes amenas de operacdo, baixa precipitacdo de

residuos solidos e ndo corrosao de equipamentos.

4.3.3 Producéo de furfural e 5-HMF

Os inibidores de fermentacdo sdo importantes condicionantes para a eficiéncia das

etapas de sacarificacdo enzimatica, pois eles sdo responsaveis por impedir a atividade de

enzimas e micro-organismo. Dentre eles, o furfural e o 5-hidroximetilfurfural séo os principais.

Na Tabela 18 estdo apresentadas as concentracOes (g/L) das duas substancias inibidoras

presentes na fracdo solida do bagaco apos o pré-tratamento combinado.



72

Tabela 18 Producéo dos inibidores com o pré-tratamento combinado

Concentracdo Furfural Concentragao
Condigoes (/L) 5-Hidroximetilfurfural
J (g/L)
PT: 0,75% H,S04 a 105 °C
+ H,0, 7,5% 80 °C 0.03 0,02
PT: 0,75% H2S04 a 120 °C
+ H,0, 7,5% 80 °C 0.02 0,02
PT: 1,45% H,S04 a 105 °C
+ H20, 7,5% 80 °C 0,02 0,01
. 0, [}
PT: 1,45% H,SO4a 120 °C 0,01 0,01

+ H20, 7,5% 80 °C

Ao analisar a Tabela 18 percebe-se que a condicdo mais branda de pré-tratamento
combinado a 0,75% H>SOs 105 °C seguido de 7,5% H>O> 80 °C produziu uma maior
concentragdo de furfural e 5-hidroximetilfurfural, enquanto que para a condigdo mais severa
1,45% H2S0O4 120 °C seguido de 7,5% H20 80 °C esta produgéo foi minima. A producédo da
substancia inibidoras pode ser atribuida a condicdo desfavoravel do pré-tratamento, ou a
problemas no armazenamento e/ou refrigeracdo do material para as andlises. Os resultados
encontrados nesta analise corroboram com os resultados obtidos com a caracterizacdo dos
componentes majoritarios, onde a condicdo mais branda do pré-tratamento provocou maior

degradacéo da celulose.

4.4 Analises texturais do bagaco

4.4.1 Aspectos visuais do bagaco preé-tratado

O pré-tratamento do bagaco de cana promoveu variagdes na coloracdo da biomassa
como pode ser visto na Figura 21. Ao ser submetido ao pré-tratamento acido a biomassa tornou-
se mais escura, quando comparado ao bagaco in natura. Isto é atribuido a acdo acida no
rompimento das ligacbes do complexo lignina-carboidrato e a formacdo de produtos de
degradacdo dos polissacarideos. Tanto a lignina soltvel quanto os compostos furfural e 5-

hidroximetilfurfural liberados, apresentam coloracdo marrom escura. Quando o bagaco €



73

submetido ao pre-tratamento combinado é evidenciada uma nitida mudanca na coloragdo. O

bagaco tornou-se mais claro, indicativo da remocéo da lignina.

Figura 21 Aspecto macroscopico das alteragdes do bagaco in natura (A), pré-tratado acido (B), pré-
tratado acido + alcalino (C)

Fonte: Propria

Outra alteracéo fisica observada foi o0 aspecto mais desintegrado do bagaco apds o pré-
tratamento combinado, quando comparado ao bagaco submetido somente ao pré-tratamento
acido, o que propiciou uma maior absorcdo de 4gua pela biomassa. Esse comportamento pode
ser justificado pela diminuicdo da cristalinidade da celulose, que permite uma maior abertura
da sua estrutura e maior poder de hidratacdo deste componente devido a sua maior
acessibilidade. Gould e Freer (1984) verificaram tais alteracdes fisicas, ao realizar o pré-
tratamento da palha do trigo com o perdxido de hidrogénio alcalino.
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4.4.2 Analises MEV

O uso do microscopio eletrénico de varredura é Gtil na identificacdo das alteracdes
morfologias do bagaco quando submetido aos processos de pre-tratamentos citados. Na Figura
22 sdo apresentadas micrografias do bagaco in natura e nelas verifica-se a existéncia de uma
estrutura vegetal bem organizada com fibras lisas, compactas e sem nenhuma ruptura. Essa
caracteristica € atribuida a presenca da barreira vegetal, formada pela lignina e hemicelulose,

que recobre toda a cadeia celulésica.

Figura 22 Micrografias do bagaco de cana in natura

X500, 50ym ' Fiocruz

Na Figura 23, mostra-se as alteracdes sofridas pelo bagaco apds o pré-tratamento &cido.
O é&cido sulfarico atua na remocéo de grande parte da fracdo hemiceluldsica e diminuicdo das
ligagBes lignina-carboidrato. As micrografias apresentam uma estrutura menos compacta, com
fissuras nas fibras e aumento da area superficial. As rupturas da estrutura celular, indicadas
pelas setas vermelhas, s6 sdo evidenciadas no pré-tratamento a temperatura de 105 °C (Figura
23A e 23C. Quando realizado o pré-tratamento acido a temperatura de 120 °C (Figuras 23B e
23D) foram observadas a formacédo de agregados amorfos, identificadas pelas setas amarelas,
que diminuem a resisténcia da fibra a etapa posterior de hidrélise. Em relagdo a concentracdo
do &cido sulfarico é possivel inferir que para a maior concentracdo (1,45% (v/v)) a
desestruturacdo do bagaco foi mais significativa. Estes resultados podem ser atribuidos ao
cardter mais agressivo da maior temperatura e maior concentracdo acida durante o pré-

tratamento.
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Figura 23 Micrografias do bagaco ap6s o pré-tratamento acido

i

Fictruz &

Micrografias PT &cido: (A) bagaco pré-tratado a 0,75% H2SO4 e 105 °C (B) bagago pré-tratado a 0,75%
H2SO4 e 120 °C (C) bagaco pré-tratado & 1,45% H2SO4 e 105 °C (D) bagaco pré-tratado a 1,45% H2SO4 e
120 °C

Para todas as micrografias referente ao bagaco submetido ao pré-tratamento combinado
(&cido seguido do alcalino) disponiveis na Figura 24 é possivel visualizar uma relevante
desestruturacdo da fibra in natura, e a perda da camada protetora com a solubilizacéo / perda
massica, principalmente, da lignina e hemicelulose. O pré-tratamento combinado quando
ocorre com o acido sulfurico mais diluido (0,75% (v/v)) ha predominantemente dois tipos de
efeitos: a abertura de fendas ou canais, indicado pela seta amarela na Figura 24A, e formacéo
de uma parede celular estratificada, ou seja, em varias camadas, identificado pela seta branca

na Figura 24B. J& quando a condigdo 4cida é mais severa é observada um tecido vascular
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fraturado na Figura 24C pela seta vermelha. E a formagé&o de agregados amorfos mais definidos
visto na Figura 24D pela seta laranja.

Figura 24 Micrografias do bagaco ap6s pré-tratamento combinado

X500  50pm _*Fiocruz

Micrografias do PT combinado: (A) bagago pré-tratado a 0,75% H2SO4 105 °C + H20:2 7,5% (v/v) (B)
bagago pré-tratado a 0,75% H2SO4 120 °C + H20: 7,5% (v/v) (C) bagago pré-tratado a 1,45% H2SO4 105
°C + H202 7,5% (v/v) e (D) bagaco pré-tratado a 1,45% H2SOs 120 °C + H202 7,5% (v/v)

Por se tratar de uma analise qualitativa, com o0 MEV nao foi possivel verificar diferencas
nitidas entre o bagago ap0s os pré-tratamento acido, e apos o pré-tratamento combinado. No

entanto, € verificado que os pré-tratamentos provocaram mudancas significativas na estrutura e
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morfologia do bagago. Os resultados da microscopia mostram que a condi¢do mais severa do
pré-tratamento apresenta uma polpa celulésica na forma de agregado amorfo corroborando com
a extensiva solubilizacdo dos componentes, que fornecem resisténcia e rigidez estrutural a
biomassa. A formacdo de fissuras e a abertura de fendas também colaboram com a maior
acessibilidade da celulose as etapas posteriores de sacarificacdo enzimatica devido a maior area

superficial.

4.5 Analises estruturais do bagaco

A espectroscopia por reflexdo difusa no infravermelho com Transformada de Fourier
(DRIFTS) é uma excelente ferramenta na analise quimica de biomassas lignocelul6sicas, por
ndo ser destrutiva, e requerer minima preparacdo da amostra. Ela foi empregada para a
identificacdo dos grupos funcionais, tais como alcoois, &cidos carboxilicos, cetonas e aneéis
aromatico, existentes no bagaco in natura e bagaco pré-tratado. Em virtude da sua estrutura
vegetal ser complexa, as bandas espectrais identificadas foram atribuidas aos trés componentes
principais: lignina, hemicelulose e celulose. Na Figura 25 sdo mostrados os espectros do bagaco

antes, e apds o pré-tratamento combinado obtidos neste estudo.

Figura 25 Espectros IV do bagaco in natura e ap6s os pré-tratamento combinado

in natura
—— PT:H,S0, 0,75%105°C + H,0,7,5% 80°C|

4
—— PT:H,S0, 0,75%120°C + H,0,7,5% 80°C
—— PT:H,S0, 1,45%105°C + H,0,7,5% 80°C
— PT:H,S0, 1,45%120°C + H,0,7,5% 80°C
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Na Figura 25 sdo identificados seis intervalos de nimero de ondas (1 a 6) referentes aos
grupos funcionais presentes na biomassa lignocelulésica. Na Tabela 19 séo apresentadas o valor

maximo dos numeros de onda para cada intervalo identificado.

Tabela 19 Valores maximos dos nimeros de ondas do espectro 1V

Picos N° de ondas méaximos
1 3340
2 2898
3 1721
4 1605
5 1250
6 830

Com o espectrograma apresentado € possivel identificar seis bandas espectrais
especificas e atribui-las aos grupos funcionais existentes no bagaco. Os picos situados na banda
larga 3640-3200 cm* sdo referentes a vibragéo axial da hidroxila (OH), e esté relacionada a
presenca de alcoois e fenois com ligacdo de hidrogénio. Estes grupos funcionais podem ser
atribuidos a celulose e a lignina. Ja os picos registrados entre 3000-2840 cm™* sdo referentes a
deformacdo axial de alcanos, normalmente grupos metil e metilenos (CHz e CH2). Séo
predominantes na celulose e nos extrativos, presentes em maior propor¢do no bagaco in natura.
Os espectros do bagaco pré-tratado também apresentaram estes grupos funcionais, mas a
intensidade da absorbancia foi menor. Isso € positivo, pois ratifica os resultados da
caracterizagdo anterior, o qual mostra preservacdo da fracdo celuldsica apos o pre-tratamento
combinado. Marengo e colaboradores (2013) atribuiram também estes grupos funcionais a
banda espectral supracitada.

Para todas as condicOes de pré-tratamento combinado houve a anélise do pico em 1721
cm? referente ao estiramento das carbonilas (C=0), vibrac@es de acidos carboxilicos e cetonas.
Tais grupos sdo caracteristicos da hemicelulose. (SILVERSTEIN, 2006) Nota-se que este pico
desaparece ap0s o0 pré-tratamento combinado, isto esta associado a reducdo percentual de
hemicelulose na biomassa, pois em funcéo da sua caracteristica amorfa a hemicelulose € mais

susceptivel a quebra das suas ligacoes.
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Em 1605 cm™, banda situada entre 1610-1516 cm™, é observado um pico estreito
relativo a vibragdo da quinonas (CeH4O2) e dos anéis aromaticos, atribuidos a lignina. E
observada uma nitida reducéo da intensidade na regido espectral do bagaco pré-tratado quando
comparado o bagaco in natura, indicando remocéo da lignina da biomassa. Outra atribuicéo
dos grupos aromaticos da lignina encontra-se no pico situado entre 900-675 cm™. Os resultados
mostram a presenca do pico em 830 cm™ do bagago in natura que logo desaparece apds as duas
etapas de pré-tratamento. Este é caracterizado pela deformacdo angular de ligacbes de
hidrocarbonetos (C-H) provenientes de grupos aromaticos da lignina.

O pico localizado na banda entre 1400-1200 cm™ é caracteristico da deformacdo dos
acetatos. (SILVERSTEIN, 2006). No espectrograma foi evidenciado um pico em 1250 cm™ o
qual pode ser caracterizado pelos grupos acetatos, predominantes em hemicelulose, por esta
possuir grupos acetil em sua estrutura. Apés as etapas de pré-tratamentos combinado houve o
desaparecimento deste pico, indicando que a fracdo hemicelul6sica removida foi significativa.

As anélises do DRIFTS permitiu avaliar as altera¢fes na estrutura quimica apds o pré-
tratamento combinado, e verificar que para todas as condi¢des foram encontradas evidéncias
da remocédo da lignina e hemicelulose no bagaco pré-tratado. Isso ocorreu por meio da reducéo
da intensidade da absorbancia quando comparado ao bagago in natura. Estes resultados
ratificam as analises da composi¢do quimica realizadas, as quais mostram a remoc¢do destes

compostos apds o pré-tratamento.

4.6 Analises térmicas

A analise térmica foi atil na determinacdo da estabilidade térmica da biomassa
lignocelulésica ap6s o pré-tratamento. Na Figura 26 apresenta-se o perfil do decaimento
massico para o0 bagaco in natura e o bagaco pré-tratado. Nela é possivel perceber que a
decomposic¢éo do bagaco in natura iniciou em torno de 250 °C, enquanto que para o bagaco
pré-tratado em aproximadamente 300 °C. A estabilidade térmica da celulose aumenta com a

remocao da lignina e hemicelulose, compostos menos estaveis.
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Figura 26 Comparativo curva TGA do bagaco in natura e bagaco pré-tratado

in natura

——PT:H_S0, 0,75% 105 °C + H_0_7,5% 80°C
—PT:H_S0,0,75% 120 °C + H_0_7,5% 80°C
——PT:H_S0, 1,45% 105 °C + H_0_7,5% 80°C
——PT:H_ S0, 1,45% 120 °C +H_0_75% 80°C
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Além disso, ainda € possivel perceber a existéncia de dois eventos de decomposicao. O
primeiro evento com temperaturas menores que 100 °C, cujo estéa associado a perda massica de
agua com a evaporacgdo. E o segundo evento ocorrendo na faixa de 250 — 500 °C referente a
decomposic¢éo da hemicelulose, celulose e lignina. No grafico TGA (Figura 26) fica claro que
0 bagago no segundo evento apresentou uma perda maéssica rdpida e abrupta. N&o foi
visualmente perceptivel a decomposi¢édo, de forma isolada, de cada constituinte da biomassa,
mas pode-se inferir que a hemicelulose por nédo ser cristalina possui uma menor temperatura de
decomposicéo que a celulose, e por isso, deve ser a primeira a ser degradada com a acdo térmica.
A lignina, por sua vez, foi a Gltima por possuir uma estrutura mais complexa. Segundo Yang e
colaboradores (2007) na decomposicdo de materiais lignocelulosicos, a hemicelulose é
degradada em temperaturas entre 220 — 315 °C, a celulose em 315 — 400 °C e a lignina em 150
— 800 °C. Sendo assim, 0 bagaco do presente estudo encontra-se dentro da faixa estabelecida

em literatura.
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Nas curvas de bagaco pré-tratado, em temperaturas superiores a 500 °C, ocorre um

decaimento massico lento. Zhao e colaboradores (2010) também observaram isto e, concluiram

que nesta fase ocorre a decomposicdo da D-glucopiranose, monémero oriundo da degradacgéo

da celulose, em grafite (carbono).

A Tabela 20 apresenta os valores de perda massica e temperatura de decomposicao do

bagaco in natura e pré-tratado encontrados para 0s dois eventos térmicos discutidos

anteriormente.

Tabela 20 Perda méssica e temperatura de decomposicao dos componentes do BCA in natura e pré-tratado

Temp. Perda Temp. Temp. Temp. Perda

Pré-tratamentos umidade massica Hemicel. Celulose Lignina  massica
(°C) (%) (°C) (°C) (°C) (%)
Bagaco in natura 54,15 4,53 312 392 402 82,05
0,75% H,SO4 a 105 °C
+ H,0, 7.5% 80 °C 67,78 2,93 300 360 436 82,26
0,75% H»S04a 120 °C
+ H,0, 7,5% 80 °C 50,50 4,45 284 346 436 77,27
1,45% H,S0,4 a 105 °C
+ H,0, 7.5% 80 °C 61,00 2,79 273 354 436 79,47
0 o

L45% H:50.2 120°C 5 o7 7,08 273 362 435 77,82

+ H202 7,5% 80 °C

As curvas de DTA mostradas na Figura 27 apresentam os processos entalpicos ocorridos

durante a degradacdo térmica, podendo ser endotérmicos e exotérmicos.
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Figura 27 Curvas DTA para o bagaco in natura e pré-tratado

—PT:H,SO, 0,75% 105 °C + 7,5% H,0, 80 °C

— PT: H,S0, 0,75% 120 °C + 7,5% H,0, 80 °C

— PT: H,S0, 1,45% 105 °C + 7,5% H,0, 80 °C

— PT: H,S0, 1,45% 120 °C + 7,5% H,0, 80 °C
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Os processos entalpicos sdo decorrentes da degradacdo de compostos organicos e
modificagdes das estruturas macromoleculares. A curva do bagaco in natura apresentou picos
mais intensos que as curvas do bagaco pré-tratado. Cruz e colaboradores (2011) também
verificaram 0 mesmo comportamento, e atribuiu a presenca dos compostos lignina e
hemicelulose na sua composicdo. Para todas as curvas foi observado um primeiro pico
endotérmico relativo a perda da umidade. No bagaco in natura existe uma maior interacao da
molécula de agua com a matriz polimérica, logo o pico é mais acentuado. Depois, sdo
visualizados picos endotérmicos caracterizados pela decomposicdo da hemicelulose e
degradacdo da estrutura cristalina da celulose, e por ultimo, um pico exotérmico referente a

degradacéo da lignina.
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5.0 CONSIDERACOES FINAIS

O etanol de segunda geracdo surge como uma alternativa promissora e, ndo competitiva
com a disponibilidade de alimentos, uma vez que utiliza como matéria prima os residuos
agroindustriais. Dentre as etapas de producéo, a etapa de pré-tratamento ainda ndo encontra-se
consolidada e representa um desafio por requerer desestruturacdo da parede celular e
preservacdo da celulose aliada a baixa demanda energética. Com o estudo apresentado, pode se
verificar que o bagaco da cana de acucar utilizado continha alto teor de celulose (38%), e que
0 pré-tratamento com acido sulfurico diluido mostrou pouco eficiente na remocao da lignina,
remoc¢do maxima de 17%, solubilizando preferencialmente a hemicelulose (44%) e uma parte
da cadeia celulésica, podendo esta estar atrelada a fase amorfa. O pré-tratamento combinado,
por sua vez, removeu seletivamente a lignina e a fracdo hemicelul6sica remanescente. Quanto
as condicdes de pré-tratamento, verifica-se que o pré-tratamento ocorrendo a concentragdo
acida de 1,45% (v/v) a 120 °C seguido do peroxido de hidrogénio alcalino a 7,5% (v/v) H20> a
80 °C é a condicdo mais adequada a producdo do E2G por permitir a maior exposi¢cdo da
celulose, nesta obteve-se baixa solubilizacdo da celulose (9,1 %) aliada uma remocédo em 80%
de hemicelulose e 73,3% da lignina, indicando que a biomassa agora encontra-se constituida
majoritariamente de celulose. No entanto, ao contrério do que era esperado, a condi¢do de pré-
tratamento quimico combinado mais branda (H2SO4 0,75% (v/v) a 120 °C + H20. 7,5% a 80
°C) propiciou a maior formacdo de compostos inibidores de fermentacdo, sendo estes
representados principalmente pelo furfural e 5-hidroximetilfurfural. A presenca destas
substancias acelerou a degradacao da celulose, e por isso tornou a biomassa pouco susceptivel
a hidrélise. As analises morfoldgicas e estruturais mostraram que houve alteraces
significativas na estrutura da bagaco pré-tratado, corroborando com os resultados obtidos com
as caracterizagdes quimicas. Foram observadas as formacGes de fendas e agregados amorfos no
bagaco apos o pré-tratamento, o que indicam maior acessibilidade das enzimas, devido a menor
rigidez da parede celular. Alteragdes fisicas do bagago, como perda da integridade fisica, e uma
coloracdo mais amarelada, quando comparado ao bagaco in natura também foram
evidenciadas. Por fim, as andlises térmicas indicaram que a remogao da lignina e hemicelulose
que a biomassa apresentou maior estabilidade térmica, fato que pode ser visto com a alteracédo
da temperatura de decomposicdo que aumentou de 250 °C para 300 °C. A perda massica
referente a matéria organica obtida com a termogravimetria entre 70 — 80% ratifica com

resultados obtidos com a caracterizacéo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Determinacéo do indice de cristalinidade da celulose do bagaco apds o pré-tratamento
combinado a partir da técnica de Difracdo de Raio X (DRX);

Caracterizar fisicamente o bagaco de cana-de-agUcar ap0s o pre-tratamento em relagédo
as propriedades como porosidade, grau de polimerizacao e area superficial, para assim

avaliar a influéncia destas propriedades na etapa da hidrolise enzimatica;

Quantificacao da glicose obtida apds a etapa de hidrolise enzimatica a partir do bagaco
da cana de acgucar pré-tratado com &cido sulfarico diluido seguido do perdxido de

hidrogénio;

Determinacdo da influéncia dos inibidores furfural e 5-hidroximetilfurfural na etapa de

fermentacdo alcodlica;

Estudo e determinacédo do potencial energético de outras biomassas lignocelulésicas e,

a sua aplicabilidade na obtencéo do etanol de segunda geracao.
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APENDICE A - Analise gravimétrica dos pré-tratamento combinado: ciclo secagem das
amostras pré-tratadas.

Condicgo: H2S04 0,75% (v/v) 105 °C  + H20, 7,5% (V/v) 80 °C

Amostras Massa inicial () Massa final (g) Média Desvio padrédo
Amostra 01 59,5946 5,0605
Amostra 02 79,4598 4,7407 4,9444 0,1445
Amostra 03 97,6535 5,0318

Condicgo: H2S04 0,75% (v/v) 120 °C + H20; 7,5% (V/v) 80 °C

Amostras Massa inicial () Massa final (g) Média Desvio padrédo
Amostra 01 74,4220 6,5104
Amostra 02 82,4805 6,4970 6,5092 0,0095
Amostra 03 78,4512 6,5203

Condigdo: H,SO4 1,45% (v/v) 120 °C + H,0; 7,5% (v/v) 80 °C

Amostras Massa inicial () Massa final (g) Média Desvio padréo
Amostra 01 54,010 6,3227
Amostra 02 85,3920 6,4383 6.4381 0.0942
Amostra 03 93,0399 6,5534

Condigdo: H2S041,45% (v/v) 105 °C + H,0; 7,5% (v/v) 80 °C

Amostras Massa inicial (g) Massa final (g) Média Desvio padrédo
Amostra 01 84,3083 5,9901
Amostra 02 79,6437 5,9300 5,9730 0,0306

Amostra 03 80,2458 5,9990
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APENDICE B - Fator de correcao dos componentes do BCA — determinacao dos

acucares

Os fatores de correcéo dos agucares e acidos organicos foram obtidos mediante a razao
entre as suas massas moleculares, e a massas moleculares dos seus respectivos polimeros

precursores (celulose e hemicelulose).

Mondmero Fator de correcéo Polimero
Glicose 0,90 Celulose
Celobiose 0,95 Celulose
Xilose 0,88 Hemicelulose
Arabinose 0,88 Hemicelulose
Acido Acético 0,72 Hemicelulose
Acido. Férmico 3,09 Celulose
Furfural 1,37 Hemicelulose

5-HMF 1,20 Celulose
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APENDICE C- Tratamento dos dados da caracterizacdo quimica do pré-tratamento

com H2SO4diluido

1. Pré-tratamento acido 0,75% (v/v) H2SO4 105 °C

Componentes Amostra 1 Amostra 2 Média Correcéo *
Celulose 39,24 39,03 39,14 35,91
Hemicelulose 16,97 16,56 16,77 15,38
Lignina 25,96 26,14 26,05 23,90
Cinzas 0,55 0,58 0,57 0,52

“Memoéria de calculo Celulose: (39,14 x Rendimento) = (39,14 x 0,9174 = 35,91)

2. Preé-tratamento acido 0,75% (v/v) H2SO4 120 °C

Componentes

Amostra 1

Amostra 2 Média Correcéo”
Celulose 45,52 45,61 45,56 35,24
Hemicelulose 13,98 13,78 13,88 10,74
Lignina 26,13 27,03 26,58 20,56
Cinzas 0,73 0,77 0,75 0,58

“Memoéria de céalculo Hemicelulose: (13,88 x Rendimento) = (13,88 x 0,7735 = 10,74)

3. Pré-tratamento acido 1,45% (v/v) H2SO4 105 °C

Componentes Amostra 1 Amostra 2 Média Corregdo”
Celulose 46,35 45,99 46,18 37,20
Hemicelulose 13,15 12,99 13,07 10,53
Lignina 24,27 25,21 24,74 19,93
Cinzas 0,79 0,77 0,79 0,62

“Memoria de célculo Lignina: (24,74 x Rendimento) = (24,74 x 0,8056 = 19,93)

4. Pré-tratamento acido 1,45% (v/v) H2SO4 120 °C

Componentes Amostra 1 Amostra 2 Média Corregdo”
Celulose 46,99 46,763 46,88 37,50
Hemicelulose 15,88 15,36 15,62 12,50
Lignina 23,41 22,634 23,02 18,42
Cinzas 0,75 0,7287 0,74 0,59

“Meméria de calculo Cinzas: (0,74 x Rendimento) = (0,74 x 0,7937 = 0,59)
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APENDICE D - Tratamento dos dados da caracterizacao quimica do pré-tratamento

combinado

1. Pré-tratamento combinado: 0,75% (v/v) H2SO4 105 °C + 7,5% (v/v) H202 80 °C

Componentes Amostra 1 Amostra 2 Média Corregdo”
Celulose 64,28 65,72 65,00 32,69
Hemicelulose 14,29 16,88 15,59 7,84
Lignina 7,62 7,34 7,48 3,76
Cinzas 0,88 0,83 0,85 0,43

“Memoéria de célculo Celulose: (65 x Rendimento) = (65 x 0,5030 = 32,50)

2. Pré-tratamento combinado: 0,75% (v/v) H2S04 120 °C + 7,5% (v/v) H20280 °C

Componentes Amostra 1 Amostra 2 Média Correcdo”
Celulose 69,07 69,07 69,07 34,73
Hemicelulose 9,25 9,18 9,21 4,63
Lignina 10,58 10,62 10,60 5,33
Cinzas 0,78 0,78 0,78 0,39

“Memoéria de céalculo Hemicelulose: (9,21 x Rendimento) = (9,21* 0,5028 = 4,63)

3. Pré-tratamento combinado: 1,45% (v/v) H2SO4 105 °C + 7,5% (v/v) H20280 °C

Componentes Amostra 1 Amostra 2 Média Correcdo”
Celulose 67,10 68,44 67,77 32,64
Hemicelulose 11,52 13,42 12,47 6,00
Lignina 6,37 6,92 6,64 3,20
Cinzas 0,56 0,45 0,51 0,24

“Meméria de célculo Lignina: (6,64 x Rendimento) = (6,64 x 0,4816 = 3,20)

4. Pré-tratamento combinado: 1,45% (v/v) H2SO4 120 °C + 7,5% (v/v) H20280 °C

Componentes Amostra 1 Amostra 2 Média Correcdo”
Celulose 71,25 70,83 71,04 35,97
Hemicelulose 7,48 8,70 8,09 4,10
Lignina 11,91 11,85 11,88 6,02
Cinzas 0,88 0,84 0,86 0,44

“Meméria de célculo Cinzas: (0,84 x Rendimento) = (0,86 x 0,5064 = 0,44)
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APENDICEE - Comparativo dos espectros do infravermelho entre o bca in natura,

pré-tratamento acido e pré-tratamento combinado

Espectro infravermelho do bagaco in natura e pré-tratado H2SO4 0,75% (v/v) T=105 °C + H202 7,5% (v/Vv)
T=80°C
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Espectro infravermelho do bagaco in natura e pré-tratado H2SO4 0,75% (v/iv) T=120 °C + H202 7,5%
(viv) T=80 °C
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Espectro infravermelho do bagaco in natura e pré-tratado H2SO4 1,45% (v/v) T=105 °C + H202 7,5% (v/Vv)

T=80°C
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APENDICE F Curvas TGA e DTA do BCA in natura e ap6s pré-tratamento combinado

Curvas TGA e DTA bagago in natura

Fora
—TGA
5 B 1 v
: Perds missica 82,049% do
5 P 392 *C :
4 4 s ’//402 c i +4-20
| 40
3
=
E 60 Z
<< g z
P % E
B -80
8
E
14 2 -100
-120
0L, ... B

1 I I T 1 L
100 200 300 400 500 600 700 800 900

Temperatura (*C}

Curvas TGA e DTA do bagaco pré-tratado H2SO4 0,75% (v/v) T=105 °C + H202 7,5% (v/v) T=80 °C

——TGA
— Y
L —_—_—_—————,,,
L 0
] —\_/: 87 °C Perda massica 82 264%
44 -20
3
_ | -40
g, g
— D
<t i <
o 13 60 5
L H
P2
0 E 80
@
[ = ]
1 =
"o
A
| < -100
e B -

1 r 1 T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 200

Temperatura (*C)



97

Curvas TGA e DTA do bagaco pré-tratado H2SO4 0,75% (v/v) T= 120 °C + H202 7,5% (v/v) T=80 °C
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ANEXO A - Ciclo completo da emissdo de CO: pela cana de agUcar.

Figura 1. Ciclo de emissdo de CO:2 pela cana de agucar

1) CULTIVO E COLHEITA:

Emissdo total: 2.961kg de CO;
O 0

Nota: Os valores das emissdes de CO2 sdo para cada mil litros de etanol produzido e consumido

No ciclo completo, a emissdo de

COs;, pelo etanol é 89% menor que

a da gasolina
Balanco Final
Fatores Massa de CO; (kg)
Emiss@es geradas de CO- 8.135
Emissdes reabsorvidas + evitadas de CO> 7.875
Emissdes geradas evitadas CO- 260

Emissdes com uso equivalente de gasolina

CO, 2.280

Fonte: UNICA, 2010



