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Resumo

A producéo de etanol a partir de biomassa lignoceluloésica é uma alternativa viavel
para os desafios e problemas ambientais ocasionados pelo uso excessivo de
combustiveis fosseis, além de satisfazer o conceito de biorrefinaria. O
desenvolvimento de métodos de pré-tratamento econémicos que tornem a estrutura
da biomassa lignocelulésica acessivel a enzimas, para que por meio da hidrélise
enzimatica sejam liberados agucares de 5 e 6 carbonos de forma eficiente € um dos
temas recorrentes da producdo de biocombustiveis a partir de materiais
lignocelulésicos. A presente pesquisa avaliou a aplicagdo de um fracionamento em
trésetapas para o bagaco de cana-de-agucar, pré-tratamento hidrotérmico seguido de
extracdo alcalina e oxidativo avancado em meio alcalino, para a producéo de etanol
de segunda geracéo (E2G) e biogas. As condi¢des do hidrotérmico utilizadas para se
obter o bagaco pré-tratado foram de 183°C, ~41 min e razéo liquido-sdlido (RLS) de
3,94 mL g*. Para investigar a deslignificacdo do bagaco de cana pré-tratado por
hidrotérmico foi utilizado um planejamento Doehlert, cujas condi¢cdes experimentais
foram avaliadas por meio das variaveis independentes carga de peréxido de
hidrogénio aplicada por grama de bagaco (g H20-> g BC?), RLS e tempo. Os efeitos
das variaveis independentes nas respostas teor de celulose, deslignificacdo e
conversdo enzimatica de celulose a glicose foram analisados no programa Statistica®
12. Elevados valores de deslignificacdo combinados com elevadas preservacdes de
celulose na fracdo solida e conversdo enzimatica foram obtidos a partir do uso de
baixas cargas de peroxido de hidrogénio e quantidades de agua. A condi¢ao otimizada
encontrada foi de RLS de 9,7 mL g, 0,3 g H.02 g BC! e tempo de 8 h, atingindo-se
um rendimento de 77,9% e uma conversdo enzimatica de 88,9%. Na etapa de
fermentacéo a etanol uma converséao de 89,4% foi alcancada, gerando a producéo de
150,5 kg etanol ton BC. Além disso, as correntes residuais do processo passaram
por um processo de digestdo anaerdbia, produzindo um total de
0,273 Nm® CH4 kg DQO™. Isto demonstra o elevado potencial bioenergético da
estratégia de fracionamento da biomassa adotada no presente estudo dentro do

contexto de biorrefinaria lignocelulésica.

Palavras-chave: bagaco de cana-de-agucar, fracionamento, pré-tratamento

hidrotérmico, pré-tratamento oxidativo avangado, etano de segunda geracao, biogas
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Abstract

The production of ethanol from lignocellulose biomass is a viable alternative to the
environmental challenges and problems caused by the excessive use of fossil fuels,
meeting the biorefinery concept. The development of economical pretreatment
methods that make the structure of lignocellulose biomass accessible to enzymes, so
that C-5 and C-6 sugars are released efficiently by enzymatic hydrolysis, is one of the
recurring themes in the biofuels production from lignocellulose materials. The present
study evaluated the application of a three-step fractionation strategy for sugarcane
bagasse (SB), that is, hydrothermal pretreatment followed by alkaline extraction and
advanced oxidative pretreatment in alkaline medium, for the production of second-
generation (2G) ethanol and biogas. The conditions used in the hydrothermal
pretreatment to obtain the pretreated bagasse were 183°C, ~41 min and liquid-to-solid
ratio (LSR) of 3.94 mL g*. A Doehlert design was used to investigate the delignification
of SB pretreated by hydrothermal pretreatment. The experimental conditions were
evaluated by means of independent variables, that is applied hydrogen peroxide load
per gram of SB (g H202 g SB!), LSR and time. The effects of the independent variables
on the responses cellulose content, delignification and enzymatic conversion of
cellulose into glucose were analyzed by Statistica® software. High values of
delignification combined with high values of cellulose preservation in the solid fraction
and enzymatic conversion were obtained from the use of low values of applied
hydrogen peroxide load and RLS. The optimized condition by the desirability tool of
the Statistica® was LSR of 9.7 mL g%, 0.3 g H202 g SB! and time of 8 h, leading to a
yield of 77.9% and an enzymatic conversion of 88.9%. In the fermentation step of
glucose into ethanol, a conversion of 89.4% was achieved, leading to a production of
150.5 kg ethanol ton SB. In addition, the residual liquid streams of the fractionation
process were submitted to anaerobic digestion processes, yielding a total of
0.273 Nm? CH4 kg COD. This demonstrates the high energy potential of the two-step
fractionation strategy of biomass proposed in the present study in a lignocellulosic

biorefinery context.

Keywords: sugarcane bagasse, fractionation, hydrothermal pretreatment, advanced

oxidative pretreatment, second-generation ethanol, biogas
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1. Introducéao

A crescente demanda global por energia e 0s consequentes impactos
ambientais como o aquecimento global, decorrentes de uma economia baseada em
um elevado uso de fontes de carbono fossil estédo entre as questdes mais relevantes
do século XXI (IPCC, 2014; EDIGER, 2019).

Em 2050, a demanda de energia global serd aproximadamente de duas a trés
vezes maior do que a atual, tornando improvavel que as reservas de combustiveis
fGsseis existentes sejam capazes de atender o mercado (SHARMA, GOSHAL, 2015).
Devido a isso, a producao de commodities e de combustiveis de origem fossil tende a
entrar em declinio, levando a uma crise do sistema atual e ao consequente aumento
continuo do preco de seus produtos, impactando principalmente os paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento (RASTOGI, SHRIVASTAVA, 2017). Sabe-
se que a combustdo de combustiveis fosseis € uma dos grandes responsaveis pelo
aumento da concentracdo de dioxido de carbono na atmosfera, juntamente com
incéndios florestais (HOOK, TANG, 2013). Além disso, um aumento da temperatura
média global diminui a solubilidade do dioxido de carbono nos oceanos, favorecendo,
portanto, a fixacdo de carbono na forma de carbonato de calcio. Por outro lado, o
fendbmeno de acidificacdo dos oceanos devido ao aumento da concentracdo de
dioxido de carbono atmosférico provoca a solubilizacdo do carbonato de célcio,
diminuindo a sua fixacdo nos oceanos e fazendo com que 0s organismos marinhos

tenham dificuldade de fixar o carbonato de calcio em suas estruturas.

Além de minimizar a dependéncia global por fontes de energia fossil, outro
desafio da sociedade moderna é reduzir a geracdo de residuos e efluentes. A
producdo mundial estimada de residuos e efluentes, em 2010, foi entre 7 e 10 bilhdes
de toneladas, sendo que metade da quantidade estimada foi originada em paises
industrializados, e 1,3 bilhdo em grandes centros urbanos (MOYA et al., 2017). A
maior parte dos residuos gerados € destinada as praticas de pouco potencial
econdmico, ou ndo possui controle em sua destinacéo, causando impacto ambiental
e econdbmico. Desta forma, torna-se necessario o gerenciamento sustentavel destes
residuos e efluentes, que além da correta destinagéo, favoreca a exploracéo de todo

seu potencial econdémico.
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Neste contexto, as biorrefinarias surgem como instalacdes industriais que, de
forma sustentavel, convertem biomassas lignoceluldsicas residuais em energia,
materiais e produtos quimicos, contribuindo para uma economia circular e também
para o uso de materiais de fontes renovaveis (XUAN et al., 2014). As biomassas
lignocelulésicas séo fontes renovaveis promissoras, devido a grande diversidade de
fontes e quantidade gerada e por ndo competir por mais terras agricultaveis utilizadas
para a producdo de alimentos. O uso integral dos residuos lignoceluldsicos
agroindustriais encaixa-se na segunda geracao de biorrefinarias, onde a geracgéo de
bioprodutos e biocombustiveis esta inserida em um contexto sustentavel e integrado.
Desta forma, os residuos lignocelulésicos podem ser utilizados para gerar produtos
de valor agregado, substituindo as fontes fosseis de energia e de insumos quimicos
(LIGUORI, FARACO, 2016).

Sendo um dos principais produtos das biorrefinarias, o etanol representa cerca
de 75% dos biocombustiveis utilizados, apresentando um crescimento em sua
producéo de 49,6 bilhdes de litros em 2007 para 97,3 bilhdes de litros em 2015 (RFA,
2016). Apesar de os residuos agricolas utilizados para producéo de etanol de segunda
geracao (E2G) serem abundantes e diversos, ainda existem desafios para converté-
los de forma eficiente e economicamente viavel em E2G, e, portanto, implementar
comercialmente a tecnologia. Isto deve-se as composicdes quimicas especificas de
cada tipo de biomassa vegetal e suas caracteristicas de recalcitrancia a sacarificacéo,
devido principalmente a protecao estrutural exercida pela lignina em relacéo a fracéo
de carboidratos que é utilizada para producédo de E2G (RASTOGI, SHRIVASTAVA,
2017).

A estrutura ordenada da celulose e a heterogeneidade composicional das
cadeias de hemiceluloses fazem com que seja necesséario a aplicacdo de pré-
tratamento(s) antes do processo de hidrolise enziméatica e fermentacdo dos
carboidratos em E2G. Desta forma, o custo do processo € elevado, o que torna mais
dificil sua aplicacdo em larga escala (SANCHEZ, CARDONA, 2008).

Os pré-tratamentos aplicados a biomassa lignocelulésica tém como obijetivo: i)
aumentar a area superficial e porosidade dos materiais lignocelulésicos, ii)
desconstruir sua estrutura de forma a possibilitar a liberagdo dos acUcares

fermentesciveis, iii) aumentar o acesso dos reagentes de hidrolise a celulose e iv)
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reduzir o grau de ordenagéo das cadeias de celulose. A escolha correta de uma ou
mais etapas de pré-tratamento pode ser determinante para que O processo seja
técnico e economicamente viavel. Neste sentido, deve-se levar em conta aspectos de
todo o processo, como o balanco de energia e 0os impactos ambientais (BHATIA et al.,
2012; RASTOGI, SHRIVASTAVA, 2017).

Duas das principais técnicas de pré-tratamento empregadas atualmente sao o
hidrotérmico, que possui vantagens técnicas em relacdo ao seu uso para a remogao
da fracdo de hemiceluloses da biomassa lignocelulésica, e o oxidativo que tem
apresentado bons resultados na remocao de lignina, sob condi¢gbes de temperatura e
pressdao ambiente ou moderadas sem a geracdo de inibidores comuns que
permanecem na superficie das fibras de celulose e que diminuem a eficiéncia da etapa
de hidrolise enzimatica e, consequentemente, da etapa de fermentacdo, como por
exemplo aqueles inibidores gerados em pré-tratamentos catalisados por acidos
(CORREIA et al., 2013; SUN, CHEN, 2008).

Desta forma, o presente trabalho visou avaliar o uso integral do bagaco de
cana-de-acUcar a partir do seu fracionamento em duas etapas, empregando uma
sequéncia de pré-tratamento hidrotérmico seguido de oxidativo avancado com
peroxido de hidrogénio em meio alcalino e também a producdo de E2G e biogas a

partir das melhores condi¢des otimizadas de fracionamento.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho foi estudar a aplicagcdo de uma estratégia de
fracionamento em bagaco de cana-de-acucar, utilizando pré-tratamento hidrotérmico
seguido de extracdo alcalina e pré-tratamento oxidativo avancado com peréxido de
hidrogénio em meio alcalino, como técnica de deslignificacdo, para producédo de
acucares fermentesciveis e E2G no contexto da biorrefinaria lignocelulésica. Além
disso, obter bioenergia por meio da producdo de biogas via digestdo anaerdbia das
correntes liquidas residuais dos pré-tratamentos.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar as diferentes condi¢cdes de pré-tratamento oxidativo avangcado com
peroxido de hidrogénio em meio alcalino (carga de peroxido de hidrogénio, tempo e
RLS) do bagaco de cana pré-tratado hidrotermicamente, nas variaveis resposta

deslignificacéo, celulose residual e conversado enzimatica de celulose a glicose;

2. Determinar os valores 6timos de carga de peroxido de hidrogénio, tempo de
reacdo e RLS a serem aplicados ao bagaco de cana-de-acucar advindo do pré-

tratamento hidrotérmico visando a producéo de E2G;

3. Avaliar a producédo de E2G a partir do hidrolisado enzimatico da fracdo solida
residual do fracionamento do bagaco de cana em trés etapas, via fermentacéo

alcodlica utilizando trés diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae;

4. Avaliar a producéo de biogas a partir das correntes liquidas residuais de cada
etapa do fracionamento, como forma de garantir um balanco de energia positivo que

torne viavel a aplicacdo das tecnologias otimizadas.
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3. Revisao da literatura

3.1 Residuos agroindustriais

As agroindustrias sdo centros de atividade industrial que beneficiam os
produtos gerados no setor agricola para os mercados de consumo, destinados aos
setores de alimentacdo, papel, téxtil, biocombustiveis, dentre outras atividades de
abastecimento da populagcdo. O processamento industrial destes produtos gera
diferentes tipos de biomassas vegetais residuais com elevado potencial energético e
econdmico de exploracao, que devem ser reaproveitadas e transformadas em novos

produtos de valor agregado, caso contrario podem gerar impactos ambientais.

Cascas de vegetais, materiais a base de papel usado, palha e residuos
produzidos durante a colheita de produtos agricolas, dejetos animais, residuos de
producédo e fabricacdo de alimentos sdo exemplos tipicos de residuos organicos
agroindustriais que podem ser reaproveitados, visando uma economia mais
sustentavel do ponto de vista ambiental (RUGGERI, TOMASSI, 2012).

Alguns destes residuos sao utilizados apenas para a cobertura e a adubacéo
de solos. A vinhaca, oriunda da producado de etanol de primeira geracédo (E1G), tem
sido usada na fertirrigacéo de solos agricultaveis, por exemplo. Em muitos casos, 0s
residuos agroindustriais sdo despejados em locais improprios ou incinerados para
geracao de energia para a prépria industria, o que pode acarretar em poluicdo caso o
processo nao seja devidamente implementado ou o residuo possua elevada carga

organica e presenca de compostos considerados téxicos (GORDON, 2002).

Sendo o Brasil um pais de base econémica agricola e um dos maiores
exportadores de commodities do mundo, o volume de residuos agroindustriais gerado
€ consequentemente elevado, e até 0 momento, pelo menos alguns deles séo vistos
como problemas ambientais. Na Tabela 3.1 sdo apresentadas as quantidades de

algumas producdes e suas projecdes tedricas de geracdo de residuos.
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Tabela 3.1: Produtos agricolas e seus residuos agroindustriais.

Produgéo Area Residuos
Produto 2017/18 colhida Coeficientes gerados/ano
(milhdes de (milhdes técnicos* (milhdes de
toneladas) de ha) toneladas)
Cang-de- 635.6 8.7 0,27 t bagago/t de 1716
acgucar cana moida
2,2a29tfolhas e
: talos/t gréos 11,4 (palha)
Milho 97.8 16,4 03209t 3,8 (sabugo)
sabugos/t graos
1,3a1,8thastes
e folhas/t graos
Arroz 12,3 2,0 0.22 t cascast 18,0
graos
. 1,4 thastes e
Trigo 4.3 1.9 folhas/t gréos 8.6
Café 2,9 2,2 1 tcascalt cafe 2,7
beneficiado
~ 0,04 t caules e
Algodao 3.8 0.9 folhas secas/ha 0,04
Soja 113,0 35,0 3adtde 140,0

residuos/ha**
Fonte: CONAB, 2018; *Dias et al., 2012; **Nogueira et al., 2000.

Pode-se observar por meio dos dados apresentados na Tabela 3.1 que todos
os produtos agricolas geram uma elevada quantidade de residuos relativos aos seus

beneficiamentos.

Devido a sua elevada produtividade, a cana-de-acUcar destaca-se como a
biomassa vegetal mais produzida no Brasil, apesar de ser a soja a cultura com maior
area de plantio. Apesar de ter tido a sua producao diminuida em 3,3% em relacéo a
safra passada, a cana-de-acUcar tem producdo estimada em 635,6 milhbes de
toneladas em 8,7 milhdes de ha para a safra 2017/18 (CONAB, 2018).

A producdo de cana-de-agucar é escoada em sua totalidade para unidades

sucroalcooleiras, onde 37,75% foram destinados para a producdo de acucar, e
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62,25% para a producdo de alcool combustivel (E1G), de acordo com estimativa da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) para a safra 2018/19 (CONAB,
2018).

De acordo com Dias et al. (2012), 0,27 toneladas de bagaco de cana contendo
50% de umidade sdo geradas para cada tonelada de cana-de-agucar processada,
evidenciando o grande volume gerado em todo territério brasileiro de biomassa

vegetal com potencial para reaproveitamento.

Atualmente, grande parte do volume de bagaco de cana-de-aglcar gerado nas
usinas sucroalcooleiras é destinado as caldeiras, onde esse residuo € queimado para
posterior utilizacdo da energia elétrica e do vapor gerados (BAETA, 2016). Portanto,
outras formas de exploracdo da matéria organica residual que possuem maior
potencial de geracao de energia deixam de serem aplicadas, diminuindo o balanco de
energia da agroindustria (ORLANDO et al., 2002).

Devido a sua composicdo majoritariamente constituida de carboidratos, os
residuos agricolas, como o bagaco de cana-de-acucar, apresentam grande potencial
para transformacdo em biocombustiveis, energia e produtos quimicos de elevado
valor agregado. Diferentes pesquisas tém demonstrado que podem ser produzidos
metano, hidrogénio, etanol celulésico (E2G), entre outros bioprodutos a partir de
conversdo microbiana dos carboidratos complexos contidos nos residuos
lignoceluldsicos (CANILHA et al.,, 2012; BANERJEE et al., 2011; MORONE et al.,
2018; SAHA, 2003; YU et al., 2015).

Na préxima secdo, serdo abordadas as diferentes formas de exploracédo dos
residuos organicos gerados nas agroindustrias e em outros setores produtivos, bem
COmo seu contexto energético e as problematicas globais que surgem neste comeco

de século XXI.
3.2 Bioenergia

Devido a constante expansao da populacdo mundial, as demandas por energia
do planeta tém aumentado. No decorrer do século XX, a exploracédo dos combustiveis
fésseis desenvolveu-se intensamente devido a muitas pesquisas que tornaram a

refinaria de petroleo, gas natural e carvao, uma inddstria extremamente rentavel para
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producéo de energia e diversos outros produtos de valor agregado, incluindo os de
quimica fina (NAIK et al., 2010).

Juntamente com o crescimento deste setor da industria, também tornou-se
evidente que o planeta Terra passa por drasticas mudancas climaticas, como o
agquecimento global, desertificacdes, aumento do nivel dos oceanos e da incidéncia
de desastres naturais, basicamente em razao de emissdes antropogénicas de gases
de efeito estufa, associados principalmente ao uso de combustiveis fésseis (WANG et
al., 2017). Aproximadamente 15 bilhdes de toneladas de gas carbdnico sdo emitidas
anualmente para a atmosfera terrestre a partir da combustédo de fontes de energia ndo
renovaveis (IPCC, 2013).

Somando-se aos efeitos adversos ao meio ambiente, as reservas de petroleo
e demais fontes fésseis tém tornado-se mais escassas, possibilitando o aumento da
tensdo entre diferentes paises pela dependéncia de regibes especificas e a
diminuicdo da seguranca energética em um futuro préximo (HOOK, TANG, 2013).
Desta forma, um dos objetivos mais importantes para o século XXI é a conversédo da
presente economia para uma economia biobaseada, ou seja, uma economia de base
em fontes alternativas de energia, necessariamente limpas e renovaveis. As energias
solar, edlica, hidrica e geotérmica sdo exemplos de fontes que podem ajudar a
humanidade a atingir tais metas. Além destas, existe um crescente interesse nos
produtos oriundos de fontes organicas para um desenvolvimento mais sustentavel dos
setores industriais da sociedade contemporanea. Estas fontes sdo chamadas de
biomassa vegetal ou lignocelulésica, e a energia proveniente delas de bioenergia,
sendo todo recurso renovavel, oriundo de matéria organica, que possa ser utilizado
na producao de energia. Constituindo, portanto, as Unicas fontes primarias renovaveis
adequadas para producdo de biocombustiveis liquidos e gasosos para o setor de

transporte a curto prazo.

A biomassa lignoceluldsica oferece fontes alternativas de materiais, energia e
combustiveis, com emissdo quase neutra de carbono, uma vez que as emissfes
geradas pela combustdo da biomassa sdo absorvidas da atmosfera durante seu
crescimento vegetativo (OSAMU, CARL, 1989; SHAFIEI et al., 2017), exceto pelo uso
de combustiveis fésseis no plantio, colheita e transporte. Desta forma, a biomassa

lignocelulésica contribui para a transicdo da atual economia para uma economia
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circular, podendo substituir os combustiveis fésseis em todos os mercados de energia:

geracao de calor, eletricidade e combustiveis para transportes (LEE, 2007).

A primeira geragdo de biocombustiveis liquidos esta atualmente bem
desenvolvida e é produzida principalmente a partir de acUcares obtidos de culturas
alimentares que contém amido e sacarose. Aproximadamente 50 bilhdes de litros de
biocombustiveis de primeira geracdo sao produzidos anualmente, com tendéncia de
crescimento, fazendo com que a quantidade de areas plantadas destinadas a este
tipo de producdo aumente (NAIK et al., 2010; LAURSEN, 2006). A utilizagdo dos
residuos gerados na producao e beneficiamento das culturas alimentares, bem como
de culturas agricolas em geral, para producdo dos chamados biocombustiveis de
segunda geracao, possui enorme potencial para aumento da produtividade por hecate
plantado. Estes tratam-se principalmente de materiais lignocelulosicos de baixo valor
agregado, do ponto de vista industrial, ndo alimenticios, originados de plantas e
gramineas, que podem diminuir significativamente a producdo de CO», a partir da

substituicdo dos combustiveis fosseis.

Porém, atualmente a producdo de combustiveis de segunda geracdo nao €
prontamente viavel do ponto de vista econdmico, devido as barreiras tecnologicas que
precisam ser ultrapassadas com aplicacédo de processos produtivos adequadamente
dimensionados e sustentaveis (RASTOGI, SHRIVASTAVA, 2017).

Para um correto dimensionamento dos processos para producédo de bioenergia
€ necessario o pleno conhecimento da matéria-prima de estudo. Na préoxima secao,
serdo discutidas as caracteristicas da biomassa lignocelulésica e seus principais

constituintes.
3.3 Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica é toda matéria vegetal, originada de florestas,
culturas agricolas e residuos oriundos de seus beneficiamentos industriais (CAl et al.,
2017). A maior parte das fontes bioldgicas de energia renovavel disponivel no planeta
Terra trata-se de material lignocelulésico, sendo os residuos agroindustriais e
agroflorestais os mais promissores, devido a sua abundéncia e seu relativo baixo

custo (VERTES et al., 2011). A composicao destes materiais é largamente variavel de
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acordo com a espécie vegetal da biomassa, o tipo de solo no qual foi produzida, idade
e fase de crescimento, indice de radiacdo solar e estresse hidrico (ZHANG, 2008).
Apesar disto, todas sao constituidas principalmente pelos biopolimeros celulose e
hemiceluloses e pela macromolécula lignina, além de pequenas quantidades de
extrativos (taninos, ceras, terpenos, flavondides, entre outros), sais minerais, e
metabdlitos secundarios (COLLARD et al., 2014).

Para um maior entendimento, pode-se observar o esquema geral da estrutura
da biomassa lignocelulésica apresentado na Figura 3.1, em que uma célula vegetal é
representada, bem como sua parede celular, e seus constituintes principais por meio

das microfibrilas e macrofibrilas de celulose.

Nas biomassas vegetais, a celulose € o constituinte presente em maior
guantidade na parede celular, seguido das hemiceluloses, responsaveis por uni-las
em microfibrilas e as interligarem a lignina, terceiro componente mais abundante (EK
et al., 2009). Desta forma € criada uma rede complexa de interligacdes que confere
ao vegetal forca estrutural (ROWELL, 2005).

A quantidade de cada um dos componentes de uma biomassa € de extrema
importancia para definicho dos processos e dos produtos a serem obtidos,
principalmente para os processos de conversdao bioquimica (MCKENDRY et al.,
2002). Na Tabela 3.2 sdo apresentadas as composi¢cdes, em termos de seus trés
componentes principais, de diferentes biomassas comumente exploradas

energeticamente.

Pode-se observar que as biomassas lignocelulésicas possuem uma grande
variacdo entre as suas composicdes, tornando evidente que para cada uma é
necessario um tipo diferente de processo e de pré-tratamento, bem como o

entendimento aprofundado de cada um dos trés componentes principais.
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Figura 3.1: Estrutura simplificada da biomassa lignocelulésica. Os hexadgonos na
lignina representam as subunidades: alcool p-cumarilico (H), alcool coniferilico (G) e
alcool sinapilico (S).
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Fonte: Adaptado de Streffer et al. (2014).

Tabela 3.2: Composicéo de diferentes biomassas lignoceluldsicas.

Biomassa

Celulose (%)

Hemiceluloses (%)

Lignina (%)

Alamo (hardwood)
Pinho (softwood)
Palha de trigo
Espiga de milho
Talo de milho
Palha de arroz
Casca de arroz
Bagaco de cana-

de-acucar

Palha de sorgo
Bagaco de malte

Gramas

Panicum virgatum

50,8-53,3
45,0-50,0
35,0-39,0
33,7-41,2
35,0-39,6
29,2-34,7
28,7-35,6

25,0-45,0

32,0-35,0
36,0-43,0
25,0-40,0
35,0-40,0

26,2-28,7
25,0-35,0
23,0-30,0
31,9-36,0
16,8-35,0
23,0-25,9
12,0-29,3

28,0-32,0

24,0-27,0
24,0-33,0
25,0-50,0
25,0-30,0

15,5-16,3
25,0-35,0
12,0-16,0
6,1-15,9
7,0-18,4
17,0-19,0
15,4-20,0

15,0-25,0

15,0-21,0
6,3-9,8

10,0-30,0

15,0-20,0

3.3.1 Celulose

Fonte: BAJPAI, 2016; CAl et al., 2017; ISIKGOR, BECER, 2015;
JORGENSEN et al., 2007.

A celulose € um homopolimero de cadeia linear constituido de unidades de

glicose que sao unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B(1—4). As moléculas de

glicose organizam-se por meio de unidade repetitivas do dimero celobiose, que é
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formado por duas moléculas de glicose ligadas entre si com a eliminacdo de uma
molécula de &agua, também por ligacdo glicosidica do tipo B(1—4) (LEWIN,
GOLDSTEIN, 1991).

Cada cadeia de celulose é formada por uma extremidade redutora, que contém
uma unidade de glicose que termina com um grupo hemiacetal (ou aldeido) no
carbono 1, e por uma extremidade nao redutora, com uma unidade de glicose
terminando com uma hidroxila livre no carbono 4. Isto ocasiona em uma conformacéo

do tipo #C; para as unidades de B-D-anidroglicose, como pode ser visto na Figura 3.2.

Figura 3.2: Fragmento de uma cadeia de celulose (d&tomos de hidrogénio omitidos
para maior clareza das estruturas).

OH OH
HO
HO

OH

N OH ¥ N ¥ A OH ¥ Y

Terminagéo ndo redutora (C-4) Unidade de B-D-anidroglicose (AGU) Terminagao redutora (C-1)
Fonte: OLSSON e WESTMAN (2013).

As agregacodes de cadeias individuais de celulose formam as microfibrilas,
mantidas de forma coesa por forcas de van der Waals e ligacdes intermoleculares de
hidrogénio (HARRIS et al., 2010). Esta forca de coeséo € essencial para a planta, uma
vez que as microfibrilas sdo mantidas imersas em uma matriz de carboidratos,
proporcionando estrutura rigida para a parede celular das células vegetais. As
ligac®es intermoleculares de hidrogénio entre as cadeias de celulose conferem certo
grau de cristalinidade a molécula, evitando que ela seja facilmente dissolvida em
solventes comuns (CHEN, 2014). Para que sua cadeia seja convertida em mondémeros
de glicose € necessaria uma etapa de hidrolise, que pode ser quimica por meio de
hidrélise acida ou bioquimica por meio de hidrélise enzimética. Entretanto, a presenca
de hemiceluloses e lignina dificulta a agdo de acidos e enzimas, seja pela ocorréncia
de reacg0fes indesejaveis ou pela dificuldade de acesso a celulose, sendo necessaria

uma etapa de pré-tratamento da biomassa para maximizacao da hidrélise quimica ou
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bioquimica. Entdo, os monossacarideos liberados na etapa de hidrolise podem ser
utilizados para producdo de E2G ou outros compostos quimicos de valor agregado,
tais como etileno, propeno, buteno, propileno, acidos acrilicos, poliésteres, acidos
organicos, entre outros (KUMAR et al., 2009).

3.3.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses séo biopolimeros heterogéneos ramificados e amorfos, com
cadeia principal constituida de pentoses (como xilose e arabinose) e ramificacdes
constituidas de hexoses (como glicose, manose e galactose) e acidos urdnicos
(ANWAR et al., 2014).

Elas estdo associadas a lignina por meio de ligacdes covalentes conhecidas
como LCC — complexo lignina-carboidrato, e com as microfibrilas de celulose por meio
de ligacbes de hidrogénio, sendo responsaveis pela ligacdo das microfibrilas
adjacentes, contribuindo assim para a rigidez da parede celular do vegetal
(BALAKSHIN et al., 2011; CHRISTOPHER, 2012).

Cerca de 20 a 30% do total de massa seca dos tecidos de xilema séo
constituidas de hemiceluloses, de composicdo heterogénea e variavel, dependendo
do tipo de planta e do processo de extracdo. As hemiceluloses contém xilanas (B-1,4-
D-xilose), mananas (B-1,4-D-manose), arabinanas (a-1,5-L-arabinose) e galactanas
(B-1,3-D-galactose). Na Figura 3.3 podem ser observadas as estruturas dos agucares

e derivados constituintes das hemiceluloses.

Figura 3.3: Estrutura dos acucares e substituintes presentes nas hemiceluloses
(d&tomos de hidrogénio omitidos para maior clareza das estruturas).
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Devido as suas caracteristicas estruturais, possuindo ramifica¢cdes na cadeia principal
com cadeias laterais curtas de diferentes agucares, as hemiceluloses apresentam
maior susceptibilidade as rea¢bes quimicas e bioquimicas do que a celulose. Seu
carater amorfo garante maior acessibilidade dos reagentes, facilitando principalmente
reacbes de hidrélise, como é o caso das reacBes que ocorrem durante pré-

tratamentos hidrotérmicos e &cidos (SAHA, 2003).
3.3.3 Lignina

A lignina € uma macromolécula de natureza aromética e polifendlica e de
elevada massa molar. E sintetizada a partir de polimerizacbes desidrogenativas de
trés subunidades principais: os alcoois fenilpropanoides p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico, cujas estruturas podem ser visualizadas na Figura 3.4, formando uma
estrutura amorfa com grandes quantidades de ligacdes intercruzadas (FENGEL e
WEGENER, 1984).

Figura 3.4: Principais unidades monomeéricas precursoras da lignina.

HO HO HO
H3CO H4CO OCH,
OH OH OH
Alcool p-curmarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Fonte: Fengel e Wegener (1984).

Devido ao elevado numero de combinacdes possiveis entre as diferentes
subunidades precursoras, a estrutura da macromolécula da lignina possui uma
complexidade mais elevada do que a celulose e as hemiceluloses, existindo diversos
modelos na literatura construidos a partir da analise de grupos funcionais e de andlises

espectroscopicas.

Na Figura 3.5 pode-se observar um modelo esquematico para a lignina de
madeiras moles (softwood) proposto por Fang e Smith (2016), embora a lignina do

bagaco de cana seja quimicamente mais parecida com a lignina de madeiras duras.
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Figura 3.5: Modelo estrutural para a lignina de madeiras moles.

N

0

Fragdo do
alcool p-cumarilico

OH

Fracdo do
alcool coniferilico

Fonte: Fang e Smith (2016).

A lignina é responsavel por unir as diferentes células vegetais, promover forca
compressiva aos tecidos das plantas e as fibras individuais e resisténcia contra a
deformacéo a parede celular (WYK, 2001). Sua estrutura desempenha importante
papel mecanico para o suporte das plantas, formando uma estrutura rigida e
hidrofébica que permite conducéo hidrica das regides inferiores as superiores das
plantas vasculares, e protecao contra insetos, microrganismos e patogenos (DEL RIO
et al., 2007; RUBIN, 2008).

3.3.4 Bagaco de cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-acUcar € gerado em grandes quantidades como um
subproduto da producédo de aclucar e E1G nas usinas sucroalcooleiras. As usinas
realizam a moagem da cana-de-acgUcar para o processamento do caldo resultante rico

em sacarose.

Trés fracdes principais constituem a cana-de-acucar, sendo fibras, solidos
soliveis e sdlidos insollveis, com percentuais que dependem do processo
agroindustrial aplicado. As fibras sdo constituidas em grande parte por uma fracédo
solida organica e uma fracdo que pode ser dissolvida em agua, sendo essa Ultima
composta principalmente de sacarose. A fracdo insoluvel € composta por celulose,

hemiceluloses e lignina e também de substancias inorganicas, como fragmentos de
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solo e minerais, e essa Ultima é influenciada diretamente pelo condicionamento do
manejo, da colheita e do processamento da cana-de-agucar. A composi¢ao da cana-
de-acUcar, que varia entre as espécies, € em média de 10-16% de fibras e 84-90% de
caldo, sendo deste, 10-25% de sélidos soluveis, 75-82% de agua e 0,8-1,8% de
inorganicos (CANILHA et al., 2012).

Na safra de 2018/19, o setor sucroalcooleiro gerou uma quantidade estimada
de 166 milhdes de toneladas de bagaco de cana, considerando que 0,27 tonelada de
bagaco de cana contendo 50% de umidade s&o geradas a cada tonelada de cana-de-
acucar processada (CONAB, 2018; DIAS et al., 2012).

Um uso comumemente aplicado aos residuos do processamento da cana-de-
acucar atualmente € a combustédo em caldeiras para producao de energia, sendo esta
utiizada na prépria agroindustria, na forma de vapor e bioeletricidade, e seu

excedente é geralmente entregue para concessionarias de energia elétrica para

aumentos nos lucros de operacéo da planta (COSTA et al., 2014).

Atualmente, ainda existe um enorme potencial inexplorado no caso do bagaco
de cana com relacédo a celulose e as hemiceluloses que constituem 70% de sua massa
em base seca. Ambas podem ser extraidas da fibra para posterior conversao em E2G
por enzimas especificas chamadas de hemiceluloliticas e celuloliticas. Ainda existe a
possibilidade de conversao dos acucares de hemiceluloses em xilitol, acido succinico,
biogas, entre outros produtos de maior valor agregado (NOVO et al., 2011; BAETA et
al., 2016). Assim, o bagaco de cana pode passar a ser considerado, de residuo e
subproduto, a um coproduto de elevado potencial e valor agregado da industria
sucroalcooleira (PANDEY et al., 2000).

Para realizar a utilizagcdo da fracdo polissacaridica do bagaco de cana é
necessario estudar técnicas para separacao de seus componentes macromoleculares
principais, celulose, hemiceluloses e lignina devido a sua forte associacdo e
recalcitrancia. A partir do correto dimensionamento de processos que explorem
integralmente a cana-de-acUcar, utilizando suas fracbes em processos térmicos,
biol6gicos e bioquimicos para a sua conversédo em bioenergia, torna-se possivel obter
produtos de maior valor comercial, além do tratamento responsavel de materiais que

de outra forma poderiam acarretar em impactos ao meio ambiente (SOCCOL et al.,
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2010). Este correto dimensionamento de processos de exploracdo da biomassa
lignocelulésica pode ser realizado em complexos fabris que integram maquinarios e
conhecimentos para a sua conversdao em biocombustiveis, energia e produtos

quimicos, e tém sido chamados de biorrefinarias lignocelulésicas (DIEP et al., 2012).

Na proxima secao, serdo discutidos alguns conceitos destes complexos fabris,

bem como os pré-tratamentos aplicados ao bagaco de cana no presente trabalho.
3.4 A Biorrefinaria

Nos ultimos anos, a crescente relevancia dos problemas ambientais
relacionados ao uso dos combustiveis fosseis, anteriormente comentados ao longo
do presente trabalho, e do desenvolvimento sustentavel tem direcionado os setores
de energia e as industrias de producédo de insumos quimicos para a exploracéo de
fontes renovaveis e limpas. Atualmente, o desafio da indUstria € o desenvolvimento
dos processos de exploracdo das fontes de energia alternativas renovaveis, de
maneira a torna-las economicamente viaveis, realizando a substituicdo gradual de
suas fontes de insumo e energia de origem fossil. A biomassa lignoceluldsica
apresenta um potencial promissor para esta finalidade, devendo entdo as plantas
industriais serem corretamente dimensionadas para explorarem ao maximo cada um

de seus principais constituintes (RAFAEL et al., 2008).

A biorrefinaria € um sistema industrial capaz de explorar o potencial energético
das diferentes biomassas (NAIK et al., 2010). De acordo com o National Renewable
Energy Laboratory - NREL, a biorrefinaria € uma instalacao industrial que integra
equipamentos e processos de conversdo da biomassa para producdo de
combustiveis, insumos quimicos e energia. Para tanto, € necessario um entendimento
profundo das tecnologias aplicadas, da quimica envolvida nos processos, e dos

desafios e problematicas ambientais e econémicas (NAIK et al., 2010).

Na Figura 3.6 é possivel observar o fluxograma béasico dos processos de
conversdo convencionais aplicados a biomassa, como os processos fisicos, quimicos,

biolégicos, térmicos ou combinacdes entre esses.
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Figura 3.6: Processos de converséo da biomassa.
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Fonte: Adaptado (NAIK et al., 2010).

O conceito inicial de biorrefinaria foi derivado das refinarias convencionais de
combustiveis fosseis, sendo analogo a esse, onde diferentes tecnologias séo
utilizadas para produzir mualtiplos produtos quimicos e combustiveis a partir do
petroleo (CHERUBINI et al.,, 2007). Nas biorrefinarias, tecnologias oriundas de
diferentes areas, como agricultura, engenharia, microbiologia e quimica, sdo aplicadas
em processos integrados com o objetivo de separar os principais constituintes da
biomassa em moléculas plataforma, como carboidratos, proteinas e 6leos, sendo
entdo realizada sua conversdo em produtos de elevado valor agregado (JIN et al.,
2018).

Na Figura 3.7 pode-se observar a relacdo existente entre as refinarias e as
biorrefinarias, onde a biomassa lignoceluldsica nas biorrefinarias substitui as fontes

fésseis nas refinarias convencionais.
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Figura 3.7: Esquema simplificado das cadeias de produc¢ao da biorrefinaria e da
refinaria de combustiveis fosseis.
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Fonte: Adaptado (CHERUBINI e JUNGMEIER, 2009; NAIK et al., 2010).

Ll

Assim como os combustiveis oriundos da biomassa lignocelulésica séo
classificados entre 12 e 22 geracdo, de acordo com sua matéria-prima, para as
biorrefinarias a classificacdo é feita da mesma forma. As biorrefinarias de 12 geracao
sdo aquelas dedicadas a exploracéo de graos alimenticios ou plantas ricas em amido
e sacarose, por meio de processos simples e de baixo custo, como as industrias de
acucar, de amido, de 6leos vegetais, entre outras. Estas possuem as desvantagens
de nao reduzirem drasticamente as emissdes de gases de efeito estufa comparadas
aos combustiveis fésseis, tendo algumas vezes um balanco de emissédo de carbono
ligeiramente inferior, devido aos impactos relacionados a colheita, maquinarios,
distribuicdo e principalmente de fertilizantes sintéticos (CRUTZEN et al., 2008). Além
disso, em geral a matéria-prima utilizada por esta classe de biorrefinarias corresponde
a somente cerca de 1% da biomassa vegetal disponivel, sendo grande parte do
restante constituida de materiais lignocelulésicos que nédo séo facilmente acessiveis
pelos mesmos bioprocessos (KAMM, KAMM, 2004).

Portanto, torna-se evidente, que a substituicdo dos combustiveis e produtos de
fontes fosseis por produtos de biorrefinarias de 12 geracéo € insustentavel do ponto
de vista ambiental. As biorrefinarias de 22 geracdo utilizam matérias-primas néo
alimenticias, como madeira, gramineas e graos ndao comestiveis, ou subprodutos de
outros processos produtivos, como licor negro, palhas, cascas e bagacos.

Consequentemente, as biorrefinarias de 22 geracdo possuem o potencial de produgéo
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sustentivel de insumos quimicos, materiais e energia. Para isso, sS40 necessarios
processos mais avancados tecnicamente, permitindo uma maior valorizagdo da
biomassa por meio da exploracdo de todos seus constituintes. Os gargalos
tecnologicos desta classe de biorrefinarias estdo na variacdo composicional das
matérias-primas, nos elevados custos dos processos produtivos e sua adequacao

operacional para a finalidade de cada etapa (OZDENKCI et al., 2017).

Devido as propriedades de recalcitrancia dos materiais lignoceluldsicos
utilizados nas biorrefinarias de 22 geracdo conferirem dificuldade em sua exploragéo,
etapas de pré-tratamento precisam ser utilizadas para viabilizarem os processos que

envolvem sua biodegradacéo e bioconversao.

Na proxima secao serao discutidos os pré-tratamentos aplicados a biomassa

no presente trabalho e seu contexto tecnologico.
3.4.1 Pré-tratamentos aplicados a biomassa

Como citado anteriormente, a celulose e as hemiceluloses sdo compostas de
acucares na forma de polissacarideos e podem ser hidrolisadas para fornecerem
acucares fermentesciveis. A lignina forma uma camada protetora que recobre os
polissacarideos protegendo-os de degradacbes bactericidas e fungicidas. Desta
forma, a lignina impede em grande parte que ocorra a hidrélise da celulose e das
hemiceluloses, fazendo-se necessaria uma etapa de pré-tratamento que promova a
despolimerizacao da lignina e a diminuicéo da recalcitrancia de todo material para que
a bioconversdo do mesmo em acucares fermentesciveis seja facilitada (BALAN et al.
2009; ADSUL et al. 2011). Uma grande quantidade de pré-tratamentos de diferentes
tipos tem sido desenvolvida, entre métodos fisicos, quimicos, biologicos e
combinados, que alteram a estrutura do material lignocelulésico e a danifica de
diferentes maneiras (ALVIRA et al. 2010; GEDDES et al. 2011). Apds a remocéao da
lignina e a consequente diminuicdo da recalcitrancia do material, que ocorre de
maneiras diferentes entre os pré-tratamentos, a celulose e as hemiceluloses podem
passar pelo devido tratamento para liberacdo de aguUcares fermentesciveis, como
pode ser observado no esquema apresentado na Figura 3.8 (CHATURVEDI, VERMA,
2013).
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Figura 3.8: Esquema ilustrando a ruptura das interacdes entre os trés principais
constituintes da biomassa lignoceluldsica pela aplicagdo de um pré-tratamento a
mesma.
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Fonte: CHATURVEDI, VERMA, 2013.

Logo, os objetivos principais dos pré-tratamentos, combinados ou néo, séo:
remocao de lignina, diminuicdo da cristalinidade da celulose, aumento da porosidade
da estrutura e separacao/fracionamento de seus constituintes (ZILLIOX, DEBEIRE,
1998). Um pré-tratamento eficiente atinge seus objetivos com um minimo de perda de
massa de acUcares e producdo de inibidores para as etapas subsequentes, sendo
viavel ambiental e economicamente (SUN, CHENG, 2002; SINGH et al., 2014). Uma
ampla gama de métodos, como hidrotérmico, explosdo a vapor, acido catalisado,
organossolve e alcalino tém sido desenvolvidos, e podem ser categorizados de acordo

com a Tabela 3.3.
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Tabela 3.3: Algumas técnicas de pré-tratamento mais utilizadas.

Pré-tratamento

Observacoes

Referéncias

Mecanico

Promove a reducédo do grau de polimerizacdo da biomassa. Pode ser utilizado antes de
processos de hidrélise do material lignocelulésico visando o aumento de rendimento nas etapas
de hidrolise; reduz o tempo de residéncia em processos de digestdo anaerdbia aumentando a
taxa de digestdo; minimiza a producdo de compostos inibidores; apresenta uma elevada
demanda de energia e na grande maioria das vezes precisa estar associado a outros pré-
tratamentos para se obter elevados rendimentos.

Ramos, 2003;
Alvira et al., 2010

Térmico

Em determinadas condi¢cbes pode promover boa solubilizacdo das hemiceluloses e de parte da
lignina; adequado para utilizacdo da fracao hemiceluldsica para geracdo de produtos de valor
agregado; caso nado seja otimizado pode produzir grande quantidade de compostos fendlicos;
condicdes severas de pré-tratamento podem provocar a condensacao e precipitacao de lignina
soluvel, além de aumentar a producédo de alguns produtos de degradacéo dos acgucares C5 e
C6, tais como furfural (FF) e 5-hidroximetil-2-furfural (HMF); temperaturas superiores a 250°C
devem ser evitadas para minimizar a chance de reacdes de pirdlise.

Bobleter, 1994;
Baéta et al., 2016;
Hao et al., 2017

Exploséo a
vapor

Pode ser usada para desconstrucdo da biomassa lignocelulésica; parte das hemiceluloses é
hidrolisada formando &cido acético e acido formico; os tratamentos envolvendo o vapor podem
levar a producédo de compostos como FF, HMF e compostos fendlicos em elevadas quantidades;
requer elevadas temperaturas e pressdes, o que culmina na necessidade da construcédo de
reatores especiais que suportam condicfes extremas de pressao e temperatura.

Laser et al., 2002;
Martin et al., 2018

Acido
catalisado

A solubilizacdo das hemiceluloses e a precipitacdo de lignina solivel sdo mais pronunciadas
durante o pré-tratamento utilizando acidos fortes quando comparado ao pré-tratamento usando
acidos fracos; a maior vantagem € a elevada solubilizagéo de hemiceluloses; existe grande risco
de ocorrer a formacao de produtos de degradacao volateis; em alguns casos a técnica usando
acido forte pode néo ser atrativa para os bioprocessos, haja vista a acentuada formacédo de
compostos inibidores e a elevada depreciagdo dos equipamentos; o pré-tratamento empregando
acido forte diluido é uma técnica promissora, uma vez que a depreciagdo dos equipamentos €
menor e é possivel minimizar as reacdes secundarias que ddo origem aos compostos toxicos.

Cassini et al., 2006;
Akpinar et al., 2010;
Canilha et al., 2011

Alcalino

As primeiras reagfes séo de hidrolise, capazes de romper as ligages existentes entre lignina e
os carboidratos das hemiceluloses; o rompimento das ligagbes de intercruzamento entre 0s
componentes da biomassa lignocelulésica provoca um aumento na porosidade e area
superficial, o pré-tratamento pode ser realizado em temperatura ambiente ou em elevadas
temperaturas; boa compreenséo acerca das variaveis de processo devido ao longo histérico de
aplicacdo; necessidade de reatores feitos com materiais que suportam ataque basico.

Hendriks, Zeeman,
2009;
Lei et al., 2010;
Zhang, Yang, 2011
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Devido aos objetivos do presente trabalho de fracionamento da biomassa
lignocelulésica a partir de dois tipos de pré-tratamentos combinados em sequéncia,

uma maior atencao sera dada a estes em especifico nas sec¢des seguintes.
3.4.1.1 Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico € uma das técnicas de pré-tratamento térmico
com maior possibilidade de aplicacdo na industria, em que utiliza-se agua como
solvente e reagente para as reacdes de hidrélise, sem a necessidade de adicdo de
produtos de quimicos, tornando o processo ambientalmente e economicamente
atraente. O processo utiliza agua em elevadas temperaturas (150-200°C), com
elevadas pressodes (10-20 bar), geradas a partir da vaporizacédo da agua em reatores
pressurizados, sem a necessidade de uso de aco especial, devido ao menor poder
corrosivo do meio reacional, para manter o meio reacional em estado liquido
(ROGALINSKI et al., 2008; BAETA et al., 2016). Em elevadas temperaturas, a agua
penetra na estrutura da célula vegetal da biomassa lignocelulésica, hidratando a
celulose, solubilizando parcialmente as hemiceluloses devido a despolimerizacao das
cadeias dessa macromolécula e modificando quimicamente a estrutura da lignina por
meio de reacdes de hidrolise e condensacéo. Desta forma, esse pré-tratamento é
efetivo para aumentar a acessibilidade das enzimas e microrganismos as cadeias de
celulose (substrato), além de possuir como principal mérito a separacéo da fracao de
hemiceluloses da celulignina (celulose e lignina), e seu uso racional por meio da
recuperacdo das pentoses solubilizadas no hidrolisado (fracdo liquida). Esse preé-
tratamento possui baixa geracdo de inibidores nos hidrolisados, como furanos e
compostos fendlicos, quando comparado aos pré-tratamentos que utilizam valores de
pH mais baixos, como explosdo a vapor e acido catalisado (VANWALSUM et al.,
1996).

A sua eficiéncia esta diretamente relacionada com o tipo de biomassa
lignoceluldsica disponivel, e com a sua respectiva composi¢cdo quimica (quantidade
de grupos acetila nas hemiceluloses) e também as propriedades estruturais. Além
disso, as condi¢Oes otimizadas para cada biomassa estardo intimamente relacionadas
a finalidade do pré-tratamento (QIAO et al., 2011).
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O pré-tratamento hidrotérmico funciona com base no aumento da constante de
ionizacdo da agua (Kw) pelo aumento da temperatura, diminuindo o valor de pKw e,
portanto, proporcionado uma reacao de auto-ionizagdo da dgua maior com liberacdo
de ions hidrénios (H30*) no meio reacional. Devido as ligaces éter (glicosidicas) entre
as unidades de [(-D-xilose nas cadeias de xilana nas hemiceluloses serem
susceptiveis ao rompimento, os ions H3O* causam despolimerizacdo das xilanas e
também a clivagem dos grupos acetila por uma reacdo de hidrolise autocatalisada,
iniciando a liberacéo de acidos organicos, como pode-se observar na Figura 3.9.

Figura 3.9: Exemplo de reacao de hidrélise da ligagéo glicosidica entre as unidades

de B-D-xilose nas cadeias de xilana das hemiceluloses.
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Fonte: RUIZ et al., 2017.

Primeiramente, ocorre a liberacdo de &cido acético via hidrélise éacido
catalisada dos grupos acetila ligados as unidades de B-D-xilose nas cadeias de xilana

nos primeiros instantes da reacéo, e entdo o 4cido acético liberado auxilia na reagéo
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de hidrdlise das ligacdes glicosidicas das cadeias de xilana das hemiceluloses,
liberando oligossacarideos sollveis no meio. Apds esta etapa, mondmeros de
acucares sao liberados a partir dos oligossacarideos soluveis (RUIZ et al., 2017).
Como o pré-tratamento ocorre em condi¢c6es mais brandas de acidez, a possibilidade
de degradacdo dos monémeros de agucares em inibidores furanicos € minimizada,
apesar de nao ser inexistente (ZHENG et al., 2014; BAETA et al., 2016).

A clivagem das ligag@es lignina-carboidrato ocorre em fragmentos de baixa
massa molar e elevada reatividade, solubilizando-os em reacdes rapidas (LORA e
WAYMAN, 1980; LESCHINSKY et al., 2009). Em condi¢des de reacdo mais severas,
os produtos de degradacdo dos acucares (furanos) juntamente com oS compostos
fendlicos sollveis no meio reacional, podem se condensar por meio de reacdes de
repolimerizacéo, conferindo efeitos negativos as propriedades da lignina para sua
posterior utilizacdo e também em sua reatividade frente a uma segunda etapa de
deslignificacdo (RUIZ et al., 2017).

Devido a presenca de ions carbénio na lignina, podem ser formadas ligacbes
carbono-carbono entre suas unidades fenilpropanicas por meio de reacbes de
condensacao, o que dificulta a obtencdo de uma elevada eficiéncia em um processo
posterior de deslignificacdo convencional, como por exemplo os processos kraft, soda
e organossolve. Fragmentos com menor massa molar podem passar para fora da
célula vegetal, onde no meio reacional ndo possuem elevada solvéncia, levando a
formacédo de gotas esféricas de lignina, conhecidas como droplets, que se aderem a
superficie das fibras por meio de forcas de van der Waals (MUURINEN, 2000; BAETA
et al., 2016). A formacdo de gotas de lignina € atribuida a elevada temperatura
aplicada no pré-tratamento hidrotérmico que € proxima da temperatura de transicao
vitrea da lignina (Tg), 0 que ocasiona na fusdo da lignina, e na sua consequente
mudanca de estado fisico rigido para viscoso, ocasionando em seu escoamento da
lamela média para o [imem de célula, funcionando posteriormente como uma barreira
para enzimas hidroliticas (ARAYA et al., 2015; KO et al., 2015; RODRIGUEZ-ZUNIGA,

2015).

O rompimento das ligagbes éter do tipo a- e B-alquil-aril na lignina com a
geracdo de ions carbbnio ocasiona em reacdes de condensacdo na lignina néo

somente pela formacgéo de novas ligagbes carbono-carbono, mas também pela reacao
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desta com furanos, oriundos da degradacéo de acucares C5 e C6, levando a formacéo
de uma lignina quimicamente modificada de maior dificuldade de remocé&o (KO et al.,
2015; CARVALHO et al., 2016).

Portanto, € de suma importancia a definicdo de condicbes de pré-tratamento
hidrotérmico que minimizem a condensacao de furanos e a repolimerizacdo de lignina,
devido ao aumento da dificuldade de despolimerizar a lignina em reacbes de maior
severidade (CARVALHO et al., 2016). Outra opcao torna-se a aplicacdo de pré-
tratamentos subsequentes que compensem o0s aspectos do pré-tratamento
hidrotérmico supracitados, tendo em vista uma exploracao mais eficiente da biomassa

lignoceluldsica.
3.4.1.2 Pré-tratamento oxidativo

Outras etapas de pré-tratamento podem ser adicionadas ao processo para
melhorar o fracionamento da biomassa lignocelulésica com o intuito de separar a
celulose (e as hemiceluloses) da lignina por meio de deslignificacdo. Neste sentido, o
uso de agentes oxidantes, como peréxido de hidrogénio, acido peracético, ozénio e
oxigénio em pré-tratamentos oxidativos tém sido realizado em varias pesquisas nos
ultimos anos (ALVARADO-MORALES et al., 2016; ARVANITI et al., 2012; BISWAS et
al., 2014; JAFARI, ZILOUEI, 2016; SU et al., 2015; TRAVAINI et al., 2016).

Os processos oxidativos avancados abrangem uma série de metodologias de
pré-tratamentos como ozonizacéo, fotocatalise, oxidacao eletroquimica e processos
do tipo Fenton, e tém sido amplamente aplicados no tratamento de aguas superficiais,
subterraneas, potaveis e residuarias, além de solos contaminados (ASGHAR, 2015;
BOLTON et al., 1996). Apesar destas técnicas utilizarem sistemas diferentes de
reacdo, todas sdo caracterizadas pela geracao in situ de oxidantes fortes, com o
objetivo de oxidar compostos organicos (BOLTON et al.,, 1996). Estas técnicas
incluem majoritariamente a geracao de radicais hidroxila (*OH) de potencial redox de
2,8 eV (KRISHNAKUMAR, SWAMINATHAN, 2011; MIKLOS et al., 2018).

Uma grande variedade de tecnologias e combinagdes foram desenvolvidas
para aplicagbes em processos oxidativos avangados, que podem ou nao incluir uso

de catalisadores em fase soélida, sendo assim categorizados entre técnicas de fase
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homogénea e heterogénea (BAI et al., 2016; KEEN et al., 2016; WANG et al., 2016;
XIAO et al., 2016).

Nas técnicas de pré-tratamento oxidativo aplicadas a biomassa lignocelulGsica,
0 agente oxidante possui intensa afinidade com a lignina (fragéo da biomassa rica em
densidade eletronica devido a presenca de insaturacdes), que € convertida em acidos
organicos soluveis, enquanto a fracdo hemicelulésica € degradada tornando-se em
grande parte inutilizavel para fermentacdo (LUCAS et al., 2012). Durante o pré-
tratamento oxidativo, inimeras reacdes podem ocorrer na lignina, como deslocamento
de cadeias laterais, substituicao eletrofilica, clivagem de ligacbes éter e de nlcleos
aromaticos (GONCALVES et al., 2014). Técnicas oxidativas tém sido aplicadas pela
industria de celulose técnica (papel e celulose), com o objetivo de realizar o
branqueamento de polpas pela remoc&o ou modificacao da lignina presente.

A escolha dos agentes oxidantes € realizada de acordo com o objetivo e a
biomassa lignocelulésica usada em cada processo, porém 0 uso de peroéxidos,
oxigénio e o0zbnio como agentes oxidantes tem sido mais estudado e
consequentemente aplicado em processos, tanto pelas eficiéncias atingidas quanto
pela maior seletividade, além de serem tratamentos que geram poucos ou nenhum
residuo, conferindo ao processo viabilidade econdmica e ambiental (NAKAMURA et
al., 2004).

A ozondlise € o pré-tratamento oxidativo que utiliza ozénio como agente
oxidante, e resulta em uma biomassa lignocelulésica de maior degradabilidade
principalmente devido a degradacdo da lignina, além da ocorréncia de ligeira
modificacdo nas hemiceluloses e pouco efeito na celulose (ZHENG et al., 2014). Os
principais parametros estudados em reacdes de ozondlise sdo a umidade da amostra,
a granulometria e a concentracdo de ozonio no fluxo de gas. Em um experimento
aplicando 3,44% de Os (v v!) no fluxo de gas durante 2 h, com uma relacédo de
0,21 g O3 g bagaco® com 40% de umidade, Travaini et al. (2013) atingiram uma
deslignificacdo de 66,8% e uma eficiéncia de 46% na producdo de E2G. O pré-
tratamento por ozondlise foi realizado em temperatura ambiente sem a geracdo de
inibidores, apesar disto, o limitante da reacdo foi o elevado custo do 0z6nio no
processo, devido a este ser usado em grandes quantidades (VIDAL et al., 1988;

TEHARZADEH, KARIMI, 2008).
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O pré-tratamento por oxidagdo Umida utiliza oxigénio como agente oxidante em
meio liquido. A lignina é oxidada, da mesma forma que as hemiceluloses, que sao
degradadas em mondmeros e 4cidos organicos, porém, sendo uma técnica de pouca
seletividade. Além disso, o pré-tratamento por oxidacdo Umida ocasiona em uma
perda parcial de celulose. Desta forma, ele também gera inibidores como furfural e
compostos aromaticos soluveis oriundos da lignina. A temperatura, o tempo de
reacdo, a pressdo e a quantidade de agua sdo 0s parametros mais importantes.
Maiores eficiéncias podem ser atingidas com maiores concentracdes de oxigénio,
porém o elevado custo do oxigénio puro torna o processo oneroso, incentivando o uso
de ar (ZHENG et al., 2014).

Alguns peroxidos séo utilizados como agentes oxidantes em pre-tratamentos
oxidativos, como peracido acético, dimetildioxirano e peroximonossulfato. No presente
trabalho foi utilizado o peroxido de hidrogénio (H202), sendo este o mais utilizado entre

os peroéxidos aplicados em pré-tratamentos oxidativos.
3.4.1.2.1 Pré-tratamento oxidativo com peréxido de hidrogénio

O peréxido de hidrogénio € uma importante substancia quimica utilizada
comumente nos setores industriais e domésticos da sociedade, onde possui
aplicacdes como alvejante e desinfetante. Possui elevado potencial oxidante, sendo
aplicado na producédo de produtos de quimica fina, e também considerado como um
oxidante verde, devido a ndo geracao de residuos e efluentes quando a oxidacao dos

compostos organicos ocorre de forma completa (EDWARDS et al., 2015).

Quando aplicado em pré-tratamentos de biomassa lignocelulésica, o peréxido
de hidrogénio é um agente efetivo na deslignificacdo e solubilizacdo das
hemiceluloses, levando a obtencédo de elevados rendimentos de monossacarideos,
em pressao e temperatura ambiente, apresentando baixa geracdo de inibidores
(BANERJEE et al., 2012; RABELO et al., 2008). Em meios neutros, o peréxido de
hidrogénio é geralmente estabilizado, antes de ser decomposto, por silicato de sddio
(Na2SiO3) ou sulfato de magnésio (MgSO4) (GOULD, 1984). Quando aplicado em
meios alcalinos, os produtos intermediarios gerados pela decomposicédo do peroxido
de hidrogénio, como o anion hidroperéxido (HOO"), que possui elevado potencial
oxidativo, reage prontamente com as subunidades de lignina e hemiceluloses,

41



gerando produtos de degradacéo de baixa massa molar (GELLERSTEDT et al., 1980).
Além disso, a decomposic¢ao do peréxido de hidrogénio em meio alcalino gera radicais
hidroxila (*OH) e superoxido (+O2) que séo responsaveis pela oxidacdo da estrutura
da lignina, reacdo na qual os radicais produzidos procuram centros ricos em
densidade eletrénica contendo insatura¢des, como os grupos carbonila de aldeido,
cetona e acido carboxilico e anéis aromaticos, ocasionando a sua dissolucéao (SUN et
al., 2004).

Para maior entendimento da técnica é necessario avaliar cada etapa envolvida
na reacdo. Em pH alcalino, o peréxido de hidrogénio, pKa igual a 11,6, dissocia-se,
formando o &nion hidroperéxido (HOO’) (MUHAMMED, RAO, 1957). O é&nion
hidroperoxido (HOO") pode reagir com peroxido de hidrogénio ainda n&o dissociado,

de acordo com as Equagoes (1) e (2):

H,0, +NaOH -»HOO Na* +H,0 (1)
H,O, + HOO™ —==e0OH +¢0,” +H,0O (2)

Na auséncia de outras substancias reagentes, os radicais hidroxila e

superoxido reagem entre si para formar Oz e agua, de acordo com a Equacéo (3):

*OH +¢0, +H"——0,+H,0 (3)

A partir das duas primeiras reacdes, pode-se obter a equacado da reacao geral

apresentada a seguir na Equacao (4):

H,0,+HOO +H"——0, +2H,0 4)

Desta forma, € possivel concluir que a quantidade maxima de Oz gerada no
meio reacional € igual a metade da quantidade molar de peroxido de hidrogénio
envolvida inicialmente, supondo que ndo haja presenca de outros compostos reativos
frente aos radicais hidroxila e superoxido, em competicdo com a reacdo mostrada na
Equacéo (3) (GOULD, 1984).

O fato de as taxas de deslignificacdo serem maximas em pH 11,6 sugere que
os intermediarios essenciais da reagdo sdo gerados via reacdo mostrada na Equacéo

(1), sendo essa fortemente dependente do pH do meio reacional (GOULD, 1984).
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Apesar de a lignina ser o maior aceptor de radicais da reagao, porcoes de
celulose também sofrem mudancas estruturais levando a sua degradacao, estando
estas diretamente relacionadas a severidade do pré-tratamento. Pequenas
modificacdes nas unidades de celulose sdo suficientes para romper ligacoes
intermoleculares de hidrogénio, que ocasionam em uma maior acessibilidade a
estrutura da molécula, tornando-a altamente susceptivel a acdo das enzimas
hidroliticas durante a hidrélise enzimética (GOULD, 1984). Assim, o estudo das
condicdes de pré-tratamento a serem aplicadas se torna de extrema importancia,
tendo em vista o objetivo do pré-tratamento de maximizar os rendimentos globais,

preservando a fracao de carboidratos para producéao de E2G.

Em seu trabalho pioneiro, Gould (1984) aplicou pré-tratamento oxidativo
avancado com 0,5 g H20> por g de palha de trigo, em 50 mL de solucdo durante 24 h
a 25°C. Foram estudadas as eficiéncias nas reacdes em diferentes faixas de pH,
sendo a deslignificacdo mais elevada atingida em torno de 60% para pH 11,5, quando

a conversao enzimatica relatada foi maior que 90%.

Banerjee et al. (2011) avaliaram os rendimentos enzimaticos de palha de milho,
com 0,5 g H202 por g de biomassa, durante 24 h, em temperatura ambiente. Os
autores obtiveram 68,6% de conversdo enzimatica para pré-tratamento com
concentracdo de sélidos de 2% (RLS de 50:1), e conversao enzimatica de 82% nos
testes em que a carga de solidos foi aumentada para 10% (RLS de 10:1), sendo
possivel concluir que 0 aumento na concentracdo de sélidos favoreceu o rendimento
global da reacdo com peroéxido de hidrogénio. Os mesmos autores avaliaram ainda os
efeitos da diminuig&o da concentragéo de H2O> por massa de biomassa, chegando a
rendimentos de 74% de conversao enzimatica em ensaios realizados com 0,25 g de
H20: por g de biomassa, e um valor muito inferior de 46% para ensaios com 0,125 g
de H20: por g de biomassa. Observou-se também a necessidade de controle rigido
do pH do meio reacional durante as reac6es em que uma baixa concentracao de H20»,
como 0,125 g H20; g biomassa™ foi aplicada, sendo utilizado hidréxido de sédio

(NaOH) para o ajuste do pH.

Su et al. (2015) avaliaram o pré-tratamento com 0,4 g de H2O; por g de espiga
de milho, com uma RLS de 50:1, variando os tempos de reacéo. O pH foi ajustado

para 11,5 a partir da adicdo de NaOH (5 mol Lt). Foi observado que a presenca de
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lignina diminuiu dos 21,6% iniciais para 9% em 30 min, sendo mantida em niveis
constantes de 6% até 6 h de pré-tratamento, atingindo 75,4% de deslignificacdo e
81,3% de celulose residual na amostra. As hemiceluloses e a lignina foram bastante
solubilizadas e passaram por etapas de recuperacao, sendo alcancado 88,9% de
recuperacdo das hemiceluloses extraidas e 77,5% da lignina.

Xue et al. (2016) aplicaram o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio em
bagaco de cana-de-acucar, otimizando suas condi¢cdes a partir de planejamento
experimental, no qual variaram a concentracdo de H2O, tempo e temperatura de
reacdo. A condicdo 6tima encontrada foi de 0,25 g de H>O- por g de bagaco, RLS de
10:1, 40°C e 24 h. O pré-tratamento apresentou um rendimento em massa de 44,6%,
mantendo no residuo insoluvel 70,43% da celulose inicial e atingindo 93,8% de

deslignificagéo.

Rabelo et al. (2014) avaliaram o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio na
presenca e auséncia de moagem da biomassa, estudando a relacdo entre o tamanho
das particulas e a solubilizacdo de lignina e carboidratos. Segundo os autores, o pré-
tratamento alcalino com peréxido de hidrogénio no qual foi realizada a diminuicdo do
tamanho das particulas a partir da moagem aumentou a solubilizacdo da celulose,
diminuindo a eficiéncia global da conversao a monossacarideos, devido a reducéao na
guantidade de glicose recuperada no bagaco de cana inicial ao final do processo de
hidrolise enzimatica do bagaco pré-tratado. A fim de otimizar as condi¢cdes de pré-
tratamento para maximizacdo da recuperacdo de glicose, os autores aplicaram um
planejamento experimental variando temperatura e concentracdo de peroxido de
hidrogénio, chegando as condicdes de 2,67 g H202 g bagacgo™, 25°C, 1 h e RLS de
25:1, alcancando um rendimento de 45,6% na reacao, celulose residual de 92,6% na
fracdo solida insoluvel, com deslignificacdo de 94,1% e conversao enzimatica global
de 84%.

Martins et al. (2015) avaliaram diferentes pré-tratamentos em bagaco de cana-
de-acucar, sendo que aquele que usou o peroxido de hidrogénio alcalino atingiu os
melhores resultados. Os autores avaliaram também maiores cargas de sélidos no pré-
tratamento: RLS de 5:1, 4:1 e 3,3:1, além de avaliarem diferentes bases para controlar
do meio reacional o pH em 11,5 (NaOH, KOH e Mg(OH)). Os melhores resultados de

recuperacéo de celulose e extracdo de hemiceluloses e lignina foram encontrados na
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maior RLS, de 5:1, em que o bagaco de cana resultante apresentou 65,5% de
celulose, 14,2% de hemiceluloses e 13,2% de lignina. Entre as bases utilizadas, o
hidréxido de sodio (NaOH) apresentou melhores remocdes de lignina e
comportamento semelhante em relagdo aos demais constituintes majoritarios da
biomassa. Além disso, uma menor quantidade de NaOH foi utilizada quando

comparada com as quantidades das outras bases.
3.4.2 A producéo de bioetanol

O sistema agroenergético brasileiro baseado na producédo de E1G a partir da
sacarose da cana-de-acucar € considerado o mais eficiente do mundo, representando
18,1% da matriz energética primaria total do pais (EPE, 2015; SILVA et al., 2018). A
seguranca energeética parcial atingida € em parte consequéncia de avangos
tecnolégicos e agricolas obtidos por meio de pesquisas cientificas e subsidios
governamentais incentivados pelo Programa Nacional do Alcool (Pré-Alcool) na
década de 70, no qual objetivou-se a substituicao parcial da gasolina por etanol em
todo territorio nacional para diminuicdo da dependéncia politica e econdmica em
relacdo aos paises exportadores de combustiveis fosseis e ao mercado internacional
de petroleo (ROSILLO-CALLE, CORTEZ, 1998).

Com a crescente instabilidade no preco do barril de petroleo, muitos paises tém
investido em politicas energéticas baseadas em biocombustiveis. Desta forma, a
utilizacdo dos residuos da producdo agroindustrial torna-se uma alternativa para
aumentar a produtividade de etanol por area agricultavel, elevando consideravelmente
sua produtividade (SOCCOL et al., 2010). Segundo Macedo (2005), se os residuos
da cana-de-acucar gerados durante a producdo sucroalcooleira brasileira fossem
coletados e utilizados para producédo de energia, e 50% do bagaco de cana fosse
convertido em E2G, a produtividade poderia passar de 6000 L ha?' para 9700-
10000 L ha de etanol, significando um aumento de 60% na produtividade. Para que
0 aumento de produtividade de etanol ocorra desta maneira, torna-se essencial o
desenvolvimento de tecnologias eficientes capazes de obter o maximo de energia da

fracdo de carboidratos presente no bagacgo de cana-de-agucar.

A producao de E2G a partir do bagaco de cana-de-agucar, bem como de outras
biomassas lignoceluldsicas, apos as etapas de pré-tratamento, inclui a hidrélise da
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celulose (sacarificagdo), a fermentacéo dos agucares redutores e a destilacdo, sendo
necesséria ainda uma etapa de detoxificagdo prévia a fermentacdo, dependendo do
pré-tratamento aplicado (OJEDA, KAFAROV, 2009). Os processos geralmente
empregados dividem-se entre aqueles que aplicam a sacarificacéo e a fermentacéo
estrategicamente de forma integrada (SSF — Simultaneous Saccharification and
Fermentation), e aqueles que aplicam de forma separada, em etapas subsequentes
(SHF - Separate Hydrolysis and Fermentation) (SOCCOL et al., 2010).

O processo integrado € subdividido entre diferentes tecnologias, e apresenta
conversdes superiores e mais rapidas, devido a superacdo do fator limitante de
inibicdo pelo produto na hidrolise enzimética e a aplicagdo de processos mais
compactos, utilizando muitas vezes um unico reator (SARKAR et al., 2012). Contudo,
a integracao das etapas possui como desvantagem a falta de modelos matematicos
apropriados para descrever as condicfes otimas de cada processo. Tal fato acarreta
em maior complexidade do controle operacional como temperatura, pH e tempo
reacional, necessitando de tecnologias avancadas, as quais possuem maiores

dificuldades de adequacao as necessidades dos projetos (ADITIYA et al., 2016).

A separacdo da sacarificacdo e fermentacdo em etapas subsequentes
possibilita a realizacdo de cada etapa em condi¢cdes reacionais 6timas, como pH e
temperatura ideal, devido as enzimas hidroliticas possuirem temperatura reacional
otima de 50°C, e as leveduras e bactérias, dependendo do processo, temperaturas
otimas de 28-35°C. Por outro lado, a maior eficiéncia de conversdo de acucares
relacionada ao processo SSF, ocorre em parte devido as maiores conversdes
atingidas pelas fracdes de xilose. Desta forma, a SHF € mais atrativa para biomassas
gue possuam pouca presenca de xilose, ou que esta fracdo tenha sido extraida em

etapa anterior ao processo de fermentacdo (BUABAN et al., 2010).

Esse fato torna a SHF a tecnologia mais utilizada em escala comercial, sendo
também aplicada no presente trabalho (RASTOGI, SHRIVASTAVA, 2017).
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3.4.2.1 Hidroélise enzimatica

Na etapa de hidrdlise enzimética ocorre o rompimento das cadeias longas dos
carboidratos, com a adicdo de moléculas de agua, tornando disponiveis o0s
mondmeros de aclcares fermentesciveis para 0sS microrganismos que serao
responsaveis pela fermentacéo. O desafio quanto a aplicacao da hidrélise enzimética
se da pelos elevados custos envolvidos na utilizacdo de enzimas especificas, porém
em comparacdo com a hidrélise acida, as enzimas trabalham a temperaturas (50°C)
e pressdes (1 atm) mais brandas, ndo havendo a necessidade de utlizagdo de
equipamentos resistentes a corrosdo, e ndo degradando monémeros de acgulcares a
furanos sob condi¢des severas, demonstrando elevada especificidade (MOSIER et
al., 2002; FERREIRA et al., 2009).

As enzimas especificas utilizadas na degradacéo da celulose séo as celulases,
sendo estas um complexo enzimatico constituido de endoglicanases, exoglicanases
e B-glicosidades, que agem sobre as ligagdes glicosidicas do tipo f(1—4) nas cadeias
de celulose. A producdo destas enzimas, realizada principalmente por algumas
bactérias aerobias (Bacillus sp.), anaerodbias (Clostridium sp.) e também por fungos
(Trichoderma e Arpergillus), pode representar até 18% dos custos de producdo em
uma biorrefinaria lignocelulésica, de acordo com estimativas feitas por meio de
simulacao de processos (KUHAD et al., 2010; WINGREN et al., 2003).

A 1,4-B-D-glicanohidrolase presente na endoglicanase alcanca regides de
baixa cristalinidade (regides de grau de ordenacdo mais baixa) da celulose, iniciando
a hidrolise das ligacfes B-1,4 pela adicdo de molécula de agua. Sado formadas cadeias
mais curtas e com extremidades livres redutoras e nao-redutoras, como pode ser
visualizado na Figura 3.10. Posteriormente, a 1,4-B-D glicana celobiohidrolase
presente na exoglicanase age degradando as cadeias curtas de celulose
(celodextrina), agindo sobre as extremidades redutoras e ndo-redutoras da estrutura,

formando dimeros de glicose (celobiose), como pode ser visualizado na Figura 3.11.

Devido a fermentacado dos carboidratos contidos no bagaco de cana-de-agucar
necessitar de monémeros de glicose, é esperada que a celobiose seja degradada, na

ultima etapa da hidrélise enzimética, em glicose. Desta forma, a B-glicosidase age na
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celobiose clivando-a em mondmeros de glicose, conforme pode ser visualizado na
Figura 3.12.

Figura 3.10: Reacéo de hidrolise da celulose catalisada pela endoglicanase.
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Figura 3.11: Reacéao de hidrolise da celodextrina catalisada pela exoglicanase.

0K R es
SO e Sl e ol

of S ol il

Celodextrina (cadeias curtas) Celobiose (dimeros de glicose)

Fonte: Aditiya et al. (2016).

Figura 3.12: Reacéao de hidrolise da celobiose pela B-glicosidase.
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Fonte: Aditiya et al. (2016).

A conversao de celulose a glicose deve-se entdo ao sinergismo entre as

diferentes enzimas do complexo enzimético, e sua atuacdo multipla combinada na
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hidrélise da celulose, gerando glicose como produto final. Nos ultimos anos, muitas
pesquisas tém tentado aumentar a eficiéncia desta etapa controlando alguns
parametros reacionais da hidrélise enzimatica, como pode ser observado por meio
dos dados de processo apresentados na Tabela 3.5. Alguns destes parametros
necessitam de metodologias especificas para serem determinados e modificados,

como a atividade enzimatica do complexo utilizado.

De forma geral, a metodologia recomendada pela IUPAC (Unido Internacional
de Quimica Pura e Aplicada) é baseada na determinacéo da liberacdo de acuUcares
redutores a partir da hidrdlise de filtros de papel celulésico. A atividade de determinado
complexo enzimatico € medida a partir da quantidade de agucar redutor produzido por
massa de papel filtro, ou seja, uma unidade de papel filtro (FPU — filter paper unit)
equivale a producédo de 2 mg de glicose por 50 mg de papel filtro durante reacéo de
1 h em pH 4,8 a 50°C. Este valor é util para comparacéo entre diferentes trabalhos
cientificos ao levar em consideracéo a quantidade de FPU mL™! de solucéo enzimatica
aplicada, bem como a quantidade de FPU g de substrato tratado (GHOSE, 1987).

Além da dosagem enzimatica, outros fatores também afetam os rendimentos
de hidrdlise enzimatica, como pH do meio, temperatura, presenca de inibidores,

acessibilidade ao substrato e concentracao de sélidos (BATALHA et al., 2015).

A atividade das hemicelulases na degradacdo das hemiceluloses em
mondmeros de acUcares ndo é favoravel a hidrolise da celulose. Os produtos de
degradacéao da hidrolise das hemiceluloses, como xilose, xilo-oligbmeros, galactose,
manose, agem como fortes inibidores das celulases e B-glicosidases (XIMENES et al.,
2011; XIAO et al., 2004). Isso indica que uma forma de potencializar a exploracédo da
biomassa lignocelulésica seja a aplicacdo de hidrélises separadas para cada uma de
suas fracdes, aplicando celulases em materiais ricos em celulose, e hemicelulases,
ou outra solucdo economicamente vidvel, para materiais ricos em hemiceluloses,
como forma de garantir a viabilidade econémica do processo de maneira integral
(ADITIYA et al., 2016).
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Tabela 3.4: Resultados e condi¢des experimentais de trabalhos onde diferentes condi¢des de hidrdlise enzimética foram testadas.

Autores Biomassa CondigOes experimentais Resultados principais

a) Celulase (Trichoderma reesei ATCC
26921) e B-glicosidase (Aspergillus niger,

Sigma-Aldrich®); 41,7 g glicose/100 g bagago
Rabelo et al. (2014)  Bagago de cana-de-agtcar bl)' 3’5dFPU g celulase, 25 CBU g* B- 92 6% conversdo global em

glicosidase; _

c) 3% (m m); glicose

d) Tempo omitido, 50°C, 100 rpm, pH 4,8;

e) 250 mL.

a) Novozymes® Cellic-CTec2 e Cellic- 3

HTec2: Conversao de celulose de
Batalha et al. (2015)  Bagago de cana-de-agUcar b)) g; (10 FE’)U g 77% para 10 FPU g1, e 72%

c) 5% (m v);

d) 96 h, 50°C, 180 rpm, pH 4,8; para 5 FPU g™

e) Volume omitido.

a) Celulase (P. oxalicum EU2106);
) b) 30 FPU g%; _
Xue et al. (2016) Bagaco de cana-de-acucar c) 40 g LL; 34,4 g glicose/100 g bagaco
d) 96 h, 50°C, 150 rpm, pH 4,5;
e) 100 mL.

a) Celulase (Trichoderma reesei Spezyme
CP) e B-glicosidase (Novozyme 188);
. _ b) 50 FPU g*! celulase, 30 CBU g* B- Conversao de celulose de
Su et al. (2015) Espiga de milho glicosidase; .
c) 6% (mv?); 71,6%
d) 24 h, 50°C, 150 rpm, pH 4,8;
e) 50 mL.
a) Coquetel enzimatico; b) Carga enzimatica; c) Teor de sdlidos; d) Tempo, temperatura, agitacdo e pH; e) Volume de

reacao
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3.4.2.2 Fermentacdao alcodlica

ApoOs a hidrdlise enzimatica, os agucares redutores sdo convertidos em E2G
pela atividade metabdlica de um microrganismo, bactéria ou levedura, agente da
fermentacgéo.

A relacdo estequiométrica da producéo de etanol em processo fermentativo é
de 2:1 (etanol:glicose), com a formagéo também de 2 mols de diéxido de carbono
(Equacéo (5)). Com essa relagéo é possivel determinar a producéo teérica em massa
de etanol, de 511 g etanol kg glicose (TRAN et al., 2013).

C.H,,0, — 2C,H.OH +2CO, (5)

Para a fermentacdo alcodlica € extremamente necessario o controle das
condicdes de fermentacdo com relacéo a temperatura e pH. Sendo a maior parte dos
microrganismos utilizados mesofilicos, e, portanto, as temperaturas reacionais ficam
em torno de 30-38°C. Para os processos que utilizam bactérias como agente de
fermentacdo, o pH deve estar entre 6,5-7,5, e para aqueles que utilizam leveduras,
faixas de pH mais acidas séo toleradas, como 3,5-5,0 (AMINIFARSHIDMEHR, 1996;
BALAT et al., 2008).

Entre os microrganismos mais utilizados estdo a Saccharomyces cerevisiae
entre as leveduras, e a Zymomonas mobilis entre as bactérias, que convertem
hexoses, como glicose e frutose, em etanol (ADITIYA et al.,, 2016). O uso de
Saccharomyces cerevisiae na fermentacdo alcodlica destaca-se frente aos outros
microrganismos devido as suas caracteristicas de maior resisténcia as substancias
toxicas inibidoras e ao proprio etanol, além da elevada eficiéncia na producéo e maior
resiliéncia frente as variacées de pH para valores levemente mais baixos (RASTOGI,
SHRIVASTAVA, 2017). Mohagheghi et al. (2002) avaliaram a producédo de etanol
aplicando Zymomonas mobilis como agente de fermentacao, atingindo-se rendimento
de 97% de conversao de etanol tedrico, com concentracdo alcodlica de 12% durante

areacdo (mv?).

Apesar de serem largamente utilizados na producao de etanol, a S. cerevisae
e a Z. mobilis ndo tém a capacidade de fermentar acicares C5. Candida shehatae,

Pichia stipitis e Pachysolen tannophilus sdo microrganismos utilizados para conversao

51



das pentoses, entretanto seus rendimentos tedricos sdo baixos, possuindo elevada
sensibilidade as variacdes de condi¢des de fermentagcdo, com vulnerabilidade a meios
levemente acidos, com presenca de inibidores e de elevadas concentracfes de etanol
(HAHN-HAGERDAL et al., 2007). Para compensar as limitagbes naturais de
microrganismos especificos que possuem elevados rendimentos, alteracdes
genéticas tém sido empregadas para que determinado microrganismo tenha a
capacidade de cofermentar outros acucares, além de se buscar melhoramentos na
qualidade dos produtos finais obtidos. Buaban et al. (2010) utilizaram Pichia stipitis
BCC15191 modificada geneticamente como agente de fermentacdo em acucares
obtidos de bagaco de cana-de-acgucar, resultando em um produto final com
concentracdo de etanol de 8,4 g L, apds 24 h de fermentacéo. Neste caso, a P. stipitis

foi capaz de cofermentar xilose e glicose a etanol.

Outros microrganismos também tém sido testados, principalmente em relagcao
aos processos integrados de sacarificacdo e fermentacdo, como o Trichoderma
reesei, fungo conhecido por sua capacidade de secretar enzimas que degradam
materiais lignocelulésicos (XU et al., 2009). Além dos fungos filamentosos Fusarium
oxysporum e Neurospora crassa, a bactéria anaerobica Clostridium thermocellum
também tem sido aplicada em estudos que buscam novas tecnologias e agentes de
fermentacédo (SARKAR et al., 2012).

3.4.3 Vantagens do fracionamento da biomassa

Em uma biorrefinaria lignocelulésica, a etapa de pré-tratamento € uma das mais
onerosas no processo de beneficiamento da biomassa. O desenvolvimento de
métodos efetivos e condicbes otimizadas de pré-tratamento contribui para a
superacao dos custos de investimento, em prol de um balanco econdémico positivo
(YOO et al.,, 2011). Outra abordagem significativa para superar as barreiras
econdmicas € a exploracdo de subprodutos de valor agregado a partir da utilizacéo
integral da biomassa, ou seja, a realizacdo da separacdo otimizada de cada

componente da biomassa em etapas distintas.

O fracionamento estratégico foi proposto por Koukios e Valkanas (1982) como
o primeiro estagio de refinamento integral da biomassa para geracao de bioprodutos
de valor agregado. Neste contexto, cada etapa de pré-tratamento possui a finalidade
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ndo sé de preparar a polpa (celulose juntamente com hemiceluloses, ou n&do) para a
bioconversao desta no produto principal (bioetanol), como também separar os outros
componentes de forma que possam ser explorados e convertidos em outros produtos

de valor agregado, em diferentes etapas subsequentes do processo.

Para que a aplicacdo do fracionamento da biomassa seja viavel, uma
recuperacao eficiente dos trés componentes é esperada. Para isso € essencial um
entendimento aprofundado da biomassa em questdo, selecionando os pré-
tratamentos adequados para cada etapa e finalidade, desenvolvendo condi¢des
6timas de fracionamento para cada um (YOO et al., 2011).

Uma ampla variedade de estudos foi realizada para melhorar a digestibilidade
enzimatica da biomassa lignocelulosica visando liberar agucares fermentesciveis para
posterior utilizacdo em fermentacdo alcoodlica. Dentre os diversos pré-tratamentos, o
pré-tratamento hidrotérmico, como apresentado anteriormente na secdo 4.1.1,
destaca-se pela elevada seletividade e eficiéncia na extracdo de hemiceluloses do
complexo lignoceluldsico, em reacéo autocatalisada (BAETA et al., 2016). Contudo, a
fracdo solida resultante, que posteriormente € hidrolisada enzimaticamente e
fermentada a etanol, ainda mantém um elevado teor de lignina, correspondente as
fracOes intercruzadas e modificadas, devido ao pré-tratamento hidrotérmico utilizar
agua como solvente e reagente em meio acido, ndo sendo esse solvente o mais
apropriado para solubilizac&o de fracdes de lignina de maior massa molar. A presenca
de lignina torna a atuacdo do coquetel enzimatico um grande desafio, devido a
ocorréncia de adsor¢des improdutivas. Desta forma, um pré-tratamento que possua
maior seletividade na extracdo de lignina torna a hidrélise enzimatica potencialmente
mais produtiva, diminuindo gastos com a quantidade de coquetel enzimatico aplicado
na hdrolise (RABELO et al., 2014).

Vallejos et al. (2015) aplicaram a deslignificagcdo organossolve em etapa de
tratamento posterior hidrotérmico, com intuito de minimizar o consumo de agua e gerar
uma fracdo sdlida rica em celulose. Com a aplicacdo dessa sequéncia de
fracionamento, a deslignificacdo maxima alcancada foi de 86,7%, e a celulose residual
de 90%. Quando a aplicagdo de pré-tratamento organossolve foi realizada na
biomassa na auséncia de pré-tratamento hidrotérmico como etapa prévia, a presenca

de lignina na fracdo sélida foi ligeiramente maior, apesar da deslignificagcdo media
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alcancada também apresentar valores elevados. Nessa situacao, existe uma menor
guantidade de lignina quimicamente modificada por condensacéo e repolimerizagao
devido a auséncia de etapa prévia a deslignificacdo, o que facilita a extracdo da
mesma, embora o rendimento global de deslignificacéo tenha sido menor. No entanto,
0s autores concluiram que houve uma melhora significativa na fragao solida final pela
aplicacdo de fracionamento em duas etapas (hidrotérmico seguido de deslignificacdo
organossolve), obtendo-se uma fracdo sélida final com maior quantidade de glicana
(celulose) e uma menor quantidade de lignina (VALLEJOS et al., 2015).

Gurgel et al. (2016) aplicaram pré-tratamento hidrotérmico seguido de
deslignificacdo organossolve (etanol:agua, 1:1 (v v!)) com CO- subcritico, atingindo
melhorias quando comparado com outros trabalhos que aplicaram somente pré-
tratamento organossolve (ROMANI et al., 2011; HUIJGEN et al., 2012), com relag&o
a uma quantidade superior de glicana preservada na fracdo solida, alcancando
elevadas eficiéncias de deslignificacao (72,2-82,5%) e menor presenca de lignina (7,4-
10,8%). Os autores concluiram que isto deveu-se a diminuicdo do pH pela dissociagéo
do CO2, que acelerou a hidrolise das ligacdes a- e B-aril-aquil-éter da lignina com

relacéo aos pré-tratamentos que nao utilizam este co-solvente.

Meighan et al. (2017) avaliaram o uso de glicerol puro e residual da producao
de biodiesel como solvente na deslignificacdo organossolve apds pré-tratamento
hidrotérmico, alcancando uma deslignificacdo de 64% e celulose residual superior a
80%. Os autores também avaliaram a viabilidade energética do fracionamento
aplicado, concluindo que o uso do glicerol residual do processo de producdo de
biodiesel foi superior ao puro, quando aplicado juntamente com pré-tratamento
hidrotérmico de menor severidade. Considerando a combustdo do licor negro,
contendo majoritariamente glicerol bruto e lignina, a estratégia de fracionamento
aplicada no estudo foi considerada satisfatéria em termos energéticos, gerando fracao

sélida rica em celulose para hidrélise enzimatica e posteriormente producdo de E2G.

Embora nos estudos realizados por Gurgel et al. (2016) e Meighan et al. (2017)
a estratégia de fracionamento em duas etapas tenha sido bem-sucedida do ponto de
vista de separacédo e isolamento dos principais componentes do bagaco de cana, a
etapa de hidrélise enzimatica ndo permitiu obter rendimentos de conversdo de

celulose a glicose superiores a 70%. Isso demonstra que as possiveis reacdes de
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intercruzamento durante a etapa de pré-tratamento hidrotérmico prejudicaram a etapa
de deslignificagdo subsequente e 0 acesso das enzimas a fracao de celulose residual
apoés a sequéncia de fracionamento. Desta forma, mediante ao exposto, o presente
estudo visou verificar a hipotese de que a Unica forma possivel de se obter elevados
rendimentos de hidrélise enzimatica (>90%) seria adotar como segunda etapa de
fracionamento um tratamento oxidativo avancado, capaz de degradar a lignina
condensada e repolimerizada, facilitando o acesso das enzimas hidroliticas a fragédo
de celulose residual.

3.4.4 Producéao de biogas por digestao anaerobia

Produzido pela acdo de microrganismos na decomposicdo anaerObia da
matéria organica sob condicbes especificas de temperatura, umidade e acidez, o
biogas é uma mistura de gases, composto principalmente por metano e gas carbonico,
além de hidrogénio, gas sulfidrico, nitrogénio, agua e amdnia, em menores proporc¢des
(COELHO et al., 2006). Dentre seus principais constituintes destaca-se 0 metano
(CH4) e o hidrogénio (Hz), fontes de energia renovavel com destacado potencial
energético para abastecer as proprias plantas industriais com energia térmica e
elétrica (ALEXANDROPOULOU et al, 2017). Estes podem ser produzidos a partir de
substratos como lodo de esgoto, residuos e efluentes industriais e urbanos
(PETERSSON et al., 2007). Além destes, o uso de residuos lignocelulésicos para
producédo de biogas vem demonstrando grande potencial devido principalmente a
utilizacdo de correntes de processo que ndo sdo exploradas em vias de geracao de
produtos mais nobres, incrementando, desta forma, a quantidade de energia gerada
em uma planta industrial (SAFARI et al., 2017).

A forma mais usual de producdo de CH4 é por via bioguimica utilizando
microrganismos anaerobios, em uma digestdo anaerdbia, que se divide em quatro
fases: i) hidrdlise, ii) acidogénese, iii) acetogénese e iv) metanogénese. Estas fases
sdo realizadas por diferentes tipos de microrganismos, como bactérias e arqueas, que
trabalham de forma sintréfica. Na Figura 3.13 € possivel observar um esquema

simplificado das diferentes etapas da digestdo anaerdbia aplicada a compostos

oriundos da degradacéo de biomassa lignocelulosica.
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Figura 3.13: Etapas da digestdo anaerdbia aplicada a biomassa lignocelulésica.
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Fonte: Adaptado de Monlau, Barakat, et al. (2013).

A etapa de hidrélise € a etapa limitante na digestdo anaerdbia aplicada a
biomassa lignocelulésica. Isto se deve a ineficiéncia da acdo das exoenzimas dos
microrganismos sobre a complexa estrutura encontrada nos materiais lignocelulésicos
(ZHENG et al., 2014). Desta forma, para garantir viabilidade na producdo de metano
a partir destes materiais, torna-se necessaria uma etapa de pré-tratamento para elevar
a acessibilidade dos microrganismos ao substrato (fracdo de carboidratos da
biomassa lignoceluldsica). O pré-tratamento hidrotérmico, como mencionado
anteriormente, possibilita a producéo de uma fracéo liquida rica em acucares C5, que
pode ser convertida em metano por meio de digestiio anaerébia (BAETA et al., 2016).
A conversao da fracdo de acucares C5 em biogas é vantajosa, pois ndo necessita de
etapa adicional de detoxificacédo do hidrolisado devido a presenca de acidos organicos
(acidos férmico e acético), furanos e fragmentos de lignina como a producéo de E2G

e produtos de valor agregado como o xilitol exige, por exemplo (CANILHA et al., 2008).

Outros pré-tratamentos tém sido aplicados a biomassa lignocelulésica para
producéo de metano. Ahmad et al. (2018) aplicaram o pré-tratamento hidrotérmico em
bagaco de cana impregnado com H20», incrementando a produgdo de metano em
118,64% em comparacdo ao bagaco de cana in natura. Juntamente com a elevagao

na producdo de metano foram observadas producdes de HMF (0,06 g L™), furfural
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(0,06 g L™) e acido acético (0,58 g L™). Adarme et al. (2017) relataram uma producéo
de 2,6 Nm3 CH4 kg COT™ a partir da ozonizacéo de bagaco de cana (8 mg Oz min™,
15 min e RLS de 13,3 mL g™'). Apesar da elevada produtividade, os autores também
identificaram a produgdo de uma série de inibidores da digestdo anaerdbia, como

acido oxalico, butanal, xilitol, furanona, benzaldeido, pentafuranose, entre outros.

Portanto, o uso integral da biomassa lignocelulésica necessita de uma
estratégia racional de separacdo de cada um de seus constituintes. A producao de
metano favorece a exploragdo integral de seu potencial energético, ao transformar as
correntes residuais do processo em aportes extras de energia, favorecendo o balanco

de energia da planta industrial e facilitando a aplicacéo de diferentes tecnologias.

57



4. Material e métodos

4.1 Reagentes

Acido sulfarico (95-98%), hidroxido de sodio (pérolas), peroxido de hidrogénio
(29% m m* em H20) foram adquiridos da Neon (Brasil). Bicarbonato de sédio (299%)
foi adquirido da Nuclear (Brasil). Acido cloridrico (37% m m™* em H-0) foi adquirido da
Alphatec (Brasil). Padrées para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de
celobiose (298%), glicose (299,5%), xilose (=99,5%), arabinose (=99,5%), &cido
acético (49-51% em H20), acido férmico (49-51%), 5-hidroximetil-2-furfuraldeido
(298,0%, HMF), 2-furfuraldeido (298,5%, FF) e etanol (299,5%) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. Azida sodica foi adquirida de Vetec (Brasil).

Os coquetéis enzimaticos Cellic HTec2® e Cellic CTec2® foram gentilmente

cedidos pela Novozymes (Araucéria, PR, Brasil).
4.2 Coleta e armazenamento do bagaco de cana

O bagaco de cana-de-acucar in natura utilizado no presente trabalho foi
gentilmente cedido pela Jatiboca Usina de Ac¢lcar e Etanol (Urucania, Minas Gerais,
Brasil). O material foi disposto para secagem sob a luz do sol durante
aproximadamente 15 dias, até que sua umidade chegasse a valores préoximos de 10%
e 0 mesmo pudesse ser usado na etapa de pré-tratamento, sendo armazenado em

recipiente fechado livre de umidade e a temperatura ambiente.
4.3 Pré-tratamento hidrotérmico

Os ensaios de pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana foram realizados
em um reator pressurizado de chdo do tipo Parr (Parr Instruments, modelo 4532),
equipado com vaso reator de 1,9 L feito de aco C-276 com gaxeta de teflon, com
controlador eletrénico de pressédo e lanca termopar para afericdo de temperatura.
Foram fixadas 120 g de bagaco de cana-de-acUcar em base seca por pré-tratamento.
As condicdes de pré-tratamento hidrotérmico aplicadas foram aquelas otimizadas em
estudo realizado por Baéta et al. (2016), nas quais a temperatura de trabalho foi de
183°C, tempo de duracédo da reacdo de ~41 min e razéo liquido-sdlido (RLS) de 3,94

(mL g™).
58



O tempo de aquecimento requerido para que o reator Parr atingisse 183°C foi
de 41 min, sendo que o reator foi mantido a temperatura constante de 183°C por
17 min para que o fator de severidade planejado (3,78) fosse alcancado. A pressao
atingida apo6s a temperatura de 183°C foi de 170 psi. ApGs o tempo de pré-tratamento
determinado ter sido atingido, o aquecimento foi parado e 0 vaso reator submerso em
um banho de 4gua com gelo e, lentamente, despressurizado. O bagaco de cana pré-
tratado foi prensado em prensa hidraulica sob 9 toneladas (Solab, modelo SL10/15/E),
com eficiéncia de, aproximadamente, 80%. As fracdes sélidas resultantes foram
armazenadas Umidas em freezer (-20°C) até utilizacao nas metodologias analiticas e

etapas posteriores do processo (extracao alcalina).

Foi construido um grafico de temperatura contra o tempo para o calculo das
fases de aquecimento do reator (rampas de aquecimento e resfriamento e
temperatura constante), por meio do qual foi calculado o fator de severidade, So (de
3,78; Equacédo 6) (OVEREND et al., 1987; BAETA et al., 2016).

t [T -100

InS, = j g 14" ]dt (6)
0

onde t (min) € o tempo e T (K) é a temperatura de operacédo. Considerou-se que sé

ocorreu quantidade apreciavel de reacdo em temperaturas acima de 100°C.
4.4 Extracéo alcalina

No pré-tratamento hidrotérmico sédo geradas elevadas quantidades de
fragmentos hidrofébicos de lignina que se aderem a superficie das fibras, ocasionando
a formacao de gotas esféricas, chamadas droplets (BAETA et al., 2016). Sabendo-se
da baixa solubilidade dos droplets de lignina no hidrolisado oriundo do pré-tratamento
hidrotérmico devido ao meio aquoso ser acido, foi aplicada uma etapa de extracao
alcalina, com intuito de diminuir a quantidade de reagente oxidante consumido em

reacdo com fragmentos de lignina facilmente extraiveis.

Para tanto, o bagaco de cana oriundo do pré-tratamento hidrotérmico foi seco
em estufa de recirculacdo de ar (Solab, Brasil, modelo SL-102) até presenca de

umidade de 15%, para entdo passar por processo de moagem (moinho Weg Motores
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AS, Brasil, modelo 0560287) em peneira de 40-60 mesh (0,25-0,42 mm). A extracao
alcalina constituiu-se de operacao de lavagem em batelada com solucdo aquosa de
NaOH (0,2 mol L) em liquidificador de laminas sem corte por 30 s a temperatura
ambiente, utilizando-se uma RLS de 10 mL g*.

O bagaco de cana pré-tratado e extraido com solu¢do aquosa de NaOH foi
transferido para uma peneira de malha de abertura de 200 mesh e o soélido lavado
com agua destilada até que o pH da agua de lavagem atingisse a neutralidade. As
fracOes solidas resultantes foram armazenadas Umidas em freezer (-20°C) até
utiizacdo nas metodologias analiticas e etapas posteriores de pré-tratamento
(caracterizacéo e pré-tratamento oxidativo avancado).

4.5 Pre-tratamento oxidativo avancado

O pré-tratamento oxidativo avancado (POA) foi realizado em reator cilindrico
de acrilico de 1,5 L de capacidade (Figura 4.1), em temperatura ambiente, agitado a
150 rpm por agitador equipado com haste de acrilico. Todos os experimentos foram
iniciados com 30 g de bagaco pré-tratado e extraido com solugédo aquosa de NaOH
(em base seca). Devido ao peréxido de hidrogénio possuir um valor de pKa de 11,6,
faz-se necessaria a elevacédo do pH a faixas de valores proximas de 11,6, como forma
de garantir elevadas eficiéncias na geracao de radicais (GOULD, 1984). Para manter
o pH em 11,6 até o final do tempo de reacao foi realizada a adicdo de gotas de uma

solucdo aquosa 5 mol L de hidréxido de sédio.

A concentracdo de peréxido de hidrogénio, RLS, e tempo de reacdo foram
variados de acordo com planejamento experimental Doehlert, descrito na secéo 4.6.
Apos o pré-tratamento, as fracdes solidas foram obtidas a partir de filtracdo em peneira
de malha de abertura de 200 mesh, lavadas com 4gua destilada até que o pH atingisse
a neutralidade e armazenadas em freezer (-20°C) até utilizacdo nas metodologias
analiticas e etapas posteriores do processo (caracterizacdo da fracdo sodlida e

hidrolise enzimatica).
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Figura 4.1: Reator em acrilico utilizado para pré-tratamento oxidativo avancgado.

EE .

O teor de celulose residual apés os pré-tratamentos foi determinado de acordo

com a Equacéo (7).

c (R
Celulose residual /(%)= w x100 (7)

b

sendo Cy, 0 conteudo de celulose no bagaco de cana antes do pré-tratamento aplicado,
Cr o conteudo de celulose na fragdo solida resultante do pré-tratamento e R o

rendimento em porcentagem do pré-tratamento (quantidade de sélido residual).

A deslignificacdo de cada amostra foi determinada de acordo com a Equacéo

(8).

Deslignificacéo /(%)=

. (P00 %100 (8)
§

b

em que L, é a quantidade de lignina contida no bagaco antes do pré-tratamento
aplicado, L o contetdo de lignina na fracdo solida depois do pré-tratamento e R o

rendimento em porcentagem do pré-tratamento (quantidade de sélido residual).
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4.6 Planejamento experimental

Um planejamento experimental Doehlert com 12 experimentos Unicos e 3
repeticdes no ponto central foi realizado para avaliar as condi¢gbes experimentais do
POA. Foram utilizadas trés variaveis independentes em diferentes niveis cada uma: i)
a carga de peroxido de hidrogénio aplicada por grama de bagaco de cana oriundo da
extracdo alcalina (g H2.02 g BC™?) foi variada de 0,3 até 3,0, em 7 niveis; ii) a razdo
liquido-sélido (RLS; mL g) foi variada de 5 até 25, em 5 niveis e iii) o tempo de
duracgéo da reacao (h) foi variado de 1 até 8, em 3 niveis. As variaveis dependentes
avaliadas foram: i) rendimento; ii) teor de celulose residual; iii) deslignificagéo e iv)
conversdo enzimatica de celulose a glicose (BRIENZO et al., 2009; MONTE et al.,
2011; RABELO et al., 2014; MARTINS et al., 2015; SU et al., 2015; XUE et al., 2016;
YUAN et al., 2018).

Para as andlises de variancia (ANOVA), construcéo de graficos (diagramas de
Pareto e superficies de resposta), modelagem das respostas e coeficientes de
regressao foi utilizado o programa Statistica® 12.0 (StatSoft, Inc.). O erro puro foi
escolhido para significancia estatistica e calculo de erros experimentais. A analise
estatistica foi realizada com um nivel de confianca de 95%. O modelo mais complexo
incluindo as interacdes entre as variaveis independentes foi utilizado para modelar as
respostas. Um modelo polinomial de segundo grau foi utilizado para o ajuste dos

dados experimentais como pode ser visto na Equacéao (9):

DV =&, +a,0,0, 9.1 + 8,040, +8RLS +a,RLS® +at +a,t”* +a,9,,,9,.. xRLS +
3301,0,9pc1 XU+ a;RLS xt +800,0,05c1 X +84,0, 0, 0501 X RLS xt
(9)

onde ao, ai, az, ..., a11 sdo os coeficientes de regressdo calculados pelo ajuste do

modelo aos dados experimentais.

Para a otimizacdo das condicbes experimentais pela ferramenta de
desejabilidade, excluindo inicialmente a variavel deslignificagdo, foram utilizados os
resultados obtidos mais baixos como ndo desejavel, e os mais elevados como
totalmente desejavel, das seguintes formas: a resposta rendimento foi configurada em
nivel ndo desejavel (= 0) de 33,72%, em nivel parcialmente desejavel (= 0,5) de
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64,18% e totalmente desejavel (= 1) de 94,65%; a resposta celulose residual foi
configurada em nivel ndo desejavel (= 0) de 39,66%, em nivel parcialmente desejavel
(= 0,5) de 67,19% e totalmente desejavel (= 1) de 94,72%; e a resposta conversao
enzimatica, por sua vez, foi configurada em nivel ndo desejavel (= 0) de 48,51%, em
nivel parcialmente desejavel (= 0,5) de 71,03% e totalmente desejavel (= 1) de
93,55%.

Tabela 4.1: Matriz de planejamento experimental Doehlert.

Ensaio RLS/(mL g?) Tempo / (h) g H202 g BC*! % H.0, BC?

1 25 4,5 1,65 165
2 20 4,5 3 300
3 20 8 2,1 210
4 5 4,5 1,65 165
5 10 4,5 0,3 30
6 10 1 1,2 120
7 20 4,5 0,3 30
8 20 1 1,2 120
9 10 4,5 3 300
10 15 1 2,55 255
11 10 8 2,1 210
12 15 8 0,75 75
13 (PC) 15 4,5 1,65 165
14 (PC) 15 4,5 1,65 165
15 (PC) 15 4,5 1,65 165

4.7 Hidrélise enzimatica

Os ensaios de hidrélise enzimatica das fracdes soélidas obtidas na sequéncia
de fracionamento composta de pré-tratamento hidrotérmico seguida de extracdo
alcalina e oxidativo avancado foram realizados em triplicata. Nestes ensaios, foram
utilizados os coquetéis enzimaticos comerciais Cellic Ctec2 e Cellic Htec2 cedidos
pela empresa Novozymes®. A celulase foi aplicada em uma concentracdo de
10 FPU g*! bagaco pré-tratado e a B-glicosidase em uma concentracdo de

52,2 Ul g ! bagaco pré-tratado.

1,000 g de amostra foi adicionada a frascos erlenmeyer de 25 mL juntamente
com uma solucédo tampéo de citrato (0,05 mol L) de pH 4,8 e 0,02% de azida sédica
(mvt) paradar RLS de 10 mL g*. A presenca de azida sédica faz-se necessaria para

inibicdo de crescimento de microrganismos indesejaveis, a partir da inibicdo de
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enzimas da cadeia respiratéria. Os fracos foram mantidos em incubadora com controle

de temperatura e agitacdo orbital por 72 h a 150 rpm e 50°C.

Apo6s o término das reacfes de hidrélise enzimética, os frascos erlenmeyer
foram imergidos em banhos de gelo e, posteriormente, centrifugados a 4.500 rpm
(907 G) por 15 min para separacao das fracdes solida e liquida. As fracfes liquidas
ricas em agucares fermentesciveis foram caracterizadas de acordo com o descrito na

secao 4.9.5.
4.8 Fermentacao alcoolica

Para producéo de E2G na etapa de fermentac&o alcodlica foi produzido um licor
rico em acgucares fermentesciveis oriundo de hidrolise enzimatica (sem adicédo de
azida de sodio) apds aplicacdo das condi¢des otimizadas do POA (0,3 g H-.0O2 g BC,
9,67 mL g, 8 h) pela ferramenta de desejabilidade, descrita na secdo 4.6. Foram
utilizados trés tipos diferentes de cepas de Saccharomyces cerevisiae, sendo duas
destas cepas oriundas da producéo comercial de E1G em destilarias brasileiras (PE-
2 e CAT-1 (Fermentec, Brasil)) e uma oriunda de isolamento laboratorial (LBCM1047)
do processo de producidode cachaca (ARAUJO et al., 2018). Os experimentos foram
realizados em frascos cilindricos de vidro contendo 45 mL de hidrolisado rico em
acucares fermentesciveis (apds passar por autoclave por 20 min a 120°C). Foi
utilizada uma quantidade de in6culo de 4 x 107 células mL™! para cada levedura (ODeoo
de 4). Posteriormente os frascos foram incubados a 150 rpm e 34°C, conforme Figura
4.2,

Os experimentos foram realizados em triplicata, com um controle sem adicao
de substrato. Nao foi realizada nenhuma adicdo de solug¢do nutriente. Os frascos
cilindricos foram periodicamente pesados para medicao da perda de massa de CO; e
consequente avaliagdo do processo fermentativo. Ao final dos experimentos, foram

retirados sobrenadantes e centrifugados (1000 G, 20 min, 25°C).
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Figura 4.2: Frascos cilindricos incubados para fermentacao alcodlica.

e P T L

A composicao quimica do sobrenadante foi determinada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, Agilent Technologies, model 1260), conforme descrito

na secao 4.9.5.
4.9 Digestédo Anaerobia

As fracdes liquidas residuais das etapas de extracdo alcalina e POA foram
testadas, separadamente, para producdo de biogas em ensaios em batelada de
digestdo anaerdbia. Todos os experimentos foram realizados em duplicata, em
condi¢cbes mesofilicas, em frascos de vidro de 120 mL de volume vedados com
tampas de borracha e lacres de aluminio, utilizando 50% do volume util do frasco para
a fase liquida e o restante para o headspace. Os frascos foram carregados com 6 mL
de efluente oriundo das fragGes liquidas residuais dos pré-tratamentos (extracéo
alcalina e oxidativo avancado). O inéculo de cada ensaio foi adicionado em funcéo da
relacdo alimento/microrganismo de 0,375 g DQO g SV1. Para controle, um teste sem
adicdo de substrato também foi incluido em cada ensaio para verificar a atividade
metanogénica do inéculo. A concentracdo de DQO foi determinada a partir de
metodologia padrdo do Standard Methods 5220D. Além disso, uma solucdo aquosa
de bicarbonato de sodio foi utilizada para manter o pH do meio em 7,0. Uma solucéo
nutriente foi adicionada para manter a razdo minima de DQO:N:P de 350:5:1 (BAETA
et al., 2013). Os frascos foram incubados em incubadora (SOLAB, Brasil, modelo SL

221) sob agitacdo de 200 rpm a 35°C, conforme pode ser observado na Figura 4.3.
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Figura 4.3: Frascos de vidro incubados para avaliacdo de potencial metanogénico.

A producéo de biogas foi medida diariamente pela pressao acumulada em cada
frasco por manémetro (Manometer®, modelo PM-9100HA) até a estabilizacdo. A
composicdo do biogas produzido em termos de metano (%, v v?!) foi determinada por
cromatografia gasosa (Shimadzu, modelo 2014/TCD), operado a 120°C, usando uma
coluna capilar (30 m x 0,53 mm, Restek) empacotada com peneira molecular de 5 A
a 40°C. Todos os valores de producdo de metano em Nm?3 CHs kg DQO™ foram
expressados em condicfes normais de temperatura e pressédo (273 K, 101,315 Pa)

conforme definido pela IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry).

4.10 Caracterizacdo do bagaco de cana e de fracdes gasosas,

liguidas e sdlidas
4.10.1 Teor de umidade

Os teores de umidade das amostras foram determinados por meio de balanca
termogravimétrica OHAUS, modelo MB200. Para cada determinacéo, cerca de 0,6 g
de amostra previamente homogeneizada foram aquecidas a 105°C até que a variacao
do teor de umidade fosse inferior a 5%. O teor de umidade foi calculado por meio da
Equacéo (10):

M

U/(%)= (LJ x100 (10)

total
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sendo U a umidade da amostra (%), Mseca @ massa seca (g) € Miwta @ massa total (g)
utilizada no teste.

4.10.2 Teor de extrativos

Em analise de componentes, os extrativos interferem na quantificacdo da
lignina, de forma que residuos lignocelulésicos com grande contetdo de extrativos
devem passar pela etapa de extracdo anteriormente a caracterizacao
(TAHERZADEH, KARIMI, 2008).

A quantificacdo dos extrativos foi realizada de acordo com norma TAPPI T204
cm-97. Nesse teste, 10,000 g de amostra em base seca foram colocadas em um
cartucho feito com papel filtro. Apos preparar o cartucho contendo o bagaco de cana
moido (40-60 mesh, 0,25-0,42 mm), o mesmo foi adicionado a um extrator tipo
Soxhlet. Foi utilizado 250 mL de uma mistura de solventes organicos, cicloexano e
etanol (1:1, v v!), na extracdo. A extracdo teve duracéo de 48 h. Ao término desse
tempo, o cartucho foi lavado com 100 mL de agua destilada e levado para secagem a
60°C por 72 h, sendo a massa contida no cartucho pesada posteriormente. Para 0s
célculos de perda de massa, uma fracdo foi retirada e submetida a andlise de
umidade, de acordo com o descrito na sec¢ao 4.10.1. O teor de extrativos foi entdo

determinado por gravimetria.
4.10.3 Teor de lignina insollavel e cinzas

O teor de lignina Klason (lignina insolivel em meio acido) da amostra foi
determinado segundo a Norma TAPPI T222 om-02, modificada de acordo com o

descrito a seguir.

Uma massa de 0,713 g em base seca de bagaco de cana (in natura ou pré-
tratado) previamente moido (40-60 mesh, 0,25-0,42 mm), e, com excecao do bagaco
in natura, livre de extrativos, foi transferida para um tubo autoclavavel de vidro de
500 mL. Adicionou-se 10,7 mL de solucdo de &cido sulfarico 72% (m m?) (d =
1,6338 g mL?). A mistura de bagaco de cana e acido permaneceu sobre agitacdo
magnética por um periodo de 2 h (fase de condensacéo) a 25°C. Na etapa de hidrolise,
o acido sulfarico foi diluido a uma concentracdo de ~3% (m v?) adicionando-se ao

tubo autoclavavel 400 mL de &gua destilada. O tubo entdo foi levado para uma
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autoclave previamente aquecida a uma temperatura de 121°C onde permaneceu por
1h.

ApOGs essa etapa, iniciou-se o processo de filtracdo. A solucao foi filtrada a
guente em cadinho filtrante com placa porosa previamente seco e tarado em mufla a
525 °C por 2 h. Apés a filtragdo, o cadinho contendo o material insoltvel permaneceu
em uma estufa de secagem de recirculacdo de ar a 80°C por 4 h. ApGs a secagem do
residuo insolivel em meio acido, o cadinho foi mantido em dessecador para
resfriamento, sendo pesado posteriormente (me) para calculo da quantidade de lignina
insoltvel (residuo sélido ao final do teste), de acordo com a Equacédo (12). Apds essa
etapa, o cadinho foi levado a mufla com uma taxa de aquecimento de 1,25 °C min
até 525 °C, permanecendo nessa temperatura por um periodo de 2 h. Posteriormente,
a mufla foi resfriada até 100 °C e o cadinho foi entdo transferido para um dessecador
até obtencdo de massa constante e pesado posteriormente (mm) para calculo de
determinacdo do teor de cinzas na lignina, de acordo com a Equacédo (11). Cada

procedimento foi realizado, no minimo, em triplicata.

Cinzas /(%):[%j x100 (11)
Lignina /(%):(%j x100 (12)

sendo m; a massa inicial usada na analise (em base seca, livre de umidade e livre de

extrativos).
4.10.4 Teor de lignina soluvel

Para determinacdo da lignina solivel em meio acido utilizou-se o filtrado
(hidrolisado &cido) obtido durante a determinacédo da lignina insoltvel pelo método
Klason, secéo 4.10.3. A quantificacdo da lignina solavel foi feita por meio da medida
de absorbancia em 215 nm e 280 nm seguindo metodologia adaptada
(GOLDSCHMID, 1971). As concentragbes de lignina soluvel foram calculadas

utilizando a Equacéo (13).
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o 1)

A Equacdo é resultante da solugcéo simultanea de duas equacdes:

A, =0,68C, +18C,
A, =0,15C, +70C,

sendo:

A, = valor de absorbéancia da solu¢éo a 280 nm
A, = valor de absorbéancia da solu¢éo a 215 nm

C, = concentracéo de carboidratos (g L*)

C, = concentrag&o de lignina soltvel (g L*)

Os valores 0,68 e 0,15 sao as absortividades molares dos carboidratos em 280
e 215 nm, respectivamente, e os valores 18 e 70 sdo absortividades molares da lignina

soluvel em 280 e 215 nm, respectivamente.
4.10.5 Teores de celulose, hemiceluloses e etanol

Os teores de celulose e de hemiceluloses foram determinados a partir de
analise cromatografica dos compostos presentes na fracdo liquida (hidrolisado acido)
do método analitico para determinacdo de lignina Klason, secdo 4.10.3. Para
determinacao de etanol foram utilizadas amostras do sobrenadante oriundas de cada
frasco cilindrico da fermentacdo alcodlica descrita na secdo 4.8. Os compostos
analisados foram celobiose, glicose, xilose, arabinose, etanol, acido férmico, acido
acético, 2-furfuraldeido (FF) e 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF).

Utilizou-se um cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE; HPLC, Agilent
Technologies, model 1260), equipado com uma coluna Aminex HPX 87H (300 x
7,8 mm, BIO-RAD®) mantida a temperatura de 55°C. A mistura eluente foi composta
de &cido sulfarico 0,005 mol L e foi bombeada em um fluxo de 0,6 mL min. Para
deteccdo de agucares e etanol, foi utilizado um detector de indice de refragédo, Agilent

modelo RID-6A. Para deteccdo de acidos e furanos, foi utilizado detector de UV-Vis
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(Agilent, modelo SPD-10AV) operado em canal duplo, com comprimento de onda em

210 nm para determinacao dos acidos e em 274 nm para os furanos.

Ap6s a quantificacdo dos compostos por CLAE, celobiose e glicose foram
convertidas em quantidade equivalentes de celulose; xilose e arabinose em xilanas e
arabinanas, e acido acético em grupos acetila. Os teores de HMF foram convertidos
em celulose e os de FF em xilanas. Desta forma, a determinacdo dos teores de
celulose e hemiceluloses foi feita multiplicando-se a quantidade de cada um dos
analitos identificados por CLAE pelos seus respectivos fatores de conversdo. A
conversao dos componentes do hidrolisado em celulose e hemiceluloses foi realizada
conforme as Equacgoes (14) e (15) (GURGEL, 2011).

0,95Cceo iose + 0, 9C icose+3,52Céci o formico + 29CHMF V
Celulose / (%) = {( - ! — " L Visoumiso, }100
(14)
O’88C:xi ose + 0’88(::71ra inose + 0’717Céci 0 acético +1’375C urfural V +
Hemiceluloses / (%) —[( ' b doacer s Moo ]xlOO
mi

(15)

O balanco de massa para os componentes do bagaco de cana-de-acgucar foi

calculado utilizando a Equacéo (16).
Balango de massa /(%) =C+H+I1+L+E (16)

em que C é o teor de celulose, H o teor de hemiceluloses, L o teor de lignina total
(soluvel e insolavel), 1 o teor de inorganicos (cinzas) e E o teor de extrativos

(determinado somente para o bagaco de cana in natura).
4.11 Estimativa do balanco de energia

Um balanco de energia foi realizado considerando a quantidade de energia
consumida nas etapas de pré-tratamento antes da hidrélise enzimatica, comparando
esta com a energia total gerada pela combustéo do biogas produzido em um sistema
de cogeracéo, sistema de calor e poténcia combinados (CHP) (PEREZ-ELVIRA, FDZ-
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POLANCO, 2012). Considerando os valores de eficiéncia tipicos de um sistema CHP
comercial, 10% da energia oriunda da queima do biogas é perdida, sendo 33% do
restante convertida em energia elétrica (Eg), e 66% convertida em energia
potencialmente térmica (Et) (LASER et al., 2002).

A energia consumida na etapa de pré-tratamento hidrotérmico foi estimada a
partir da energia necessaria para aquecimento do substrato da temperatura de 25°C
até a temperatura de reacéo utilizada (183°C). Da mesma forma, a energia consumida
no aquecimento da agua utilizada no pré-tratamento, levando em consideracao a RLS
da condicdo experimental, da temperatura de 100°C até a temperatura de reacao
(Equacao (17)). A consideracdo de que a agua de entrada seja utilizada a 100°C é
devido a possibilidade de utilizacdo da agua residual das turbinas de condensacéo do
sistema de cogeracdo de energia das usinas de alcool e acucar. A capacidade
calorifica (Cp) utilizada para bagaco de cana foi de 0,00176 MJ (kg °C)* e para agua
foi de 0,00419 MJ (kg °C) (KLING et al., 1987).

Er e = [Cp,BC X Mg X (TPTH,T —Tac os0c )] + |:Cp,HZO xRLS x Pro % (TPTH,T - THZO,lOO"C )} (17)

onde: Erprh (MJ) € a energia térmica consumida no pré-tratamento hidrotérmico

(PTH), Cpsc € Cp,0 (MJ (kg °C)?) séo as capacidades calorificas do bagaco de cana

e da agua, respectivamente, mgc (kg) € a massa de bagaco de cana, TprH,T, TBC.25°C,

e Th,0100c (°C) sdo as temperaturas do pré-tratamento hidrotérmico (183°C), de

entrada do bagaco de cana e de entrada da agua, RLS (L kg?) é a razéo liquido-sélido

e pn,0 (kg L) é a massa especifica da agua.

O preparo do bagaco de cana oriundo do pré-tratamento hidrotérmico para a
etapa de extracdo alcalina foi realizado por meio de moagem, e para tanto, 0 mesmo
foi previamente seco em estufa, conforme descrito na se¢éo 4.4. A energia consumida
na etapa de secagem foi determinada a partir da quantidade de agua aquecida e

vaporizada no processo, de acordo com a Equacéo (18).

E =m,,[C, (AT)+C_] (18)

T (-),secagem

onde Ex()secagem (MJ) é a energia consumida na secagem do bagaco de cana pre-

tratado e C (2,256 MJ kg?) é o calor latente da dgua para vaporizacéo. A energia
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consumida para a moagem foi calculada de acordo com a lei de Bond (Equacgao

(29)).

E (19)

1 1
E(-),moagem WiC (F - F]
2 1

onde: Et()moagem (MJ) € a energia consumida na moagem do bagaco de cana pré-
tratado, wi (kWh kg?) é o indice de trabalho do substrato, C é a capacidade
determinada do moinho (kg h'), D, é a granulometria média desejada (0,34 mm) e D1
€ a granulometria média de entrada (11,0 mm). Para a extracao alcalina e para a etapa

de POA, a energia consumida foi determinada de acordo com a Equacgéo (20).

EE(—),ext.aIcaIina,POA = (P XTop) 0,278 (20)

onde: E1().ext alcalina,poa (MJ) € a energia consumida na extracdo alcalina e no POA, P
€ a poténcia do equipamento utilizado (650 W para extracéo alcalina e 150 W para o
POA), Top € 0 tempo de operagdo do equipamento e 0,278 é o valor de conversao

para kWh, por se tratar de consumo de energia elétrica.

Para a determinacédo do balanco de energia do sistema proposto, a energia
térmica gerada (Equacdo (21)) foi subtraida da soma das energias térmicas
consumidas, da mesma forma que a energia elétrica produzida (Equacao (22)) foi
subtraida da soma das energias elétricas consumidas. Sendo o balanco de energia o0

valor resultante (Equacéo (23)).

Nm°CH kg DQO
Erom :PBM(kg DQ(;JX[ kg BC ]XCD,CH4 (0,9)(0,66)  (21)

Nm°CH, ) (kg DQO
Ec =PBM[kg DQij( < BC ]xCp'CH‘l(0,9)(0,33)(0,278) (22)

AE, . =E, . (+)-E; (-) (23)

onde PBM (Nm*® CHs4 kg DQO™) é o potencial bioquimico de metano e CpcH,

(MJ (kg °C)?) é a capacidade calorifica do metano.
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5 Resultados e discussao

Nessa secao, serdo apresentados os resultados de caracterizagdo do bagaco
de cana-de-acUcar, da sequéncia de fracionamento do bagaco de cana em duas
etapas, ou seja, hidrotérmico seguido de extracao alcalina e deslignificacdo oxidativa
utilizando peroxido de hidrogénio em meio alcalino, bem como os rendimentos de
hidrélise enzimatica de cada uma das etapas e também a producao de biogas usando

as fracOes liquidas residuais da extracdo alcalina e da desliginficacao oxidativa.
5.1 Caracterizacéo do bagaco de cana-de-acucar in natura

O bagaco de cana-de-acucar in natura utilizado no presente estudo apresentou
em sua composicdo: 48,70% (+0,50%) de celulose, 21,14% (x0,21%) de
hemiceluloses, 24,81% (+0,44%) de lignina total, 2,31% (+0,20%) de extrativos e
0,41% (£0,03%) de cinzas.

Rocha et al. (2015) caracterizaram diferentes variedades de bagaco de cana-
de-acucar cultivadas no Brasil, reportando valores médios de 42,1% (+1,9%) de
celulose, 27,6% (+£0,9%) de hemiceluloses, 21,56% (+1,7%) de lignina, 5,63% (+2,3%)
de extrativos e 2,84% (x1,2%) de cinzas. As reduzidas divergéncias entre os valores
composicionais obtidos e os da literatura podem estar relacionadas a fatores externos,
como as condi¢cdes do solo, clima, sazonalidade, variedade da cana-de-acucar,
estado de maturacéo e colheita da planta (ANDRADE et al., 2017).

5.2 Pré-tratamento hidrotérmico e extragao alcalina

O bagaco de cana-de-acucar in natura passou por um processo de pré-
tratamento hidrotérmico, de acordo com o descrito na se¢do 4.2, nas condicdes
experimentais determinadas por Baéta et al. (2016), denominadas de DC4 (183°C,
41 min e RLS de 3,94 mL g?), estabelecidas e validadas pela ferramenta de
desejabilidade do programa Statistica®. De acordo com Ko et al. (2015), o pré-
tratamento hidrotérmico modifica quimicamente a estrutura da lignina por meio da
hidrélise das ligagdes a- e B-aril-alquil-éter. Em tempos reacionais mais prolongados,
os fragmentos de lignina podem juntamente com os furanos oriundos da degradacéo

de acucares C5 e C6 promoverem reacdes de condensacado, além das reacfes de
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repolimerizacdo entre os proprios fragmentos de lignina solubilizados no meio
reacional. Além disso, em elevadas temperaturas reacionais, a lignina quimicamente
modificada pode fundir e fluir para fora da célula vegetal por meio da lamela média.
Uma vez na superficie da fibra a lignina quimicamente modificada ndo encontra
solvéncia no meio reacional aquoso acido e, portanto, acaba se concentrando na
superficie das fibras do bagaco de cana, formando gotas esféricas chamadas de
droplets de lignina. Portanto, apds o pré-tratamento hidrotérmico aplicou-se uma etapa
de lavagem do bagaco de cana pré-tratado com solucdo alcalina de NaOH
(0,2 mol L 1), conforme descrito na secéo 4.4, para avaliacdo da eficiéncia de remocéao
dos fragmentos de lignina sollveis em meio alcalino e que poderiam consumir
desnecessariamente peroxido de hidrogénio, elevando o custo do fracionamento em

duas etapas.

As composi¢cbes quimicas em termos de celulose, hemiceluloses, lignina,
extrativos e cinzas do bagaco de cana in natura e das fracdes solidas apos o pré-
tratamento hidrotérmico e extracdo alcalina sdo apresentadas na Tabela 5.1. E
possivel observar que os teores de lignina foram modificados apos a aplicacéo do pré-
tratamento hidrotérmico, de 24,81% para 33,5%. Isto deve-se ao fato de serem
apresentados os teores de cada constituinte relativo a massa integral de bagaco de
cana, e neste caso, apesar de 6,1% da lignina ter sido removida do bagaco de cana
in natura, foi alcancada uma remocéo de hemiceluloses de 73%, o que ocasionou em
um enriguecimento em massa, isto €, um aumento da concentracdo de lignina no
residuo solido obtido apds o pré-tratamento hidrotérmico. Uma quantidade de 82,1%
da celulose inicial no bagaco de cana foi mantida na fracdo solida residual do pré-
tratamento hidrotérmico. Desta forma, os xilo-oligbmeros e os acgucares C5 e C6
liberados por meio da despolimerizacdo da fracdo de hemiceluloses do bagaco de
cana durante o pré-tratamento hidrotérmico podem ser usados para uma potencial
exploracéo energética subsequente. A digestdo anaerdbia para producao de biogas
(CHa4 e H) tem sido utilizada para o melhoramento do balanco de energia integral do
processo, assim como proposto por Baéta et al. (2016) e Passos et al. (2018), por

exemplo.
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Tabela 5.1: Composicéo e rendimentos dos pré-tratamentos aplicados ao bagaco de

cana-de-acUcar in natura, hidrotérmico e extragdo alcalina.

Parametros (%) Bagaco in natura Hidrotérmico Ext. alcalina
Celulose 48,70+0,50 56,74+1,74 78,91+1.42
Hemiceluloses 21,14+021 8,1:047 7,13+0557
Lignina 24,81+0,44 33,542,31 17,6+1,00
Extrativos 2,31:0,20 - -
Cinzas 0,41+0,03 2,6810,11 1,55:0,16
Total 97,27+073 101,024+2,93 105,99.1 89
Rendimento - 70,5 74,5
Perda de massa - 29,5 25,5
Celulose residual - 82,14+34 100,0+332
Remocéao de
hemiceluloses - 72,992 03 34,424715
Deslignificacao - 6,09:1,81 60,85:3,79
Conversao
o 14,86 34,55:252 46,8242,05
enzimatica
Relagéo LI:LS 8,93 11,85 26,81

A extracdo alcalina mostrou-se uma boa solucéo para o aumento da eficiéncia
geral do processo por meio de adicdo de uma etapa de mais baixo custo quando
comparada a deslignificacao oxidativa, ao atingir 60,8% de deslignificacdo, mantendo
mesmo assim a fracao celuldsica integralmente (100,0%). Desta forma, pode-se dizer
gue uma menor quantidade de peréxido de hidrogénio podera ser utilizada no POA,
direcionando assim o mesmo para parcela de lignina de mais dificil extracdo que
corresponde a lignina intercruzada com formacéo de ligacdes carbono-carbono (por
exemplo, a-a, B-B, B-1, B-5, 5-5), o que dificulta a sua remocéo devido a dificuldade
de se solubilizar fragmentos de lignina de elevada massa molar. A comprovacéo de
gue a lignina residual da sequéncia de fracionamento hidrotérmico e extracdo alcalina
€ uma lignina mais intercruzada e de dificil remocao pode ser feita por meio da relacéo
LI:.LS, ou seja, de lignina insoltvel (LI) dividido pela lignina soltvel (LS) no teste
Klason. A relacdo LI:LS aumentou de ~8,9 para ~26,8 ap0s a aplicacdo do pré-
tratamento hidrotérmico seguido de extracdo alcalina, mostrando que a lignina

residual € uma lignina bastante intercruzada, e, portanto, é necessario um tratamento
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subsequente mais drastico, isto é, capaz de romper as novas ligacdes formadas
durante o pré-tratamento hidrotérmico, principalmente as ligacdes carbono-carbono.
Neste sentido, o POA com peréoxido de hidrogénio em meio alcalino pode ser
adequado para isolar e purificar a fracdo de celulose da celulignina obtida apds o pré-
tratamento hidrotérmico seguido de extracao alcalina.

Apesar de a conversdo enzimdtica ter tido uma melhora consideravel apos a
etapa de extracao alcalina, o rendimento de 46,8% para a fracao sélida desta etapa
ndo é suficiente para dimensionar, de forma economicamente viavel, uma planta de
producéo de bioetanol 1G-2G integrada, conforme simulacdes realizadas por Dias et
al. (2012). Apesar dos droplets de lignina ocasionarem em inibicdo das enzimas por
meio de adsorcdo improdutiva das mesmas (KO et al., 2015), a sua extracado na
lavagem alcalina ndo elevou de forma satisfatoria os rendimentos de converséo
enzimatica. Assim, pode-se concluir que a fragéao de lignina que se manteve na fracao
sélida, que por sua vez € uma lignina de mais dificil extracdo da matriz lignocelulosica
(ver relacdo LI:LS) constitui na maior barreira para o aumento do rendimento de

hidrélise enzimatica.

Neste contexto, o estudo da deslignificacdo por meio de reacdes que
ocasionem em rompimento de ligacdes carbono-carbono (como é o caso dos
processos oxidativos avancados), torna-se essencial, como forma de diminuir 0s
custos com a etapa de hidrdlise enzimatica, conferindo uma maior acessibilidade das
enzimas hidroliticas a fracdo de celulose contida no sélido pré-tratado, possibilitando

assim a aplicacdo de menores quantidades de coquetel enzimatico.
5.3 Pré-tratamento oxidativo avancado com peroxido de hidrogénio

A hidrélise enzimatica é favorecida com a utilizacdo de uma polpa com alto teor
de celulose (270%) e baixo teor de lignina (£10%) (BRIENZO et al., 2015; RABELO et
al., 2014). A otimizacéo das condicdes da etapa de deslignificacdo (RLS, carga de
perdxido de hidrogénio e tempo) foi realizada visando a obtencédo de uma fracdo sélida
na qual o maximo rendimento de conversdo enzimatica fosse combinado com
minimas perdas de massa e de celulose. Para tanto, foi realizado planejamento
experimental Doehlert, utilizando a ferramenta de desejabilidade do programa
Statistica® 12 (Statsoft, Inc.) para otimizacdo das condicdes experimentais (carga de
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peréxido de hidrogénio, tempo e RLS) por meio de um algoritmo que combina as
condicdes desejaveis (elevados teores de celulose e conversdes enzimaticas e baixas
perdas de massa) para a obtencdo de uma fracdo soélida residual mais susceptivel a
hidrélise enzimatica e posterior fermentacéo a E2G.

As condicOes experimentais de cada ensaio do planejamento experimental séo
apresentadas na Tabela 5.2, bem como 0s constituintes majoritarios das fracdes
sélidas resultantes do POA e os resultados obtidos para cada uma das trés variaveis
respostas avaliadas: deslignificacdo (Dig, %), celulose residual (Cr, %) e conversao
enzimatica (CE, %). E possivel observar que os niveis adotados para as variaveis
independentes do planejamento experimental Doehlert permitiram a obtencéo de uma
ampla variabilidade nos resultados, com os valores de deslignificacdo situando-se na
faixa de 22,0-95,5% e o rendimento, isto &, massa de residuo solido recuperada apos
0 POA, na faixa de 33,7-94,7%.

Alguns ensaios como 4, 7 e 11 obtiveram rendimentos de hidrolise enzimatica
de cerca de ~93%, comparaveis a elevados resultados da literatura. Rabelo et al.
(2014) reportaram uma conversdo enzimatica de cerca de ~99% utilizando
2,68 g H.02 g BC! e RLS de 25 mL g%, em comparacdo com 1,65 g H.O> g BC! e
RLS de 5 mL g do ensaio 4 (92,4%) e 0,3 g H.02 g BC! e RLS de 20 mL g do
ensaio 7 (93,5%). Isto deve-se possivelmente a eficiéncia de remocao da lignina na
etapa pré-tratamento hidrotérmico seguido de extracdo alcalina, eliminando, desta
forma, uma parcela da lignina que ja havia passado por despolimerizacao. Isto ocorreu
devido ao rompimento das ligagées a- e B-alquil-aril-éter, fazendo com que as reacoes
oxidativas subsequentes acontecessem com maior foco na parcela de lignina que nao
pode ser extraida anteriormente, isto €, a partir do rompimento das ligacbes C-C
(LESCHINSKY et al., 2008a; 2008b). Xue et al. (2016) relataram conversao enzimatica
de 98,7%, utilizando 0,36 g H20> g BC* e RLS de 10 mL g* para uma reacéo de 24 h
a40°C, aplicando 30 FPU g BC ! na etapa de hidrélise enzimatica. Uma das vantagens
da presente estratégia de fracionamento é o uso de temperatura ambiente (25°C),
fazendo com que menor quantidade de energia seja utilizada em comparagdo aos
estudos que utilizam aguecimento de reatores (XUE et al., 2016; YUAN et al., 2018).
Além disso, menores tempos de reacdo foram necessérios, levando a um menor

consumo de energia com agitacao.
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Tabela 5.2: Condi¢des experimentais, constituintes majoritarios e variaveis respostas do planejamento Doehlert.

Ensaio g H202 ¢ RLS/ Rendimento/  Celulose/ Hemiceluloses/ Lignina/ Cinzas/ Diig / Cr/ CE/
BC'  (mLg") (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 1,65 25 4,5 56,59 89,0342,27 4,06+0,47 12,7084 0,54+0,08 59,17 63,85 65,64
2 3 20 4,5 61,23 94,26.0.54 0,82:0,71 4,8+0,04 194.047 83,30 73,14 65,83
3 2,1 20 8 72,30 87,69:+323 1,92.0,01 10,86:105  0,53:028 55,40 80,34 74,37
4 1,65 5 4,5 42,38 75,49.1,26 0,35:0,34 9,27+04 1,74+090 77,68 40,54 92,39
5 0,3 10 4.5 73,47 79,7809 5,26+0.49 11,96:001  0,95:0,07 50,08 74,28 77,70
6 1,2 10 1 57,03 88,995 02 1,43+0,3 9,47 10,47 0,77+0,11 69,32 64,32 64,98
7 0,3 20 4.5 67,50 59,89:3.37 11,98:168 16,14:003  0,29:021 38,11 51,23 93,5
8 1,2 20 1 80,54 72,9541 27 17,23:1,84 4,01+0,77 1,2:051 81,65 74,46 87,19
9 3 10 4.5 33,72 92,8080 0,00:0,01 7,31+0,07 4,16+0,14 86,00 39,66 67,76
10 2,55 15 40,33 102,08:1,21 1,0440,13 1,95:0,65 1,37+0,22 95,53 52,54 48,51
11 2,1 10 48,89 80,27+0,07 0,37+0,03 1,74.022 4,52.0,66 95,17 49,73 93,55
12 0,75 15 94,65 78,97 +2,37 5,37:0,71 1451060  0,48:011 21,98 94,72 87,11
13 (PC) 1,65 15 4,5 57,60 89,59:3.01 1,03.0.48 8,71.0.18 1,5+0.49 7150 6540 67,50
14 (PC) 1,65 15 4,5 65,30 89,45.118 0,614041 11,02:136  1,23:03 59,12 74,02 73,11
15 (PC) 1,65 15 4,5 56,33 87,37+2,05 1,36:0,42 9,35:0,45 1,44:031 70,08 62,37 72,07

Legenda: RLS: razéo liquido-sdlido; t: tempo; Dig: deslignificacdo; Cr: celulose residual; CE: converséo enzimatica.
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Os ensaios 10 e 11 obtiveram elevados valores de deslignificacdo (95,53 e
95,17%, respectivamente), os quais sdo comparaveis aos valores mais elevados da
literatura com relacdo ao bagaco de cana-de-agucar, como o de 92,0% relatado por
Vallejos et al. (2015), que estudaram o pré-tratamento organossolve em bagaco de
cana em etapa Unica com etanol:agua (1:1), 150 min, 190°C e uma RLS de 3 mL g*,
e superior aos 87,1% relatados por Rabelo et al. (2014), que usaram 2,68 g H.O> g BC"
e uma RLS de 25 mL g*. Apesar disto, estes ensaios apresentaram elevados valores
de perda de massa (fracdo solubilizada durante o POA), de 59,7 e 51,1% para o
ensaio 10 e 11, respectivamente. Consequentemente os valores de celulose residual
também foram baixos (52,5 e 49,7% para o ensaio 10 e 11, respectivamente), o que
prejudicaria o rendimento global do processo apos fermentacédo para producdo de
E2G.

O ensaio 8 destaca-se por apresentar elevado rendimento em massa (80,5%)
juntamente com elevada deslignificacdo (81,65%), mantendo uma quantidade de
celulose residual de 74,5%. Isto indica que suas condi¢des experimentais podem ser
utilizadas para as etapas subsequentes de producdo de E2G, podendo apresentar
bom rendimento global, também em virtude da elevada conversdo enzimatica

observada (87,2%, a quarta maior do planejamento).

O ensaio 12 foi o que apresentou maior rendimento (94,7%) dentre todos
aqueles do planejamento experimental Doehlert, o que se deve provavelmente ao
maior valor de celulose residual (94,7%) observado, e apesar dele ter apresentado
uma baixa deslignificacdo (21,98%), ele ainda apresentou a quinta maior conversao
enzimatica (87,1%). Isto indica que a extracdo de uma pequena parcela de lignina a
partir do rompimento das ligacbes C-C pode aumentar significativamente o0s
rendimentos de hidrolise enzimatica, permitindo uma maior acessibilidade das

enzimas celuloliticas ao substrato.

No entanto, para uma discussdo mais aprofundada é essencial analisar as
significAncias estatisticas de cada efeito padronizado por meio dos diagramas de
Pareto para cada variavel resposta do planejamento experimental Doehlert. Na Figura
5.1 é possivel visualizar os efeitos padronizados da variavel resposta deslignificacéo

no diagrama de Pareto.
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Figura 5.1: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a variavel

deslignificacdo do pré-tratamento oxidativo avancado.

(2)H,0, (gH,0,/gBCXL) | -3,30939

3)t(h)(L) ¢ -4,45949

1Lby3L -3,86386

(NRLS (m:m)(L) -2,91993
2Lbyal ¢ 2471131
thyQ) 8508178
1Lby2L 6841345
Hz0, (gH20,/gBC)(Q) + -,627087

RLS (m:m)(Q) | 2465768

p=,05

A carga de peréxido de hidrogénio aplicada na reacdo foi a variavel
independente de maior efeito sobre o sistema, exibindo efeito significativo positivo.
Este é um resultado esperado, pois sendo o peréxido de hidrogénio o agente de
deslignificacdo, espera-se que quanto maior for a sua concentracdo, maior sera a
oxidacao da lignina e, consequentemente, a sua solubilizacdo no meio alcalino. Este
resultado esta alinhado com aqueles relatados na literatura para o uso de outros
agentes de deslignificacdo por via oxidativa da lignina, como no caso do 0z6nio
(TRAVAINI et al., 2016) ou ndo oxidativa como o etanol (MESA et al., 2010). O tempo
teve um efeito significativo negativo sobre a deslignificacédo, indicando que um maior
tempo reacional pode levar a ocorréncia de reacdes indesejaveis que dificultam a
remocao da lignina oxidada que provavelmente havia sido solubilizada. Isso talvez
seja devido a formacao de novas ligacfes intercruzadas, seja com a lignina oxidada e
nao removida ou com a fracdo de carboidratos da fracdo sélida. Além disso, apesar
nao ter exibido efeito estatisticamente significativo, a RLS possui efeito negativo,
devido ao seu aumento acarretar em uma diluicdo do peréxido de hidrogénio no meio

reacional alcalino.

Na Figura 5.2 pode ser observada a superficie de resposta para aquelas
variaveis significativas t (h) e H202 (g H202 g BC), sendo a RLS (mL g?) fixada em

seu ponto central do planejamento Doehlert.
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Figura 5.2: Superficie de resposta para a variavel deslignificagcdo em fungéo da

carga de peroéxido de hidrogénio e do tempo de reacdo. A RLS fixada em 15 mL g*.

foy OERAARERP QY

A Tabela 5.3 apresenta os coeficientes de regressao estimados por meio de
regressao nao linear pelo programa Statistica® para o ajuste do modelo quadratico

(Equacéo 9) a resposta deslignificacdo bem como o p-valor e o intervalo de confianca.

Tabela 5.3: Coeficientes de regresséo para a variavel deslignificacao.

-95, % +95, %

Coeficiente de Erro
Fator t(2) p Limite de Limite de
regressao padréo . .
confianca confianca
Mean/Interc. 51,678 25,295 2,043 0,178 -57,16 160,51
(1) RLS/ (mL g?) (L) 1,535 2,146 0,715 0,549 -7,70 10,77
RLS /(mL g™ (Q) 0,015 0,062 0,247 0,828 -0,25 0,28
(2) g H202g BC(L) 3,620 13,651 0,265 0,816 -55,11 62,36
g H202 g BCY(Q) -1,596 2,545 -0,627 0,595 -12,55 9,35
(3)t/(n) (L) 0,522 4,786 0,109 0,923 -20,07 21,11
t/(h) (Q) 0,272 0,319 0,851 0,484 -1,10 1,65
1L by 2L 0,343 0,502 0,684 0,564 -1,82 2,50
1L by 3L -0,788 0,204 -3,864 0,061 -1,67 -0,09
2L by 3L 3,234 1,309 2,471 0,132 -2,40 8,86

Pode-se observar na Figura 5.2 que para valores tempo mais longos somente
uma elevada carga de peroxido de hidrogénio aplicada proporcionou a obtengéo de
resultados de deslignificagdo satisfatérios. Nas condi¢des experimentais onde baixas

cargas de peréxido de hidrogénio aplicadas foram usadas combinadas com tempos
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de reacdo mais curtos, os radicais gerados podem estar sendo rapidamente
consumidos pela lignina e pelos produtos de oxidac&o solubilizados no meio reacional,
ocasionando que no restante de tempo do experimento ndo haja oxidante em
concentragéo suficiente para promover uma remogao adicional de lignina (GOULD,
1984; GALINDO-HERNANDEZ et al., 2018).

Em condicbes mais brandas de carga de peroxido de hidrogénio, as
deslignificagbes alcancadas foram maiores do que 76% nos experimentos com 1 h de
duracdo, diminuindo progressivamente com o aumento do tempo. Isto indica a
possibilidade de ocorréncia de reacdes indesejaveis na lignina degradada e oxidada,
e, desta forma, seria necessario aumentar consideravelmente a carga de peroxido de

hidrogénio para aumentar a deslignificagéo.

Em virtude de os resultados observados e de fatores econémicos para se
alcancar a viabilidade do processo em uma biorrefinaria lignocelulésica, processos
mais rapidos com tempos curtos de reacdo como 1 h e deslignificacdes da ordem de
~75% podem ser considerados satisfatorios, variando apenas a carga de peroxido de
hidrogénio aplicada. No entanto, valores mais elevados de deslignificacdo podem ser
atingidos (>96%) com um aumento de ambas, carga de peroxido de hidrogénio e
tempo de reacdo. Porém € necessario avaliar os rendimentos do processo
considerando outras variaveis respostas como a celulose residual e a conversao
enzimatica, tendo em vista o objetivo principal de maximizar a producédo de E2G a

partir do bagaco de cana-de-acucar.

Na Figura 5.3, os efeitos padronizados das variaveis resposta celulose residual
e rendimento podem ser observados no diagrama de Pareto. O Unico efeito
estatisticamente significativo para celulose residual foi a interacdo entre a RLS e a
carga de peroxido de hidrogénio, possuindo um efeito positivo. Para a variavel
rendimento, os efeitos destas duas variaveis resposta sdo similares devido a uma
maior perda de massa no processo ser consequéncia de uma maior perda de
carboidratos, ocasionada por quantidades elevadas de peréxido de hidrogénio na
reacdo. Isto demonstra que ao aumentar a carga de peroxido de hidrogénio o
rendimento do pré-tratamento tende a diminuir e, consequentemente, a quantidade de

celulose solubilizada aumenta, ocasionando em uma maior perda de massa.
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Figura 5.3: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados do pré-tratamento

oxidativo avancgado para (A) celulose residual e (B) rendimento.
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Nos ensaios 9 e 10, que foram aplicadas elevadas cargas de peréxido de
hidrogénio, 3 e 2,55 g H.02 g BC™! respectivamente, pode-se perceber que houve uma
elevada perda de massa (66,3 e 59,7% para ensaios 9 e 10, respectivamente). Devido
a isso, uma baixa quantidade de celulose residual foi observada na fracdo solida
resultante de ambos ensaios (além da eliminacdo de toda fracdo hemicelulésica no
caso do ensaio 9). Quando comparados com o0 ensaio 2, ensaio do planejamento que
também aplicou quantidades superiores de peréxido de hidrogénio (3 g H2.02 g BC1),
pode-se perceber que o rendimento foi superior no ultimo caso. Isto é devido aos
diferentes valores de RLS (10, 15 e 20 para ensaios 9, 10 e 2, respectivamente)
ocasionarem em uma diluicdo do peréxido de hidrogénio para valores mais elevados,
diminuindo assim a concentracdo do mesmo no meio reacional para o ensaio 2, bem
como a quantidade em contato com o bagaco de cana, levando, portanto, a menores
valores de deslignificacdo (86,0, 95,53 e 83,3% para ensaios 9, 10 e 2,
respectivamente) e maiores rendimentos em massa (33,7, 40,3 e 61,2% para ensaios

9, 10 e 2, respectivamente).

Na Figura 5.4 podem ser observadas as superficies de resposta para celulose
residual e rendimento para as variaveis mais significativas H.O2 (g H.02 g BC ') e RLS
(mL g?), sendo que ot (h) foi fixado em seu valor no ponto central do planejamento

experimental Doehlert.
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Figura 5.4: Superficies de resposta para as variaveis (A) celulose residual e (B)

rendimento em funcéo da carga de peréxido de hidrogénio e da RLS. A variavel t foi
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fixada em 4,5 h.

(9/) CRBINDLTE

As Tabelas 5.4 e 5.5 apresentam os coeficientes de regresséo estimados por

meio de regressdo ndo linear pelo programa Statistica® para o ajuste do modelo

guadratico (Equacao 9) as respostas celulose residual e rendimento, respectivamente,

bem como os p-valores e os intervalos de confianca.

Tabela 5.4: Coeficientes de regresséao para a variavel celulose residual.

-95, % +95, %
Coeficiente de Erro
Fator t(2) p Limite de Limite de
regressao padréo . .
confianca confianca
Mean/Interc. 68,213 40,656 1,677 0,154 -36,29 172,72
(1) RLS/ (mL g?) (L) 2,185 3,449 0,633 0,554 -6,68 11,05
RLS /(mL g™ (Q) -0,151 0,099 -1,515 0,190 -0,41 0,10
(2) g H202g BCY(L) -26,619 21,941  -1,213 0,279 -83,02 29,78
g H202 g BCY(Q) -2,150 4,001 -0,525 0,622 -12,66 8,36
(3)t/(n) (L) -1,389 7,692 -0,180 0,864 -21,16 18,38
t/(h) (Q) 0,447 0,513 0,870 0,424 -0,87 1,76
1L by 2L 2,094 0,806 2,595 0,048 0,02 4,16
1L by 3L 0,023 0,328 0,070 0,947 -0,82 0,86
2L by 3L -0,837 2,103 -0,398 0,707 -6,24 4,57
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Tabela 5.5: Coeficientes de regressdo para a variavel rendimento.

-95, % +95, %

Coeficiente de Erro
Fator t(2) p Limite de Limite de
regressao padrao _ _
confianga confianga
Mean/Interc. 65,421 41,504 1,576 0,175 -41,27 172,11
(1) RLS/ (mL g?) (L) 2,967 3,521 0,842 0,437 -6,08 12,02
RLS / (mL g?) (Q) -0,102 0,101 -1,010 0,358 -0,36 0,16
(2) g H202 g BC(L) -34,387 22,399  -1,535 0,185 -91,96 23,19
g H202 g BCY(Q) 0,988 4,176 0,236 0,822 -9,74 11,72
(3)t/ (h) (L) -1,184 7,853 -0,150 0,885 -21,37 19,00
t/(h) Q) 0,586 0,523 1,120 0,313 -0,76 1,93
1L by 2L 1,240 0,823 1,505 0,192 -0,88 3,35
1L by 3L -0,161 0,334 -0,480 0,650 -1,02 0,70
2L by 3L 0,077 2,147 0,035 0,972 -5,44 5,60

Comparando as duas superficies de resposta apresentadas na Figura 5.4
percebe-se que ha uma tendéncia para obtencdo de maiores rendimentos e de
maiores quantidades de celulose residual em cargas de peroxido de hidrogénio mais
baixas (<1,5 g H.02 g BC?) e RLS em torno de 10-15 mL g%, resultando em uma
guantidade de celulose residual >80%. Com o0 aumento de ambas as variaveis, RLS
e carga de peréxido de hidrogénio, também elevou-se a quantidade celulose residual
nas fracdes solidas resultantes. Rabelo et al. (2014) obteve um resultado de celulose
residual de 92,6% aplicando um pré-tratamento otimizado com 2,68 g H.02 g BC?,
RLS de 25 mL g e 1 h. Esses autores observaram também que o aumento na carga
de solidos na reacéo diminuiu a quantidade de celulose solubilizada. Su et al. (2015)
aplicaram um POA com 0,4 g H2O: por g de espiga de milho com uma RLS de 5 mL g
1, Em um tempo de 30 min os autores relataram uma quantidade de celulose residual

de 91,8%, e em 8 h de reacéo, a celulose residual foi de 78,5%.

Na Figura 5.7 os efeitos padronizados da variavel resposta conversao
enzimatica podem ser observados no diagrama de Pareto. Diferentemente do
observado por Rabelo et al. (2014), que encontraram um efeito significativo positivo
para concentracdo de peréxido de hidrogénio e tempo como ndo significativo, o
presente estudo apresentou ambos efeitos como significativos no intervalo de
confianca de 95%, sendo que a carga de peréxido de hidrogénio aplicada teve efeito
negativo e o tempo efeito positivo. Da mesma forma, Xue et al. (2016) observaram
efeitos significativos positivos do tempo e da concentracéo de peroxido de hidrogénio.

No entanto, € importante ressaltar que os trabalhos destes autores nao avaliaram em
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seus planejamentos experimentais a variacao da quantidade de agua utilizada no pré-
tratamento, sendo que para todos os experimentos foi usada RLS de 25 mL g*
(RABELO et al., 2014) e de 10 mL g (XUE et al., 2016).

Figura 5.7: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a variavel conversao

enzimatica (%) do pré-tratamento oxidativo avancado.

(2)g Hz0; g BC(L) -—8,42898

(3)h)(L) 7.438287

1Lby3L -5,63753

2Lby3L 4,137558

(HRLSAmL g")(L) -3,06598
RLS/(mL g ")(Q) 2,98115
1Lby2L -2,97048
t(h)(Q) 1,725387

g H;0, g BCT(Q) 1,602223

p=,05

Além disso, ambos aplicaram o pré-tratamento em bagaco de cana-de-agucar
in natura. No caso do presente estudo, em que a etapa de deslignificacdo do bagaco
de cana foi aplicada ap06s o pré-tratamento hidrotérmico seguido de extrac&o alcalina,
as mudancas estruturais ocorridas na lignina na etapa de pré-tratamento dificultaram
a sua extracdo, proporcionando uma razao LI:LS de ~26,8, mais elevada quando
comparada a de ~8,9 do bagaco in natura (MEIGHAN et al., 2017).

Devido a extracdo alcalina apds o pré-tratamento hidrotérmico ter removido
60,8% da lignina presente, e esta estar basicamente na forma de droplets, pode-se
concluir que a lignina residual na fracdo solida é de dificil degradacdo e,
consequentemente, de extracdo. Assim, a lignina esté intimamente ligada as fracoes
de carboidratos ou mesmo localizada em espacos na célula vegetal que devido a sua
elevada massa molar a impedem de ser extraida. Por outro lado, quando ocorre a
solubilizacdo da celulose, é a parcela de grau de organizacdo mais baixo (menor

cristalinidade) que provavelmente € solubilizada, restando deste modo a fracdo de
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maior cristalinidade, e, portanto, de maior dificuldade de acessibilidade por parte das
enzimas (HALL et al., 2010; LING et al., 2017).

Pode-se observar também que o tempo teve um efeito significativo positivo,
mostrando que ao longo do tempo a matriz lignocelulésica teve sua acessibilidade
aumentada para as enzimas hidroliticas, assim como no estudo realizado por Xue et
al. (2016). Isto deve-se possivelmente ao maior tempo de reacao necessario para que

a cristalinidade e/ou grau de polimerizacao da celulose seja diminuido na reacdo em
meio alcalino.

Na Figura 5.8 pode ser observada a superficie de resposta para conversao
enzimatica com as variaveis mais significativas H202 (g H.02> g BC?) e t (h), sendo

gue a RLS foi fixada em seu valor do ponto central do planejamento experimental
Doehlert em 15 mL g

Figura 5.8: Superficie de resposta para a conversado enzimatica em funcéo da carga

de peréxido de hidrogénio e do tempo de reagdo. RLS foi fixada em 15 mL g.
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Conforme pode ser visualizado na superficie de resposta apresentada na
Figura 5.8, elevados rendimentos de conversdo enzimatica podem ser alcancados
utilizando-se baixas cargas de peréxido de hidrogénio (<1 g H>02 g BC!) em tempos

de reacao curtos. Para o presente caso de fracionamento em duas etapas nao foi
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necessario, portanto, o uso de elevadas quantidades de agente de deslignificacdo

como forma de atingir elevados rendimentos de conversdo enzimatica.

Na Tabela 5.6 sdo apresentados os coeficientes de regresséo estimados por
meio de regressdo ndo linear pelo programa Statistica® para o ajuste do modelo
quadrético (Equacdo 9) a resposta conversdo enzimatica bem como os p-valores e 0s

intervalos de confianca.

Tabela 5.6: Coeficientes de regressao para a variavel conversao enzimatica.

-95, % +95, %

Coeficiente de Erro
Fator t(2) p Limite de Limite de
regressao padrao _ _
confianga confianga
Mean/Interc. 74,748 32,453 2,303 0,069 -8,67 158,17
(1) RLS/ (mL g?) (L) 0,470 2,753 0,170 0,871 -6,60 7,54
RLS/ (mLg?) (Q) 0,081 0,079 1,023 0,353 -0,12 0,28
(2) g H202 g BC(L) -14,880 17,514  -0,849 0,434 -59,90 30,14
g H202 g BCY(Q) 1,796 3,265 0,550 0,605 -6,59 10,19
(3)t/(h) (L) 4,071 6,140 0,662 0,536 -11,71 19,85
t/(h) (Q) 0,242 0,409 0,592 0,579 -0,81 1,29
1L by 2L -0,656 0,643 -1,019 0,354 2,31 0,99
1L by 3L -0,506 0,262 -1,935 0,111 -1,17 0,16
2L by 3L 2,385 1,679 1,420 0,215 -1,93 6,70

Entretanto, o uso combinado das variaveis RLS e carga de peroxido de
hidrogénio em seus niveis superiores afetaram negativamente a conversao enzimatica
como pode ser visto no diagrama de Pareto (Figura 5.7). Como pode ser visto na
Figura 5.8, para um valor de RLS fixo em 15 mL g torna-se necessario o uso de uma
menor carga de peroxido de hidrogénio para que ndo se perca rendimento de
conversdo enzimatica. Na Figura 5.9, para um valor de tempo fixo em 1 h, com o0 uso
de uma carga de 0,5 g H.O, g BC?! s6 é possivel obter elevadas conversdes

enzimaticas com o uso de quantidades de agua superiores a 15 mL g.

Desta forma, é possivel dizer que uma certa diluicdo do peréxido de hidrogénio
no meio reacional é necessaria para que a matriz celulésica do bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado seja corretamente preparada para a hidrélise enzimatica, podendo
atingir elevados rendimentos de conversao enzimatica e consequentemente de E2G.
Portanto, as condigbes experimentais ideais precisam combinar corretamente 0s

niveis das variaveis de POA de forma a maximizar a conversao enzimatica.
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Figura 5.9: Superficie de resposta para a varidvel conversdo enzimatica em funcao

da carga de peroxido de hidrogénio e da RLS. O t foi fixado em 1 h.
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A ferramenta de desejabilidade do programa Statistica®, versao 12, foi utilizada
para determinacédo de um conjunto de condicdes de pré-tratamento para producéo de

uma fracdo soélida na qual se maximize os rendimentos de conversao enzimatica,
minimizando as perdas de massa e de celulose.

Para isto, selecionou-se as variaveis respostas de acordo com valores de
desejabilidade, de ndo desejavel (0), parcialmente desejavel (0,5) e desejavel (1). Em
principio, a variavel resposta deslignificacdo nao foi levada em consideracéo no teste,
devido a resposta de conversdo enzimatica e celulose residual terem maior
importancia para o balanco de massa e rendimento global do processo. A Figura 5.10
apresenta os perfils previstos para as variaveis independentes em funcdo das

respostas avaliadas e de desejabilidade de acordo com as configura¢cdes fornecidas
para o programa.

A variavel rendimento foi configurada da seguinte forma: ndo desejavel (0 =
33,72%), parcialmente (0,5 = 64,185%) e totalmente desejavel (1 = 94,65%). A
celulose residual foi configurada da seguinte forma: ndo desejavel (0 = 39,66%),

parcialmente (0,5 = 67,19%) e totalmente desejavel (1 = 94,72%). A converséo
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enzimatica, por sua vez, foi configurada como: ndo desejavel (0 = 48,51%),
parcialmente (0,5 = 71,03%) e totalmente desejavel (1 = 93,55%).

A Figura 5.10 apresenta os perfis de valores preditos e de desejabilidade. As
condi¢cbes Otimas encontradas com a ferramenta de desejabilidade foram de
0,3 g H202,gBC?, RLS de 9,67 mL g'* e tempo de 8 h, e os resultados previstos foram
de 93,7% de rendimento, 90,4% de celulose residual, 35,93% de deslignificacéo e

95,3% de conversao enzimatica.

Figura 5.10: Perfil de valores previstos e desejabilidade.
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Apods, passou-se a validagcdo das condicGes Otimas propostas pela ferramenta
de desejabilidade, atingindo-se rendimento de 77,96%, celulose residual de 82,24% e
conversdo enzimatica de 88,94%. Observou-se um baixo valor de deslignificacédo
(42,71%), porém houve um incremento significativo na acessibilidade das enzimas ao
substrato na etapa de hidrdlise enzimatica. P6de-se observar que apos a etapa de
extracdo alcalina a conversédo enzimatica foi de 46,8%, sendo este valor foi elevado
para 88,94% apoOs aplicacdo do POA nas condi¢cbes desejaveis. Apesar de o

rendimento atingido experimentalmente ter sido inferior ao previsto, obteve-se
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0,325 g glicose g BC™, evidenciando uma eficiéncia satisfatéria para obtencéo de

acucares fermentesciveis para obtencdo de etanol.
5.4 Fermentacéo alcodlica

A producdo de E2G por fermentacdo alcodlica foi avaliada sem adi¢cao de
solugcdes nutrientes. A producdo de E2G foi realizada a partir da aplicacdo de
diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae (PE2, CAT1 e LBCM1047) no
hidrolisado rico em glicose, obtido da hidrdlise enzimatica da fracé@o solida oriunda das
condicGes otimizadas pela ferramenta de desejabilidade do programa Statistica®.

A composicdo de acgucares do hidrolisado enzimatico foi de 78,7 g Lt de
glicose, 5,75 g L de xilose, 2,0 g L de celobiose e 0,5 g L de arabinose. Nao foi
observada presenca de furanos (HMF e furfural). A presenca de acidos organicos,
como acido acético, em concentracdes superiores a 1,5 g L™* pode causar inibicdo em
certas leveduras (DIJKERMAN et al., 1996). Uma pequena quantidade de 0,26 g L*

de acido férmico foi observada no hidrolisado.

A elevada concentracdo de glicose e a baixa concentracdo de xilose, arabinose
e acidos organicos, bem como a auséncia de inibidores furanicos, mostrou que a
estratégia de fracionamento adotada no presente trabalho foi bem-sucedida. Na
Figura 5.11 pode ser observado o perfil de producédo de E2G ao longo do tempo de
fermentacdo. As eficiéncias atingidas ao final do processo foram de 88,94% para
LBCM1047, 81,20% para CAT1 e 82,90% para PE2.

Na Figura 5.13 pode ser observado o balanco de massa da estratégia de
fracionamento proposta considerando um processo partindo de 1000 g de bagaco de
cana in natura. Como pode ser visto na Figura 5.13,
1505 g etanol kg bagaco in natura! puderam ser produzidos
(190,7 mL etanol kg bagaco in natura), correspondendo a 367,7 g etanol kg BC* pré-
tratado por POA. Desta forma, para producéo de 1 L de etanol (789 g), é necessario
0 processamento de 5,24 kg de bagaco de cana, correspondendo a 2,15 kg de bagaco

pré-tratado por POA.

Martins et al. (2015) reportaram uma conversao de glicose a etanol de 84,48%

(135,4 g etanol kg BC™), utilizando POA aplicado diretamente ao bagaco de cana in
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natura (0,51 g H202 g BC?, RLS de 5 mL g, 90°C) e hidrélise enzimatica com
15 FPU g BC'e RLS de 10 mL g

A elevada quantidade de E2G produzida no presente estudo pode ser devido a
maior acessibilidade das enzimas ao substrato na etapa de hidrélise enzimatica, que
ocasionou em uma elevada concentracdo de acucares C6. Além disso, a menor
severidade das etapas de pré-tratamento levou a obtencdo de uma maior fracdo de
celulose residual no presente estudo quando comparada aos resultados encontrados
por Martins et al. (2015).

Figura 5.11: Fermentacéo do hidrolisado enzimético utilizando diferentes cepas de

Saccharomyces cerevisiae.
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Rabelo et al. (2014) avaliaram dois valores diferentes de RLS na etapa de
hidrolise enzimatica aplicada a bagaco de cana pré-tratado por POA
(2,68 g H202 g BC?) atingindo 139,2 g etanol kg BC! para um valor de RLS de 10 mL g
1 e 187,85 g etanol kg BC* para um valor de RLS de 33 mL g*. Portanto, somente
com quantidade consideravelmente maior de agua utilizada, em comparacdo com o
presente estudo, foi possivel produzir maiores quantidades de etanol, o que eleva os
custos econdmicos do processo nas etapas subsequentes de fermentacdo e

destilacdo. E importante salientar que o tempo de fermentag&o alcodlica necessario
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para ambos os trabalhos (RABELO et al., 2014; MARTINS et al., 2015) e para o
presente estudo para que se atingisse a conversao maxima de glicose a etanol foi na
faixa de 25-27 h.

O rendimento global da sequéncia de fracionamento do bagaco de cana em
glicose calculado no presente estudo foi de 73,9%. Esse rendimento levou em conta
a quantidade de glicose tedrica presente no bagaco de cana in natura, que poderia
ser liberada diretamente se 100% de conversdo enzimatica pudesse ser obtida, em
comparagao com a quantidade experimental observada ao final do presente estudo.
Xue et al. (2016) relataram um rendimento total de 83,3%, aplicando POA em uma
Unica etapa (0,36 g H202 g BC' e RLS de 10 mL g?), porém aplicando tempo de 24 h
e temperatura de 40°C, o que acarretaria em elevacdo de custos. Para o estudo de
Rabelo et al. (2014), o rendimento global foi de 92,6%, também utilizando POA em
uma U(nica etapa. E importante salientar a menor quantidade de agente de
deslignificagcdo utilizada no presente estudo, de 0,3 g H.02 g BC%, enquanto Rabelo
et al. (2014) atingiram a condicdo 6tima com 2,68 g H.02 g BC. Além disso, uma
menor quantidade de agua foi utilizada ao longo do processo proposto, sendo que na
etapa de deslignificacdo uma RLS de 9,7 mL g* foi usada na otimizacdo, enquanto
Rabelo et al. (2014) utilizaram RLS de 25 mL g e Banerjee et al. (2011) uma RLS de
50 mL gt para se obter uma conversdo enzimatica de 74% a partir de

0,5 g H202 g palha de milho™.

5.5 Producéao de biogas a partir das fracdes liquidas dos pré-

tratamentos

As fracOes liquidas oriundas de cada etapa do fracionamento adotado foram
submetidas a digestdo anaerobia para producdo de metano. O pré-tratamento
hidrotérmico foi aplicado de acordo com as condi¢cbes operacionais otimizadas por
Baéta et al. (2016), atingindo rendimento de 140,0 NmL CHs g SV*!
(0,173 Nm® CH4 kg DQO™?) a partir do hidrolisado hemicelulésico.

Na etapa de extracdo alcalina, o0 rendimento atingido foi de
56,3 NmL CHa4 g SV-1. Este decréscimo significativo na producdo de metano deve-se
a elevada deslignificacdo atingida na etapa de extracéo alcalina (60,8%), resultando

em uma frag&o residual liquida com uma elevada quantidade de fragmentos de lignina
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de elevada toxicidade. Fragmentos de lignina dificultam e/ou reduzem o crescimento
de microrganismos patogénicos (ALVAREZ et al., 1991). Baéta et al. (2016)
reportaram uma diminuicdo na producdo de metano na presenca de elevadas

concentracdes de fragmentos sollveis de lignina em hidrolisados hemicelulésicos.

Para a fragdo liquida oriunda do POA, o rendimento atingido foi de
100,2 NmL CH4 g SV'1. Para ambas as etapas de pré-tratamento nas quais aplicou-
se hidréxido de sédio (extracdo alcalina e POA), a presenca de ions Na* na solucdo
pode ter causado inibicdo e/ou elevado a pressdo osmotica da parece celular dos
microrganismos presentes, inibindo seu crescimento (DEUBLEIN, STEINHAUSER,
2011).

Desta forma, a capacidade total de geracdo de metano da estratégia de
fracionamento adotada é de 296,5 NmL CHs g SV (0,273 Nm?® CHs kg DQO™).
Nosratpour et al. (2018) relataram valores de producdo de metano de 239,7 e
130,7 NmL CHs g SV a partir de bagago de cana-de-aclcar pré-tratado com
0,5 mol L de carbonato de sédio a 140 e 180°C, respectivamente. Ahmad et al. (2018)
relataram uma producéo de metano de 174,8 e 323,3 NmL CH4 g SV aplicando pré-
tratamento hidrotérmico em bagaco de cana impregnado com HO: (0,64% e

7,36% v vi, respectivamente).

Para avaliacdo da biodegradabilidade das fracfes liquidas residuais oriundas
das etapas de extracdo alcalina e POA é possivel comparar a conversao maxima
tedrica de DQO em CHa (354,0 NmL CH4 g DQO™ ou 0,354 Nm* CH4 kg DQO™!) com
os resultados apresentados no presente trabalho. Para o efluente liquido da extracéo
alcalina 29,36 NmL CH4 g DQO! foram produzidos, enquanto que para o efluente
liquido do POA 70,52 NmL CH4 g DQO! foram produzidos. Na Figura 5.12, pode-se
observar a producdo de metano a partir de ambas fracfes liquidas em funcéo do
tempo. Na auséncia de compostos mais facilmente acessiveis é necessario mais
tempo para que 0s microrganismos realizem a hidrélise dos compostos presentes nas
fracOes liquidas dos pré-tratamentos (extracao alcalina e oxidativo avancado). Neste
periodo de tempo, os microrganismos acidogénios, acetogénicos e especialmente
metanogénicos sdo privados de nutrientes, levando a redugdo de suas atividades
metabolicas. Compostos mais biodegradaveis sdo mais rapidamente hidrolisados

guando comparados com compostos de baixa digestibilidade, em que pese que as
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concentracdes de AGV e as taxas de hidrélise sdo mais baixas (NOSRATPOUR et al.,
2018).

Apesar das fracdes liquidas residuais das etapas de extracdo alcalina e POA
terem elevado a producdo de metano do processo, as amostras apresentaram baixa
biodegradabilidade (8,4% para o efluente liquido da extracdo alcalina e 20,15% para
o efluente liquido do POA). Apesar disto, a producéo total de metano da estratégia de
fracionamento adotada (296,5 NmL CHa g SV ou 0,273 Nm? CH4 kg DQO™) provou

ser possivel elevar a eficiéncia energética do processo.

Figura 5.12: Producdo de metano a partir das fracdes liquidas residuais da extracédo

alcalina e do pré-tratamento oxidativo avancado.
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5.6 Balanco de energia do processo de fracionamento

A Figura 5.13 apresenta o balanco de massa juntamente com o balanco de
energia gerado pela estratégia de fracionamento adotada no presente estudo. O
sistema proposto exigiu uma quantidade de 3,37 MJ de energia térmica para
processamento de 1 kg de bagaco de cana, sendo 1,65 MJ do pré-tratamento
hidrotérmico e 1,72 MJ para secagem do bagac¢o de cana oriundo deste. Ambas as
etapas tiveram suas demandas de energia pagas pela geracdo de energia térmica da
combustéo do biogas gerado nas trés etapas de digestédo anaerdbia (3,41 MJ kg BC™1)
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em um sistema CHP. Pode-se observar a importancia da geracdo de metano a partir

das fracdes liquidas residuais oriundas da extracdo alcalina e do POA no processo,

uma vez que apenas com o pré-tratamento hidrotérmico o balanco para a energia

térmica seria negativo (-0,2 MJ).

Figura 5.13: Balanco de massa e energia para o fracionamento aplicado ao bagaco

de cana-de-acucar.

Bagaco in natura (1000 g) |
Celulose 487,0
Hemiceluloses 211,0
Lignina 248,0
Cinzas 4,0
Extrativos 23,0

Pré-tratamento hidrotérmico
(RLS = 3,94 mL g'; 183°C; 41 min)

L 4

| Bagago pés hidrotérmico (705.0 g)
Celulose 400,0
Hemiceluloses 57,0
Lignina 233,0
Cinzas 19,0

Extracdo alcalina

(RLS =10mL g; 0,2 mol L' NaOH; 30 s)

l

| Fragdo liquida (295,0 g)

Xilo-oligobmeros 20,87 g L1
Glicose 2,65gL!
Xilose 1531gL?
Arabinose 0,86¢g L1
Ac. formico 10,49 g L}
Ac. acético 11,92g L1
HMF 0,58 gL
FF 1,33¢g L
Produgao de metano
0,1730 Nm* kgpoa.|

L ]

Bagaco pos ext. alcalina (525,0 g)
Celulose 400,0
Hemiceluloses 37,0
Lignina 89,0
Cinzas 8,0

Pré-tratamento oxidativo

(RLS = 9,67 mL g; 0,3 g H,0, g BC; 8 h)

l
Fragdo liquida (180,0 g)
Produgdo de metano

0,0294 Nm’ ko

Bagago pos oxidativo (409.3 g)
Celulose 3333
Hemicelulose 19.9
Lignina 51.7
Cinzas 4.9

T
Hidrdlise enzimatica

l

| (RLS = 10 mL g'; 10 FPU g''; 72 h; 200 rpm)

Hidrolisado enzimatico

Glicose

3294 ¢

Fermentagao (S. cerevisiae) 89.4%
v

150,5 g etanol (190,7 mL kg BC!)

3,37MJ 1.346 kWh 341 MI 0,473 kWh
kg BC-! kg BC-! kg BC-! kg BC'!

0,273 Nm®cyy kgpgo™!

Fragdo liquida (33,0 g)
Produgao de metano H
0,0705 Nm® kgpoo.,
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Para a energia elétrica consumida foi necessario 1,346 kWh kg BC™L. Desta,
0,14 kWh foram consumidas pelo moinho, 0,005 kWh pelo equipamento utilizado na
extracao alcalina e 1,2 kWh pelo agitador do POA. Pode-se observar o elevado valor
gasto na etapa de POA em comparagao com a extracao alcalina, devido ao tempo de
operacgao de cada uma (30 s para a extragao alcalina e 8 h para o POA). A quantidade
de energia elétrica gerada pela combustdo do biogas produzido foi de
0,473 kWh kg BC, evidenciando desta forma, o balanco final negativo para a energia
elétrica, faltando um total de 0,873 kWh para pagar o custo total dos pré-tratamentos.

Isto deve-se basicamente ao tempo de agitacdo de 8 h necessério para
ocorréncia da reacdo nas condicbes otimizadas por meio do planejamento
experimental Doehlert e da ferramenta de desejabilidade. Xue et al. (2016) e Banerjee
et al. (2011) aplicaram pré-tratamentos oxidativos com H>O- em diferentes biomassas
lignoceluldsicas, com tempos de reacéo de 24 e 48 h, e Rabelo et al. (2014) aplicaram

um tempo de reacdo de 1 h, apesar de terem utilizado 2,68 g H.02 g BC™.

Apesar disto, a energia elétrica produzida pelo sistema possibilitou um retorno
energético suficiente para garantir o funcionamento de 2 h de reacéo desta etapa do
processo. Como pode ser visto na Figura 5.10, o tempo foi a variavel independente
de menor sensibilidade no teste de desejabilidade realizado. Assim, elevados valores
de rendimento (<90%), celulose residual (>80%) e conversdo enzimatica (>80%)

ainda poderiam ser atingidos com um tempo de reacao de 2 h para o POA.
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6 Conclusdes

O pré-tratamento oxidativo avancado mostrou-se uma estratégia eficiente para
resolver o problema da dificuldade de promover elevados valores de deslignificacéo
do bagaco de cana pré-tratado por pré-tratamento hidrotérmico para producdo de
E2G, elevando significativamente a eficiéncia da hidrélise enzimatica em comparacao
com as outras etapas de pré-tratamento aplicadas ao bagaco de cana no processo,
isto é, pré-tratamento hidrotérmico e extracdo alcalina. A partir das condicdes
otimizadas (0,3 g H202 g BC%, RLS de 9,67 mL g*, 8 h) foi possivel a producéo de
uma fracdo sélida com elevada acessibilidade para o coquetel enzimatico utilizado,
aléem da maximizacdo do rendimento da reacdo, com reducdo na geracao de

inibidores, obtendo-se uma conversao enzimatica de 88,9%.

A sequéncia de fracionamento produziu um hidrolisado rico em agucares com
elevada fermentabilidade para S. cerevisiae e baixa geracao de inibidores no decorrer
do processo. Foi alcancada uma conversao experimental da fragcdo de celulose a
etanol de 89,4% e uma producdo de 150,5 kg etanol ton bagago bruto?
(5,24 kg BC L etanol?), com a utilizacdo da levedura LBCM1047, isolada de processo

de producédo de cachaca.

A aplicacdo de uma etapa prévia de extracdo alcalina ao pré-tratamento
oxidativo avancado confirmou-se uma estratégia satisfatoria para deslignificacdo da
celulignina mantendo fracéo integral de celulose. Além disso, possibilitou a utilizacédo
de quantidade significativamente inferior de agente de deslignificacdo do que
encontrado na literatura. Da mesma forma, moderadas quantidades de agua foram
utilizadas nas diferentes etapas, diminuindo as demandas de agua de todo o

processo.

As diferentes fracdes do bagaco de cana foram exploradas separadamente
com sucesso dentro do conceito de biorrefinaria. Foi produzido biometano a partir do
hidrolisado hemicelulésico oriundo do pré-tratamento hidrotérmico, bem como das
demais fragBes liquidas residuais dos pré-tratamentos, gerando um total de
296,5 NmL CHs g SVi. Esta producdo incrementou a producdo de energia do

processo de fracionamento, pagando a energia térmica consumida.
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A estratégia de fracionamento do bagaco de cana proposta no presente estudo
€ tecnicamente promissora no contexto da biorrefinaria lignocelulésica, ao maximizar
sua exploracdo energética separando seus constituintes principais a partir de etapas
de pré-tratamento de menor severidade e que demandam menores custos em termos

de gasto de energia para a producao integrada de E1G e E2G.
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7 Perspectivas futuras

Menores valores de carga de peroxido de hidrogénio podem ser avaliadoss,
uma vez que a condicao otimizada do presente estudo determinou o nivel de carga
mais baixo do planejamento experimental como aquele que obteve maiores eficiéncia
para rendimento, celulose residual e converséo enzimatica. Valores inferiores podem
ser considerados, na medida em que maiores eficiéncias na produgéo de E2G podem
ser atingidas por meio da producdo de uma fracdo solida com maiores valores de

celulose residual e rendimento.

Apesar de a energia dispendida no pré-tratamento oxidativo avancado néo ter
sido paga pela energia elétrica gerada no processo, uma diminuicdo do tempo de
reacao para 2 h tornaria o balanco de energia positivo, abrindo possibilidades para o
desenvolvimento desta etapa com vias a diminuicdo do tempo de reagdo. Uma
possivel solucdo para esta demanda seria a avaliacdo de tecnologias que diminuam
este tempo por meio do favorecimento da geracdo de radicais oriundos do peroxido

de hidrogénio, como por exemplo o uso da fotocatalise em sistema de Ti/O>.

Novas condi¢cdes experimentais para producdo de biometano a partir das
fracOes liquidas residuais devem ser avaliadas, com o intuito de maximizar a
produtividade, como a variagcdo da relacdo alimento/microrganismo para valores
diferentes dos aplicados no presente estudo, de 0,375 DQO g SV A adicdo de
carvao ativado para diminuicdo da toxicidade das fracdes liquidas residuais dos pré-

tratamentos também pode ser considerada.

A otimizacédo de etapas como a hidrélise enzimatica, com variacdo da carga de
sélidos e carga enzimatica aplicada, bem como da fermentacdo alcodlica, com a
variacdo da concentracdo de acUcares e carga de leveduras, podem ser
consideradas, com o intuito de diminuir o tempo total do processo de fracionamento.
Para o processo aplicado, o sistema de tratamento do bagaco de cana-de-acUcar
demanda um total de 80 h e 41 min divididos em quatro etapas, além do processo de
fermentacdo alcoodlica necessitar de 27 h para atingir sua maxima eficiéncia. Uma
diminuicdo deste tempo facilitaria a aplicacdo desta estratégia de fracionamento em

uma planta industrial.
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9 Anexos

Tabela 9.1: ANOVA para a variavel resposta deslignificacdo do pré-tratamento

oxidativo avangado.

Fator SQ GL MQ F p-valor
(1) RLS/ (mL g1)(L) 391,347 1 391,35 8,52601  0,100003
RLS/ (mL g?) (Q) 2,791 1 2,79 0,06080 0,828235
(2) H202/ (g H202 g BCY)(L) 3169,238 1 3169,24 69,04597 0,014176
H202 / (g H202 g BC1)(Q) 18,050 1 18,05 0,39324  0,594646
(3) t/ (h)(L) 912,822 1 912,82 19,88701 0,046784
t/ (h)(Q) 33,227 1 33,23 0,72389  0,484485
1L x 2L 21,483 1 21,48 0,46804  0,564523
1L x 3L 685,266 1 685,27 14,92941 0,060925
2L x 3L 280,290 1 280,29 6,10649 0,132081
Falta de ajuste 290,881 3 96,96 2,11241  0,337301

2

Erro puro 91,801
Total 5998,177 14

45,90

L: modelo linear; Q: modelo quadratico; SQ: soma quadratica dos erros; GL: graus de
liberdade; MQ: média quadratica dos erros; F: valor do teste F calculado.

Tabela 9.2: ANOVA para a variavel resposta celulose residual do pré-tratamento

oxidativo avancado.

Fator SQ GL MQ F p-valor

(1) RLS / (mL g)(L) 597,803 1 597,80 16,36 0,056028
RLS / (mL g)(Q) 272,466 1 272,46 7,46 0,112006
(2) H202/ (g H202 g BCY)(L) 358,613 1 358,61 9,82 0,088554
H20:2 / (g H202 g BC)(Q) 32,761 1 32,76 0,90 0,443619
(3) t/ (h)(L) 186,918 1 186,92 5,12 0,152090
t/ (h)(Q) 89,831 1 89,83 2,46 0,257405
1L x 2L 798,91 1 798,91 21,87 0,042815
1L x 3L 0,579 1 0,58 0,016 0,911303
2L x 3L 18,762 1 18,76 0,51 0,547994
Falta de ajuste 519,821 3 173,27 4,74 0,179045

Erro puro 73,069 2 36,53

Total 3255,306 14

L: modelo linear; Q: modelo quadrético; SQ: soma quadrética dos erros; GL: graus de
liberdade; MQ: média quadratica dos erros; F: valor do teste F calculado.
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Tabela 9.3: ANOVA para a variavel resposta rendimento do pré-tratamento oxidativo

avancado.
Fator SQ GL MQ F p-valor
(1) RLS/ (mL g1)(L) 586,608 1 586,608 24,90 0,037896
RLS/ (mL g1)(Q) 126,280 1 126,280 5,36 0,146622
(2) H202/ (g H202 g BCY)(L) 1441,898 1 1441,898 61,2 0,015950
H202 / (g H202 g BC1)(Q) 6,922 1 6,922 0,29 0,642123
(3) t/ (h)(L) 240,388 1 240,388 10,2 0,085612
t/ (h)(Q) 155,058 1 155,058 6,58 0,124253
1L x 2L 280,228 1 280,228 11,89 0,074769
1L x 3L 28,586 1 28,586 1,21 0,385520
2L x 3L 0,159 1 0,159 0,007 0,942065
Falta de ajuste 570,781 3 190,260 8,07 0,112181
2

Erro puro 47,121
Total 3588,101 14

23,561

L: modelo linear; Q: modelo quadratico; SQ: soma quadratica dos erros; GL: graus de
liberdade; MQ: média quadratica dos erros; F: valor do teste F calculado.

Tabela 9.4: ANOVA para a variavel resposta conversao enzimatica do pre-

tratamento oxidativo avancado.

Fator SQ GL MQ F p-valor

(1) RLS / (mL g)(L) 83,723 1 83,723 9,4 0,091944
RLS / (mL g)(Q) 79,154 1 79,154 8,89 0,096507
(2) H202/ (g H.02 g BCY)(L) 632,782 1 632,782 71,5 0,013785
H20:2 / (g H202 g BC)(Q) 22,864 1 22,864 2,57 0,250275
(3) t/ (h)(L) 492,776 1 492,776 55,33 0,017598
t/ (h)(Q) 26,514 1 26,514 2,98 0,226600
1L x 2L 78,588 1 78,588 8,82 0,097104
1L x 3L 283,062 1 283,062 31,78 0,030053
2L x 3L 152,473 1 152,473 17,12 0,053747
Falta de ajuste 359,970 3 119,990 13,47 0,069886

Erro puro 17,813 2 8,91

Total 2383,772 14

L: modelo linear; Q: modelo quadrético; SQ: soma quadratica dos erros; GL: graus de
liberdade; MQ: média quadratica dos erros; F: valor do teste F calculado.
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